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RESUMO GERAL

O papel dos reguladores de crescimento vegetakgsengtolvimento das macroalgas
marinhas é pouco conhecido em comparacdo ao aropleecimento sobre 0s processos
fisiol6gicos controlados por esses compostos emtgdavasculares. Os efeitos do agar, dos
fitorreguladores e da irradiancia no crescimentoaemorfogénese foram avaliados em
culturas axénicas dos morfos verde (VD) e vermdMbl) de Gracilaria domingensis
(Kutzing) Sondeex Dickie. Os efeitos de diferentes concentracdedgde (zero a 1%) foram
avaliados em meio ASP 12-NTA, sob irradiancia de 80umol de fétons.ii.s*. Os efeitos
dos fitorreguladores foram testados em segmentocgig{SA) e intercalares (SI) dos dois
tipos de morfos e foram cultivados em meio soOlid®PAL2-NTA contendo 0,5% de agar.
Foram testadas duas auxinas [acido indolil-3-aa€#dA) e acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D)] e duas citocininas [cinetina (K) e benzilaopurina (BA)] em concentracoes de 0,5
a 50,0 pM, sob dois niveis de irradiancia (50,@ dumol de fétons.M.s). Os processos
de regeneracdo direta (a partir de células do etg)l@ indireta (a partir de células do calo)
foram induzidos com a transferéncia das culturamdim solido ASP 12-NTA para o meio
liquido ASP 12-NTA, durante 4 semanas, e em seguidea 0 meio liquido von Stosch
(25%) por 3 semanas. Todos os experimentos forafizados em temperatura de 22+2°C,
fotoperiodo de 14 h, pH 8 e salinidade 30 ups. @trmentos foram testados com 3
repeticdes com 9 explantes em cada. Os resultadirs submetidos a analise de variancia de
um ou de dois fatores e ao teste de comparacawmderts-Newman-Keuls.

Explantes axénicos foram obtidos através do ptérranto por 48 h em solucéo de
agua do mar esterilizada contendo 10" de nistatina e 1 ml:t. da solucéo antibiética e
antimicotica, seguida de uma lavagem com soluc&riezada de hipoclorito de sodio a
0,5% e 200 pl.l' de detergente por 20 segundos e trés lavagenssstaeem agua do mar
autoclavada. A presenca de agar no meio de cuhilmiai o crescimento de SA dos morfos
pigmentares dé&racilaria domingensis. Os tratamentos com agar induziram a formacao de
trés tipos de calos, denominados conforme a reggdexplante que originou o calo: calo
apical, calo basal e calo intermediario, sendo @ywesenca de agar foi essencial para a
formacdo de calos apicais e intermediarios em arapasorfos. Ainda, a adicdo de agar néao

influenciou o crescimento dos calos formados nodos@studados.
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Em relagdo aos fitorreguladores, o crescimentonaleoa os morfos foi inibido pelo
2,4-D, enquanto que o AIA promoveu o crescimentdStdelos morfos VD e VM quando
cultivados sob a irradiancia de 15@nol de fétons.i.s®. As citocininas apresentaram efeito
estimulatério sobre o crescimento de ambos os mo#dormacéo de calos e o processo de
regeneracao indireta foram nulos, de maneira gdfal. observado que os efeitos
estimulatorios dos fitorreguladores ocorreram, amrsaioria, sob altos niveis de irradiancia,
qgue foram necessarios para promover a formacaegineracoes diretas e indiretas. Além
disso, o morfo VM apresentou um desempenho supenorelacdo ao morfo VD, o que
indica que esse morfo pode ser mais adequado parviarapropagacdo, tendo em vista o

cultivo comercial déracilaria domingensis.



ABSTRACT

The role played by plant growth regulators on sealvdevelopment is poorly known
in comparison to the wide knowledge on physiololgipeocesses controlled by these
compounds in vascular plants. Effects of agar, tpgmowth regulators and photon flux
density on growth and morphogenesis were evaluatedcenic cultures of green (GR) and
red (RE) morphs ofGracilaria domingensis (Kiutzing) Sonderex Dickie. Effects of agar
concentrations (from zero to 1%) were tested in AMNTA medium, irradiance 50 - 80
umol de photons.iiis®. Effects of plant growth regulators were testedajical (AS) and
intercalary segments (IS) from both morphs culturedSP 12-NTA solid medium gelled
with 0.5% agar. Two auxins [indole-3-acetic acidA) and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D)] and two cytokinins [kinetin (K) and 6-bgmaminopurine (BA)] in concentrations
ranging from 0.5 to 500 uM were tested under tigbtIphoton flux densities (50 and 150
umol de photons.ifis?). Processes of direct regeneration (from explafisicand indirect
regeneration (from callus cells) were induced laygferring the cultures from ASP 12-NTA
solid medium to ASP 12-NTA liquid medium cultureat # weeks, and von Stosch medium
(25%) for 3 weeks. Experiments were conducted utelaperature of 22+2°C, photoperiod
of 14 h, pH 8, and salinity of 30 psu. Treatmenégsaemested with 3 replicates with 9 explants
in each. Data were submitted to analysis of vagaot one or two factors, followed by
Student-Newman-Keuls’ test.

Axenic explants were obtained by treatment withilsted seawater with 100g.L™
nystatin and 1 mL.E antibiotic and antimycotic solution for 48 h, faled by washing with
a solution of sterile seawater with 0.5% of sodiypochlorite and 20@ul.L™* of detergent
for 20 seconds, and washings with autoclaved seawat

Growth of AS from both color morphs was inhibitegd &gar. Treatments with agar
induced the formation of three types of callus,aemated in accordance with the region
which gave rise to the callus: apical, basal, andrmediate calluses. The presence of agar
was essential to the formation of intermediate apital calluses. Callus growth was not
influenced by agar concentration in both color nherpin relation to the effects of
phytoregulators, growth of both morphs was inhtbitey 2,4-D, while IAA promoted the
growth of IS from GR and RE morphs cultured unde® 1imol photons.if.s. Cytokinins

stimulated the growth of both color morphs.



Plant growth regulators and irradiance did not haignificant effects on callus
formation and indirect regeneration. Stimulatoryeets of plant growth regulators were
observed in high irradiance levels, which promotkd formation of direct and indirect
regenerations. Moreover, RE morph showed a higleefopnance than the GR morph,

indicating that the RE morph could be more suitdblemicropropagation, considering the
commercial cultivation oGracilaria domingensis.
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INTRODUCAO GERAL

O género Gracilaria Greville

Atualmente, as espécies do généracilaria Greville sdo responsaveis por cerca de
60% da producdo mundial de agar (Tseng 2001)skstdeve principalmente as altas taxas de
crescimento e facil propagacdo vegetativa das espéeste género, que favorecem o seu
cultivo (Kain & Destombe 1995). Além disso, a ddseta de tratamentos alcalinos que
possibilitam o melhoramneto da qualidade de seuagebém torna atrativa a sua utilizacédo
(Critchley 1993, Murano 1995). Algumas espécieggépero séo utilizadas como biofiltros
para tratamento de agua e como fonte de alimentwipalmente em paises asiaticos (De
Casabiancat al. 1997).

No Brasil, segundo Nunes (2005) o gén@racilaria é representado por 21 espécies
distribuidas desde o Estado do Ceara até o Riocdé@m Sul.

Um aspecto interessante nos estudos realizadosasoespécies déracilaria é a
ocorréncia natural de variantes pigmentares. A réocra de variantes pigmentares na
natureza foi referida para as seguintes espdaiesilaria birdiae Plastino & Oliveira (Costa
& Plastino 2001, Ursi & Plastino 2001(racilaria chilensis C.J. Bird, McLachlan & E.C.
Oliveira (Gonzalest al. 1995), Gracilaria conferta (Schousboeex Montagne) Montagne
(Levy & Friedlander 1990)Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sondeex Dickie (Plastinoet
al. 1999) eGracilaria tikvahie McLachlan (van der Meer & Bird 1977).

A heranca de cor foi caracterizada para a maioais \hriantes pigmentares de
Gracilaria, podendo ser nuclear recessiva (van der Meer & B¥77, Zhang & van der Meer
1987, Plastinet al. 2004), nuclear codominante (van der Meer 19%xstloet al. 1999) ou
citoplasmatica (van der Meer 1978, 1979b).

A caracterizagcdo de variantes pigmentaressdacilaria tem contemplado aspectos
como: composicado pigmentar (van der Meer & Bird7,9%an der Meer 1979a, Costa 2000,
Guimaraes 2000, Plastireb al. 2004), taxa de crescimento (van der Meer 1979an&aes
2000, Ursi 2000, Ursi & Plastino 2001, Plasteial. 2004), fotossintese (Guimardes 2000);
caracterizacdo de polissacarideos (Guimardes 20@@)iéncia em populagBes naturais
(Guimaraeset al. 2003), caracteristicas morfo-anatdmicas (Costz0RQultra-estrutura do
cloroplasto (Guimarédes & Plastino 1999, PlastinGdsta 2001) e sequenciamento dos genes
das ficobiliproteinas (St al. 2002).



Das espécies que ocorrem no BraGilacilaria domingensis € amplamente distribuida
no litoral brasileiro, ocorrendo desde o Estaddviiwanh&o até o litoral de Santa Catarina
(Nunes 2005). Esta espécie € produtora de agarsumaaisnportancia deve-se a sua utilizacado
na dieta humana (comidianatura), sendo exportada principalmente para o Japaorn(@ées
et al. 1999, Plastinat al. 1999). A espécie € caracterizada por apreseatatipos de cor
vermelho (selvagem), verde e marrom. A herangaodé ceterminada por um par de alelos,
do tipo mendeliana de origem nuclear codominargeds o alelo que confere a cor verde
codominante ao que confere a cor vermelha. Quamdbeterozigose, eles expressam a cor
marrom, observada apenas na fase tetrasporoffieastinoet al. 1999). Com relagdo a
frequéncia nas populagbes naturais, as variantggrepitares desracilaria domingensis
podem ser denominadas morfos, ja que os mesmoagwrtem freqliéncia igual ou superior a
1% (Guimaraest al. 2003).

O estudo realizado por Guimardes (2000) com mapfgmentares desracilaria
domingensis revelou que os morfos verde e vermelho apresentéaaas de crescimento
semelhantes e crescentes entre 20 e 150 pmol fdfass, enquanto que o morfo verde
apresentou maior taxa de crescimento em relaca@moelho em 220 pmol fétonss™.

Em relacéo ao contetudo pigmentar, o morfo vermafitesentou maior contetdo de clorofila
a e ficoeritrina do que o morfo verde. A taxa fotog#ica do morfo verde € maior quando
comparada ao morfo vermelho nas irradiancias da 2800 pmol fétons.ths® . N&o foi
observada diferenca entre a taxa fotossintéticant®os os morfos nas temperaturas de 16 a
34°C. A caracterizagao estrutural e o rendiment® mlissacarideos 3/@-metil galactose,
3,6-anidrogalactose, ®-metil galactose, 2-metil galactose, galactose e glucose dos morfos
foi semelhante. O estudo de ultra-estrutura redizpor Guimardes & Plastino (1999)
mostrou que o plasto de ambos os morfos sdo semeshestruturalmente, apesar de o morfo
verde apresentar menores concentracoes de fico@tium nimero maior de grédos de amido
(Guimaraes & Plastino 1999).

Com a maior demanda por agar, o extrativismo desalgracilaridides vem
aumentando a cada ano, e uma avaliacdo realizadz0@revelou que 600 toneladas de
Gracilaria spp. foram colhidas na regido nordeste do litorasileiro para a extracdo de agar
(Oliveira et al. 2000). Assim, para evitar a reducdo drastica dgmilpcdes deésracilaria
spp., 0 desenvolvimento de planos de manejo sendaessario, visando desta forma, a
preservacao dessas populacdes (Oliveira & Mira®@&)1 Uma alternativa seria o cultivo no
mar, que permitiria a obtencdo de matéria-prima aarploracdo direta dos bancos naturais

(Accioly 2004). Com o principal objetivo de fornesaibsidios basicos para o cultivo, torna-



se importante o estudo com espécies nativas elia@i@da diversidade intraespecifica para

a selecdo de linhagens com caracteristicas degster

A cultura de tecidos em macroalgas

Atualmente, a técnica de cultuma vitro tem sido aplicada visando a propagacgéo
clonal de plantas (Mercier 2004). A propagacao alaon vitro, também conhecida como
micropropagacao, tem como principal vantagem ayg@al, a partir de um individuo, de uma
grande quantidade de plantas num espaco relatitarnarto de tempo (Chawla 2002). Esta
técnica amplamente utilizada para vegetais tee®gste interesse econémico, também pode
ser aplicada as macroalgas marinhas, visando gaseke propagacdo de linhagens com
caracteristicas desejadas e que possuam maiorc@bdteconémico (Yokoya & Handro 1996,
Huang & Fujita 1997a, Yokoya 2000).

Embora a técnica de cultuia vitro seja aplicada em plantas vasculares ha muitos
anos, os primeiros estudos com macroalgas foraficpdbs apenas no final da década de 70.
O marco inicial foi o trabalho realizado por ChenT&ylor (1978) comChondrus crispus
Stackhouse (Rhodophyta). Estes autores cultivargtames da regido medular do talo em
condi¢cbes axénicas, induzindo a diferenciacao @ekila regeneracédo de plantulas. A partir
deste trabalho, varios estudos foram realizadosa»wbjetivos de se estabelecer protocolos
para obtencdo de explantes axénicos e de se corfagmes controladores da indugéo de
calos e da regeneracdo de plantulas, principalmemieespécies de interesse econdémico
(Yokoya 1996). Porém, existem alguns fatores quiepoinfluenciar a resposta do explante e
até mesmo, dificultar o estabelecimento da cultorgitro. Um dos principais problemas
enfrentados € a obtencdo de explantes axénicasppgdrotocolos de desinfestacdo acabam
danificando e até inviabilizando os explantes (Bv&nTrewavas 1991, Aguirre-Lipperheide
et al. 1995). No entanto, a utilizacdo de explantesiar8ré de extrema importancia, ja que a
superficie do talo das macroalgas é coberta paroonganismos (Sieburth & Tootle 1981),
que podem sintetizar fitorreguladores, influenc@ra resposta do explante (Evans &
Trewavas 1991, Bradley 1991).

Outro parametro importante para o estudo dosrdigoitadores é a composicdo do
meio de cultura utilizado. Os meios de cultura gtikzam agua do mar ndo sdo indicados
para avaliar os efeitos dos fitorreguladores, paisesma pode conter substancias promotoras
do crescimento (Bradley 1991). Para o estudo dogdguladores, € recomendavel utilizar

meios de composicao quimica definida, conhecidosoameios sintéticos.



Fitorreguladores em macroalgas

Fitorreguladores (ou fitormonios, reguladores descmento vegetal ou horménios
vegetais) sdo substancias de origem vegetal owgtismtque estimulam a divisdo, o
crescimento e a diferenciacdo celular, bem commsytrocessos celulares (Borém & Vieira
2005). Atualmente, a literatura relata o isolameat@ identificacdo de seis classes de
fitorreguladores em macroalgas: auxinas, citocsjirggberelinas, acido abscisico, etileno e
poliaminas (tabela 1).

Varios estudos tém evidenciado o efeito da aplc@g@®gena de fitorreguladores nas
macroalgas marinhas, principalmente as auxinadoeimnas, e por serem as classes de
horménios selecionadas para o presente estudo,agoédadas com mais detalhes.

Um dos primeiros trabalhos relacionados a aplcag@gena de fitorreguladores foi
realizado por Davidson em 1950, que nao observeitoesignificativo das auxinas acido
indolil-3-acético (AlA), acido indolilbutirico (IBAe acido naftalenoacético (ANA) sobre o
crescimento dé\scophyllum nodosum (L.) Le Jolis eFucus evanescens C. Agardh. Jacobs
(1951) observou que a aplicacdo de AlA pode estimaulformacdo de rizéides dBnyopsis
plumosa (Hudson) C. Agardh. O AIA promoveu o alongaments dadides deicetabularia
mediterranea J.V. Lamouroux (Thimann & Beth 1959). O AIA tambéestimulou o
alongamento de rizomas e a proliferacdo de frorelasCaulerpa sertularioides (S.G.
Gmelin) M.A. Howe (Mishra & Kefford 1969) e er@aulerpa prolifera (Forsskal) J.V.
Lamouroux (Dawes 1971). A presenca de AIA estimuwocrescimento d€odium fragile
subsp. tomentosoides (van Goor) P.C. Silva (Hanisak 1979), induziu @scimento de
rizoides e a regeneragdo de plantulas em cultoé&saas dd-ucus spiralis L. (Fries 1984) e
estimulou o crescimento de esporofitos jovenkatainaria japonica J.E. Areschouq (Kaat
al. 2006). A aplicacdo de varios tipos de auxinasdfa@,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
ANA, é&cido 2,4 — diclorofenoxibutirico (2,4-DB),£25-T (4cido 2,4,5-triclorofenoxiacético)

e outros] inibiram o crescimento Akaria esculenta (L.) Greville (Buggeln 1976).



Tabela 1: Ocorréncia de fitorreguladores nas macroalgasnimasi ACIDO ABSCisSICO(ABA=
acido abscisico), BXINA (AIA= acido indolil-3-acético), GOCININAS (BA=

benzilaminopurina, iP=

isopenteniladenina, iPA= pmateniladenosina, Z= zeatina),

GIBERELINAS (GA; GA;, GAs;, GA; GAs, GA7), PoLIAMINAS (putrescina, espermidina,

espermina).

Espécie Substancia Referéncia
Rhodophyta
Gracilaria cornea J. Agardh putrescina, espermidina e Guzman-Uriostegal. (2002)

espermina

Hypnea musciformis subst. semelhante a citocinina  Jennings (1969);
(Wulfen) J.V. Lamouroux GA GA;z, GAge GA Jennings & McComb (1967)
Porphyra perforata J. Agardh AlAIPAe Z Zhanget al. (1991); Zhangt al. (1992)
Phaeophyta
Ascophyllum nodosum (L.) AlA, Mowat (1964); Sandersceat al. (1987);
Le Jolis ABA Kingman & Moore (1982)
Ecklonia maxima (Osbeck) AlA, Z e derivados, Croucét al. (1992); Stirket al. (2004)

Papenfuss
Ecklonia radiata

(C. Agardh) J. Agardh
Fucus serratus L.

Fucus vesiculosus L.

Laminaria digitata (Hudson)
J.V. Lamouroux

Laminaria japonica J.E.
Areschouq

Laminaria spp

Macrocystis pyrifera (L.)

C. Agardh

Sargassum muticum (Yendo)
Fensholt

Undaria pinnatifida (Harvey)
Suringar

Chlorophyta

Acetabularia mediterranea
J.V. Lamouroux

Caulerpa paspal oides

(Bory de Saint-Vincent) Greville

Codium latum Suringar
Ulva lactuca L.

Ulva intestinalis L.

Valonia macrophysa Kitzing

iP e derivados e BA e derivados
subst. semelhante a citocinina, Jennings & McC(i867);

GAGA, e GA Jennings (1968)
Z e derivados e iPA Stirk & van Staden (1997)
AlA, GAsz; e GA Du Buy & Olson (1937); Radley (196.

Buggeln & Craigie (1971)
subst. semelhante a citocinina  Hussain & Boneyq196

derivados de Z e iPA Duaast al. (1995)

AlA Mowat (1964)
AlA, Z e derivados, iP e iPA  de Nysal. (1990); Stirket al. (2004)

iPAeZ Zhangt al. (1991)
AlA Abe et al. (1972)
etileno Van den Driessclaeal. (1988)
AlA Jacobset al. (1985); Jacobs (1993)
etileno Watanabe & Kondo (1976)
ABA Tietz et al. (1989)
etileno Pletnneet al. (2005)

subst. semelhante a auxina van der Weij (1933)




A aplicacdo exdgena de citocininas influenciou escimento e a morfogénese de
diferentes espécies de macroalgas marinhas. Air@néK) promoveu o crescimento de
Ectocarpus fasciculatus Harvey (Pedersén 1968) e Heklonia sp. eHypnea sp. (Jennings
1969). Esta citocinina tem o papel na regulacdo plaxessos morfogenéticos e de
regeneracao erucus vesiculosus L. (Borowczaket al. 1977), e promoveu 0 aumento nos
niveis de proteinas e clorofigaem Hypnea musciformis (Jenningst al. 1972). O tratamento
com K aumentou o numero de ramos laterai§atecelaria furcigera Kitzing quando esta
apresentava auséncia de célula apical (Dworetekyal. 1980). A zeatina (Z2) e
isopenteniladenina (iP) estimularam o crescimento aumento do diametro do talo de
Macrocystis pyrifera (de Nyset al. 1991).

