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TO5 (trans-Zeatina 0 uM 50), T0O55 (trans-Zeatina 0,5 uM 50), T55 (trans-Zeatina 5,0
UM 50), T505 (trans-Zeatina 50,0 uM 50), TO1 (trans-Zeatina 0 uM 100), T051 (trans-
Zeatina 0,5 uM 100), T51 (trans-Zeatina 5,0 uM 100), T501 (trans-Zeatina 50,0 uM
100), A05 (BA 0 uM 50), A055 (BA 0,5 uM 50), A55 (A 5,0 uM 50), A505 (BA 50,0
uM 50), A01 (BA 0 uM 100), A051 (BA 0,5 uM 100), A51 (BA 5,0 uM 100), A501
(BA 50,0 uM 100), K05 (K 0 uM 50), K055 (K 0,5 uM 50), K55 (K 5,0 uM 50), K505
(K 50,0 uM 50), K01 (K 0 uM 100), K051 (K 0,5 uM 100), K51 (K 5,0 uM 100), K501
(K 50,0 uM 100), sendo que 50 e 100 correspondem, respectivamente, as irradiancias de
50 e 100 pmol de fotons.m?2.st. Variaveis analisadas: TC (taxa de crescimento, FE
(ficoeritrina), FC (ficocianina), AFC (aloficocianina), Cla (clorofila a), PST (proteinas
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Figura 19: Efeitos de diferentes concentragdes (0,001 a 5,0 mg.L™) do extrato AMPEP
(Acadian Marine Plant Extract Powder) sobre a taxa de crescimento de Gracilaria
caudata cultivada em agua do mar esterilizada (H.O) ou &gua do mar enriquecida com
50% da solucdo de nutrientes de von Stosch (VSES/2) por 28 dias. Média + DP (n=3).
Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo
teste de comparacdo multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05). ....cccoecvvvivinanns 36

Figura 20: Efeitos de diferentes concentracdes (0,001 a 5,0 mg.L ™) do extrato AMPEP
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isopenteniladenina (2iP) e 0,5 uM de benzilaminopurina (BA). Média = DP (n=3)..... 38
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Figura 23: Variacdo diaria do pH do meio de cultura nos biorreatores. Tratamentos com
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Figura 24: Efeitos de diferentes tratamentos com 50% de meio von Stosch (VSES/2,
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Figura 25: Efeitos de diferentes tratamentos com 50% de meio von Stosch (VSES/2,
controle) e adicdo de 0,5 e 50 pM de 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,5 pM de
benzilaminopurina (BA) no rendimento do agar de Gracilaria caudata cultivada em
biorreatores por 28 dias. Média £ DP (N=3)......ccccciieiiiiieiieiecc e 40
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RESUMO

No litoral brasileiro, a espécie Gracilaria caudata J. Agardh (Gracilariales,
Rhodophyta) é explorada comercialmente como fonte de matéria prima para a producao
de 4&gar. Estudos visando o conhecimento do desenvolvimento da espécie sao
necessarios para a conservacao das populacGes naturais e para a producgéo sustentavel de
biomassa. Desta forma, os objetivos do presente estudo foram: 1. avaliar os efeitos de
cinco citocininas sob dois niveis de irradiancia (50 e 100 pumol de fétons.m2.s%) no
desenvolvimento, no contedo de pigmentos e de proteinas de G. caudata, 2. comparar
os efeitos de citocininas com estrutura quimica distinta: citocininas aromaéticas
(benzilaminopurina (BA) e cinetina (K)), e derivadas do isoprendide (2-
isopenteniladenina (2iP), cis-zeatina e trans-zeatina), 3. avaliar o efeito do extrato
AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder), produzido a partir da alga parda
Ascophyllum nodosum (Linnaeus) L. Jolis no crescimento e no conteldo de pigmentos
fotossintetizantes e 4. avaliar os efeitos de duas citocininas (benzilaminopurina e 2-
isopenteniladenina) no crescimento e no rendimento e na qualidade do agar de G.
caudata cultivada em biorreatores. As citocininas foram testadas em concentragdes de
zero, 0,5, 5,0, e 50,0 uM que foram adicionadas ao meio de cultura sintético ASP 12-
NTA (salinidade 30 ups), sob dois niveis de irradiancia (50 e 100 pmol de fotons.m™.
s'1). Foram analisadas as concentragBes de proteinas totais e de pigmentos (clorofila a,
ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina), a taxa de crescimento e a formacao de ramos
priméarios. Os efeitos do extrato AMPEP foram testados em quatro concentracdes (0,
0,1, 1,0 e 5,0 mg L) em 4gua do mar e em nove concentragdes (0, 0,001, 0,01, 0,1, 1,0,
2,0, 3,0, 4,0 e 50 mg L?) em &gua do mar enriquecida com 50% da solugdo de von
Stosch (VSES/2). O experimento nos biorreaatores foi composto por doze vasos de
cultura, com volume total de 2,5 L sendo 2,0 L com meio de cultura (VSES/2) e foram
adicionadas as citocininas BA e 2iP. Nos biorreatores, foram monitorados diariamente
a temperatura, oxigénio dissolvido e pH do meio e foram realizadas analises de
rendimento e da qualidade do &gar (teores de 3,6 anidrogalactose e de sulfato). As
condigBes gerais de todos os experimentos foram: temperatura média de 23°C,
salinidade de 30-32 ups e fotoperiodo de 14h. Os tratamentos foram testados com trés
ou seis repeticdes (n=3 ou n=6), e foram realizadas analises de variancia de um ou dois
fatores, correlacdo de Pearson e analise de componente principal (PCA). Em geral, as
citocininas apresentaram efeito nulo (2iP, BA e K) ou inibitdrio (cis-zeatina) na taxa de