A aplicacao de auxinas e/ou citocininas ndo apteseefeito significativo na inducéo
e crescimento de calos em varias espécies de cedsf{Polne-Fuller & Gibor 1987), como
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty (Reddyet al. 2003),Gracilaria chilensis (Collanteset al.
2004) eGelidiella acerosa (Forsskal) Feldmann & Hamel (Kumarral. 2004), assim como
em algumas espécies de feoficeas (Fries 1980, sabal982, Polne-Fuller e Gibor 1987).
Por outro lado, estes fitorreguladores exerceramef@ito estimulatério na formacédo e
crescimento de calos erkurcellaria fastigiata (Turner) J.V. Lamouroux,Gracilaria
verrucosa (Hudson) Papenfus®&hyllophora nervosa (A.P. de Candolle) Greville (Gusext
al. 1987),Ecklonia radiata (C. Agardh) J. Agardh (Lawlat al. 1988),Agardhiella subulata
(C. Agardh) Kraft & M.J. Wynne (Bradley & Cheney A¥), Porphyra umbilicalis (L.)
Katzing (Liu & Kloareg 1991) eKappaphycus alvarezii (Muiioz et al. 2006). Em
Meristotheca papulosa J. Agardh a combinacéo de AlA e benzilaminopu(BA) nao teve
efeito significativo na taxa de inducao de caloasrastimulou o crescimento desta estrutura
(Huang & Fujita 1997a). Huang & Fujita (1997b) derswaram que AIA e BA foram
eficientes para a inducéo de calos e regeneracp@niilas em um estudo realizado com 14
espécies de rodoficeas. O acido 2,4-diclorofenéfiex (2,4-D) estimulou a taxa de indugéo
de calos enGrateloupia doryphora (Montagne) M.A. Howe, enquanto que BA e K foram
inibitérios (Garcia-Jimeneet al. 1998). Pardsracilaria vermiculophylla (Ohmi) Papenfuss
as auxinas e citocininas promoveram a formacaalbes ¢Yokoyaet al. 1999). Tratamentos
com Z e acido fenilacético promoveram a regeneralE@lantulas a partir de calos em
Octhodes secundiramea (Montagne) HowéMaliakal et al. 2001). As auxinas (AlA e 2,4-D) e
a cinetina estimularam a formacéo de calos e regedie de plantulas déracilaria perplexa
Byrne et Zuccarello &racilaria tenuistipitata Chang et Xia (Yokoyat al. 2004).

Em Grateloupia dichotoma J. Agardh, as auxinas inibiram a formacdo de ramos
laterais enquanto que as citocininas promoveraorraagao destas estruturas. Com relagao
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ao processo de regeneracdo, auxinas e citocinmasltas concentracdes estimularam a
regeneracao (Yokoya & Handro 1996). Hamacilariopsis tenuifrons (Bird et Oliveira)
Fredericq et Hommersand foram observados resultddesentes dependendo do tipo de
explante e do fitorregulador (Yokoya 2000). As aasi e/ou citocininas estimularam a
formacao de explantes filamentosos e influencitaxa de regeneracéo elieria filiformis
(Kutzing) Gabrielson (Yokoya & Handro 2002). Bravi2005) observou que baixas
concentracdes de auxinas e citocininas induziramaseres taxas de formagéo de calos e 0

crescimento de regeneracdestdypnea musciformis.

Estrutura dos calos em rodoficeas

Em rodoficeas, os calos podem se originar a mhatircélulas da superficie seccionada
do explante, na regido apical ou, raramente, agolala superficie do talo, principalmente
guando o talo encontra-se exposto ao ar (PolneiR&liGibor 1987, Yokoya 2000, Yokoya
et al. 2004). Entretanto, os calos podem também se dasen em meio liquido (Bradley &
Cheney 1990, Collantest al. 2004). As células responsaveis pela origem do sab as
células corticais e células medulares (Aguirre-eifyeideet al. 1995) e os calos apresentam

uma ampla variagdo de formas (tabela 2).

A Luz

A luz € um importante fator que controla o cresito e o0 desenvolvimento das
macroalgas marinhas, que podem utilizar a luz pasicamente dois processos: como fonte
de energia para a fotossintese e como fonte demaf@do, para a fotomorfogénese
(McDonald 2003). Como fonte de informacédo, a luzalésorvida por um pigmento
fotoquimicamente ativo, conhecido como fotorrecegioring 1988, McDonald 2003). A
maioria das respostas fotomorfogenéticas estaioakda ao fitocromo, e ja ha indicios de
sua presenca nas rodoficeas (Rudiger & Lopéz-FaguE®92).



Tabela 2: Tipos de calos e informacdes sobre a sua origemdiénentes espécies de
rodoficeas. C= compacto, D= massa celular desagdaj E= esférico, F= filamentoso, G=
globoso, I=irregular, O= oval.

Ordem Espécie Organizacdc Regifes de Tipos Referéncia
dotalodo origemdo de calo
explante calo
Gelidiales Gelidiella acerosa (Forsskal) uniaxial  basal e apical F Kumaret al. (2004)
Feldmann & Hamel
(Okamura) R.E. Norris
Gigartinales  Chondracanthus tenellus uniaxial basal E Huang & Fuijita (1997b)
(Harvey) Hommersand
Eucheuma uncinatum uniaxial basal F Polne-Fuller
Setchell & Gardner & Gibor (1987)
Hypnea musciformis (Wulfen) uniaxial apical F Bravirt al. (2006)
J.V. Lamouroux lateral GouF
basal F
Kappaphycus alvarezii (Doty) multiaxial basal, apicale F Reddyet al. (2003)
Doty intermediario
Meristotheca papulosa J. Agardh multiaxial basal E ouD Huang & Fuijita (1997b)
Solieriafiliformis (Kutzing) multiaxial apical E Robledo &
Gabrielson Garcia-Reina (1993)
Gracilariales Gracilaria chilensis Bird, multiaxial basal e apical C Collantest al. (2004)
McLachlan & Oliveira
Gracilaria perplexa Byrne et multiaxial apical @] Yokoyat al. (2004)
Zuccarello basal F
intermediario D
Gracilaria tenuistipitata multiaxial apical O Yokoyat al. (2004)
Chang et Xia basal F
intermediario D
Gracilaria textorii Hariot multiaxial basal D Huang & Fuijita (1997b)
Gracilaria vermiculophylla multiaxial basal F Yokoyat al. (1999)
(Ohmi) Papenfuss
Gracilaria verrucosa multiaxial basal D Kaczyna &
(Hudson) Papenfuss Megnet (1993)
Gracilariopsistenuifrons (Bird et multiaxial apical Eoul Yokoya (2000)

Oliveira) Fredericq et
Hommersand




Continuacao

Tabela 2: Tipos de calos e informacfes sobre a sua origemdiénentes espécies de
rodoficeas. C= compacto, D= massa celular desargdaj E= esférico, F= filamentoso, G=

globoso, I=irregular, O= oval.

Ordem Espécie Organizacédc Regifes de Tipos Referéncia
dotalodo origemdo de calo
explante calo
Halymeniales Grateloupia acuminata Holmes multiaxial basal F Huang & Fujita (1997b)
Grateloupiafilicina C. Agardh  multiaxial basal EouD Huang & Fujita (1997hb)
Grateloupia imbricata Holmes multiaxial basal EouD Huang & Fujita (1997b)
Grateloupia turuturu Yamada  multiaxial basal EouD Huang & Fujita (1997b)
Prionitis crispata Kawaguchi  multiaxial basal EouD Huang & Fujita (1997hb)

O conhecimento sobre os efeitos da irradianciaomadcdo de calos e na regeneracao
a partir dos calos (regeneracao indireta) é mudstrito. Em Eckloniopsis radicosa
(Kjelmann) Okamura, o crescimento do calo foi maor baixa irradiancia (10-4@mol de
fotons.m?.s?), e a diferenciacdo em plantulas adventicias fiseovada em alta irradiancia
(20-80 pmol de fétons.i.s?) (Notoyaet al. 1994, Notoya 1997). Kiriharet al. (1997)
observaram que a formacdo de calos Sangassum confusum C. Agardh foi induzida por
niveis de irradiancia de §0nol de fétons.m.s™.

O fotoperiodo também tem influéncia sobre o dedgimaento de calos. Explantes da
regido meristematica do talo e do estipeEdklonia cava Kjellman foram expostos a trés
diferentes ciclos de luz:escuro (24:0, 10:14 e MR4A presenca de luz € essencial para o
desenvolvimento de calos na regido meristematicaa wez que 0s calos nao se
desenvolveram no ciclo de 0:24 h (Kawashima & Teklé90).

Em relacdo aos efeitos dos fitorreguladores ermdaiancia, os estudos realizados
evidenciam que a luz influencia os niveis e o nwisimo dos fitorreguladores (Tian & Reed
2001), e altera a sensibilidade celular ao fitarkagor (Evans 1984). EnGrateloupia
dichotoma, 0 processo de regeneracdo ndo ocorre em calegadolk na auséncia de luz,
apesar da presenca de fitorreguladores (Yokoya &dHa1996). Em baixa irradiancia, a
linhagem verde clara delypnea musciformis apresentou formacéo de calos em todos os
tratamentos com auxinas e citocininas, enquantoaqliehagem marrom produziu calos
somente em tratamentos com altas concentracdessdisirreguladores (Yokoyat al.
2003).



Dentro deste contexto, a luz e os fitorreguladapesentam um papel importante no
controle do crescimento e dos mecanismos morfoigesétias algas. Desta forma, este
trabalho visa a ampliacdo do conhecimento dos psosemorfogenéticos e o seu controle
pelos fitorreguladores e pela luz em morfos piger@st de Gracilaria domingensis,
contribuindo para o entendimento da variabilidadeespecifica desta espécie. Ainda, com o
crescente extrativismo dos bancos naturais de mga®de interesse econdmico, a cultura de
tecidos de macroalgas marinhas podera subsidiarafoente, um “banco de sementes”

visando a conservacao de espécies ameacadas pets@xie coletas.

Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos dos fitorreguladores e da i@adia no crescimento e na
morfogénese dos morfos verde e vermelhdsdacilaria domingensis (Kitzing) Sonderex
Dickie (Gracilariales, Rhodophyta).

Objetivos Especificos

» Estabelecer um protocolo para obtencdo de explaat&nicos deGracilaria

domingensis;

» Avaliar o efeito da concentracdo de agar no cremtine na morfogénese dos dois

morfos;

» Avaliar os efeitos de diferentes concentracOesiterdguladores: acido indolil-3-
acético (AlA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2}); cinetina (K) e
benzilaminopurina (BA) sob dois diferentes nivessiladiancia (50,0 e 150mol
de fétons.nf.s?) no crescimento e na morfogénese de segmentasisapitntercalares

dos morfos verde e vermelho @eacilaria domingensis.
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Metodologia geral de cultivo

Neste item, serdo descritos os métodos geraisultieocdas algas utilizadas nos
experimentos descritos nos préximos capitulos. efodologia especifica utilizada para cada
experimento serd descrita dentro do item Mateeiditetodos de cada capitulo.

Material bioldgico

O material biologico utilizado nos experimentosafar gametoéfitos femininos dos
morfos verde e vermelho d&acilaria domingensis provenientes do Banco de Germoplasma
de Algas Gracilariéides do Laboratério de Algas iMaas “Edison José de Paula’ do
Instituto de Biociéncias (LAM) da Universidade d@&o3aulo (USP), Sdo Paulo, que foram
gentilmente cedidos pela Prof.2 Dra. Estela Maiaatio. Os individuos verdes receberam os
nameros 124, 125 e 126 do banco de germoplasmangliggluos vermelhos receberam os
nameros 127, 128 e 129. Estes individuos séo dkrsvee espécimes coletados na Praia do
Pacheco, municipio de Caucaia no Estado do Ceara1993, e estdo em cultivo no
laboratorio por varias geracoes.

Esta espécie apresenta aproximadamente 35 cmnaleriotento (figura 1), onde a
porcdo basal € subcilindrica e os ramos principaisatados ou em forma de fita; a
ramificacédo é subdicotdbmica. Os ramos sdo bem deb&ios, apresentando de 1-3 camadas
de células corticais, 1-2 camadas de células stitaigr 4-6 camadas de células medulares e
pequenas células por entre as células medulareseif@let al. 1983). O histdrico de vida
desta espécie é do tipo “Polysiphonia”, apresemtahas fases dipldides (carposporofito e

tetrasporofito) e uma fase hapldide (gametofittdgthoet al. 1999).

Coleta e esterilizacdo da dgua do mar

A agua do mar foi coletada na Praia do Lambertn pistema de captacdo da Base
Norte do Instituto Oceanografico da Universidadé&éde Paulo, em Ubatuba (SP). A agua do
mar apresentou salinidade de 30-32 ups e pH 8,0.

No laboratorio, a agua do mar foi filtrada em meanh Millipore AP 20 e aquecida
em banho-maria durante 60 minutos, contados a rpakd momento da fervura.
Posteriormente, a agua do mar foi deixada reséiératingir a temperatura ambiente e
submetida ao banho-maria por mais 60 minutos. A& @gumar submetida a tal processo sera

referida neste trabalho como agua do mar esteatdiza
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Figura 1: Aspecto geral do talo (gametéfito feminino)@eacilaria domingensis. Escala: 1
cm.

Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi agua do mar ebrexila enriquecida com a solucéo de
von Stosch preparada segundo Edwards (1970) conficagdes segundo Yokoya (1996) -
reducdo de 50% nas concentracdes de tiamina Haindie cianocobalamina (tabela 3). O
enriquecimento foi feito em concentracdes de 2 and@lucdo de von Stosch (25%) por litro

de agua do mar esterilizada.

Manutencédo das culturas unialgaceas

As culturas unialgaceas foram cultivadas com &amanar esterilizada enriquecida
com a solucdo de von Stosch a 25% durante todaiodpede cultivo. A troca do meio de
cultura foi realizada semanalmente. Foram utilizsattascos com boca larga (6 x 8 cm —
diametro x altura, volume de 100 ml). Estes frasimwam fechados com filme de PVC
transparente. Toda a vidraria utilizada foi autestla a 121°C durante 30 minutos e os
instrumentos utilizados no manuseio das algas foemterilizados em etanol 70% e

flambados.
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Durante o desenvolvimento deste trabalho, os ma@$tsdados foram cultivados na
sala de cultura do Laboratorio de Cultura de Alt)arilza Cordeiro Marino” da Secéo de
Ficologia do Instituto de Botanica nas seguintesdag@es: temperatura média de 22+2°C,
fotoperiodo de 14 h, irradiancia de 50 a 800l de fétons. M. s* fornecida por lampadas
fluorescentes “luz do dia” (Philips 40 W), dispastaorizontalmente acima dos frascos de
cultura. A irradiancia foi mensurada com um semano, modelo Li-COR 192, conectado a
um medidor de quanta Li-COR, modelo LI-185.

Tabela 3: Composi¢cdaquimica da solugédo de nutrientes de von Stoschapadp segundo
Edwards (1970), com modificacdes segundo YokoyQg)L9

Componentes Concentragéo para um litro de meio
NaNG; 0,50 mM
NaHPO,.12H,0 30uM

FeSQ.7HO 1pM

MnCl,.4H,0O 0,1 uM
NaEDTA.2H,0O 10uM

Tiamina.HCI 0,59 pM *

Biotina 4,10 nM *
Cianocobalamina 1,0 nM *

* Concentracdo equivalente a 50% em relacéo a csiggamoriginal proposta por Edwards (1970)
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CAPITULO 1

Crescimento e formacéo de calos em morfos pigmentar es
de Gracilaria domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie
(Gracilariales, Rhodophyta) cultivados em diferente s
concentracoes de agar

Abstract

[Growth and callus formation in color morphs@facilaria domingensis (Kiitzing) Sondeex
Dickie (Gracilariales, Rhodophyta) cultivated unddéferent agar concentrations]

The effects of agar concentrations on growth arbiscdormation were studied in
axenic cultures of the green and red morph&raicilaria domingensis (Kitzing) Sondeex
Dickie. To obtain axenic explants, three washingqgos were tested (20, 30 and 40 seconds)
in apical and intercalary segments of the green raddmorphs with a solution of sterile
seawater with 0.5% of sodium hypochlorite and RQO™ of detergent. A high percentage
(above 80%) of axenic explants was obtained witlshivay of 20 seconds for both color
morphs. In order to evaluate the effects of agaicah and intercalary segments were
inoculated into ASP 12-NTA medium with agar concatibns ranging from zero to 1%.
Experiments were conducted under temperature o2%2+photoperiod of 14 h, pH 8, and
salinity of 30 psu. Treatments were tested witk@@icates with 9 explants in each. Data were
submitted to analysis of variance of one or twddes; followed by Student-Newman-Keuls’
test. Addition of agar to the culture medium intebli the growth of apical segments of the
green morph. Treatments with agar induced the foomaof three types of callus,
denominated in accordance with the region whichegase to the callus: apical, basal, and
intermediate calluses. Wherever, the presence af & essential for the formation of
intermediate and apical calluses. Independentthefcallus type, callus growth (assessed by
variations on callus area) was not influenced legttnents with agar concentration in both
color morphs. In apical segments of the green motpé highest rate of basal calluses
occurred at 0.5% of agar and 0.7% of agar indubechighest rate of intermediate calluses.
The results indicated that agar has a regulatdey o morphogenetical processes in color
morphs ofGracilaria domingensis.

Resumo

Os efeitos da concentracdo de agar no crescimen@® fermacédo de calos foram
avaliados em culturas axénicas de morfos verdermeleo deGracilaria domingensis
(Kutzing) Sondeex Dickie. Para a obtencdo de explantes axénicaamfoestados diferentes
periodos de lavagem (20, 30 e 40 segundos) em sémgnapicais e intercalares dos dois
tipos de morfos com uma solu¢do de agua do marilestéa com 0,5% de hipoclorito de
sédio e 200 pL.' de detergente. Altas porcentagens de explantesicaséforam obtidas
com a lavagem por 20 segundos com essa solucana(a@ 80% para ambos os morfos).
Para avaliar os efeitos da concentracdo de aggmesgos apicais e intercalares foram
inoculados em meio ASP 12-NTA com concentracbeagde de zero, 0,5%, 0,6%... a 1%.
Todos os experimentos foram realizados em tempardti22+2°C, fotoperiodo de 14 h, pH

22



8 e salinidade 30 ups. Os tratamentos foram testeolm 3 repeticbes com 9 explantes em
cada. Os resultados foram submetidos a andliseud@neia de um ou de dois fatores e ao
teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls.A @dig dgar no meio inibiu o
crescimento dos segmentos apicais de ambos ossn@d$dratamentos com agar induziram a
formacgao de trés tipos de calo, denominados comf@megido do explante que originou o
calo: calo apical, calo basal e calo intermedid¥io.entanto, foi observado que a presenca de
agar é essencial para a formacéo de calos intefinesie apicais. Independentemente do tipo
de calo, ndo houve diferenca entre os tratamertos r@lacdo ao crescimento do calo
(avaliado pela area) de ambos os morfos. A maiar @ formacédo de calos ocorreu no meio
com 0,5% de agar para os calos basais e em meioO¢o% de agar para os calos
intermediarios em segmentos apicais do morfo vétsies resultados indicam que a presenca
de a&gar no meio promove respostas morfogenéticasnuofos pigmentares deracilaria
domingensis.

23



Introducao

As técnicas de cultura de tecidos vém sendo angpitamutilizadas para as
macroalgas, uma vez que estas técnicas permitategis e propagacao de linhagens com
caracteristicas desejadas e que tenham maior pEitemondémico (Polne-Fuller & Gibor
1987a, Aguirre-Lipperheidest al. 1995). No entanto, um dos principais problemas
enfrentados para o estabelecimento da culturactiioteé a obtencéo de culturas axénicas, ou
seja, livre de qualquer tipo de contaminacao (Evarisewavas 1991, Aguirre-Lipperheide
et al. 1995). Alguns trabalhos foram realizados com ¢getolo de aperfeicoar este
procedimento. Fries (1963) testou diferentes coagdias de antibidticos e observou que a
combinagdo de penicilina e estreptomicina foi o hoeltratamento para a obtencdo de
explantes axénicos par&oniotrichum elegans Chauvin. A aplicacdo de ampicilina,
carbenicilina, eritromicina, canamicina, neomicmdicarcilina foi efetiva na obtencdo de
culturas axénicas deorphyra linearis Greville (Chen & McCracken 1993). Yokoya (1996)
observou que o método mais adequado para obteegéxpthntes axénicos @Gacilariopsis
tenuifrons (C.J. Bird & E.C. Oliveira) Fredericq & Hommersaisdlieria filiformis (Kutzing)
P.W. Gabrielson, Grateloupia dichotoma J. Agardh e Grateloupia filiformis (J.V.
Lamouroux) C. Agardh € a combinacdo de uma soldedantibitico/antimicotico seguida
de uma lavagem em solucdo de hipoclorito de sédietergente. A combinacdo de uma
lavagem em solucdo de detergente e iodo seguidaind@sdo em solucdo de
antibiotico/antimicético por 48 h foi o tratamerdficaz para obtencdo de explantes axénicos
de Gelidiella acerosa (Forsskal) Feldmann & G. Hamel (Kumgtral. 2004). Pardaminaria
angustata Kjellman (Saga & Sakai 1983)kcklionia radiata (C. Agardh) J. Agardh (Lawlor
et al. 1991), o método de desinfestagdo mais eficiente ditilizacdo de etanol 70%.

Um outro aspecto importante na cultura de teciksnacroalgas é a utilizacdo do
meio solido para inducéo de calos, ja que pararaguespécies a presenca do gelificante &
responsavel pela ocorréncia desta estruturaetdh 1997). A taxa de formacdo de calos é
um parametro importante para a micropropagacado aeraalgas, pois a regeneracdo de
plantulas adventicias ocorre a partir de calos,s&as plantulas poderdo ser utilizadas
futuramente, como mudas para o cultivo comerciab@Riset al. 1984, Jinet al. 1997). No
entanto, foram realizados poucos trabalhos sobgente gelificante e a concentragédo étima a
ser utilizada durante a cultura (Robaaal. 1990, Huang & Fuijita 1997a, Jebh al. 1997).
Robainaet al. (1990) testaram trés diferentes concentraco@gaee observaram que ha uma
correlacéo positiva entre a concentracdo de agafoemacdo de calos, e negativa entre a

concentracdo de agar e a formacao de regeneragt€satel oupia doryphora (Montagne)
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M.A. Howe. Esta correlacdo também foi observadakeyppaphycus alvarezii (Doty) Doty
(Reddyet al. 2003) eGelidiella acerosa (Kumar et al. 2004). Yokoya (1996) testou cinco
concentracdes de &gar (0,3% a 0,7%) e observouwoqerescimento de calos basais de
Grateloupia dichotoma e Solieria filiformis € maior nas concentracbes de 0,6% e 0,7% de
agar, respectivamente. Brawhal. (2006) testaram diferentes concentracdes de (g,
0,6%, 0,8% e 1,0%) e observaram que as concengraede,8% e 1,0% de &gar induziram as
maiores taxas de formacéo de calos ldgpnea musciformis (Wulfen) Lamouroux. No
entanto, a inducdo de calos em meio liquido tamfmérdescrita para algumas espécies de
macroalgas comdAgardhiella subulata C. Agardh (Bradley & Cheney 199®terocladiella
capillacea (S.G. Gmelin) Santelices & Hommersand (ldual. 1990), Solieria filiformis
(Robledo & Garcia-Reina 1993) 6racilaria chilensis Bird, McLachlan & Oliveira
(Collanteset al. 2004).

Com a finalidade de estabelecer as condicbes adagupara desenvolver a
micropropagacao déracilaria domingensis (Kiuitzing) Sondeex Dickie, o presente trabalho
teve como objetivos: 1) estabelecer um protocol@a pdtencdo de explantes axénicos; 2)
avaliar os efeitos de diferentes concentracfegyder® crescimento e na formacao de calos
em morfos verde e vermelho e 3) comparar a vaidaloié intraespecifica nas respostas

fisiologicas dos morfos pigmentares@eacilaria domingensis.

Materiais & Métodos
Culturas unialgaceas

Trés individuos do morfo verde (VD — 124, 125,26)1e trés individuos do morfo
vermelho (VM — 127, 128 e 129) dgracilaria domingensis foram cultivados em frascos
contendo 50 ml de meio de cultura von Stosch a 28¥htemperatura de 22+2°C, irradiancia
de 50 - 80umol de fétons.i. s* e fotoperiodo de 14 h. A troca do meio de culfioia

realizada semanalmente.

Testes para determinar um protocolo para obtencdo d e explantes

axénicos

Para a obtencdo de explantes axénicos, espéconesroximadamente 2 cm dos
morfos verde e vermelho provenientes das cultungdgaceas foram cultivados por 48 h em
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meio von Stosch a 25% acrescido de 1@0L" de nistatina (Sigma) e de uma solucéo
antibidtica e antimicética de Provasoli (Sigma)mposta por 20.000 unidade®.lde
penicilina, 20 mg.l* de estreptomicina e 50 pg.lde anfotericina. Apds este periodo,
segmentos apicais e segmentos intercalares de Flenoomprimento foram isolados dos
individuos de cada morfo e submetidos a uma lavagem solucdo de agua do mar
esterilizada com hipoclorito de sédio a 0,5% (Syret200ul. L™ de detergente organico
(Amway). Esta solucdo foi filtrada em membrana cdi@metro dos poros de 0,46n
(Millipore). Os segmentos apicais e intercalargarfolavados com esta solucdo durante 20,
30 e 40 segundos e posteriormente, foram enxaguaéssvezes em agua do mar
autoclavada. Cada tratamento constituiu-se derg@sticdes com nove explantes em cada
repeticdo (3 explantes de cada individuo do moeiale; 0 mesmo procedimento foi feito
para o morfo vermelho). Os explantes foram culidgadm frascos contendo 40 ml de meio
von Stosch a 25% com 0,7% de agar (Merck) (figlr&pds 4 semanas, foram analisadas as

porcentagens de explantes axénicos, contaminado®ias.

Figura 2: (A) Aspecto das culturasom meio von Stosch a 25% com 0,7% de agar. (B)
Disposicao vertical dos trés explantes isolados iddividuos 127, 128 e 129 do morfo
vermelho deGracilaria domingensis sobre o meio soélido Escalas: 1 cm.

Teste com diferentes concentracdes de agar

Explantes axénicos dos individuos dos morfos verdermelho foram obtidos com o
tratamento por 48 h em meio von Stosch a 25% adrede 100ug.L™ de nistatina (Sigma) e
da solucado antibittica e antimicética de Provagdigma), e posterior lavagem por 20s em
solucado de hipoclorito de sédio a 0,5% (Synth) @ 20" de detergente organico (Amway)
seguida de trés lavagens em agua do mar autoclakatka tratamento foi selecionado por

apresentar uma alta porcentagem (acima de 80%ypdEnées axénicos.
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Para avaliar os efeitos de diferentes concentragd@esgar, segmentos apicais e
segmentos intercalares axénicos de 5 mm provesigu individuos de ambos os morfos
foram inoculados em 40 ml de meio sintético ASANT2 (Iwasaki 1961) (Tabelas 1, 2 e 3)
contendo agar nas concentracdes de zero, 0,5%, 0,6%, 0,8%, 0,9% e 1%. O meio de
cultura foi autoclavado a 121°C durante 15 minutos.

Os experimentos foram realizados nas mesmas d@msdigescritas para as culturas
unialgaceas. Cada tratamento constituiu-se deei¢éps com 9 explantes em cada repeticdo
(3 explantes de cada individuo). Apds 8 semanaanf@nalisadas a massa da matéria fresca
(para o calculo da taxa de crescimento), compriméeatexplante, area do calo (comprimento
x largura) e a porcentagem de formacéo de caloso(aP de calos/n° total de explantes x
100%). Os explantes foram fotografados com o auxié uma camera fotogréafica digital
(Sony DSC-S75) e analisados no software AxiovisioB.1 (Carl Zeiss).

A taxa de crescimento (TC) foi calculada utilizars® a seguinte equacéao:

TC = (In massa final - In massa inicial)/(Tempaafintempo inicial)

Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de w@i§ANOVA) de um ou dois
fatores e ao teste de comparacdo “a posteriori'Stiglent-Newman-Keuls. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o progr8igenaStat (verséo 1.0).
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Tabela 1: Composicdo quimica do meio de cultura sintéticd® A2-NTA, segundo lwasaki

(1961), modificado por Yokoya (1996).

Componentes Concentragdo para um litro de meio
NaCl 28,09
KCI 0,79
MgSOs. 7THO 7049
MgCl,. 6H,0 4,09
CaCb 0,49
NaNG; 0,19
K3POy 10,0 mg
Na-glicerofosfato 10,0 mg
Acido nitriloacético (NTA) 0,19
TRIS** 1049
Tiamina.HCI* 100 pg
Biotina 1,0 ug
Cianocobalamina 1,0 ug
Metais-Traco PII 10 mi
Metais-Traco SlI 10 mi

*- foi adicionado tiamina.HCI, segundo McLachla®TB) e retirado 0 N&iO3.9H,O

**~ pH ajustado para 7,8 a 8,0

Tabela 2: Solugcéo de metais-traco PlI

Concentracéo do Concentracéo do sal em
Elemento elemento (UM) Sais utilizados 100 ml
B 18,5 HBO; 114,0 mg
Fe 1,8 FeGl 6H,O 4,9 mg
Mn 7,3 MnSQ. H,O 16,4 mg
Zn 0,8 ZnSQ. 7TH,O 2,2 mg
Co 0,17 CoSQ@ 7H,0 0,48 mg
EDTA 26,9 NAEDTA 100 mg
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Tabela 3: Solugcdo de metais-trago Sll

Concentragao do

Concentragao do sal em

Elemento elemento (UM) Sais utilizados 100 ml
Br 125 NaBr 128 mg
Sr 23 SrCJ 36 mg
Rb 2,3 RbCI 2,9 mg
Li 28,8 LiCl 11,7 mg
I 0,08 Ki 0,132 mg
Mo 5,2 NaMoQ. 2H,0 12,5 mg
Resultados

Protocolo para obtencdo de explantes axénicos

Os diferentes periodos de lavagem (20, 30 e 4ngeg) com a solucao de agua do
mar esterilizada com hipoclorito de sédio (0,5%)etergente ndo apresentaram diferencas
significativas. Considerando que, uma alta porgamade explantes axénicos (acima de 80%
- Tabela 4) foi obtida para ambos os morfos e pardois tipos de segmentos no tratamento
de 20s, este tratamento foi selecionado para gieadd nos experimentos subsequiientes, uma
vez que, para o morfo verde, a lavagem por 30socamm®rte e contaminagcédo dos explantes
(4% contaminados e 3% mortos para 0s segmentosig@c26% contaminados para 0s
segmentos intercalares). Em um experimento predimmm tratamento de 40s causou a morte

dos explantes do morfo verde (dados nao apresentado

Tabela 4: Porcentagem de explantes axénicosCdacilaria domingensis apés diferentes
periodos de lavagem com solu¢cdo composta por agoeadesterilizada contendo hipoclorito
de sédio (0,5%) e detergente organico (2001)l.Ds explantes correspondem a segmentos
apicais (SA) e intercalares (SI) com 5 mm de comenito, que foram cultivados em meio
von Stosch a 25% com 0,7% de agar durante quatnarsas.Valores correspondem a média
+ DP (n=3, com nove explantes em cada repeticao).

PERIODOS DE MORFOS
LAVAGEM (s) VERMELHO VERDE
SA Sl SA Si
20 89,0+£11,1ns 100,0 £ 0,0 ns 89,0+£19,2ns 04932,8ns
30 96,0 +6,4 ns 96,0 +6,4 ns 93,0+6,4ns 7461 ns
40 100,0+0,0 ns 89,0+11,1ns - -

(ns) — nao significativo pelo teste de Student-Newweuls, a 5% de significancia.
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Efeitos do agar no crescimento

TC DOS EXPLANTES DO MORFO VERDEAS taxas de crescimento (TC) dos segmentos

apicais do morfo verde foram maiores no tratameato adicdo de agar. Os tratamentos com
0,5% a 0,9% de agar ndo apresentaram diferengaificsivas nas TC, e a menor TC foi
observada no tratamento com 1% de agar (figura PAja os segmentos intercalares do
morfo verde, as maiores TC foram observadas ntaemtos com 0,5% a 0,9% de agar e as
menores TC foram observadas nos tratamentos cemrtrtlo de agar (figura 2B).

TC DOS EXPLANTES DO MORFO VERMELHOPara o morfo vermelho, a maior TC de

segmentos apicais foi observada no tratamentoaierdgraltas concentracées de agar (0,9% e
1,0%) inibiram o crescimento (figura 2C). As TC desgmentos intercalares do morfo

vermelho ndo apresentaram diferencas significaBwa® os tratamentos testados (figura 2D).
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Figura 3: Efeito de diferentes concentracdes de &gar na daxarescimento (%1 de
segmentos apicais (A) e (C) e intercalares (B))ed@3 morfos verde (VD) e vermelho (VM)
de Gracilaria domingensis apés oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTadaCvalor
corresponde a meédia de trés repeticdes, com ngargegs em cada repeticdo. As letras

indicam tratamentos significativamente diferentegusndo o teste de comparacao de Student-
Newman-Keuls.
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VARIACAO NO COMPRIMENTO DOS EXPLANTES DO MORFO VERDEConsiderando a

variacdo no comprimento do explante do morfo vetcdlamentos com agar inibiram o
crescimento de segmentos apicais quando compaaadmmtrole (figura 3A). Por outro lado,
0S segmentos intercalares apresentaram respostdapmo tratamento controle inibiu o
crescimento e o maior crescimento foi observaddraamento com 0,5% de agar (figura
3B).

VARIACAO NO COMPRIMENTO DOS EXPLANTES DO MORFO VERMELHOPara o morfo

vermelho, o crescimento em comprimento dos segmeenapicais nao variou
significativamente entre os tratamentos testadgsré 3C). Entretanto, tratamentos com agar
estimularam o crescimento de segmentos intercalamguanto que o controle inibiu o

crescimento (figura 3D).
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Figura 4: Efeito de diferentes concentracdes de agar noigresto (comprimento — mm) de
segmentos apicais (A) e (C) e intercalares (B))ed@3 morfos verde (VD) e vermelho (VM)
de Gracilaria domingensis apés oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTadaCvalor
corresponde a meédia de trés repeticdes, com ngardegs em cada repeticdo. As letras
indicam tratamentos significativamente diferentegusndo o teste de comparacao de Student-
Newman-Keuls.
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Efeitos do agar na formacao de calos

Os segmentos intercalares dos morfos pigmentaresGraeilaria domingensis
apresentaram polaridade, com a formacdo de regé@msraapicais na regido apical do
explante e calo basal na regido basal do explands.tipos de calos foram induzidos pelos
diferentes tratamentos para ambos os morfos: casal b(formado na regido distal do
explante, onde foi realizada a seccdo do explantaicio dos experimentos), calo apical
(formado na regido apical dos segmentos apicaigjaeintermediario (formado nas regides
intermediarias do explante) (figura 4). A presedgaregeneracdes apicais foi o critério
utilizado para diferenciar a parte distal da pareximal (apical) nos segmentos intercalares

dos morfos pigmentares @Gacilaria domingensis.

Calo basal Calo apical Calo intermediéario
il A-VD B-VD

D-VM E-VM F-VM

Figura 5: Aspecto geral dos diferentes tipos de calos formambs morfos verde (A - C) e
vermelho (D - F) d&racilaria domingensis, apds oito semanas de cultivo em meio ASP 12-
NTA. (A) e (D) calo basal formado em um segmentergalar (Sl) cultivado no tratamento
com 0,5% de agar. (B) calo apical formado em ummsago apical (SA) cultivado no
tratamento com 0,5% de agar. (C) calo intermedifsimmado em um SA cultivado no
tratamento com 0,7% de &gar. (E) calo apical foomawmh um SA cultivado no tratamento
com 0,6% de agar. (F) calo intermediario formadowmSI cultivado no tratamento com
0,5% de agar. Escalas: 0,6 mm. VD e VM: morfos @erdermelho, respectivamente.
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Porcentagem

FORMACAO DE CALOS NO MORFO VERDENOS segmentos apicais do morfo verde houve

a formacdo dos trés tipos de calos. As maioreseptagens de formacgédo de calos basais
foram nos tratamentos controle e 0,5% de &garas aflincentracdes de agar (0,9% e 1%)
inibiram a formacédo de calos basais (figura 5AYr&damento de 0,7% de agar estimulou a
formacdo de calos intermediarios, enquanto quetnatementos controle e 1% de agar nao
houve a formacédo de calos intermediérios (figurp BB porcentagens de formacao de calos
apicais nao apresentaram diferencas significatersise 0s tratamentos, e no tratamento
controle ndo foi observada a formacdo de calosampifigura 5C). Para os segmentos
intercalares do morfo verde, os tratamentos queziram a formacao de calos basais e calos
intermediarios ndo apresentaram diferencas sigtifies entre si (figuras 5D e 5E). A

formagdao de calos apicais néao foi observada nipstelé segmento.
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0,005060,7080,91,0 000,5060,7080,91,0
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Figura 6: Efeito de diferentes concentracdes de agar na pawgem de formacdo de calos

(n° de calos por n° total de explantes x 100%) egmentos apicais (A-C) e intercalares (D-

E) do morfo verde d&racilaria domingensis apds oito semanas de cultivo em meio ASP 12-
NTA. Cada valor corresponde a média de trés rdpticom nove explantes em cada
repeticdo. As letras indicam tratamentos signifieamente diferentes segundo o teste de
comparacao de Student-Newman-Keuls.
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Porcentagem

FORMACAO DE CALOS NO MORFO VERMELHOFoi observada a formacéo dos trés tipos

de calos nos segmentos apicais do morfo vermelh@rdeilaria domingensis. Nao foram
observadas diferencas significativas entre osnr@tdos que induziram a formagéo de calos
basais (figura 6A), calos intermediarios (figura) @calos apicais (figura 6C). O tratamento
controle (sem agar) inibiu a formacdo de calosrimégliarios e apicais. Nos segmentos
intercalares do morfo vermelho houve apenas a fgdimale calos basais e ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentositiest (figura 6D).
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Figura 7: Efeito de diferentes concentracdes de agar na mpagem de formacdo de calos

(n° de calos por n° total de explantes x 100%) egmentos apicais (A-C) e intercalares (D)
do morfo vermelho dé&racilaria domingensis apds oito semanas de cultivo em meio ASP
12-NTA. Cada valor corresponde a média de tréstiggigs com nove explantes em cada
repeticao.
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Area (mm?)

Efeitos do agar no crescimento dos calos

CRESCIMENTO DOS CALOS DO MORFO VERDEAS diferentes concentracdes de dgar ndo

influenciaram o crescimento dos diferentes tiposales formados em segmentos apicais e

intercalares do morfo verde (figura 7).
CRESCIMENTO DOS CALOS DO MORFO VERMELHOAS dimensdes do calo (area) ndo

apresentaram diferencas significativas entre ofan@ntos para segmentos apicais e

intercalares do morfo vermelho (figura 8).
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Figura 8: Efeito de diferentes concentragdes de agar noioresto de calos formados em
segmentos apicais (A-C) e intercalares (D-E) dofoneerde deGracilaria domingensis apos
oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA. Cadarveorresponde a média de trés

repeticbes com nove explantes em cada repeticéo.
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Segmento Apical
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Figura 9: Efeito de diferentes concentracdes de agar noioresto de calos formados em
segmentos apicais (A-C) e intercalares (D) do medomelho deGracilaria domingensis
apos oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTAlaGelor corresponde a média de trés
repeticbes com nove explantes em cada repetigcéo.

Efeitos do agar no crescimento dos explantes — Anal ise de

variancia bifatorial

TC: As TC dos segmentos apicais foram influenciadattpela coloracdo do morfo
quanto pelas diferentes concentracées de agamnpo&é houve interacdo entre esses dois
fatores (tabela 5). O morfo vermelho apresentowreaiTC nos tratamentos de 0,5%, 0,6%,
0,7%, 0,8% e 1% de agar do que o morfo verde. @aisegmentos intercalares, apenas as

diferentes concentracdes de agar influenciaramGgtabela 5), sendo que o morfo verde
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apresentou maiores TC do que o morfo vermelho aasentracdes de 0,5%, 0,7%, 0,8%,
0,9% e 1% de agar.

Tabela 3: Andlise de variancia bifatorial da taxa de cresaitmedos segmentos apicais e
intercalares dos morfos verde e vermelhdGdacilaria domingensis, apds oito semanas de
cultivo em meio ASP 12-NTA com diferentes conceglies de agar. Variaveis: (A):
concentracdes de agar; (B): morfegrito: efeito significativo.

Tipo de Segmento Efeito Graus de Liberdade F P
Segmento A 6 10,073 <0,0001
Apical B 1 6,838 0,0147
Interacéo A/B 6 0,918 0,4979
Segmento A 6 4,568 0,0024
Intercalar B 1 3,437 0,0743

Interacdo A/B 6 0,596 0,7310

VARIACAO NO COMPRIMENTG Com relacdo a variagdo no comprimento, tanto as

concentracbes de agar quanto a coloracdo do maoffeemciaram o crescimento dos
segmentos apicais, no entanto, ndo houve interagfie esses dois fatores (tabela 6). O
morfo verde apresentou maior crescimento em congoionnos tratamentos controle, 0,6%,
0,7%, 0,8% e 0,9% de agar do que o morfo vermé&hoa os segmentos intercalares apenas
as diferentes concentracdes de agar influenciarareszimento em comprimento (tabela 6).
O morfo vermelho apresentou maior crescimento dacd&e ao morfo verde em todos os

tratamentos testados, com excecéo do tratamentmlsn

Tabela 6: Analise de variancia bifatorial do crescimento esmprimento dos segmentos
apicais e intercalares dos morfos verde e vermdthGracilaria domingensis, apos oito
semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA com difeentencentracdes de agar. Variaveis:
(A): concentracOes de agar; (B): morfegrito: efeito significativo.