crescimento de G. caudata. A formacdo de ramos laterais foi inibida em concentragdes
de 5,0 uM de 2iP tanto em 50 e 100 pmol de fétons.m™.s™X. Por outro lado, cis e trans-
zeatina, BA e K nas concentracdes de 0,5 e/ou 5,0 uM estimulou a formacéo de ramos
primarios na irradiancia de 100 pmol de fotons.m-2.s-1. Em geral, as concentracdes de
cis e trans-zeatina apresentaram correlacdo negativa com o conteldo dos pigmentos
fotossintetizantes e de proteinas nas duas irradiancias testadas. Por outro lado, a BA nao
apresentou correlacdo significativa com o contetdo de pigmentos e proteinas, e a K
apresentou correlacdo com alguns pigmentos em funcdo da irradiancia testada. Os
tratamentos com AMPEP resultaram em maiores taxas de crescimento e maior contetdo
de pigmentos fotossintetizantes quando utilizadas em combinagdo com VSES/2. As
diferentes concentracdes de citocininas nos biorreatores ndo influenciaram a taxa de
crescimento, rendimento e qualidade do &gar. Porém, a quantidade de 3,6
anidrogalactose é maior do que o teor de sulfato, conferindo ao agar de G. caudata uma
maior propriedade gelificante, e aumentando o seu valor comercial. Os resultados
obtidos indicam que a estrutura quimica das citocininas e o nivel de irradiancia
influenciam o crescimento, a morfologia e o contetdo de pigmentos fotossintetizantes e

de proteinas em G. caudata.

Palavras-chave: 2-isopenteniladenina, agar, benzilaminopurina, cinetina, citocininas,

Gracilaria caudata, zeatina



ABSTRACT

In Brazil, Gracilaria caudata J. Agardh (Gracilariales, Rhodophyta) is commercially
exploited as a source of raw material for the production of agar. Studies on the
knowledge of its development are necessary for the conservation of natural populations
and the sustainable production of biomass. Thus, the objectives of the present study
were: 1. Evaluate the effects of five cytokinins under two levels of irradiance (50 and
100 pmol of photons.m?.s?) in the development, content of photosynthetic pigments
and proteins of G. caudata, 2. Compare the effects of cytokinins with different
chemical structures: aromatic cytokinins (benzylaminopurine (BA) and kinetin (K)) and
isoprenoid cytokinins (2-isopentenyladenine (2iP), cis-zeatin and trans-zeatin) , 3.
Evaluate the effects of AMPEP extract (Acadian Marine Plant Extract Powder),
produced by the brown alga Ascophyllum nodosum (Linnaeus) L. Jolis on growth and
content of photosynthetic pigments, and 4. Evaluate the effects of two cytokinins (BA
and 2iP) in the growth, and agar yield and quality of G. caudata cultivated in
bioreactors. The cytokinins were tested in concentrations of zero, 0.5, 5.0, and 50.0 pM,
which were added to the ASP 12-NTA synthetic medium (salinity 30 psu) under two
levels of irradiance (50 and 100 pmol of photons.m2.s?). Concentrations of total
proteins and pigments (chlorophyll, phycoerythrin, phycocyanin and allophycocyanin),
growth rates and formation of primary branches were analyzed. The effects of AMPEP
extract were tested at four concentrations (0, 0.1, 1.0 and 5.0 mg L) added to seawater,
and nine concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and 5.0 mg L) added to
seawater enriched with 50% of von Stosch solution (VSES/2). The experiment in
bioreactors comprised twelve culture vessels with a total volume of 2.5 L, and 2.0 L of
culture medium (VSES/2) with addition of BA or 2iP. Daily variations of temperature,
dissolved oxygen and pH of the medium were monitored, and growth and agar yield and
quality (3,6 anhydrogalactose and sulfate contents) were determined. General conditions
of all experiments were temperature of 23 °C, salinity of 30-32 psu and photoperiod of
14h. All treatments were tested with three or six replicates (n = 3 or n = 6). Data were
analysed by one or two-way analysis of variance, Pearson correlation and principal
component analysis (PCA). In general, cytokinins showed no effect (2iP, BA and K) or
inhibitory (cis-zeatin) in the growth rate of G. caudata. The formation of primary
branches was inhibited at concentrations of 5.0 uM of 2iP, under both 50 and 100 pmol
of photons.m.s1. Moreover, cis and trans-zeatin, BA and K at the concentrations of

0.5 and/or 5.0 uM stimulated the formation of the primary branches under irradiance of
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100 pmol photons.m2.s. In general, concentrations of cis and trans-zeatin showed
negative correlation with the contents of photosynthetic pigments and proteins under
the two irradiances. On the other hand, BA showed no correlation with the content of
pigments and proteins, and K correlated only with some pigments as a function of
irradiance level. Treatments with AMPEP resulted in higher growth rates and higher
content of photosynthetic pigments when combined with VSES/2. The different
concentrations of cytokinin in the bioreactors did not influence the growth rate, and agar
yield and quality. However, the 3,6 anhydrogalactose content was higher than the
sulphate content, and this chemical characteristic gives higher gelling property to G.
caudata agar, increasing its commercial value. The results of the present study indicate
that the chemical structure of cytokinins and the irradiance level influence the growth,

morphology and contents of photosynthetic pigments and s in G. caudata.

Key-words: 2-isopentenyladenine, agar, benzylaminopurine, Kinetin, cytokinins,

Gracilaria caudata, zeatin



1. INTRODUCAO
1.1. O Filo Rhodophyta

O Filo Rhodophyta (algas vermelhas) é composto aproximadamente de 4000 a
6000 espécies conhecidas, que apresentam diversas formas e tamanhos, desde
organismos unicelulares microscopicos a organismos macroscopicos e estruturalmente
mais complexos (Raven et al., 2007). E um grupo amplamente distribuido pelo mundo,
e a grande maioria se encontra em ambiente marinho, crescendo geralmente fixa as
rochas ou sobre outras algas, como epifitas. As caracteristicas deste filo podem ser
encontradas no histérico de vida, nos cloroplastos, no material de reserva e na parede
celular desses organismos (Raven et al., 2007).