Tipo de Segmento Efeito Graus de Liberdade F P
Segmento A 6 8,40 <0,0001
Apical B 1 5,16 0,0317

Interacéo A/B 6 2,24 0,0716

Segmento A 6 11,586 <0,0001

Intercalar B 1 0,868 0,3595

Interacéo A/B 6 1,495 0,2161
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Efeitos do &gar na formacdo de calos — Andlise de v  ariancia

bifatorial

FORMACAO DE CALOS BASAIS As porcentagens de formacdo de calos basais em

segmentos apicais foram influenciadas apenas pgé&entes concentragdes de agar (tabela
7). O morfo verde apresentou maiores porcentagen®rthacdo de calos basais do que o
morfo vermelho em todas as concentracfes de agad#s, exceto nos tratamentos controle e
1% de agar. Para os calos basais formados em sEgmerercalares, apenas as

concentragdes de agar influenciaram as porcentatpefmacédo de calos basais (tabela 7).
O morfo verde apresentou maiores porcentagensraefdo de calos basais em relagéo ao

morfo vermelho nos tratamentos controle, 0,6%, 0e92%6 de agar.

Tabela 7: Andlise de variancia bifatorial da porcentagem alenficdo de calos basais dos
segmentos apicais e intercalares dos morfos vendgrmeelho deGracilaria domingensis,
apos oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA dderentes concentracdes de agar.
Variaveis: (A): concentracdes de agar; (B): moridsgrito: efeito significativo.

Tipo de Segmento Efeito Graus de Liberdade F P
Segmento A 6 3,995 0,0052
Apical B 1 2,065 0,1618

Interacéo A/B 6 0,768 0,6012

Segmento A 6 488,161 <0,0001

Intercalar B 1 0,0402 0,8426

Interacéo A/B 6 0,0228 0,9999

FORMACAO DE CALOS INTERMEDIARIOS As concentracdes de &gar e a coloragédo do

morfo ndo influenciaram as porcentagens de formdeacalos intermediarios em segmentos

apicais (tabela 8).

Tabela 8:Analise de variancia bifatorial da porcentagematenficdo de calos intermediarios
dos segmentos apicais dos morfos verde e vermat®@ratilaria domingensis, apds oito
semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA com difementencentracdes de agar. Variaveis:
(A): concentracOes de agar; (B): morfegrito: efeito significativo.

Efeito Graus de Liberdade F P
A 6 1,89 0,1174
B 1 2,08 0,1607
Interacdo A/B 6 1,54 0,2028
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FORMACAO DE CALOS APICAIS Apenas a coloracdo do morfo influenciou as

porcentagens de formagéo de calos apicais (tape@ @orfo verde apresentou porcentagens
de formacéo de calos apicais superiores ao morfoelbo em todos os tratamentos testados.

Tabela 9: Analise de variancia bifatorial da porcentagem atenficdo de calos apicais dos
segmentos apicais dos morfos verde e vermelhdGideilaria domingensis, apos oito
semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA com difeentencentracdes de agar. Variaveis:
(A): concentracOes de agar; (B): morfidegrito: efeito significativo.

Efeito Graus de Liberdade F P
A 6 1,61 0,1811
B 1 11,11 0,0024
Interacéo A/B 6 1,52 0,2085

CRESCIMENTO DE CALOS BASAIS Somente as concentracdes de agar influenciaram o

crescimento dos calos basais formados em segmapitss (tabela 10). O morfo vermelho

apresentou maior crescimento de calos basais epamelao morfo verde nos tratamentos
controle, 0,6%, 0,8% e 1% de &gar. Para os segmarmttrcalares, apenas a coloracdo do
morfo influenciou o crescimento dos calos basabela 10). O morfo verde apresentou

maior crescimento dos calos basais em relacéo #@o nermelho.

Tabela 10: Andlise de variancia bifatorial do crescimento @os basais dos segmentos
apicais e intercalares dos morfos verde e vermdthGracilaria domingensis, apos oito
semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA com difementencentracdes de agar. Variaveis:
(A): concentracOes de agar; (B): morfegrito: efeito significativo.

Tipo de Segmento Efeito Graus de Liberdade F P
Segmento A 6 29,165 0,0245
Apical B 1 0,0300 0,8637

Interacdo A/B 6 0,6003 0,7276

Segmento A 6 1,978 0,1028
Intercalar B 1 10,564  0,0030
Interacdo A/B 6 0,841 0,5489

CRESCIMENTO DE CALOS INTERMEDIARIOS Para os calos intermediarios formados em

segmentos apicais, tanto a coloracdo do morfo quastdiferentes concentracdes de agar

influenciaram o crescimento do calo, ndo haventEragao significativa entre esses fatores
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(tabela 11). O crescimento dos calos intermedidabsaior no morfo vermelho em relagéo

ao morfo verde, exceto no tratamento de 0,7% de aga

Tabela 11: Andlise de variancia bifatorial do crescimento ddos intermediarios dos
segmentos apicais dos morfos verde e vermelhdGideilaria domingensis, apos oito
semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA com difeentencentracdes de agar. Variaveis:
(A): concentracOes de agar; (B): morfidegrito: efeito significativo.

Efeito Graus de Liberdade F P
A 6 2,709 0,0335
B 1 6,436 0,0170
Interacdo A/B 6 0,844 0,5471

CRESCIMENTO DE CALOS APICAIS Para os calos apicais, tanto as concentracoégaie

quanto a coloragéo do morfo ndo influenciaram saingento do calo (tabela 12).

Tabela 12: Andlise de variancia bifatorial do crescimento @os apicais dos segmentos
apicais dos morfos verde e vermelhoGiacilaria domingensis, apos oito semanas de cultivo
em meio ASP 12-NTA com diferentes concentracfedgade. Varidveis: (A): concentracbes
de agar; (B): morfoNegrito: efeito significativo.

Efeito Graus de Liberdade F P
A 6 0,739 0,6227
B 1 1,647 0,2099
Interacéo A/B 6 1,507 0,2121
Discussao

Protocolo para obtencdo de explantes axénicos

A exposicdo do explante a uma solucdo de hipoclaleé sédio e detergente se faz
necessdaria para a obtencdo de culturas axénicasajfgarmas espécies de macroalgas. O
hipoclorito de so6dio é um agente desinfestantezatib principalmente em plantas vasculares.
A concentracdo da solucéo de hipoclorito de sodideanpo em que o material deve ficar em
contato com esta solugcéo variam em funcdo da swabdalade (Grattapaglia & Machado
1998).
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Para ambos os morfos pigmentaresGtecilaria domingensis, explantes axénicos
foram obtidos através do pré-tratamento por 48 hselagdo de dgua do mar esterilizada
contendo 10Qug.L* de nistatina e 1 ml:t.da solugéo antibiética e antimicética de Provasoli
seguida de uma lavagem com solucdo de agua dosteaiizada com hipoclorito de sédio a
0,5% e 200 pl.l' de detergente por 20 segundos e trés lavagenssstaeem agua do mar
autoclavada. Procedimento similar foi adotado (Gariacilariopsis tenuifrons (Yokoya 2000)

e Solieria filiformis (Yokoya & Handro 2002) onde se utilizou apenas amtibiotico
(ciprofloxacina) e nistatina por 48 h e imersédo satucdo de hipoclorito de sédio (0,5%) e
detergente por 10 segundos. P@rmateloupia dichotoma e Gracilaria vermiculophylla o
tempo de imersdo em solucdo de hipoclorito de sédietergente foi de 20 segundos, assim
como para os morfos pigmentaresGhacilaria domingensis, porém o antibidtico utilizado
foi diferente (Yokoya & Handro 1996, Yokoyat al. 1999). Os explantes ddypnea
musciformis, Gracilaria tenuistipitata e Gracilaria perplexa ndo passaram pelo pre-
tratamento em solucdo de antibidtico e antimicotgendo apenas imersos em solucéo de
hipoclorito de sédio e detergente por 20 segundoa kbypnea musciformis e 10 segundos
para as espécies d&acilaria (Yokoya et al. 2003, Yokoyaet al. 2004). No entanto, ha
resultados que mostram que a utilizacdo de hiptelde sodio pode causar lesées e a morte
dos explantes, como no caso @eacilaria verrucosa (Kaczyna e Megnet 1993), ou ainda,
que este composto seja insuficiente para a proddgd@xplantes axénicos, como foi

observado erhaminaria angustata (Saga & Sakai 1983).

Efeitos do &gar no crescimento do explante e na for macao e

crescimento de calos

Os resultados obtidos com relagéo a TC dos expglainte morfos verde e vermelho de
Gracilaria domingensis nas diferentes concentracdes de agar seguiranadragpsemelhante.
Para os segmentos apicais de ambos os morfos, & dr@ maiores no tratamento controle
(sem adicdo de &gar). Em decorréncia disto, as @& para os segmentos apicais foram
observadas nos tratamentos onde a concentracagade€oa maior (0,9% e 1% de &gar).
Segundo Stoltz (1971), a concentracdo de agar no deecultura deve ser mantida baixa,
suficiente para suportar o peso fisico dos exptanden virtude das altas concentracdes
causarem restricdo ao crescimento pela reducaspanibilidade de agua.

O crescimento em comprimento foi outra variavel taafe pelas diferentes

concentracdes de agar em segmentos apicais do wemrde, que apresentaram o0 maior
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crescimento no tratamento controle. Os segmentasmiapdos morfos verde e vermelho
apresentaram maior crescimento em relagcdo aos seggnmtercalares. Estes resultados
podem ser explicados pela presenca das célulaaspits segmentos apicais, que promovem
o crescimento do explante.

A presenca de polaridade nos explantes Gleacilaria domingensis pode estar
relacionada a existéncia de um gradiente fisiobdmrmado ao longo do eixo do talo
(Buggeln 1981, Yokoyat al. 1993). Respostas semelhantes foram observadasweencia
sp. (Robainat al. 1992),Grateloupia filiformis Kiitzing (Yokoyaet al. 1993) eGracilaria
chilensis (Collanteset al. 2004).

A porcentagem de formacdo de calos basais foi rata dois tipos de explantes
estudados para ambos os morfosGilacilaria domingensis. A ocorréncia desta estrutura &
mais comum entre as rodoficeas e sua formacaovéqada pela seccado feita no explante.
Esta resposta foi observada em nossos experimemds houve a formacao de calos basais
tanto em meio liquido quanto em meio solido. O psso de formacao de calos em resposta a
uma lesdo causada no explante foi também obsemmadalgumas espécies de rodoficeas,
feoficeas e cloroficeas (Polne-Fuller & Gibor 198#mLaurencia sp. (Robain&t al. 1992),
Grateloupia filiformis (Yokoya et al. 1993), Grateloupia dichotoma (Yokoya & Handro
1996), Meristotheca papulosa (Montagne) J. Agardh (Huang & Fujita 1997acilaria
vermiculophylla (Ohmi) Papenfuss (Yokoya al. 1999),Kappaphycus alvarezii (Reddyet al.
2003), Gracilaria tenuistipitata Chang et Xia eGracilaria perplexa Byrne et Zuccarello
(Yokoyaet al. 2004).

A concentracdo 6tima de agar para a formagédo @s tasais em segmentos apicais
do morfo verde dé&racilaria domingensis foi 0,5%. Resultados similares foram observados
para calos basais deracilaria vermiculophylla (Yokoya et al. 1999) e calos apicais de
Hypnea musciformis (Yokoyaet al. 2003). Entretanto, baixas concentracdes de &gédo]
induziram a formacao de calos basais@rateloupia dichotoma (Yokoya & Handro 1996),
calos apicais enGracilariopsis tenuifrons (Bird et Oliveira) Fredericq et Hommersand
(Yokoya 2000) e explantes filamentosos $sheria filiformis (Yokoya & Handro 2002).

A concentracao otima de agar para formacédo de galrsnediarios no morfo verde
de Gracilaria domingensis foi 0,7%, coincidindo com os resultados obtidos Yokoyaet al.
(2004) pareGracilaria tenuistipitata e Gracilaria perplexa. Estes resultados sdo comparaveis
as respostas obtidas pathondrus crispus (Chen & Taylor 1978)Gracilaria verrucosa
(Kaczyna & Megnet 1993)Grateloupia doryphora (Garcia-Jimeneet al. 1998) eGelidiella
acerosa (Kumar et al. 2004) que apresentaram a maior taxa de formaedcatbs na
concentracdo de 0,8% de agar. A formacao de aatesriediarios é menos freqiiente do que
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a de calos basais, e em nossos estudos, a forrdagéo estrutura pode estar relacionada a
dessecacao, uma vez que o explante ficou exposio durante todo o periodo experimental.
Nossos resultados coincidem com os obtidos gGacilaria tenuistipitata e Gracilaria
perplexa (Yokoyaet al. 2004).

As diferentes concentracfes de agar nao influearoiar porcentagem de formacao de
calos apicais em ambos os morfos pigmentarésrdelaria domingensis. A formacéo desta
estrutura também pode estar relacionada a dessecegéo foi observado nos calos
intermediarios. Estes resultados corroboram comesgltados obtidos para calos apicais de
Hypnea musciformis (Yokoyaet al. 2003, Bravin 2005) &racilaria tenuistipitata (Yokoyaet
al. 2004). A formacado de calos apicais foi descraeaputras espécies, em decorréncia de
outros fatores tais como estimulo mecéanico gatiaria filiformis (Robledo & Garcia-Reina
1993) e a presenca de fitorreguladores pgaracilariopsis tenuifrons (Yokoya 2000) e
Gracilaria perplexa (Yokoyaet al. 2004).

A principal diferenca entre os morfos verde e vénmele Gracilaria domingensis
esta relacionada a porcentagem de formacédo de, aahoe o morfo verde apresentou
porcentagens maiores tanto para 0s segmentossaiGto para os segmentos intercalares.
Além disso, os segmentos intercalares do morfoevapilesentaram dois tipos de calos (calos
basais e calos intermediarios), enquanto que ndoma@rmelho foi observada apenas a
formagcao de calos basais. Estes resultados mosfuegmos morfos apresentam respostas
distintas quando cultivados em diferentes concedésde agar, e a presenca de agar no meio

promove respostas morfogenéticas nos morfos pigmentlesracilaria domingensis.
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CAPITULO 2

Influéncia dos fitorreguladores e da irradiancia no
crescimento e na morfogénese em morfos pigmentares de
Gracilaria domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie
(Gracilariales, Rhodophyta)

Abstract

[The influence of plant growth regulators and ireemte on growth and morphogenesis in
color morphs of Gracilaria domingensis (Kutzing) Sonderex Dickie (Gracilariales,
Rhodophyta)]

The effects of plant growth regulators and irradeann growth, callus formation and
process of direct and indirect regeneration wardistl in axenic cultures of the green and red
morphs of Gracilaria domingensis (Kitzing) Sonderex Dickie. Apical and intercalary
segments from both color morphs were cultivateA3® 12-NTA solid medium (0.5% agar)
supplemented with two auxins [indole-3-acetic afilA) and 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid (2,4-D)] and two cytokinins [kinetin (K) and-b@nzylaminopurine (BA)] in
concentrations from 0.5 to 50.0 uM, under two phdiax densities (50 and 150mol de
photons.rif.s%). In experiments to induce direct and indirecteregrations, explants and basal
calluses isolated from apical and intercalary segmeere cultivated in ASP 12-NTA liquid
medium for four week, and afterwards in von Stdsphid medium for three weeks, with the
same concentrations of plant growth regulators aratliances when cultured in solid
medium. Experiments were conducted under temperafu22+2°C, photoperiod of 14 h, pH
8, and salinity of 30 psu. Treatments were testdld @ replicates with 9 explants in each.
Data were submitted to analysis of variance of ondwo factors, followed by Student-
Newman-Keuls’ test. In general, 2,4-D inhibited wtio processes while 1AA and cytokinins
stimulated them. Plant growth regulators and iaade did not influence callus formation and
indirect regeneration. On the other hand, 2,4-D thedcytokinins promoted the rate of direct
regeneration in apical and intercalary segmentthefgreen morph under high irradiance
(150 umol photons.nf.s?). For both color morphs, rates of direct and iediregeneration on
explants and basal calluses, respectively, wetgehigghen cultivated under higher irradiance
than the lower irradiance. Stimulatory effects d&np growth regulators in apical and
intercalary segments of green and red morphGratilaria domingensis occurred mainly in
high irradiance. Our results indicate that plardvgh regulators have a regulatory role on
growth processes and on direct regeneration. Mereothe red morph showed higher
performance than the green morph, indicating thet morph could be more suitable for
micropropagation, considering the commercial cation ofGracilaria domingensis.

Resumo

Os efeitos dos fitorreguladores e da irradiancianescimento, na formacéao de calos e
nos processos de regeneragdo direta e indiretan faraliados em culturas axénicas de
morfos verde e vermelho dé&racilaria domingensis (Kitzing) Sondeex Dickie. Segmentos
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apicais e intercalares dos dois tipos de morfaanfiocultivados em meio sélido ASP 12-NTA
(0,5% de &gar) com duas auxinas [acido indolil-&iao (AIA) e acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D)] e duas citocininagptina (K) e benzilaminopurina (BA)] em
concentracdes de 0,5 a 50,0 uM, sob dois niveigrddiancia (50,0 e 150,amol de
fétons.n’.s?). Para a inducdo de regeneracdes direta e indistaxplantes e calos basais
isolados de segmentos apicais e intercalares fordtmados em meio liquido ASP 12-NTA
por quatro semanas e, posteriormente, foram cdiiv@m meio liquido von Stosch por mais
trés semanas, mantendo-se as mesmas concentragdiEoreegulador e de irradiancia
utilizadas no cultivo com meio sélido. Todos os exxpentos foram realizados em
temperatura de 22+2°C, fotoperiodo de 14 h, pHs&8liaidade 30 ups. Os tratamentos foram
testados com 3 repeticBes com 9 explantes em Cadasultados foram submetidos a anélise
de variancia de um ou de dois fatores e ao testemparacao de Student-Newman-Keuls.De
maneira geral, o 2,4-D inibiu os processos de oresto e as citocininas e o AlA
estimularam. O efeito dos fitorreguladores na faq@oade calos foi nulo para ambos os
morfos deGracilaria domingensis. O efeito dos fitorreguladores e da irradiancidanmacéo

de regeneracdes indiretas foi nulo. Por outro lad4-D e as citocininas estimularam a taxa
de regeneracgéo direta de segmentos apicais ealatess do morfo verde, cultivados sob a
irradiancia de 15Qumol de fétons.M.s’. Para ambos os morfos, as taxas de regeneracéo
direta e indireta foram maiores quando os explaates calos basais foram cultivados sob
alta irradiancia (15@mol de fétons.n.s?). Os efeitos estimulatérios dos fitorreguladores em
segmentos apicais e intercalares dos morfos verderreelho deGracilaria domingensis
ocorreram principalmente quando cultivados sob iattaiancia. Os resultados indicam que
os fitorreguladores exercem um papel regulador paxessos de crescimento e na
regeneracao direta. Além disso, o morfo vermelhesgntou um desempenho superior ao
morfo verde, indicando que esse morfo pode ser adeésjuado para a micropropagacao,
tendo em vista o cultivo comercial Geacilaria domingensis.
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Introducao

As técnicas de culturia vitro, embora possam ser aplicadas as macroalgas nsrinha
visando a selecdo e propagacao de linhagens cauteasticas especificas e que possuam
maior potencial econémico (Huang & Fujita 1997akdya & Handro 1996, Yokoya 2000),
sao pouco exploradas devido a falta de conhecinsaiite aspectos do desenvolvimento de
cada espécie. A fim de contribuir ao entendimentoddsenvolvimento das macroalgas
marinhas, estudos sobre a influéncia da aplicag@gema de fitorreguladores tém sido
realizados, principalmente no que diz respeitormdgao de calos e regeneracdo de plantulas
adventicias a partir destes, uma vez que essasllpkadventicias podem ser utilizadas como
mudas para o cultivo comercial (Robestsl. 1984, Jinet al. 1997). Nesse contexto, podem
ser citados os estudos realizados cbuancellaria fastigiata (Turner) J.V. Lamouroux,
Gracilaria verrucosa (Hudson) Papenfus®hyllophora nervosa (A.P. de Candolle) Greville
(Gusevet al. 1987),Eckonia radiata (C. Agardh) J. Agardh (Lawlat al. 1988),Agardhiella
subulata (C. Agardh) Kraft & M.J. Wynne (Bradley & Chene99d0), Porphyra umbilicalis
(Linnaeus) Kitzing (Liu & Kloareg 1991) i€appaphycus alvarezii (Doty) Doty (Mufiozet
al. 2006), onde a aplicacédo de auxinas e ou/citaasne@xerceram um efeito estimulatério na
formacao e crescimento de calos. Rarateloupia dichotoma J. Agardh, a aplicacdo exdgena
de altas concentracdes de auxinas e citocininanudgtam o processo de regeneragao de
plantulas adventicias (Yokoya & Handro 1996). BAeristotheca papulosa J. Agardh a
combinacdo de acido indolil-3-acético (AIA) e bdaziinopurina (BA) ndo teve efeito
significativo em relagdo a taxa de inducdo de camoas estimulou o crescimento desta
estrutura (Huang e Fujita 1997b). Huang & Fujit@9db) demonstraram que AIA e BA
foram eficientes para inducdo de calos e regenerdedplantulas em um estudo realizado
com 14 espécies de rodoficeas. O acido 2,4-didomfiacético (2,4-D) promoveu a inducéo
de calos entGrateloupia doryphora (Montagne) M.A. Howe, enquanto que BA e cinetina (K
foram inibitorios (Garcia-Jimenegt al. 1998). ParaGracilaria vermiculophylla (Ohmi)
Papenfuss, a adicdo de auxinas e citocininas premaviormacao de calos (Yokoghal.
1999). Tratamentos com zeatina (Z) e acido fertie@épromoveram a regeneracdo de
plantulas adventicias a partir de calos @uahodes secundiramea (Montagne) Howe
(Maliakal et al. 2001). As auxinas e/ou citocininas estimularanrescimento de filamentos
em explantes dgolieria filiformis (Kitzing) Gabrielson (Yokoya e Handro 2002). Agiaas
AlA, 2,4-D e a citocinina K estimularam a inducée dalos e regeneracdo de plantulas
adventicias dé&racilaria perplexa Byrne et Zuccarello &racilaria tenuistipitata Chang et

Xia (Yokoya et al. 2004). Bravin (2005) observou que baixas coneedgs de auxinas e
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citocininas induziram as maiores taxas de formagioalos e o crescimento de regeneracdes
em Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux.

A interacao entre luz e fitorreguladores pode gtificiar os niveis e o metabolismo dos
fitorreguladores (Tian & Reed 2001), como tambérdepalterar a sensibilidade das células
ao fitorregulador (Evans 1984). No entanto, powesisdos investigaram a influéncia destes
dois fatores na formacao de calos e na regenedg@tantulas adventicias nas macroalgas
marinhas. EmGrateloupia dichotoma, o processo de regeneragdo ndo ocorre em calos
cultivados em baixa irradiancia, apesar da presdachtorreguladores (Yokoya & Handro
1996). Em baixa irradiancia, a linhagem verde claeaHypnea musciformis apresentou
formagao de calos em todos os tratamentos com asnpencitocininas, enquanto que a
linhagem marrom produziu calos somente em tratassecdm altas concentragdes destes
fitorreguladores (Yokoyat al. 2003).

Tendo em vista a escassez de estudos relacionanhfisiéncia da irradiancia e de
fitorreguladores sobre o desenvolvimeimovitro de macroalgas marinhas, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes @amracdes de fitorreguladores (AlA, 2,4-D,
K e BA) sob dois niveis de irradiancia (50,0 e 050mol de fétons.i.s?) no crescimento e
na morfogénese de segmentos apicais e intercatlo®s morfos verde e vermelho de

Gracilaria domingensis (Kutzing) Sondeex Dickie.

Materiais & Métodos
Culturas unialgaceas

Trés individuos do morfo verde (VD — 124, 125,26)1e trés individuos do morfo
vermelho (VM — 127, 128 e 129) dgracilaria domingensis foram cultivados em frascos
(200 ml) contendo 50 ml de meio von Stosch a 28¥%aperatura de 22+2°C, irradiancia de 50
- 80umol de fétons.i. s* e fotoperiodo de 14 h luz. A troca do meio deuralfoi realizada

semanalmente.

Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia no cr escimento de

explantes e na formacéo de calos

Com base nos resultados descritos no Capitulo Bxplsintes axénicos dos morfos
verde e vermelho d@racilaria domingensis foram obtidos a partir do tratamento por 48 h em

meio von Stosch a 25% acrescido de 100 Jigle nistatina (Sigma) e 1 mi‘lda solugéo
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antibiotica e antimicotica de Provasoli (Sigma)paeterior lavagem por 20s em solucédo de
agua do mar esterilizada com hipoclorito de s6dip586 (Synth) e 200 pllde detergente
organico (Anway).

Segmentos apicais e intercalares axénicos de 3prowenientes dos individuos de
ambos os morfos foram inoculados em 40 ml de m&B A2-NTA (lwasaki 1961) na forma
sélida. Apés a adicdo de auxinas ou citocininasna®, o pH foi ajustado para 8,0. Para
obter-se 0 meio sélido, acrescentou-se 0,5% de (&fmrck) ao meio ASP 12-NTA. Este
meio foi distribuido em frascos de vidro vedadosidampas de polipropileno (ambos da
Sigma) e autoclavado a 121°C durante 15 minutos.

As auxinas [&cido indolil-3-acético (AlA) (Merck)aacido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) (Merck)] e as citocininas [benzilaminop@i(BA) (Merck) e cinetina (K) (Merck)]
foram testadas isoladamente nas concentracte$,de @.e 50,QuM. No presente estudo, 0s

tratamentos testados receberam a seguinte numeracao

Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
Concentragfe§iM) 0,0 0,5 5,050,0/ 0,5 5,050,0[ 0,5 5,050,0/0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 118

A inoculacéo dos explantes foi realizada em coredi@ssépticas, no interior de uma
camara de fluxo laminar (VECO) e os frascos foraaados com filme de PVC transparente
(esterilizado com radiagao UV).

Os experimentos foram realizados sob as mesmas;éesdiescritas para as culturas
unialgaceas, com excecdo da irradiancia. As imata testadas foram 50,0 f#Hnol de
fétons.n.s'e 150,0 + Gumol de fétons.ii.s*. Cada tratamento constituiu-se de 3 repeticées
com 9 explantes em cada repeticdo (3 explanteadke individuo). Apdés 8 semanas, foram
analisadas a massa da matéria fresca (para ocdieuhxa de crescimento), comprimento do
explante, area do calo (comprimento x largurayeraentagem de inducdo de calos (n° total
de calos/n° total de explantes x 100%). Os exmdotam fotografados com o auxilio de uma
camera fotografica digital (Sony DSC-S75) e andbisano software Axiovision v. 3.1 (Carl
Zeiss).

A taxa de crescimento (TC) foi calculada utilizars® a seguinte equacao:

TC = (In massa final - In massa inicial)/(Tempaafintempo inicial)
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Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia na re generacao direta

e indireta

Os experimentos de regeneracédo foram realizadosneamas condi¢Oes descritas
para o experimento de crescimento e formacao @s ¢aém anterior), diferindo somente no
estado do meio ASP 12-NTA. Calos basais produzitmsexperimento anterior foram
isolados e transferidos para frascos com 40 ml de miquido ASP 12-NTA, contendo a
mesma concentracdo de fitorregulador e cultivadosiesmo nivel de irradiancia por quatro
semanas. Ao final de quatro semanas, o0 meio ASRTE{oi substituido pelo meio liquido
von Stosch a 25%, com a mesma concentracdo deefitdador, o mesmo nivel de
irradiancia e demais condi¢cdes experimentais. Afsssemanas, foram avaliados o niamero
de eixos eretos por calo (taxa de regeneracacetadir expressa em porcentagem), o numero
de eixos eretos por explante (taxa de regeneraicéta & expressa em porcentagem) e o
comprimento dos eixos eretos resultantes das resygies.

Cada tratamento constituiu-se de 3 repeticdes3oaios basais para cada repeticao.

A troca do meio de cultura foi realizada semanatmem camara de fluxo laminar.

Estudos anatdmicos

Ao final do experimento, os explantes foram fixadosformol a 4% em agua do mar.
Para os estudos anatdmicos, foram realizados dongisudinais e transversais das estruturas
com o auxilio de lamina de barbear. Os cortes fazarados com solucdo aquosa de azul de
anilina a 0,5% acidificada pela adicdo de HCIl 1 \Miseman 1976). Os cortes foram
fotografados com o auxilio de uma camera fotogaédiigital (Sony DSC-S75) acoplada ao
microscépio (Axioskop 2 — Carl Zeiss) e analisadassoftware Axiovision v. 3.1 (Carl

Zeiss). As medidas apresentadas séo resultadoédia de 10 medi¢cGes aleatorias.

Andalises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de \w#@i&ANOVA) de um e dois fatores
e ao teste de comparacao de Student-Newman-Kesign@lises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa SigmasStat (verséo 1.0).
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Resultados

Anatomia dos calos formados em morfos pigmentares d e Gracilaria

domingensis

Os segmentos apicais e intercalares dos morfade ververmelho deGracilaria
domingensis desenvolveram calos em diferentes regides do mbeplas segmentos apicais de
ambos os morfos desenvolveram calo basal, formadegido distal do explante, onde foi
realizada inicialmente a seccdo do mesmo, caloabgarmado na regido apical dos
segmentos apicais, e calo intermediario, formadoregides intermediarias do explante. Nos
segmentos intercalares dos morfos verde e vernwdlkervou-se apenas a formacgéo de calo
basal e calo intermediario.

O calo basal de ambos os morfos apresentou aspeotpacto, formado pelas
divisbes e aumento nas dimensfes das célulasaisrécmedulares do explante, na regiao
onde foi feita a seccdo do segmento. O calo bgsakentou uma organizacdo estrutural
semelhante a do talo, com a diferenciacdo de ugidoreortical e medular. As células da
camada cortical do calo basal do morfo verde e elvondeGracilaria domingensis medem
cerca de 10-17 um de diametro e as células da eamadular de 90-115 x 110-160 pm; no
explante, as células corticais possuem diametdDe20 um e as células medulares 90-170 x
100-250 pm (figuras 1A-D).

Os calos apicais de ambos os morfos se originargrartae da divisdo das células
apicais e corticais localizada na regido apicalsdgmento. As células da regido apical
dividiram-se varias vezes, produzindo células pegsiepigmentadas e que nao apresentaram
uma organizagdo semelhante ao talo, ou seja, sdifer@nciagcdo das regides cortical e
medular. As células dos calos apicais possuem dE52Zm de diametro; no explante, as
células apicais do talo possuem diametro de 9-16a®s células medulares 70-100 x 100-
130 pum (figuras 2A-D).

Os calos intermediarios formados nos segmentos rogos pigmentares de
Gracilaria domingensis foram originados a partir da divisdo das duas dasale células
corticais, formando uma estrutura desorganizada,dsferenciacéo de cortex e medula como
o talo. As células dos calos intermediarios possderiiO-18 um de diametro; no explante, as
células corticais possuem diametro de 10-20 pumcélatas medulares 80-120 x 100-140 yum
(figuras 3A-D).
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Morfo Verde

Morfo Vermelhc

Figura 1: Calos basais dos morfos verde (A-B) e vermelh®)@e Gracilaria domingensis.
Aspecto geral (A) e Corte longitudinal (B) do c#élasal do segmento apical cultivado em
meio solido ASP 12-NTA (0,5% de &gar) com 2,4- (M) sob a irradiancia 50mol de
fétons. nt.s™. Aspecto geral (C) e Corte longitudinal (D) do caésal do segmento intercalar
cultivado em meio soélido ASP 12-NTA (0,5% de agamn K (50,0 uM) sob a irradiancia de
50 umol de fétons. M.s* E: explante; CB: calo basal. Escalas: 0,6 mm (A gm (B); 1,0
mm (C); 200 pum (D).
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Morfo Verde

Morfo Vermelhc

Figura 2: Calos apicais dos morfos verde (A-B) e vermelheDjCde Gracilaria
domingensis. Aspecto geral (A) e Corte longitudinal (B) docapical do segmento apical
cultivado em meio solido ASP 12-NTA (0,5% de agamn AIA (0,5 uM) sob a irradiancia
50 umol de fétons. M.s’. Aspecto geral (C) e Corte longitudinal (D) do calpical do
segmento apical cultivado em meio sélido ASP 12-NUA% de agar) com 2,4-D (0,5 uM)
sob a irradiancia de 150nol de fétons. M.s* E: explante; CA: calo apical. Escalas: 1,0 mm
(A); 200 pm (B); 0,6 mm (C); 200 um (D).
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Morfo Verde

Morfo Vermelhc

Figura 3: Calos intermediarios dos morfos verde (A-B) e \aho (C-D) deGracilaria
domingensis. Aspecto geral (A) e Corte longitudinal (B e C) dalo intermediario do
segmento intercalar cultivado em meio solido ASINTA (0,5% de agar) com 2,4-D (0,5
M) sob a irradiancia 150mol de fétons. M.s*. Aspecto geral (D) e Corte longitudinal (E)
do calo intermediario do segmento intercalar cattiv em meio solido ASP 12-NTA (0,5%
de &gar) com AIA (50,0 pM) sob a irradiancia de {16! de fétons. M.s* E: explante; ClI:
calo intermediario; M: células medulares. Escalgs:mm (A); 200 um (B); 60 um (C); 0,6
mm (D); 100 um (E).
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Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia no cr escimento dos

explantes

TC DOS EXPLANTES DO MORFO VERDEAS TC dos segmentos apicais do morfo verde

cultivados sob a irradiancia de %0nol de fétons.M.s* ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos testados @glk). Quando cultivados sob a irradiancia
de 150umol de fétons.i.s*, o tratamento BA (5,fiM) estimulou o crescimento, enquanto
que o tratamento com alta concentracao de 2,4-[D (B@) foi letal para os mesmos (figura
4B). Para 0s segmentos intercalares cultivadossohdiancia de 5mol de fétons.fi.s?,
altas concentracdes de 2,4-D (5,0 e 50/ inibiram as TC (figura 4C). Sob a irradiancia de
150pumol de fétons.ii.s*, baixa concentracdo de AIA (0,81) promoveu o crescimento dos
segmentos intercalares, enquanto que alta concéatrde BA (50,0uM) inibiu o seu

crescimento (figura 4D).

TC DOS EXPLANTES DO MORFO VERMELHOPara o crescimento do morfo vermelho, ndo

foram observadas diferencas significativas entréraiamentos testados para os segmentos
apicais cultivados sob as irradiancias de 50 ebs@ de fétons.m.s* (figuras 5A e B).

As TC dos segmentos intercalares do morfo verme#imoforam influenciadas pelos
diferentes tratamentos com fitorreguladores quandivados sob a irradiancia de fénol
de fétons.rit.s* (figura 5C).Por outro lado, as TC dos segmentos intercalatégaros sob a
irradiancia de 15Qumol de fétons.M.s" foram estimuladas pelos tratamentos com altas

concentracdes de AIA e BA (50,01) e inibida pelos tratamentos com baixa conceatraip

2,4-D (0,5 e 5,QuM) (figura 5D).
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Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
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Figura 4: Taxa de crescimento (%-Hide segmentos apicais (A e B) e intercalares [ @o
morfo verde deéGracilaria domingensis cultivados em meio ASP 12-NTA com 0,5% de agar
em diferentes concentragdes de fitorreguladores imadiancias de 50 e 15pmol de
fétons.nf.s* apoés 8 semanas. Explante inicial com 3 mm de conemto. Valores
correspondem a meédia (n=3 + desvio padrdo) com eapéantes em cada repeticdo. As
letras indicam tratamentos significativamente éifées segundo o teste de comparacao de
Student-Newman-Keuls.
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50 umol de fétons.m.s* 150pumol de fétons.i.s*
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N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1B

Figura 5: Taxa de crescimento (%-Hide segmentos apicais (A e B) e intercalares [ @o
morfo vermelho déracilaria domingensis cultivados em meio ASP 12-NTA com 0,5% de
agar em diferentes concentracdes de fitorreguladoas irradidncias de 50 e 1pol de
fétons.n?.s* apés 8 semanas. Explante inicial com 3 mm de conemio. Valores
correspondem a meédia (n=3 + desvio padrdo) com eapéantes em cada repeticdo. As
letras indicam tratamentos significativamente éifées segundo o teste de comparacao de
Student-Newman-Keuls.

VARIACAO NO COMPRIMENTO DOS EXPLANTES DO MORFO VERDECOmM relacdo ao

crescimento em comprimento, os diferentes tratamsenbm auxinas e citocininas nao
apresentaram efeitos significativos para os segmegicais do morfo verde cultivados sob a
irradiancia de 5Qumol de fétons.ii.s* (figura 6A). Por outro lado, os tratamentos com
auxinas e citocininas promoveram 0 crescimento sBggnentos apicais cultivados sob a
irradiancia de 15@mol de fétons.i.s* quando comparados ao controle, e o tratamento com

alta concentracao de 2,4-D (5QuM) foi letal para este tipo de segmento (figura.6B)
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crescimento em comprimento dos segmentos inteesatantivados sob as irradiancias de 50

e 150umol de fétons.M.s* ndo foi influenciado pelos diferentes tratamengéssaios (figuras

6C e D).
50 umol de fétons.m.s* 150pmol de fétons.r.s*
12,0+ 12,0+
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20 NNHANNNANNNAN 2o NNNNNNNNNANNN
oo MMNHNNNNNNNKNM oo NNNNNNNNNNNNDN
1234567 8 910111213 1234567 8910111213
Tratamentos
Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
ConcentracbeqM) 0,0 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0, 0,5 5,050,0/0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 1B

Figura 6: Variagdo do comprimentde segmentos apicais (A e B) e intercalares (C ddD)
morfo verde deéGracilaria domingensis cultivados em meio ASP 12-NTA com 0,5% de agar
em diferentes concentragdes de fitorreguladores imadiancias de 50 e 15pmol de
fétons.nf.s* ap6és 8 semanas. Explante inicial com 3 mm de conemto. Valores
correspondem a meédia (n=3 + desvio padrdo) com eapéantes em cada repeticdo. As
letras indicam tratamentos significativamente éifées segundo o teste de comparacao de
Student-Newman-Keuls.

VARIACAO NO COMPRIMENTO DOS EXPLANTES DO MORFO VERMELHOO crescimento

em comprimento dos segmentos apicais do morfo Jeomedo foi influenciado pelos

diferentes tratamentos com fitorreguladores quandtovados sob as irradiancias de 50 e 150

umol de fétons.ii.s* (figuras 7A e B). Para os segmentos intercalaremddo vermelho
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cultivados sob a irradiancia de phol de fétons.ii.s*, os fitorreguladores n&o apresentaram

efeitos significativos no crescimento em comprirogfigura 7C), enquanto que o 2,4-D (5,0

uM) e baixas concentracdes de citocininas (K -ivbe BA - 0,5uM) estimularam e alta

concentracdo de AIA (50,0M) inibiu o crescimento dos segmentos intercalatdsvados
sob a irradiancia de 150nol de fétons.m.s* (figura 7D) .
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Tratamentos
Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
ConcentracbeqM) 0,0 0,5 5,050,0l 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0, 0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 1B

Figura 7: Variagdo do comprimentde segmentos apicais (A e B) e intercalares (C ddD)
morfo vermelho déracilaria domingensis cultivados em meio ASP 12-NTA com 0,5% de
agar em diferentes concentracdes de fitorreguladeas irradiancias de 50 e 1pol de
fotons.n?.s* apés 8 semanas. Explante inicial com 3 mm de conemio. Valores
correspondem a meédia (n=3 + desvio padrdo) com eapéantes em cada repeticdo. As
letras indicam tratamentos significativamente éifées segundo o teste de comparacao de
Student-Newman-Keuls.
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Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia na fo rmacédo e no

crescimento de calos

FORMACAO DE CALOS NO MORFO VERDE Nos segmentos apicais do morfo verde

cultivados sob as irradiancias de 50 e {i8®| de fétons.ii.s* foram observadas a formacéo
dos trés tipos de calos. As porcentagens de fowndeédcalos basais foram maiores em
relacdo aos calos apicais e intermediarios. Asgmtagens de formacédo dos trés tipos de
calos ndo foram influenciadas pela aplicacdo exe@geé@ auxinas e citocininas sob a
irradiancia de 50umol de fétons.i.s* (figuras 8A, B e C). Quando cultivados sob a
irradiancia de 150umol de fétons.ii.s?, todos os tratamentos testados estimularam a
formacdo de calo basal em segmentos apicais quasrdparados ao tratamento controle,
exceto o tratamento com alta concentracdo de 340 uM), que foi letal aos explantes
(figura 8D). Tanto a formacdo de calos intermedgrguanto a de calos apicais nao
apresentaram diferencas significativas entre ¢asnrantos testados (figuras 8E e F).

Os segmentos intercalares do morfo verde cultivadbsas irradiancias de 50 e 150
umol de fétons.M.s* apresentaram apenas a formagcéoaties basais e calos intermediarios.
Os diferentes tipos de fitorreguladores ndo aptasmm efeitos significativos nas
porcentagens de formacdo de calos dos segmentsalares quando cultivados sob a
irradiancia de 5qumol de fétons.m.s* (figuras 9A e B). As porcentagens de formacédo de
calos basais e intermediarios ndo foram influerasigoelos diferentes tratamentos testados
quando cultivados sob a irradiancia de 1&@ol de fétons.i.s* (figuras 9C e D). Calos
intermediarios ndo se desenvolveram nos tratameatmsbaixa concentracdo de AlA, K e
BA (0,5uM) e com alta concentracéo de AIA e K (5QM\) (figura 9D).