A auséncia de gametas flagelados pode ter sido responsavel pelo aparecimento
de um histérico de vida mais complexo do que aqueles dos demais grupos de algas,
apresentando alternancia de geracfes e mais uma fase dipldide (o carposporofito), que
auxilia a produzir uma maior quantidade de esporos, ampliando a sua dispersao e
suprindo assim a falta de estruturas com flagelos (Raven et al., 2007).

Os cloroplastos das algas vermelhas séo providos de clorofila a e ficobilinas, que
sdo pigmentos acessorios com a funcdo de ampliar a faixa de absorcdo de luz,
possibilitando a sobrevivéncia em ambientes mais profundos. As ficobilinas incluem 3
tipos de pigmentos, a ficoeritrina, a ficocianina e a aloficocianina, que apresentam picos
de absor¢do em comprimentos de onda especificos (Gvindjee & Shevala, 2011). Assim
como os cloroplastos, a parede celular das algasvermelhas apresentam polissacarideos
sulfatados com funcdo estrutural, denominados ficocoldides. Estes carboidratos sdo de
grande importancia, pois proporcionam protecdo contra a acdo das ondas, herbivoria e

dessecacdo em periodos de maré baixa (Usov, 2011)

1.2. O género Gracilaria Greville

O género Gracilaria apresenta um histérico de vida do tipo Polysiphonia. E um
historico com trés fases, sendo uma fase hapldide, o gametdfito; e duas fases diploides,
o tetrasporofito e o carposporofito (Kain & Destombe, 1995). O gametdfito feminino €
fertilizado in situ e o zigoto d& origem ao carpospordéfito diploide, uma geracéo
produtora de esporos e parasita do gameto6fito feminino. Os carp6sporos dao origem a
tetrasporofitos diploides que produzem tetrasporangios onde ocorrerd a meiose

produzindo tetrasporos hapldides (Oliveira & Plastino, 1994).



As espécies do género Gracilaria Greville sdo responsaveis por cerca de 60% da
producdo mundial de &gar (Tseng, 2001), pelo fato de apresentar altas taxas de
crescimento e facil propagacdo vegetativa que favorecem o seu cultivo (Kain &
Destombe, 1995). A expressao “algas gracilaridides” tem sido empregada na literatura
para designar espécies da familia Gracilariaceae (Gracilariales, Rhodophyta),
pertencentes aos géneros Gracilaria Greville, Gracilariopsis E. Y. Dawson e
Hydropuntia Montagne. Esses géneros ocorrem predominantemente nas regides
tropicais (Oliveira & Plastino, 1994) e incluem espécies que sdo consideradas
importantes fontes de &gar (Oliveira et al., 2000).

Gracilaria caudata J. Agardh é uma espécie encontrada em regides entre-marés,
apresentando uma distribuicdo ampla, desde o Caribe até o Estado de Santa Catarina
(Platino & Oliveira, 1997). E uma espécie de talo cilindrico de coloracdo vermelha,
com até 34 cm de comprimento e 1,7 mm de didmetro, e do apressorio parte um ou mais
ramos que podem atingir até a quinta ordem (Oliveira & Plastino, 1984).

Diversos estudos foram realizados com espécies de Gracilaria mostrando
diferencas nas taxas de crescimento, conteddo pigmentar e fotossintese entre
tetrasporofitos e gametofitos de diferentes localidades do Brasil (Aradjo et al., 2014;
Barufi, 2004; Plastino et al., 2004; Ursi, 2005). Estudos sobre os efeitos da salinidade,
temperatura e irradiancia mostraram diferencas nas taxas de crescimento de Gracilaria
caudata (Miranda et al., 2012) e de Gracilaria birdiae E.M. & Oliveira, E.C (Ursi &
Plastino, 2001). Foram realizados estudos em Gracilaria spp. sobre a composicéo de
polissacarideos (Ursi et al., 2013), efeitos da radiacdo ultravioleta (Araujo et al., 2014;
Ayres-Ostrock & Plastino, 2014), atividades da nitrato redutase (Chow et al., 2007), e
analise da fotossintese (Ursi et al., 2003; Ayres-Ostrock & Plastino, 2014, Aradjo et al.,
2014). Estudos sobre fitorreguladores em espécies de Gracilaria evidenciaram efeitos
estimulatoérios no crescimento (Yokoya et al., 1999, 2000, 2004; Ramlov et al., 2013;
Kaczyna, 1993). Efeitos do &gar no crescimento e no desenvolvimento de calos de G.
domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie foram estudados por Ramlov et al. (2009).

Algumas espécies pertencentes aos g@géneros Gracilaria e Gracilariopsis
(Gracilariales, Rhodophyta) séo exploradas comercialmente como matéria prima para a
producdo de agar. O agar é responsavel pela movimentacdo de cerca de US$ 583
milhdes/ano e sua utilizacdo esta amplamente difundida nas industrias alimenticia,

farmacéutica e biotecnoldgica (McHugh, 2003).



Dentre os componentes do agar, os teores de 3,6-anidrogalactose e de sulfato
estdo relacionados a forca que o gel apresentara, sendo esta diretamente proporcional a
quantidade de 3,6-anidrogalactose e inversamente proporcional ao teor de sulfato
(Cosson et al., 1995). O &gar é produzido e armazenado em uma estrutura denominada
agarocito presente em algumas macroalgas vermelhas, destacando-se representantes das
ordens Gracilariales e Gelidiales como as mais exploradas mundialmente (Oliveira et
al.,, 1992; Mouradi-Givernaud et al., 1999; Aliste, 2006; Boral & Bohidar, 2009;
Gonzalez-Leija et al., 2009).

A quantificacdo dos teores de sulfato na molécula de &gar fornece um dos
parametros de qualidade deste ficocoloide, e a retirada de sulfato e a sua transformagéo
em 3,6 anidrogalactose aumentam a qualidade do gel (Mathieson et al., 1984; Lahaye &
Rochas, 1991; Murano et al.,1996; Rebello et al., 1997). Além disso, tratamentos
alcalinos possibilitam o melhoramento da qualidade de seu gel e torna atrativa a sua
utilizacdo (Yoshimura, 2006). A avaliacdo de métodos de extracdo de agar em
Gracilaria domingensis e Gracilaria caudata evidenciou que métodos com tratamentos
alcalinos apresentaram melhores resultados na qualidade do agar (Yoshimura, 2006).

Com isso o extrativismo de algas gracilaridéides vem aumentando a cada ano, e
uma avaliagéo realizada em 2000 revelou que 600 toneladas de Gracilaria spp. foram
colhidas na regido nordeste do litoral brasileiro para a extracdo de agar (Oliveira et al.,
2000).

Na Ameérica do Sul, o pais com maior destaque para utilizacdo dos recursos
macroalgas é o Chile, que apresentou nos ultimos dez anos um grande desenvolvimento
na indudstria de processamento de ficocoldides. Esses avancos foram possiveis através
da propagacdo de métodos, estudos detalhados das condicdes e técnicas de cultivo.
Atualmente, a Unica agardfita cultivada em larga escala e utilizada no Chile é a espécie
Gracilaria chilensis. Ha uma grande demanda desta espécie na industria alimenticia
deste pais, produzindo atualmente 120.000 toneladas de biomassa seca por ano. A
producdo satisfatoria de biomassa da macroalga G. chilensis C.J.Bird, McLachlan &
E.C.Oliveira deve-se ao conhecimento de aspectos da biologia e da fisiologia da espécie
(Buschmann et al., 2001).

No Brasil, a exploragdo de macroalgas marinhas iniciou-se por volta da década
de 1940. O impacto social e econdbmico que tal atividade causava era reduzido e estava
restrito basicamente a regido nordeste do pais (Oliveira, 1998). O cultivo de macroalgas

alcangou uma produgéo comercial significativa entre as décadas de 1970 e 1980, sendo



restritas para a producdo de &gar e carragenanas para exportacdo (Streit et al., 2004). A
producdo de ficocoldides das macroalgas vermelhas é sem divida, uma oportunidade do
Brasil de desenvolver industrias solidas, ndo s6 para abastecer o comércio interno como
também para exportacdo (Oliveira, 1981).

No litoral brasileiro, a espécie Gracilaria caudata estd diminuindo
drasticamente devido a maior demanda por agar (Oliveira & Miranda, 1998) e para a
conservacao das populacdes naturais de G. caudata, é fundamental o conhecimento dos

fatores limitantes para o desenvolvimento da espécie.

1.3. Fitorreguladores em macroalgas marinhas

Os fitorreguladores sdo substancias que agem como sinais quimicos no controle
do crescimento e do desenvolvimento vegetal. Geralmente sdo reconhecidas cinco
classes de fitorreguladores em plantas vasculares: as auxinas, citocininas, giberelinas,

acido abscisico e etileno (Fosket, 1994).
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Figura 1: Estruturas quimicas de citocininas utilizadas neste trabalho. Estruturas
realizadas através do programa digital Chemspider (2015).

de diferentes especies pertencentes a sete divisdes de algas indica que as citocininas
podem afetar os processos de divisdo e alongamento celular, morf ogénese,

retardamento da senescéncia, respiracdo e fotossintese (Mooney & Van Staden, 1986).



As citocininas apresentam uma importante funcdo no desenvolvimento vegetal atuando
na biossintese de proteinas (Benkova et al., 1999), e o seu papel no processo de divisdo
celular esta também relacionado a biossintese de proteinas (Evans, 1984). Além disso,
as citocininas também podem atuar no processo de sintese de clorofila, aumentando a
sua producdo (Fletcher & McCullagh, 1971). A isopenteniladenina e seus derivados séo
as principais citocininas produzidas em bactérias, algas e bridfitas (Mooney & Van
Staden, 1986).

Alguns estudos mostram os efeitos das citocininas como, por exemplo, em
Gracilaria vermiculophylla (Ohmi) Papenfuss as citocininas promoveram a formagéo
de calos (Yokoya et al., 1999). Tratamentos com zeatina e &cido fenilacético
promoveram a regeneracdo de plantulas a partir de calos em Octhodes secundiramea
(Montagne) M.A. Howe (Maliakal et al., 2001). A cinetina promoveu o crescimento de
Ectocarpus fasciculatus Harvey (Pedersén, 1968) e de Ecklonia sp. e Hypnea sp.
(Jennings, 1969). A cinetina também promoveu o aumento nos niveis de proteinas e
clorofila a em Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.Lamouroux (Jennings et al., 1972), A
zeatina e isopenteniladenina estimularam o crescimento e o aumento do didmetro do
talo de Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C.Agardh (de Nys et al., 1991). Efeitos
significativos com a utilizacdo de benzilaminopurina no processo de regeneragdo em
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P.C.Silva foram observados por (Hayashi et al.,
2008).

Com relacdo ao processo de regeneragdo, as auxinas e citocininas em altas
concentracdes estimularam a regeneracdo em Grateloupia dichotoma J. Agardh
(Yokoya & Handro 1996). As auxinas e/ou citocininas estimularam a formacdo de
explantes filamentosos e influenciou a taxa de regeneracdo em Solieria filiformis
(Kltzing) Gabrielson (Yokoya & Handro, 2002).