FORMACAO DE CALOS NO MORFO VERMELHO Para os segmentos apicais do morfo

vermelho cultivados sob as irradiancias de 50 e X606l de fétons.M.s?, também foram
observadas a formacdo dos trés tipos de calos. mbasa as irradiancias testadas, os
diferentes tratamentos com fitorreguladores nalmentiaram as porcentagens de formacéo
de calos para este segmento (figuras 10A-F). Nan@nto 2,4-D (0,5M) cultivado sob a
irradiancia de 15@mol de fétons.M.s* ndo houve formac&o de calos intermediérios (figura
10F). Os diferentes tratamentos com auxinas eicit@s ndo influenciaram as porcentagens
de formacédo de calos basais e intermediarios npaes#os intercalares do morfo vermelho

quando cultivados sob as irradiancias de 50 euih&dl de fétons.ii.s* (figuras 11 A-D).
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Tratamentos
Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
ConcentracdeqM) 0,0 0,5 5,050,0/ 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0/0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 13

Figura 8: Porcentagem de formacéo de calos (n° de calos®potat de explantes x 100%)
em segmentos apicais do morfo verdeGiacilaria domingensis cultivados em meio ASP
12-NTA com 0,5% de agar em diferentes concentragéefiorreguladores nas irradiancias
de 50 (A-C) e 15@mol de fétons.m.s* (D-F) ap6s 8 semanas. Explante inicial com 3 mm de
comprimento. Valores correspondem a média (n=3s¥idgpadrdo) com nove explantes em
cada repeticdo. As letras indicam tratamentos fezgtivamente diferentes segundo o teste de
comparacao de Student-Newman-Keuls.
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ConcentragbeuM) | 0,0 0,5 5,050,0 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0/0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 1B

Figura 9: Porcentagem de formacao de calos (n° de calos®potah de explantes x 100%)
em segmentos intercalares do morfo verdeGdacilaria domingensis cultivados em meio
ASP 12-NTA com 0,5% de agar em diferentes concgiya de fitorreguladores nas
irradiancias de 50 (A-B) e 15@mol de fétons.M.s* (C-D) ap6s 8 semanas. Explante inicial
com 3 mm de comprimento. Valores correspondem aanfaéd3 + desvio padrao) com nove
explantes em cada repeticéo.
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Tratamentos
Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
Concentragbe§iM) 0,0 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0/0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 1B

Figura 10: Porcentagem de formacao de calos (n° de calos®gotah de explantes x 100%)
em segmentos apicais do morfo vermelhoGiecilaria domingensis cultivados em meio

ASP 12-NTA com 0,5% de &gar em diferentes concgisa de fitorreguladores nas
irradiancias de 50 (A-C) e 150nol de fétons.rf.s* (D-F) apés 8 semanas. Explante inicial
com 3 mm de comprimento. Valores correspondem aanféd3 + desvio padrao) com nove

explantes em cada repeticao.
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50 umol de fétons.M.s* 150pumol de fétons.m.s*
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N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1B

Figura 11: Porcentagem de formacao de calos (n° de calos®gotah de explantes x 100%)
em segmentos intercalares do morfo vermelhGrdeilaria domingensis cultivados em meio
ASP 12-NTA com 0,5% de &gar em diferentes concgisa de fitorreguladores nas
irradiancias de 50 (A-B) e 15@mol de fétons.m.s* (C-D) ap6s 8 semanas. Explante inicial
com 3 mm de comprimento. Valores correspondem aanféd3 + desvio padrao) com nove
explantes em cada repeticao.

CRESCIMENTO DOS CALOS DO MORFO VERDE Os diferentes tratamentos com

fitorreguladores néo influenciaram o crescimente dalos formados em segmentos apicais
do morfo verde dé&racilaria domingensis, quando cultivados sob irradiancia depsfol de
fétons.m?.s* (figuras 12A-C). Quando cultivados sob a irradiande 150umol de fétons.
m?.s?, o crescimento de calos basais formados em segmapicais do morfo verde foi
estimulado por todos os tratamentos, exceto palartrento 2,4-D (50,0M) que foi letal aos
explantes (figura 12D), enquanto que os fitorredolas n&o influenciaram o crescimento de

calos intermediarios e apicais quando comparadaamrole (figuras 12E e F). Em
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segmentos intercalares cultivados sob as irradiame 50 e 15Qmol de fétons.rii.s* os

fitorreguladores nao influenciaram o cresciments cidos (figuras 13A-D).
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ConcentracbeM) 0,0 0,5 5,050,0l 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0, 0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 1B

Figura 12: Variacdo da area dos calos formados em segmenitgsado morfo verde de
Gracilaria domingensis cultivados em meio ASP 12-NTA com 0,5% de agardiferentes
concentracdes de fitorreguladores nas irradiardgas0 (A-C) e 15qumol de fétons.m.s*
(D-F) apos 8 semanas. Explante inicial com 3 mmoadeprimento. Valores correspondem a
média (n=3 + desvio padrdo) com nove explantes ada cepeticdo. As letras indicam
tratamentos significativamente diferentes segunddesie de comparacdo de Student-
Newman-Keuls.
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50 umol de fétons.m.s* 150umol de fétons.i.s*
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Figura 13: Variagéo da area dos calos formados em segmenm¢osatares do morfo verde de
Gracilaria domingensis cultivados em meio ASP 12-NTA com 0,5% de agardiferentes
concentracdes de fitorreguladores nas irradiardgas0 (A-B) e 15Qumol de fétons.m.s*
(C-D) apos 8 semanas. Explante inicial com 3 mroaeprimento. Valores correspondem a
média (n=3 + desvio padrdo) com nove explantesata cepeticao.

CRESCIMENTO DOS CALOS DO MORFO VERMELHOOS tratamentos com auxinas e

citocininas nao influenciaram o crescimento dossébrmados tanto nos segmentos apicais
(figuras 14A-F) quanto nos segmentos intercaldrgsras 15A-D), quando cultivados sob as
irradiancias de 50 e 150nol de fétons.rii.s™.
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Figura 14: Variacdo da area dos calos formados em segmeritassagpo morfo vermelho de
Gracilaria domingensis cultivados em meio ASP 12-NTA com 0,5% de agardéierentes
concentracdes de fitorreguladores nas irradiardgas0 (A-C) e 15qumol de fétons.m.s*
(D-F) apo6s 8 semanas. Explante inicial com 3 mnoaieprimento. Valores correspondem a
meédia (n=3 + desvio padrdo) com nove explantesasa tepeticao.
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Figura 15: Variacdo da area dos calos formados em segmentescalares do morfo
vermelho deGracilaria domingensis cultivados em meio ASP 12-NTA com 0,5% de 4gar em
diferentes concentracfes de fitorreguladores masi@ncias de 50 (A-B) e 150mol de
fétons.nf.s* (C-D) apdés 8 semanas. Explante inicial com 3 mntataprimento. Valores
correspondem a média (n=3 + desvio padrdo), cora agplantes em cada repeticao.
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Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia no pr ocesso de
regeneracgao direta

No presente estudo, 0 processo que originou aneegges a partir de células do
explante é designado como regeneracdo direta §8gl6A-D) As regeneracdes diretas

ocorreram a partir de regides do explante quedingsroximas aos calos basais.

REGENERACAO DIRETA EM EXPLANTES DO MORFO VERDE As porcentagens de
regeneracao direta em explantes isolados de segsnapicais do morfo verde n&o foram
influenciadas pelos diferentes tratamentos comréiguladores, quando cultivados por quatro
semanas em meio ASP 12-NTA e em meio von Stosclrgmsemanas, sob a irradiancia de
50 umol de fétons.m.s* (figura 17A). Quando cultivados sob a irradiancialdOpmol de
fétons.n.s?, os tratamentos com citocininas (BA- Q& e 50,0uM; K- 0,5 uM) e baixa
concentracdo de 2,4-D (048V) promoveram um aumento na formacéo de regenesacgOe
direta. O tratamento 2,4-D (50,0) foi letal aos explantes (figura 17B). Para oplartes
isolados de segmentos intercalares do morfo veréle, houve diferenca significativa nas
porcentagens de regeneracdo direta entre os trai@sntestados quando cultivados sob a
irradiancia de 5Qumol de fétons.M.s* (figura 17C). Por outro lado, o tratamento BA (5,0
uM) promoveu significativamente a formacdo de regagties, enquanto que o tratamento
2,4-D (50,0 uM) inibiu a formacédo das mesmas em explantes ieslade segmentos
intercalares cultivados sob a irradiancia de (10l de fétons.ii.s* (figura 17D).

REGENERACAO DIRETA EM EXPLANTES DO MORFO VERMELHOAS porcentagens de

regeneracdo direta de explantes isolados de segsnamicais do morfo vermelho de
Gracilaria domingensis ndo foram influenciadas pelos diferentes tratan'enbm auxinas e
citocininas quando cultivados sob as irradiance$@ e 15qumol de fétons.m.s* (figuras
18A e B). Para os explantes isolados de segmentescalares do morfo vermelho, as
porcentagens de regeneracdo direta ndo foram mafasas pelos diferentes tratamentos

quando cultivados sob as irradiancias de 50 eutt®l de fétons.ii.s* (figuras 18C e D).
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Morfo Verde

RD

CB

Morfo Vermelhc

Figura 16: Processo de regeneracgéo direta em explantes déssmerde (A-B) e vermelho
(C-D) deGracilaria domingensis cultivados em meio liquido ASP 12-NTA com BA (@51)

sob a irradiancia de 5@mol de fétons.M.s' (A) Aspecto geral do explante isolado do
segmento intercalar do morfo verde e (B) Detalhstraodo a origem de uma regeneracao
direta a partir do explante. (C) Aspecto geralxjg@ante isolado do segmento apical do morfo
vermelho e (D) Detalhes de uma regeneracdo diketaexplante; CB: calo basal; RD:
regeneracao direta. Escalas: 1,0 mm (A e C); 20QB.enD).
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Figura 17: Porcentagem de regeneracédo direta (n° regenerdigéegexplante x 100%) em
explantes isolados de segmentos apicais (A e Bjeecalares (C e D) do morfo verde de
Gracilaria domingensis cultivados por quatro semanas em meio ASP 12-Nift@iflo) e em
meio von Stosch (liquido) por trés semanas emalifes concentracdes de fitorreguladores
nas irradiancias de 50 e 1hfhol de fétons.m.s®. Valores correspondem a média (n=3 +
desvio padrdo) com trés explantes em cada repetib8oletras indicam tratamentos
significativamente diferentes segundo o teste dgpamacio de Student-Newman-Keuls.
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Porcentagem

1234567 8 910111213

150pumol de fétons.i.s*

300 -
250 | B
200 -
150 -
100 -
50 -

1234567 8910111213

Tratamentos

1234567 8 910111213

1234567 8 910111213

Tratamentos
Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
Concentragfe§iM) 0,0 0,5 5,050,0/ 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0/0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 13

Figura 18: Porcentagem de regeneracédo direta (n° regenerdigéegexplante x 100%) em
explantes isolados de segmentos apicais (A e Bieecalares (C e D) do morfo vermelho de
Gracilaria domingensis cultivados por quatro semanas em meio ASP 12-Nift@iflo) e em
meio von Stosch (liquido) por trés semanas emalifes concentracdes de fitorreguladores
nas irradiancias de 50 e 1hfhol de fétons.m.s®. Valores correspondem a média (n=3 +
desvio padrédo) com trés explantes em cada repeticéo

CRESCIMENTO DAS REGENERACOES DIRETAS EM EXPLANTES DO MORFO VERDEOS

fitorreguladores nao influenciaram o cresciments @@eneracdes dos explantes isolados de

segmentos apicais cultivados sob a irradiancia @ewbol de fétons.ii.s' (tabela 1),

enquanto que aqueles cultivados sob a irradiarciEsumol de fétons..s*, apresentaram

diferencas significativas em relacao ao tratam2pteD (50,0uM), que foi letal aos explantes

(tabela 1). As regeneracoes dos explantes isoldelagmentos intercalares, néo tiveram o
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seu comprimento alterado significativamente petasamentos com auxinas e citocininas
quando cultivados sob as irradiancias de 50 eul de fétons.i.s* (tabela 1).

CRESCIMENTO DAS REGENERACOES DIRETAS EM EXPLANTES DO MORFO VERMELHO

Néo foram observadas diferencas significativaseems tratamentos para os explantes
isolados de segmentos apicais e intercalares adtisy sob as irradiancias de 50 e L6l
de fétons.rif.s* (tabela 1).

Tabela 1: Analise de variancia e teste de compara¢cdo dee@tiMewman-Keuls (g 0,05)
dos dados de crescimento em comprimento das regémsr diretasm explantes isolados de
segmentos apicais e intercalares dos morfos verderreelho deGracilaria domingensis
cultivados por quatro semanas em meio ASP 12-NTduido) e em meio von Stosch
(liquido) por trés semanas com fitorreguladores meadiancias de 50 e 15@mol de
fétons.m?.s™. Valores correspondem a média (n=3 + desvio padrdm trés explantes em
cada repeticdo. As letras indicam tratamentos fizgtivamente diferentes entre sBs= nao
significativo.

Fitor- Conc. Comprimento (mm)
regulador (UM) Morfo Verde Morfo Vermelho

SA(50) SA(150) SI(50) SI(150) SA(50) SA@ SI(50)  SI(150)

Controle 0,0 36+1950+28a 65+2080+36 38+0,1 92+0,7 24%x4277%45
AlIA 05 29+5185+22a 74+1463+2481+16 99+08 54+4,711,0+4,0

5 41+£36 71+30a 79+2481+346,0+21 11,1+6,6 68+1,8 10,1+4,0
50 40+1759+24a 63+1178+1148+0,7 99+2,1 52+0,7109=+2,7

2,4-D 05 39+1364+09a 63+2352+3313+22 76+21 34+2510,2+1,3

5 38+£3359+19a 64+1292+1945+44 65+58 6,7+189,1+26
50 69+2000+x00b 44+0538+£3356+10 55+48 53+1198=+27

K 05 6,1+1049+27a 70+£093,7+136,2+1,1 87+21 39%x0,76,6+0,5
5 37+3456+04a 76+£2577+2968+08 99+44 39+2611,7+1,0
50 39+3459+17a 86+1632+2851+11 92+54 6,1+1,992+8,0

BA 05 57+2359+17a 33+3,162+236,4+15 66+20 54+0598+29
5 70+£1778+18a 51+193,7+1268+08 74+18 4,7+0,78,0%0,7
50 59+0659+08a 63+1354+1659+21 91+53 54+13102+19

F 1,61 ns 3,23 1,88ns 1,89ns 1,89ns 0530ns12®m9® 1,10ns

Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia no pr ocesso de

regeneracao indireta

No presente estudo, o processo de regeneraca@tdefere-se as regeneracdes

originadas a partir de células dos calos basatasHdantulas adventicias sdo semelhantes
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BN

aguelas formadas a partir da germinacdo de esmol®s originaram a partir das células

localizadas na regido externa do calo basal (fsyués\-D).

Morfo Verde

Morfo Vermelhc

|
Figura 19: Processo de regeneracao indireta em calos baskidas a partir de segmentos
apicais e intercalares dos morfos verde (A-B) enedino (C-D) deGracilaria domingensis
cultivado em meio liquido ASP 12-NTA/von Stosch cB (5,0 uM) sob a irradiancia de 50
umol de fétons.rs* (A) Aspecto geral de uma regeneracéo indiretaatte masal isolado do
segmento apical do morfo verde e (B) Detalhe modtra regido de transicao entre o calo e a
regeneracao indireta. (C) Aspecto geral de umanezgeao indireta de calo basal isolado do
segmento apical do morfo vermelho e (D) Detalheprdaesso de regeneracéo indireta. E:
explante; CB: calo basal; RI: regeneracao inditeszalas: 2,0 mm (A); 100 um (B); (C) 1,0
mm; 200 um (D).
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REGENERACAO INDIRETA EM CALOS BASAIS DO MORFO VERDEAS porcentagens de

regeneracao indireta de calos basais isolados gimestos apicais do morfo verde de
Gracilaria domingensis ndo apresentaram diferencas significativas ergregabtamentos com
fitorreguladores nas irradiancias testadas (fig2@& e B). Os calos basais isolados de
segmentos intercalares ndo tiveram as porcentagensegeneracdo influenciadas pela
aplicacdo exdgena de auxinas e citocininas quanitivazios sob as irradiancias de 50 e 150
umol de fétons.M.s* (figura 20C e D).

50 umol de f6tons.m.s* 150umol de fétons.m.s*

300 300 -
250 | A 250 | B
200 - 200 -
150 - 150 -
100 - 100 -
50 50 -
0- 0-

g 123456 78910111213 1234567 8910111213

(@)]

g Tratamentos

(D)

o

g
300 |
250 | C
200 |
150 -

100
50
O _

1234567 8910111213

1234567 8910111213

Tratamentos
Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
Concentragbe§iM) 0,0 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0/0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 1B

Figura 20: Porcentagem de regeneracéo indireta (n° regensragdiecta/calo x 100%) em
calos basais isolados de segmentos apicais (Aeecifdercalares (C e D) do morfo verde de
Gracilaria domingensis cultivados por quatro semanas em meio ASP 12-Nit@iflo) e em
meio von Stosch (liquido) por trés semanas ematifes concentracdes de fitorreguladores
nas irradiancias de 50 e 1ffnol de fétons.M.s*. Valores correspondem a média (n=3 *
desvio padréo) com trés calos basais em cadagapeti
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REGENERACAO INDIRETA EM CALOS BASAIS DO MORFO VERMELHOPara o morfo

vermelho, ndo foram observadas diferencas entrieatmmentos testados, tanto para calos

basais formados em segmentos apicais quanto pd@mados em segmentos intercalares

quando cultivados sob as irradiancias de 50 eut®l de fétons.i.s* (figura 21A-D).

50 umol de fétons.m.s*

150pumol de fétons.m.s*

300 + 300 -

250 | A 250 | B

200 - 200 -

150 - 150 -

100 - 100 -

50 50 -
s 0 A 0 A
% 1234567 8910111213 1234567 8910111213
©
% Tratamentos
O
[®)
(a

300 ~

250 | C

200 -

150 A

100 A

50 -

0 _
1234567 8910111213 1234567 8910111213
Tratamentos

Fitorregulador Controle AlA 2,4-D K BA
Concentracfe§iM) 0,0 0,5 5,050,0/ 0,5 5,050,0] 0,5 5,050,0/0,5 5,0 50,0
N° do tratamento 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 13

Figura 21: Porcentagem de regeneracéo indireta (n° regensragdiecta/calo x 100%) em
calos basais isolados de segmentos apicais (Aecifidercalares (C e D) do morfo vermelho
de Gracilaria domingensis cultivados por quatro semanas em meio ASP 12-Nit@i¢o) e
em meio von Stosch (liquido) por trés semanas eferedites concentracdes de
fitorreguladores nas irradiancias de 50 e i6®| de fétons.m.s®. Valores correspondem a
média (n=3 * desvio padrédo), com trés calos basaisada repeticao.
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CRESCIMENTO DASREGENERACOES INDIRETAS EM CALOS BASAIS DO MORFO VERDIS

efeitos das auxinas e citocininas no crescimen® negeneracdes indiretas ndo foram
significativos quando cultivados sob as irradiasda 50 e 15Qmol de fétons.ii.s* (tabela
2).

CRESCIMENTO DAS REGENERACOES INDIRETAS EM CALOS BASAIS DO MORFO

VERMELHO: O crescimento das regeneracfes foi estimulado fratamento com baixa
concentracdo de AlA (0,6M) e inibido pelo tratamento com alta concentrag@d@A (50,0
uM) quando cultivados sob a irradiancia de |58ol de fétons.m.s® (tabela 2). Quando
cultivados sob a irradiancia de 1Mol de fétons.ii.s*, o crescimento das regeneracdes néo
foi influenciado pelos diferentes tratamentos cdaorrieguladores (tabela 2). O comprimento
das regeneracgOes de calos basais isolados de degnmaercalares nao foi afetado pelos
diferentes tratamentos testados, quando cultivadbsas irradiancias de 50 e 1Lo®ol de

fétons.m?.s* (tabela 2).

Tabela 2: Analise de variancia e teste de comparacao desStidewman-Keuls (g 0,05)
dos dados de crescimento em comprimento das reg@esr indiretagm calos basais
isolados de segmentos apicais e intercalares doBsneerde e vermelho déracilaria
domingensis cultivados por quatro semanas em meio ASP 12-Nijilo) e em meio von
Stosch (liquido) por trés semanas com fitorregukeslanas irradiancias de 50 e 1800l de
fétons.m?.s*. Valores correspondem a média (n=3 + desvio padim trés calos basais em
cada repeticdo. As letras indicam tratamentos fitgtivamente diferentes entre sBs= nao
significativo.