Nos ultimos anos, as técnicas de deteccdo das citocininas enddgenas tornarem-se
mais sensiveis, permitindo a sua deteccdo tanto em macroalgas (Stirk et al, 2003)
qguanto em microalgas (Stirk et al., 2004), com base na técnica de quantificacdo de
citocininas descrita por Novak et al. (2003). Stirk et al. (2003) estudaram 31 espécies de
macroalgas marinhas provenientes do litoral da Africa do Sul e determinaram a
concentracdo de 10 compostos diferentes derivados da zeatina, 3 diferentes compostos
derivados da isopenteniladenina e 6 tipos de citocininas aromaticas, incluindo a
benzilaminopurina. Yokoya et al. (2010) estudaram as citocininas enddgenas e foram

quantificadas em 11 de algas vermelhas coletadas no litoral brasileiro. Dentre as



citocininas identificadas estdo as derivadas dos isoprendide (2-isopenteniladenina, cis-
Zeatina, e trans-Zeatina) e citocininas aromaticas (benzilaminopurina, orto e meta-
Topolinas) que foram detectadas nas espécies, Porphyra acanthophora E.C.Oliveira &
Coll (linhagens verde e vermelha), Gelidium floridanum W.R.Taylor, Gracilaria
birdiae E.M.Plastino & E.C.Oliveira, Gracilaria cervicornis (Turner) J.Agardh,
Gracilariopsis tenuifrons (C.J.Bird & E.C.Oliveira) Fredericq & Hommersand,
Chondracanthus teedei (Mertens ex Roth) Kiitzing, Hypnea musciformis (Wulfen)
J.V.Lamouroux (linhagens marrom e verde) e Hypnea nigrescens Greville ex J.Agardh.

Estudos utilizando o extrato em p6 solivel denominado AMPEP (Acadian
Marine Plant Extract Powder), um produto comercial fabricado a partir de Ascophyllum
nodosum (Linnaeus) L. Jolis (Phaeophyceae) em culturas de Kappaphycus alvarezii
(Doty) Doty ex P.C. Silva, apresentaram resultados promissores na melhoria das
plantulas em cultura de tecidos, aumentando as taxas de crescimento diarias e a
diminuicdo de epifitas (Hurtado et al., 2009; Loureiro et al., 2010; Yunque et al., 2011;
Borlongan et al., 2011). No entanto, os mecanismos de acdo do extrato AMPEP ainda
sdo pouco compreendidos. Experimentos realizados por Khan et al. (2009)
evidenciaram a presenca de citocininas no extrato AMPEP. Além disso, 0 extrato
AMPEP pode ser usado como um agente remediador em mudas de Kappaphycus
alvarezii afetadas por estresse térmico (baixas temperaturas) melhorando a forca do gel
(Loureiro et al., 2012).

Apesar da grande diversidade quimica das citocininas enddgenas, os seus efeitos
nos processos fisioldgicos e bioquimicos das algas sdo pouco conhecidos.

1.4. Luz

A luz é um importante fator que controla o crescimento e o desenvolvimento das
macroalgas marinhas. Em geral, estas podem utilizar a luz basicamente como fonte de
energia para a fotossintese (McDonald, 2003).

A fotossintese responde tanto quantitativamente como qualitativamente as
mudangas de luz e variagdes do ambiente, por isso representa grande parte da variacdo
da fisiologia das algas (Necchi, 2004). A taxa fotossintética pode ser alterada quando ha
mudancgas fisiologicas como luz, temperatura e nutrientes (Figueroa et al., 2003).

Em relacdo a interacdo entre luz e fitorreguladores, os estudos realizados
evidenciam que a luz influencia os niveis e 0 metabolismo dos fitorreguladores (Tian &

Reed, 2001), e altera a sensibilidade celular ao fitorregulador (Evans, 1984). Dentro



deste contexto, a luz e os fitorreguladores apresentam um papel importante no controle
do crescimento e dos processos morfogenéticos das algas e estudos sdo necessarios para
se compreender estes mecanismos.

Em Grateloupia dichotoma J.Agardh, o processo de regeneracdo ndo ocorre em
calos cultivados na auséncia de luz, apesar da presenca de fitorreguladores (Yokoya &
Handro, 1996). Em baixa irradiancia, a linhagem verde clara de Hypnea musciformis
apresentou formacdo de calos em todos os tratamentos com auxinas e citocininas,
enquanto que a linhagem marrom produziu calos somente em tratamentos com altas
concentragdes destes fitorreguladores (Yokoya et al., 2003).

As citocininas benzilaminopurina e cinetina estimularam a taxa de crescimento
de segmentos apicais de Gracilaria domingensis em irradiancia de 150 pmol de
fotons.m2.s e os efeitos estimulatorios dos fitorreguladores foram observados, em sua
maioria, sob altos niveis de irradiancia (Ramlov et al., 2013).

O presente trabalho visa o conhecimento da fisiologia de Gracilaria caudata,
que ¢é fundamental para melhorar os programas de cultivo de algas. Dentro deste
contexto, os reguladores de crescimento vegetal e a luz tém um papel importante no
controle do crescimento de algas e nos processos morfogenéticos. Considerando a
importancia de G. caudata como matéria-prima para producdo de &gar, é fundamental o
conhecimento dos fatores que atuam sobre o seu crescimento e desenvolvimento

visando a conservacdo das populacdes e a producao sustentavel de biomassa.



2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos das citocininas nas respostas fisioldgicas e na qualidade do

agar de Gracilaria caudata J. Agardh (Rhodophyta, Gracilariales).

2. 1. Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos das citocininas nas respostas fisioldgicas e bioguimicas
(taxa de crescimento, morfologia, conteudo de pigmentos fotossintetizantes e
de proteinas sollveis totais) de Gracilaria caudata;

2. Comparar os efeitos de citocininas com estrutura quimica distinta:
citocininas aromaticas e derivadas do isoprendide;

3. Avaliar os efeitos das citocininas no rendimento e na qualidade do agar em
G. caudata cultivada em biorreatores;

4. Avaliar o efeito do extrato AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder),
produzido a partir da alga parda Ascophyllum nodosum (Linnaeus) L. Jolis

no crescimento e no conteddo de pigmentos fotossintetizantes de G. caudata.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Espécie estudada

O estudo foi realizado com a espécie Gracilaria caudata J.Agardh coletada na
praia de Boa Viagem, Recife, PE, em 9 de outubro de 2006. Alguns espécimes foram
fixados em formaldeido a 4% (diluido em &gua do mar) e depositados no herbario SP,
recebendo o nimero de acesso SP 365602. As culturas unialgaceas de G. caudata foram
estabelecidas a partir da propagacao de segmentos apicais de gametofitos femininos e
fazem parte da Colecdo de Culturas de Algas, fungos e Cianobactérias do Instituto de
Boténica (CCIBt).

10 mm

Figura 2: Aspecto geral do gametofito feminino de Gracilaria caudata
cultivado em laboratério.

3.2. Metodologia geral de cultivo
3.2.1. Coleta e esterilizacédo da agua do mar
A 4gua do mar foi coletada na Praia do Lamberto, pelo sistema de captacéo da

Base Norte do Instituto Oceanografico da Universidade de S&o Paulo, em Ubatuba (SP).
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A &gua do mar apresentou salinidade de 30-32 ups e pH 8,0. No laboratério, a agua do
mar foi filtrada em membrana Millipore AP 20 e aquecida em banho-maria durante 60
minutos, contados a partir do momento da fervura. Posteriormente, a 4gua do mar foi
deixada resfriar até atingir a temperatura ambiente e submetida ao banho-maria por mais
60 minutos. A agua do mar submetida a tal processo sera referida neste trabalho como

agua do mar esterilizada.

3.2.2. Manutencéo das culturas unialgaceas

As algas foram cultivadas em meio de cultura composto por &gua do mar
esterilizada enriquecida com 25% da solugdo de nutrientes de von Stosch (Tabela 1)
preparada segundo Edwards (1970) e modificada segundo Yokoya (1996). Foram
utilizados frascos com boca larga (6 x 8 cm — didmetro x altura, volume de 100 ml).
Estes frascos foram fechados com filme de PVC transparente. Toda a vidraria utilizada
foi autoclavada a 121°C durante 30 minutos e os instrumentos utilizados no manuseio
das algas foram esterilizados em etanol 70% e flambados. As culturas foram mantidas
em uma sala no Laboratorio de Cultura de Algas “Marilza Cordeiro Marino” do Nucleo
de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica nas seguintes condicOes: temperatura
de 23+2 °C, fotoperiodo de 14 horas, salinidade 30-32 ups, densidade de fluxo foténico
de 60 a 70 umol de fotons.m=2.s?, fornecidas por duas lampadas fluorescentes de 40W,
do tipo “Luz do dia” dispostas horizontalmente acima dos frascos de cultura. A
irradiancia foi mensurada com um sensor subaquaético esférico, modelo LI 193 (marca
LI-COR), conectado a um medidor de quanta, modelo LI-250 (marca LI-COR).

Tabela 1. Composicdo quimica da solucdo de nutrientes de von Stosch preparada
segundo Edwards (1970), com modificacbes segundo Yokoya (1996).

Concentracdo para um litro de

Componentes meio
NaNOs 0,50 mM
Na:HPO4.12H,0 30 uM
FeS04.7H20 1uM
MnCl..4H20 0,1 uM
Na,EDTA.2H,0 10 uM
Tiamina.HCI 0,59 uM *
Biotina 4,10 nM *
Cianocobalamina 1,0 nM *

* Concentracdo equivalente a 50% em relacdo a composicdo original proposta por Edwards (1970).
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3.2.3. Experimentos com citocininas

Foram testadas trés citocininas derivadas do isoprendide (cis — zeatina, trans —
zeatina e 2-isopenteniladenina) e duas citocininas aromaticas (benzilaminopurina e
cinetina) nas concentracfes de zero a 100,0 uM, e em dois niveis de irradiancia (50 e
100 pmol de fotons.m2.s™). Os experimentos foram realizados com meio de cultura
sintético ASP 12-NTA (Tabelas 2-4), preparado segundo (Ilwasaki, 1961) com
modificagdes propostas por (Yokoya, 1996). Os experimentos foram realizados em
frascos de vidro (100 mL), contendo 70 mL de meio ASP 12-NTA. Cada tratamento foi
testado com 6 repeticdes simulténeas, e cada repeticdo foi composta por 5 segmentos
apicais com 15 mm de comprimento do gametéfito feminino de G. caudata.

Tabela 2: Composi¢do quimica do meio de cultura sintético ASP 12-NTA, segundo
Iwasaki (1961), modificado por Yokoya (1996).

Componentes Concentracdo para um litro de meio

NaCl 28,09
KCI 0,79
MgSOa. 7H20 7040
MgCls,. 6H20 409
CaCl; 049
NaNO3 01lg

K3POg4 10,0 mg

Naz-glicerofosfato 10,0 mg
Acido nitriloacético (NTA) 0,1g
TRIS** 1,09
Tiamina.HCI* 100 ug
Biotina 1,0 ug
Cianocobalamina 1,0 ug
Metais-Traco PII 10 ml
Metais-Traco Sl 10 mi

*- foi adicionado tiamina.HCI, segundo McLachlan (1973) e retirado 0 Na.SiO3.9H.0
**. pH ajustado para 7,8 a 8,0
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Tabela 3: Solucdo de metais-trago PII utilizada na composic¢éo do meio ASP 12-NTA.