Fitor- Conc. Comprimento (mm)
regulador (LM) Morfo Verde Morfo Vermelho

SA(50) SA(150) SI(50) SI(150) SA(50) SA(150) SI(50) Sl (150)

Controle 0,0 2,5+0,7 2,8+0,5 6,2+0,3 7,5t0,6 7,4+12ab 2,%51 51+44 54+47
AlIA 05 3,4+58 2,7+47 5,6+49 29+28 8,3+05a 10,20,7 55+1,1 3,459

5 6,7¢23 88+34 51+50 64+55 55+06ab 6%*58 6,506 11,1+4,1
50 5,8+09 8,0+20 3,3t3,1 47+4,0 18+32ab 10417 44+44 71+25

2,4-D 05 3,+24 3662 4403 6,3x0,3 6,7t16ab 12343 43+x0,7 8,3x0,8

5 28+24 54+09 56+2,7 61+26 49+43ab 7466 5101 69+44
50 5,6+19 0,0+0,0 3914 45+0,2 78+04ab 919 6,205 3,6+6,2

K 05 15+25 23+24 7,1+08 46+1,1 6,8+£0,3ab 11,63,8 4,4+2,2 6,052
5 07+13 7,1+35 3,7+51 6,7+3,0 75+3,3ab 11,227 6,0+1,0 4,2+7,3
50 4,4+0,7 52+1,7 25+44 26+2,7 66+t23ab 7,247,1 57+24 75+5,6
BA 05 2035 42+7,2 3,0£10 84+2,7 70+t28ab 6,265 56+10 4,0+£3,6
5 59+13 34+4,0 42+4,1 46+23 6,9+0,1ab 1015 4,4+3,9 6,658
50 5,7+0,9 6,522 6,7+2,1 6,3+1,8 16+2,7b 8,240 3,8t£34 3,0£2,8
F 188ns 145ns 0,603n9€,812ns 2,72 1,02ns 0,938 ns0,686 ns
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Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia no cr escimento dos

explantes — Analise de variancia bifatorial

TC: As TC de segmentos apicais, cultivados sob dianzia de 5Qumol de fotons.
m2s! foram influenciadas somente pela coloracdo do anftebela 3), sendo que o morfo
vermelho apresentou TC maiores do que o morfo v&dando cultivados sob a irradiancia
de 150pmol de fétons.ii.s*, as TC de segmentos apicais foram influenciadat® taela
coloracdo do morfo quanto pelos diferentes tratémsecom auxinas e citocininas (tabela 3),
ndo havendo interagédo entre estes dois fatoresor® mermelho apresentou maior TC no
tratamento com alta concentracao de 2,4-D (M} enquanto que este tratamento foi letal
aos explantes do morfo verde. Para os segmentsatdres cultivados sob a irradiancia de
50 umol de fétons.ii.s* tanto a coloracdo do morfo quanto as diferenteseatracées de
fitorreguladores influenciaram as TC (tabela 3)rfépg ndo houve interagdo significativa
entre esses dois fatores. O morfo vermelho ap@s&r@ maiores do que o morfo verde nos
tratamentos com alta concentracédo de 2,4-D (@RlDe alta concentracdo de BA (5@M).
Sob a irradiancia de 15@mol de fétons.mi.s?, as TC foram influenciadas tanto pela
coloracao do morfo quanto pelos diferentes tratéamserom fitorreguladores (tabela 3), sendo
que nos tratamentos com AIA (0,5 e 50M) e 2,4-D (5,0uM) as TC do morfo vermelho

foram superiores em relacdo ao morfo verde.

Tabela 3: Analise de variancia bifatorial da taxa de cregritn de segmentos apicais e
intercalares dos morfos verde e vermelhdGdecilaria domingensis, apds oito semanas de
cultivo em meio ASP 12-NTA com diferentes fitorréaglores sob as irradiancias de 50 e 150
umol de fétons.M.s'. Varidveis: (A): fitorreguladores; (B): morfos. &fio: efeito
significativo.

Irradiancia Graus de
Tipo de Segmento Efeito Liberdade F P
A 12 1,72 0,0939
50 B 1 90,09 <0,0001
Segmento Interacéo A/B 12 1,15 0,3457
Apical
A 12 2,342 0,0189
150 B 1 207,172  <0,0001
Interacéo A/B 12 0,871 0,5806
A 12 2,342 0,0189
50 B 1 207,172 <0,0001
Segmento Interacéo A/B 12 0,871 0,5806
Intercalar
A 12 2,01 0,0425
150 B 1 491,31  <0,0001
Interacéo A/B 12 3,46 0,0009
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Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia na fo rmacéo de calos —
Andlise de variancia bifatorial

FORMACAO DE CALOS BASAIS Apenas a coloragcdo do morfo influenciou as

porcentagens de formacdo de calos basais paragoses®s apicais cultivados sob a
irradiancia de 5Qumol de fétons.M.s” (tabela 4). As porcentagens de formacédo de calos
basais do morfo vermelho foram superiores ao magfde em todos os tratamentos testados,
exceto no tratamento BA (0y8). Sob a irradiancia de 150mol de fétons.m.s*, apenas os
diferentes tratamentos com fitorreguladores inftisam as porcentagens de formacgao de
calos basais (tabela 4) onde a principal diferesgaencontra no tratamento com alta
concentracdo de 2,4-D (50,0M) que foi letal aos segmentos apicais do morfal@eDe
maneira geral, a formacao de calos basais foi rmamorfo vermelho. Para os segmentos
intercalares cultivados sob as irradiancias de S[6@umol de fétons.M.s* (tabela 4),
apenas a coloragdo do morfo influenciou as porgentade formacao de calos basais. Em
ambos os niveis de irradiancias testados, o moefmmelho apresentou porcentagens de

formacdo de calos basais superiores em relacd@mdo werde.

Tabela 4: Andlise de variancia bifatorial da porcentagem atenficdo de calos basais dos
segmentos apicais e intercalares dos morfos vendgrmeelho deGracilaria domingensis,
apos oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA dderentes fitorreguladores sob as
irradiancias de 50 e 150mol de fétons.M.s*. Variaveis: (A): fitorreguladores; (B): morfos.
Negrito: efeito significativo.

Tipo de Irradiancia Graus de
Segmento Efeito Liberdade F P
A 12 1,10 0,3804
50 B 1 17,72 0,0001
Segmento Interacéo A/B 12 1,18 0,3185
Apical
A 12 4,38 <0,0001
150 B 1 3,76 0,0580
Interacéo A/B 12 1,99 0,0437
A 12 0,625 0,8115
50 B 1 23,888 <0,0001
Segmento Interacéo A/B 12 0,719 0,7260
Intercalar
A 12 1,60 0,1194
150 B 1 25,24  <0,0001
Interacéo A/B 12 1,50 0,1559

81



FORMACAO DE CALOS INTERMEDIARIOS Nao houve influencia das variaveis analisadas

sob as porcentagens de formacdo de calos intemwosdfarmados em segmentos apicais,
quando cultivados sob as irradiancias de 50 e k66l de fétons.f.s* (tabela 5) . As
porcentagens de formacdo de calos intermediariwsafios em segmentos intercalares nao
foram influenciadas pelas variaveis analisadasndpacultivados sob a irradiancia de 50
umol de fétons.M.s* (tabela 5). Por outro lado, quando cultivados aatradiancia de 150
umol de fétons.M.s', as porcentagens de formacdo de calos intermesliddmm
influenciadas tanto pela coloracdo do morfo quapétos diferentes tratamentos com
fitorreguladores (tabela 5), sendo que o morfo ednmapresentou maiores porcentagens de
formacao de calos intermediarios do que o morfdejgorincipalmente nos tratamentos AlA
(5,0uM) e BA (0,5uM).

Tabela 5:Andlise de variancia bifatorial da porcentagematenficdo de calos intermediarios
dos segmentos apicais e intercalares dos morfdg wevermelho d&racilaria domingensis,
apos oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA dderentes fitorreguladores sob as
irradiancias de 50 e 150mol de fétons.i.s*. Variaveis: (A): fitorreguladores; (B): morfos.
Negrito: efeito significativo.

Tipo de Irradiancia Graus de
Segmento Efeito Liberdade F P
A 12 0,969 0,4896
50 B 1 1,739  0,1931
Segmento Interacéo A/B 12 0,921 0,5329
Apical
A 12 1,138 0,3516
150 B 1 0,471 0,4954
Interacdo A/B 12 0,928 0,5264
A 12 0,762 0,6848
S0 B 1 0,152 0,6985
Segmento Interacéo A/B 12 0,834 0,6159
Intercalar
A 12 2,49 0,0118
150 B 1 9,10  0,0040
Interacdo A/B 12 2,52 0,0108

FORMACAO DE CALOS APICAIS As porcentagens de formacdo de calos apicais em

segmentos apicais foram influenciadas apenas pkleacédo do morfo quando cultivados sob

a irradiancia de 5@mol fétons.nt.s*, como quando cultivados sob a irradiancia de 150
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umol de fétons.ii.s* (tabela 6). As porcentagens de formacdo de calmsisplo morfo

verde foram superiores ao morfo vermelho na madwgtratamentos testados.

Tabela 6: Analise de variancia bifatorial da porcentagem atenficdo de calos apicais dos
segmentos apicais e intercalares dos morfos vendameelho deGracilaria domingensis,
apos oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA dderentes fitorreguladores sob as
irradiancias de 50 e 150mol de fétons.i.s*. Variaveis: (A): fitorreguladores; (B): morfos.
Negrito: efeito significativo.

Tipo de Irradiancia Graus de
Segmento Efeito Liberdade F P
A 12 1,22 0,2931
50 B 1 23,42  <0,0001
Segmento Interacéo A/B 12 1,64 0,1105
Apical
A 12 1,552 0,1360
150 B 1 9,733  0,0030
Interacdo A/B 12 0,981 0,4784

Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia na fo rmacédo de

regeneracdes direta e indireta — Analise de varianc  ia bifatorial

FORMACAO DE REGENERACAO DIRETA As porcentagens de regeneracdo direta de

explantes isolados de segmentos apicais cultivadbsa irradiancia de 50mol de fotons.
m?s? foram influenciadas tanto pela coloracdo do mqtfanto pelos diferentes tratamentos
com auxinas e citocininas, no entanto, ndo houeeagao entre esses dois fatores (tabela 7).
O morfo vermelho apresentou porcentagens de reggedireta superiores ao morfo verde,
principalmente no tratamento com alta concentragddlA (50,0uM). Sob a irradiancia de
150 umol de fétons.M.s?, as porcentagens de regeneracéo direta foraneimiedas apenas
pelos diferentes tratamentos com fitorreguladotabe(a 7). Os tratamentos com baixa
concentracdo de AIA (0,pM) e baixa concentracdo de K e BA (@B1) promoveram as
maiores porcentagens de regeneracgao direta em aysbusrfos pigmentares d& acilaria
domingensis. Para os explantes isolados de segmentos intexsalaltivados sob a irradiancia
de 50umol de fétons.M.s* ambas as variaveis analisadas néo influenciargmrasntagens
de regeneracao direta (tabela 7). Quando cultivadbsa irradiancia de 150nol de fétons.
m?s!, apenas os diferentes tratamentos com auxinastoeinimas influenciaram as

porcentagens de regeneracgdo direta (tabela 7)p sl o tratamento BA (5,0M) foi o
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tratamento que estimulou o maior nimero de regedesapor explante para ambos os morfos

pigmentares.

Tabela 7: Analise de variancia bifatorial da porcentagemeafgeneracdo direta de explantes
isolados de segmentos apicais e intercalares doksneerde e vermelho déracilaria
domingensis, apOs quatro semanas de cultivo em meio ASP 12-8ITr&s semanas em meio
von Stosch (liquido) com diferentes fitorreguladoseb as irradiancias de 50 e 1&00l de
fétons.n.s’. Variaveis: (A): fitorreguladores; (B): morfasegrito: efeito significativo.

Tipo de Irradiancia Graus de
Segmento Efeito Liberdade F P
A 12 3,18 0,0018
50 B 1 500  0,0297
Segmento Interacéo A/B 12 1,64 0,0194
Apical
A 12 2,86 0,0044
150 B 1 2,01 0,1625
Interacdo A/B 12 1,22 0,2922
A 12 0,904 0,5491
S0 B 1 0,392 0,5340
Segmento Interacéo A/B 12 1,085 0,3915
Intercalar
A 12 2,331 0,0179
150 B 1 0,125 0,7251
Interacdo A/B 12 0,938 0,5180

FORMACAO DE REGENERACAO INDIRETA As porcentagens de regeneracéao indireta dos

calos basais isolados de segmentos apicais e dmestxs intercalares nao foram
influenciadas pelos diferentes tratamentos comréiguladores e pela coloragdo do morfo

quando cultivados sob as irradiancias de 50 eutt®l de fétons.ii.s* (tabela 8).
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Tabela 8: Andlise de variancia bifatorial da porcentagem @generacdo indireta de calos
basais isolados de segmentos apicais e intercatboesmorfos verde e vermelho de
Gracilaria domingensis, ap6s quatro semanas de cultivo em meio ASP 12-NT&és
semanas em meio von Stosch (liquido) com diferdrt@seguladores sob as irradiancias de
50 e 150umol de fétons.i.s*. Variaveis: (A): fitorreguladores; (B): morfasegrito: efeito
significativo.

Tipo de Irradiancia Graus de
Segmento Efeito Liberdade F P
A 12 1,321 0,2350
30 B 1 0,00769 10,000
Segmento Interacéo A/B 12 1,444 0,1764
Apical
A 12 1,299 0,2476
150 B 1 0,643 0,4263
Interacéo A/B 12 1,606 0,1189
A 12 1,31 0,2435
S0 B 1 2,65 0,1096
Segmento Interacéo A/B 12 1,42 0,1875
Intercalar
A 12 0,891 0,5614
150 B 1 3,314 0,0745
Interacéo A/B 12 0,733 0,7127

INFLUENCIA DA IRRADIANCIA NA FORMACAO DE REGENERACOES DIRETASESta analise

foi realizada com o intuito de comparar se os sivée irradiancia influenciaram as
porcentagens de regeneracdo direta em segmentoaisa@ intercalares dos morfos
pigmentares dé&racilaria domingensis. Para os explantes isolados de segmentos apiais d
morfo verde, tanto os fitorreguladores quanto ogeisi de irradiancia influenciaram as
porcentagens de regeneracao direta, ndo haveratagéd entre estes dois fatores (tabela 9).
As porcentagens de regeneracdo direta foram maiarésadiancia de 150mol de fotons.
m2.s?, principalmente nos tratamentos com baixas cormgies de citocininas (K - 0,5 uM

e BA — 0,5 pM). J& para os explantes isolados gmeetos intercalares, apenas os niveis de
irradiancia influenciaram as porcentagens de regefe direta (tabela 9), sendo que as
mesmas foram maiores na irradiancia de 1@l de fétons.m.s’. Para os explantes
isolados de segmentos apicais e intercalares ddomarmelho, tanto os diferentes
tratamentos com fitorreguladores quanto o0s nivets idadiancia influenciaram as
porcentagens de regeneracao direta (tabela 9)orsemagens de regeneracédo foram maiores

quando os explantes foram cultivados sob a irrathéde 15Qumol de fétons.ri.s™.
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Tabela 9: Analise de variancia bifatorial da porcentagemeafgeneracdo direta de explantes
isolados de segmentos apicais e intercalares doksneerde e vermelho déracilaria
domingensis, apOs quatro semanas de cultivo em meio ASP 12-8ITr&s semanas em meio
von Stosch (liquido) com diferentes fitorreguladoseb as irradiancias de 50 e 1&00l de
fotons.n.s’. Variaveis: (A): fitorreguladores; (B): nivel deradiancia. Negrito: efeito
significativo.

Segmento Graus de
Morfo Efeito Liberdade F P
A 12 3,03 0,0027
Apical B 1 19,06  <0,0001
Interacdo A/B 12 2,08 0,0348
Verde
A 12 1,59 0,1226
Intercalar B 1 7.46 0,0086
Interacéo A/B 12 1,82 0,0691
A 12 2,20 0,0252
Apical B 1 16,36 0,0002
Interacdo A/B 12 1,39 0,2017
Vermelho
A 12 1,947 0,0496
Intercalar B 1 11,313  0,0015
Interacéo A/B 12 0,310 0,9847

INFLUENCIA DA IRRADIANCIA NA FORMACAO DE REGENERACOES INDIRETAS Com

relacdo as porcentagens de regeneracado indiraetaodo verde deGracilaria domingensis,

os calos basais isolados de segmentos apicais do wasde n&o tiveram suas porcentagens
de regeneracdo influenciadas por ambas as variameissadas (tabela 10). No entanto, as
porcentagens de regeneracdo dos calos basaisosotid segmentos intercalares foram
influenciadas apenas pelos niveis de irradiancabe(d 10), sendo que as maiores
porcentagens de regeneracédo ocorreram em calas lbaltevados sob a irradiancia de 150
umol de fétons.i.s*. Para os calos basais isolados de segmentossapidafercalares do
morfo vermelho, ambas as variaveis analisadas n#loemciaram as porcentagens de

regeneracao indireta (tabela 10).
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Tabela 10: Andlise de variancia bifatorial da porcentagem etgeneracao indireta de calos
basais isolados de segmentos apicais e intercatboesmorfos verde e vermelho de
Gracilaria domingensis, ap6s quatro semanas de cultivo em meio ASP 12-NT&és
semanas em meio von Stosch (liquido) com diferdrt@seguladores sob as irradiancias de
50 e 150umol de fétons.m.s. Variaveis: (A): fitorreguladores; (B): nivel deddiancia.
Negrito: efeito significativo.

Segmento Graus de
Morfo Efeito Liberdade F P
A 12 1,602 0,1200
Apical B 1 0,113  0,7384
Interacdo A/B 12 1,349 0,2210
Verde
A 12 1,04 0,4273
Intercalar B 1 10,22  0,0024
Interacéo A/B 12 2,02 0,410
A 12 0,974 0,4854
Apical B 1 0,247  0,6210
Interacdo A/B 12 1,706 0,0924
Vermelho
A 12 0,452 0,9330
Intercalar B 1 0,100 0,7531
Interacéo A/B 12 0,479 0,9180
Discussao

Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia no pr ocesso de

crescimento

Em uma analise geral das respostas observadgsromsssos de crescimento (TC e
crescimento em comprimento dos explantes, crestimdns calos e crescimento em
comprimento das regeneragfes diretas e indiratasjtatou-se que o efeito inibitério das
auxinas foi maior do que o estimulatério. As piiyacs respostas inibitorias estéo relacionadas
as altas concentracdes de 2,4-D, que foram letgsisegmentos apicais do morfo verde de
Gracilaria domingensis cultivados em 15Qumol de fétons.m.s' e que inibiu as TC de
segmentos apicais do morfo verde e segmentosataees do morfo vermelho cultivados sob
a irradiancia de 50 e 150mol de fétons.m.s*, respectivamente. Estes resultados s&o
contraditérios, uma vez que o 2,4-D é considerada auxina com efeito estimulatério sobre

o crescimento. Yokoyet al. (1999) observaram que a aplicacdo de 2,4-D (@a,&mg.L")
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estimulou o crescimento (peso fresco) de segmespasais e intercalares deéracilaria
vermiculophylla. Os segmentos apicais d&acilariopsis tenuifrons tiveram crescimento
méximo em alta concentracdo de 2,4-D (5,0 mp(okoya 2000). Baixa concentracéo de
2,4-D (0,1 umol) estimulou a taxa de crescimentoselgmentos apicais e intercalares de
Gracilaria perplexa (Yokoya et al. 2004). Entretanto, o efeito inibitério do 2,4}{® foi
relatado para outras espécies de algas. Bertagriddidakavakaren (1974) relataram o efeito
inibitério do 2,4-D sobre as funcgdes fotossint&ieamitocondriais da microaldzhlorella
pyrenoidosa Starr & Zeikus. Alta concentracdo de 2,4-D {1d) inibiu o crescimento de
Alaria esculenta, enquanto que baixas concentracdes <) apresentaram efeitos
inibitério ou nulo (Buggeln 1976). O crescimento @edium fragile subsp.tomentosoides
ndo foi estimulado por auxinas sintéticas, inclespelo 2,4-D (Hanisak 1979). O efeito
inibitério do 2,4-D observado em nossos experimepide ser explicado pela aplicacdo de
alta concentracao de 2,4-D. Segundo Fosket (19%ntento dos niveis de auxina interna
(por exemplo, pela aplicacdo exdgena de auxinap pas$sar o crescimento, tornando-se
desta forma, inibitorios.

Por outro lado, o AIA estimulou o crescimento dgnsentos intercalares dos morfos
verde e vermelho d@racilaria domingensis quando cultivados sob a irradiancia de bl
de fétons.rif.s*. Isto pode ter ocorrido pelo fato dos segmenttardalares ndo possuirem
células apicais, onde provavelmente pode ocorsémtase das auxinas. Assim quando o AlA
€ adicionado ao meio de cultura, ha um aumentouaatglade de auxina interna que acaba
promovendo o crescimento. Estas observacOes tampbdem estar relacionadas aos efeitos
estimulatérios do AIA sobre os processos de dives@éapansao celular. Resultados similares
foram observados para outras espécies de macraoafgathas. lwasaki (1965) verificou que
concentracdes de AlA inferiores a 0,05 mbgeistimularam o crescimento da fase Conchocelis
de Porphyra tenera. Baixas concentracbes de AIA (0,002 e 0,02 Mpforam suficientes
para estimular o crescimento Bacus spiralis (Fries 1984). A aplicacdo de AIA (5,0 mg)L
estimulou o crescimento de segmentos apicafSrdeilariopsis tenuifrons (Yokoya 2000). O
AIA também promoveu o crescimento das regeneragi®tas formadas em calos basais
isolados de segmentos apicais do morfo verdeGdacilaria domingensis. O efeito
estimulatorio do AIA no crescimento das regeneragégta relacionado ao seu papel no
alongamento celular. Respostas semelhantes forédasipor Yokoya (2000) que observou
que o crescimento das plantulas @eacilariopsis tenuifrons originadas a partir de calos
apicais formados em segmentos apicais foi estiroytad baixa concentracéo de AlA.