Concentracéo do Concentracédo do sal em

Elemento elemento (UM) Sais utilizados 100 ml
B 18,5 H3BOs 114,0 mg

Fe 1,8 FeCls. 6H20 4,9 mg
Mn 7,3 MnSQO4. H20 16,4 mg
Zn 0,8 ZnS04. TH20 2,2 mg
Co 0,17 CoSO04. 7TH20 0,48 mg
EDTA 26,9 NAEDTA 100 mg

Tabela 4: Solucdo de metais-traco SlI utilizada na composicdo do meio ASP 12-NTA.

Concentragéo do Concentragdo do sal em

Elemento elemento (UM) Sais utilizados 100 ml
Br 125 NaBr 128 mg
Sr 23 SrCl, 36 mg
Rb 2,3 RbCl 2,9mg

Li 28,8 LiCl 11,7 mg

I 0,08 Ki 0,132 mg

Mo 5,2 NaMoQ4. 2H,0 12,5 mg

3.3. Experimento com o extrato AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder)

Foi avaliado o efeito do extrato AMPEP (Acadian Marine Plant Extract
Powder), produzido a partir da alga parda Ascophyllum nodosum pela empresa
canadense Acadian Seaplants Limited, Nova Escdcia, no crescimento e no contetdo de
pigmentos fotossintetizantes de Gracilaria caudata. Os efeitos do extrato AMPEP
foram testados em quatro concentragdes (0, 0,1, 1,0 e 5,0 mg L) em 4gua do mar e em
nove concentrag@es (0, 0,001, 0,01, 0,1, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 mg L) em agua do mar
enriquecida com 50% da solucdo de von Stosch (VSES/2). Tratamentos sem adicdo de
AMPEP (controle) foram realizados simultaneamente e cada tratamento foi testado com

trés repeticdes (n=3) em frascos de vidro do tipo “baby food” de 100 mL, com 75 mL
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de meio de cultura, contendo quatro segmentos apicais (15 mm) isolados de gametdéfitos
femininos de G. caudata. As condigdes experimentais utilizadas para o experimento
foram salinidade 32 ups, temperatura média de 23°C, e fotoperiodo de 14h e periodo
experimental de 28 dias. Foram determinadas as taxas de crescimento e concentracdes

de pigmentos fotossintetizantes (clorofila a, ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina).

3.4. Analise dos experimentos
3.4.1. Taxa de crescimento

As taxas de crescimentos foram analisadas semanalmente através das pesagens
das algas frescas. Foi retirado o excesso de agua dos talos das algas com papel
absorvente e a massa da matéria fresca foi determinada em balanca analitica (modelo
AUX — 220, SHIMADZU). Todo o processo foi realizado com pincas esterilizadas para
ndo haver contaminacdo na alga. Posteriormente as algas foram colocadas em frascos
com meio de cultura.

As respostas aos diferentes tratamentos foram analisadas pela taxa de
crescimento (TC) utilizando a férmula TC = (In Massa final — In Massa inicial)/(Tempo
final — Tempo inicial).

3.4.2. Morfometria

A determinacdo dos ramos laterais primarios foi feita por meio de imagens dos
segmentos apicais com camera fotografica (Panasonic modelo Lumix DC Vario). Os
resultados foram obtidos a partir de imagens de trés segmentos apicais de cada

tratamento (n=3) e foi determinado o nimero de ramos primarios por segmento apical. .

3.4.4. Extracao e dosagem de pigmentos fotossintetizantes

A extracdo dos pigmentos foi realizada através da trituracdo de 75 mg (massa
fresca) de cada amostra em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso em 1 mL de
tampéo fosfato 50 mM, pH 5,5 e temperatura de 4°C. A solucéo foi centrifugada por 20
minutos (14000 rpm a 4 °C), e o sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas, foi retirado
e mantido no escuro até a leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu — UV 1800; A =
498,5, 615 e 651 nm). O sedimento foi ressuspendido em 750 uL de acetona 90%, até a
obten¢do de um homogeneizado. A solucgéo foi centrifugada (10000 rpm a 4 °C) durante
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15 minutos, e o sobrenadante, contendo a clorofila a, foi transferido para tubos do tipo
Eppendorfs vedados e mantidos no escuro até a leitura em espectrofotdmetro (A = 630,
647 e 664 nm). A determinacdo da concentracdo das ficobiliproteinas foi realizada
utilizando-se as formulas descritas por Kursar et al. (1983) e da concentracdo de
clorofila a utilizando-se a férmula descrita por Jeffrey & Humphrey (1975). Os
resultados foram expressos em mg de pigmentos por g de massa fresca.

3.4.5. Extracao e dosagem de proteinas solUveis totais

A extracdo das proteinas sollveis totais foi realizada atraves da trituragdo das
amostras (75 mg — massa fresca) em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso em
tampdo de extracdo (0,2 M tampdo fosfato, pH 8,0, 5 mM EDTA; 1 mM DTT) na
proporcdo de 1g de massa fresca por 10 mL de tampdo. A solucdo foi centrifugada
(12000 rpm a 4°C) por 15 minutos. A concentracdo das proteinas solUveis totais foi
determinada por espectrofotometria UV-vis (Shimadzu — UV 1800) a 595 nm, apos a
adicdo de solucdo de Coomassie Blue (Bio-Rad), segundo o método de Bradford
(1976). A concentracdo proteica foi determinada com a utilizacdo de curva-padrao
externa, utilizando-se soro albumina bovina (BSA, Bio-Rad) como padréo (2 a 10 pL
mL1) e os resultados foram expressos em mg de proteina por g de massa fresca.