Em geral, as citocininas estimularam o crescimesto morfos pigmentares de

Gracilaria domingensis. A BA estimulou as TC de segmentos apicais do oneeirde e de
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segmentos intercalares do morfo vermelho, ambds&dbs sob a irradiancia de 1héhol

de fétons.rif.s*. A K estimulou o crescimento em comprimento devssgos intercalares do
morfo vermelho cultivados sob a irradiancia de ol de fétons.ii.s*. Foi observado
também o efeito inibitorio da BA sobre as TC densegtos intercalares do morfo verde
cultivados sob a irradiancia de 150nol de fétons.mi.s' e sobre o crescimento das
regeneracdes indiretas de calos basais isoladaseglaentos apicais do morfo vermelho
cultivados sob a irradiancia de 50nol de fétons.M.s. As citocininas também estdo
envolvidas no processo de divisdo e expansdo calia estudos que relatam tanto o efeito
estimulatério quanto o efeito inibitério de BA ncescimento. A aplicacdo exdgena de BA
(5,0 mg.LY) promoveu significativamente o crescimento (pesesdo) de segmentos
intercalares dé&olieria filiformis (Yokoya 1996). Baixas concentracdes de BA (0,1 me.L
1,0 mg.LY) estimularam o crescimento de segmentos apicaieecalares deGracilaria
vermiculophylla, enquanto que alta concentracéo de BA (10,0 Mgchusou a necrose de
ambos os tipos de segmentos (Yokelal. 1999). A diferenga nas respostas dos segmentos
intercalares dos morfos pigmentaresGlacilaria domingensis quanto a aplicacdo de BA
pode estar relacionada a sensibilidade de cadarmorfitorregulador, uma vez que, segundo
Trewavas (1982), a concentracdo do fitorreguladiw oonstitui o Unico mecanismo de
regulacdo do desenvolvimento vegetal. Cada mor&syadiferentes niveis enddgenos de
substéancias que podem influenciar na respostdaacefyulador.

O crescimento dos calos e das regeneracdes duda®i influenciado pela aplicacao
de fitorreguladores, independentemente da irradiatestada. Esta resposta difere das
observadas para outras espécies da ordem Grde#arRaraGracilaria vermiculophylla, o
crescimento dos calos formados em segmentos apaaestimulado por tratamentos com
baixas concentracdes de auxinas e BA (1,0 Mg.enquanto que o crescimento dos calos
formados em segmentos intercalares foi estimulattisgratamentos com AlA (0,1 mg)Le
2,4-D (10,0 mg.[}) e inibido por AIA (10,0 mg.L}) (Yokoyaet al. 1999). O tratamento com
2,4-D (0,5 mg.l’e 5,0 mg.[') promoveu o crescimento de calos apicais formagtos
segmentos apicais daracilariopsis tenuifrons, enquanto que para os segmentos intercalares,
a maioria dos tratamentos com auxinas e citocinioaam efetivos na promocédo do
crescimento de calos apicais (Yokoya 2000). O aefestimulatorio e/ou inibitério dos
fitorreguladores sobre o crescimento de calos tamfbémencionado para outras espécies de
macroalgas marinhas. Yokoya & Handro (1996) redatamgue o crescimento dos calos
formados em segmentos intercalareSGdateloupia dichotoma foi estimulado por todos os
tratamentos com auxinas e citocininas. A adicdd\ide (0,1 mg.L") e BA (0,05 mg.L})

promoveu um aumento significativo no cresciments cilos na alga vermeliveristotheca
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papulosa (Huang & Fuijita 1997b). Ersrateloupia doryphora, o 2,4-D (10°M) promoveu o
crescimento dos calos, enquanto que BA*@De K (10° e 10% foram inibitérios (Garcia-
Jimenezet al. 1998). Nossos resultados foram semelhantes awsitds parakapaphyccus
alvarezii (Reddy et al. 2003) e paraGelidiella acerosa (Kumar et al. 2004) onde os
fitorreguladores néo influenciaram o cresciments cilos. Segundo Engiré1994) um Unico
fitorregulador pode induzir diferentes efeitos nesmo tecido em diferentes espécies ou fases
do desenvolvimento.

Os segmentos apicais e intercalares dos morfose verdermelho deGracilaria
domingensis apresentaram diferencas na resposta aos fitoadas, sendo que os
segmentos intercalares foram mais sensiveis aagfbic de fitorreguladores do que os
segmentos apicais. No entanto, os segmentos amleasmbos 0os morfos apresentaram
crescimento superior aos segmentos intercalaregun8e Yokoyaet al. (1999), estas
diferencas podem estar relacionadas ao gradieogilbnico e/ou fisiolégico ao longo do talo

causado pela presenca das células apicais nosrgegnagicais.

Efeitos dos fitorreguladores e da irradiancia nos p rocessos

morfogenéticos

FORMACAO DE CALOS As porcentagens de formacéo de calos nao forHonentiadas

pela aplicacdo de auxinas e citocininas. Nossastae®s divergem dos obtidos para outras
espécies de Gracilariales. Kaczyna & Megnet (1983grvaram que a aplicacdo de AlA (2,0
mg.L") levou a um aumento na taxa de inducdo de calosGmeilaria verrucosa.
Tratamentos com auxinas e citocininas promoverarforamacdo de calos a partir de
segmentos apicais e intercalaresGiacilaria vermiculophylla (Yokoya et al. 1999). Para
Gracilaria tenuistipitata, a porcentagem de formacédo de calos basais famrnda que a
porcentagem de formacado de calos apicais e intéanes] e os tratamentos com auxinas e K
estimularam a formacdo de calos basais para eséziesYokoyaet al. 2004). Por outro
lado, resultados similares aos descritos no pressiudo foram obtidos por Huang & Fujita
(1997b) que observaram que a adicdo de AIA (0,1LHge BA (0,05 mg.[}) ndo
influenciaram a taxa de formacao de calos Manistotheca papulosa. ParaKappaphycus
alvarezii, a aplicacdo de ANA (acido naftalenoacético) ou, BAdividualmente ou em
combinacg&o nao resultou no aumento da taxa de f@ionde calos basais (Redayal. 2003).

A adicao de AIA, ANA, BA ou K néo foi efetiva no mento da taxa de formagéo de calos
emGelidiella acerosa (Kumaret al. 2004).
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Foi observada a inibicdo da formacédo de calos @pi&antermediarios em alguns
tratamentos para ambos os morfos pigmentare&rdeilaria domingensis. As respostas
foram muito variadas e dependentes do morfo, do dg segmento, do fitorregulador e do
nivel de irradiancia. O efeito inibitorio dos fiteguladores na formacdo de calos apicais e
intermediarios foi relatado para outras espécieSrdeilaria. ParaGracilaria tenuistipitata,

a aplicacéo de K (1,0 - 100,0 pmol) foi inibitépara as taxas de formacéo de calos apicais e
alta concentracdo de 2,4-D e K (100,0 pmol) foraibitidrias para as taxas de formacédo de
calos intermediarios (Yokoyet al. 2004). EmGracilaria perplexa, a formacdo de calos
intermediarios foi inibida pela maioria dos trataos com a adicdo de fitorreguladores,
sendo estimulado somente pelo tratamento com Kuh@l) e calos apicais foram formados
apenas nos tratamentos com baixa concentracdoAlélAl - 10,0 pmol), alta concentragéo
de 2,4-D (10,0 - 100,0 umol) e baixa concentrag@d<d0,1 pmol) (Yokoyeet al. 2004).
Entretanto, os resultados obtidos em nossos expeta®s diferiram dos obtidos para
Gracilariopsis tenuifrons, onde a aplicagao de fitorreguladores aumentoufisigtivamente a
formacgao de calos apicais em segmentos apicaisesgencial para a formagéo de calos em
segmentos intercalares (Yokostaal. 2000), e dos obtidos parypnea musciformis, onde a
aplicacao de AlA (1,0 uM) e BA (1,0 uM) induziu braento nas taxas de formacao de calos
apicais de ramos laterais (Bravin 2005).

TAXAS DE REGENERACAO INDIRETA As porcentagens de regeneracao indireta também

nao foram influenciadas pelos fitorreguladores legriveis de irradiancia. Estes resultados
diferiram dos obtidos para outras espécies de l@rates. ParaGracilariopsis tenuifrons,
foram observadas diferencas entre os segmentadsstalta concentracdo de AIA (5,0
mg.L™") estimulou a formac&o de regeneracdes indiretasados originados por segmentos
apicais enquanto que alta concentracdo de BA (50t promoveu a formacdo em em
calos originados por segmentos intercalares (Yol®@0). EmGracilaria tenuistipitata, as
taxas de regeneracao indireta em calos basaigigpiéntermediarios foram estimuladas por
tratamentos com auxinas ou citocininas (Yokeya. 2004). Par&racilaria perplexa, AlA

e K (1,0 mg.[Y) e 2,4-D (1,0 — 10,0 mg}) estimularam as taxas de regeneracao indireta em
segmentos intercalares (Yokostaal. 2004).

TAXAS DE REGENERACAO DIRETA De maneira geral, o morfo verde foi mais sensvel

adicao de fitorreguladores no processo de formaghoegeneracbes diretas. As respostas
obtidas nos experimentos diferiram entre 0s segmedastados. Para os explantes isolados de
segmentos apicais do morfo verde cultivados sotadiancia de 15Qmol. fétons.nf.s?, as
porcentagens de regeneracéao direta foram estinsupsdas tratamentos com 2,4-D (0,5 uM),
BA (0,5 uM e 50,0 uM) e K(0,5 uM). Para os explansslados de segmentos intercalares do
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morfo verde cultivados sob a irradiancia de 1Bl de fétons.m.s?, as porcentagens de
regeneracao direta foram estimuladas pelo tratarerh BA (5,0 uM) e inibida por 2,4-D
(50,0 uM). Nossos resultados diferiram dos obtidos Yokoya (1996) par&rateloupia
dichotoma e Gracilariopsis tenuifrons, onde a adicdo de auxinas e citocininas inibiram o
processo de regeneracédo direta, mas sao similasedeacritos par&olieria filiformis, onde a
formacao de regeneracdes apicais foi estimuladas pehtamentos com AIA, BA e K e
inibida pela presenca do 2,4-D (Yokoya 1996).

Segundo a analise de variancia bifatorial, as ggaagens de regeneracao direta e
indireta foram maiores quando os explantes e daeais foram cultivados sob a irradiancia
de 150umol de fétons.M.s*. Segundo Daet al. (2002), é possivel que sob condicées de alta
irradiancia, a sinalizagdo celular seja desviada dias metabodlicas para as vias do
desenvolvimento. A alta irradiancia pode aumentdivesdo das células apicais (Murray &
Dixon 1975), bem como aumentar o diametro das a=l(Garbary 1979). E@Grateloupia
dichotoma, o processo de regeneracdo néo ocorreu em cdto@dos em baixa irradiancia
(2 umol de fétons.Mm.s?), sendo que a presenca de luz foi o fator detemténpara induzir a
regeneracdo, ja que foram observadas a ocorrémciplahtulas adventicias nos calos
cultivados sob alta irradiancia (4fhol de fétons.ii.s?) (Yokoya & Handro 1996).

Em concluséo, os fitorreguladores influenciaramposcessos de crescimento dos
morfos pigmentares désracilaria domingensis. Ainda, os efeitos estimulatérios dos
fitorreguladores ocorreram na irradiancia de 6@ de fétons.M.s*, sugerindo que altos
niveis de irradiancia podem estimular a respost&xplante ao fitorregulador. Segundo a
andlise de variancia bifatorial, o morfo vermellpresentou desempenho superior ao morfo
verde em todas as varidveis analisadas confirmandariabilidade intraespecifica nas

respostas aos fitorreguladores @ndomingensis.
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DISCUSSAO GERAL

Para se atingir os objetivos propostos neste esfiodam realizados estudos para
estabelecer um protocolo para obtencéo de explarérscos, bem como avaliar a influéncia
do agar e os efeitos dos fitorreguladores e ddidmnaia no crescimento e na morfogénese dos
morfos verde e vermelho @ acilaria domingensis.

Um dos primeiros passos para se estabelecer wrecule tecidos € a obtencéo de
culturas axénicas (livre de qualquer tipo de comtagéo), uma vez que a interacdo da
macroalga com outros organismos pode interferir seo desenvolvimento (Aguirre-
Lipperheideet al. 1995). No presente trabalho, o protocolo parébt@ngdo de explantes
axénicos de ambos os morfos pigmentareSideilaria domingensis envolveu as seguintes
etapas: a) pré-tratamento por 48 h em solucéo d& ég mar esterilizada contendo 1af)

L de nistatina e 1 ml:t.da solucéo antibiética e antimicética de Provas)llavagem com
solucdo de &gua do mar esterilizada com hipoclatéosédio a 0,5% e 200 pfLde
detergente por 20 segundos; e c) trés lavagensssvage com agua do mar autoclavada.
Foram realizados testes preliminares para deternoinaelhor protocolo, uma vez que a
sensibilidade aos agentes utilizados para a oldethg@&xplantes axénicos variam de espécie
para espécie.

Outro aspecto importante na cultura de tecidos dermalgas € a utilizacdo do meio
sélido para indugdo de calos, j& que para algurspécees a presenca do gelificante é
responsavel pela ocorréncia desta estruturae{lh 1997). Neste estudo, pode-se observar
que a presenca de agar no meio de cultura inilBrescimento dos segmentos apicais de
ambos os morfos pigmentares@eacilaria domingensis, mas foi responsavel pela formacéo
de calos apicais e intermediarios, devido, provaeete, a dessecacao do explante, que ficou
exposto ao ar durante todo o periodo experimetaietanto, as diferentes concentracdes de
agar nao influenciaram o crescimento dos calosddos em segmentos apicais e intercalares
dos morfos estudados.

Considerando as condi¢cOes experimentais adotamlgsesente estudo, constatou-se
que a aplicagéo de fitorreguladores teve um efeémr nos processos de crescimento do que
nos processos morfogenéticos em ambos os morfasepigres déracilaria domingensis.
Além disso, o morfo verde foi mais sensivel aasifgguladores do que o morfo vermelho. O
efeito mais expressivo esté relacionado a inibd@ TC de segmentos apicais e intercalares
de ambos os morfos pigmentares pelo 2,4-D. Esto gfede estar relacionado ao aumento
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nos niveis de auxina interna ou na incapacidadeet@abolizar auxinas sintéticas, fato ja
relatado para outras espécies de macroalgas mariDlaaves 1971, Buggeln 1976, Hanisak
1979).

Com relacdo aos processos morfogenéticos, em gsrafgitos dos fitorreguladores e
da irradiancia foram nulos para a formacéo de @losra a regeneracao indireta, tanto para o
morfo verde quanto para o morfo vermelho @ecilaria domingensis, com exce¢ao da
formagcao de regeneragOes diretas de segmentosisagicantercalares do morfo verde
cultivados sob a irradiancia de 15@nol de fétons.m.s. Estes resultados diferem dos
obtidos para outras espécies de Gracilariales, osieorreguladores tém efeito estimulatério
na formacao destas estruturas. Este fato comprogaosg fitorreguladores exercem efeitos
diferentes dependendo da espécie em estudo e fprenacdo destas estruturas depende
também de outros fatores, como o estado fisiolédadalo e o tipo de segmento (Huang &
Fujita 1997).

Os estudos sobre a regeneragdo a partir de explantde calos € de extrema
importancia, uma vez que as regeneracdes origimengas plantas que poderao ser utilizadas
como mudas para o cultivo comercial. Nesse contégtaoa-se importante o conhecimento
dos varios aspectos envolvidos no processo deeeggio direta e indireta, a fim de melhorar
a micropropagacdo. Os resultados observados dumandesenvolvimento deste estudo
evidenciaram a necessidade de altos niveis deidned para o desenvolvimento de
regeneracdes em morfos pigmentares @eacilaria domingensis.  Estes resultados
corroboram com a hipétese de que sinais celularderp ser desviados para 0s processos de
desenvolvimento vegetal sob altos niveis de irraigé (Daset al. 2002). Além disso, os
efeitos estimulatérios dos fitorreguladores em sagos apicais e intercalares dos morfos
verde e vermelho déracilaria domingensis ocorreram, em sua maioria, sob altos niveis de
irradiancia. Assim, altos niveis de irradiancia ¢mod alterar os niveis enddgenos de
fitorreguladores ou a sensibilidade celular aasritguladores, promovendo desta forma, um
namero maior de respostas aos fitorreguladores.

Os resultados do presente estudo confirmam a vatabe intraespecifica nas
respostas dos morfos pigmentares @ecilaria domingensis aos fitorreguladores. Em
estudos relacionados ao crescimento, a maior gagievariantes pigmentares de Rhodophyta
apresenta menor desempenho do que o tipo selvagamder Meer 1990), embora, em
alguns casos, este desempenho seja semelhantes(Blaale1994). O morfo vermelho de
Gracilaria domingensis (selvagem) apresentou desempenho superior ao maifde,
indicando que esse morfo pode ser mais adequadoaparicropropacao tendo em vista o

cultivo comercial déracilaria domingensis.
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Consideracoes Finais

Os resultados apresentados no presente trabalhobcem para o conhecimento
sobre a fisiologia do desenvolvimento@eacilaria domingensis englobando aspectos de sua
diversidade intraespecifica. No presente estuddfiomr-se que o morfo vermelho de
Gracilaria domingensis apresenta maior desempenho em relacdo ao morfde,ver
corroborando com estudos anteriores em que vasiaptgmentares de espécies de
Rhodophyta apresentaram desempenho inferior quaordparado ao fenétipo selvagem (van
der Meer 1990). Com base neste resultado, sugeseutiizacdo do morfo vermelho para
estudos de micropropagacéo visando o cultivo caalete Gracilaria domingensis.

Adicionalmente, os resultados apresentados peamiticaracterizar os efeitos dos
fitorreguladores no crescimento e na morfogéneseardbos os morfos pigmentares de
Gracilaria domingensis. Para futuros estudos, sugere-se a determinaganideis enddgenos
de auxinas e citocininas presentes no talo e o @aé$ dois tipos de morfos e de outras
espécies de macroalgas, a fim de se entenderto @fiditorio do 2,4-D no crescimento e
esclarecer como os fitorreguladores promovem a doém de calos e regeneracdes em
determinadas espécies de macroalgas.

Estudos posteriores, como a investigacdo da omaréle metabolitos secundarios e
da atividade bioldgica de extratos produzidos #éirpdas regeneracdes originadas da cultura
de tecidos, sdo necessarios para se conheceritos éfas fitorreguladores e da irradiancia na
sintese e no acumulo destes compostos. Ainda,esageajue a propagacéao clonal dos morfos
pigmentares désracilaria domingensis seja realizada através do processo de regeneracao
direta e em altos niveis de irradiancia, uma vez gestas condigcbes as porcentagens de
regeneracdes foram mais altas. As regeneracOesiziiad a partir da cultura de tecidos
poderdo ser utilizadas como um “banco de semeptes’serem introduzidas em cultivos no
mar, produzindo, de forma sustentavel, a biomassassaria para a sintese de farmacos e
outros compostos de interesse econémico. Portantajtura de tecidos € uma técnica que
gera muitos beneficios, reduzindo o extrativismar@eroalgas a partir de banco naturais, e

contribuindo para a sua conservacgao.
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CONCLUSOES

» Os segmentos apicais e intercalares dos morfose verdermelho deGracilaria
domingensis cultivados em diferentes concentracbes de agaesapram o
desenvolvimento de trés tipos de calos denominagoscordo com a regido de
origem: calo basal, calo intermediario e calo dpi&a caracteristicas anatémicas dos

calos ndo variam entre os dois tipos de morfos;

» A presenca de agar no meio de cultura inibe o icnesto de segmentos apicais,
sendo essencial para a formacédo de calos apidaterenediarios nos dois tipos de
segmentos de talo dos morfos verde e vermell@rdelaria domingenss,

» As diferentes concentracdes de agar nao influenaararescimento dos calos
formados nos segmentos apicais e intermediarios rdogos pigmentares de
Gracilaria domingensis;

» Os morfos pigmentares @racilaria domingensis ndo apresentam diferencas quanto a

anatomia dos calos formados em segmentos apig#Erealares;

» 0O 2,4-D apresenta um efeito inibitério sobre oxessos de crescimento nos morfos
verde e vermelho dé&racilaria domingensis. Por outro lado, o AIA estimula o
crescimento de segmentos intercalares de ambosrbesm

» As citocininas apresentam efeito estimulatorio s processos de crescimento;

» De maneira geral, os fitorreguladores né&o influemcia formacdo de calos e o
processo de regeneracdo indireta. Entretantotasefjuladores e a alta irradiancia
estimulam a formacédo de regeneracdes diretas emeségs apicais e intercalares do

morfo verde;

» Os efeitos estimulatérios dos fitorreguladores or em sua maioria, sob altos

niveis de irradiancia;
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» Nas condicdes experimentais adotadas no presetdoe® desempenho do morfo
vermelho é superior ao morfo verde, o que caraetexivariabilidade intraespecifica
nas respostas dos morfos pigmentareSraeilaria domingensis.
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