3.5. Experimento com citocininas em biorreatores

Os experimentos com biorreatores foram realizados com culturas unialgaceas de
gametofitos femininos de G. caudata, no Laboratorio de Cultura de Algas “Marilza
Cordeiro Marinho” do Nucleo de Pesquisa em Ficologia no Instituto de Boténica, nas
seguintes condicdes: fotoperiodo de 14 horas, salinidade 30-32 ups, densidade de fluxo
fotonico de 90+10 umol de fotons.m2.s, fornecidas por duas lampadas fluorescentes
de 40W, do tipo “Luz do dia” dispostas horizontalmente e na lateral dos biorreatores.
Todo o experimento foi realizado com agua do mar proveniente de um Unico lote
coletado em Julho de 2014.

O sistema de biorreatores (modelo TE-BIT-E3, Tecnal, Brasil) foi composto por
doze vasos de cultura, com volume total de 2,5 L sendo 2,0L de volume (til, dispostos
de sustentacdo e tampas de aco inox apresentando anel de vedagao tipo “O-Ring”.

O sistema possui entradas de sensores de temperatura (Tecnal), pH, Oxigénio
dissolvido e CO: dissolvido (Metter Toledo) conectados a um sistema de controle e

aquisicdo de dados (Techio-soft). Foi realizada a aeracdo por meio de um compressor
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(TEC-BioAl) que borbulha ar esterilizado (filtro HEPA-VENT 0,3 pm Whatman) em
agua destilada que em seguida é direcionado aos biorreatores por meio de mangueiras
de silicone ligadas a um “manifold” com controle de vazdo regulada por um rotametro
para 0,5 L ar.min™ (de forma intermitente, a cada 30 minutos) em cada vaso de cultura.
O conjunto de vasos, suportes, tampas mangueiras e sensores foram esterilizados por
autoclavagem a 121 °C e 1,5 atm por 30 min antes do inicio dos experimentos. O
sistema completo é apresentado na Figura 4.

Os tratamentos testados foram VSES/2, VSES/2 com adicdo de 2-
isopenteniladenina nas concentracdes de 0,5 e 50 pM e VSES/2 com adi¢do de
benzilaminopurina na concentra¢da de 0,5 uM. Cada tratamento foi composto por trés
repeticdes (n=3) em vasos de cultura com aproximadamente 10 individuos de
Gracilaria caudata em casa vaso. A biomassa inicial foi de 600 mg por vaso, e esta
biomassa foi produzida cultivando-se as algas conforme as condigdes descritas no item
3.2.2 durante 50 dias.

Figura 3: Sistema de biorreatores modelo TE-BIT-E3 (TECNAL®), A — Sistema de

aquisicdo dos dados; B — Sistema de controle; C — Compressor para injecdo de ar no

sistema; D — Estrutura para filtragem e umidificacdo do ar; E — Sistema dos vasos de

cultura e os sensores.

3.5.1. Analise do agar

A extracdo de agar foi realizada com as algas cultivadas nos biorreatores. A
extracdo do agar nativo foi realizada segundo o método descrito por Marinho-Soriano et
al. (1999). A biomassa de Gracilaria caudata obtida em cada tratamento foi seca a 60
°C, por 48 horas, que visa a retirada da adgua do talo para facilitar a lavagem e o
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armazenamento para posterior analise; em seguida, foi realizada uma lavagem com agua
corrente para remogéo de sais e contaminantes, posteriormente, foi feita a sanitizagio
com 1 % de hipoclorito de sédio. Logo ap6s a sanitizacdo, foi feita a adicdo de agua
destilada na propor¢cdo 100 mL por por¢do de alga (aproximadamente 500 mg de alga
seca), durante 2 horas; o excesso de &gua foi retirado e a alga foi triturada. A alga foi
colocada em banho-maria a 100 °C, por 2 horas; em seguida, a alga foi filtrada & quente
em tecido de algoddo e o filtrado ficou em repouso para gelificar por 24 horas;
decorrido este tempo, o filtrado foi colocado em congelador (-4°C) por mais 24 horas.
Apos este periodo, o filtrado foi retirado do congelador para o seu descongelamento. O
filtrado foi colocado em estufa de circulagdo de ar por 72 horas a 65 °C para a sua

secagem.

Figura 4: Aspecto do agar extraido de Gracilaria caudata cultivada nos biorreatores

O rendimento do agar foi determinado através da equacdo: Teor de agar % =

massa (g) do agar seco x 100/massa (g) de macroalga seca

3.5.1.1. Protocolo para a quantificacdo de 3,6-anidrogalactose

No presente estudo, foi utilizado o protocolo para a quantificacdo de 3,6-
anidrogalactose  modificado segundo  Matsuhiro  (1995) e Saito (1997).
Aproximadamente 24 + 1 mg de agar (peso seco) foi dissolvido em 40 mL de agua
Milli-Q em banho—maria a 80-85 oC até sua completa dissolucdo (90 a 120 min). As
amostras foram resfriadas em agua com gelo e o volume foi completado para 50 mL
com agua Milli-Q (solugéo de trabalho). A seguir, foram dissolvidos 10 mL da solucéo

trabalho em 5 mL de &gua Milli-Q (dissolucdo da amostra). Em um tubo Falcon, foram
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pipetados 2 mL de agua Milli-Q e adicionados: 0,5 mL de timol 5%, 5 mL de cloreto
férrico 0,5% e 2 mL da dissolu¢do da amostra. As amostras foram homogeneizadas,
aquecidas em banho-maria por 13 min a 80 oC e resfriadas em agua com gelo. Foram
adicionadas 10 mL de etanol 98% nas amostras. Apos estes procedimentos, as amostras
foram analisadas em espectrofotdmetro a 635 nm e as absorbéncias foram registradas
para se calcular a quantidade de 3,6-anidrogalactose (%) utilizando-se a curva de

calibracéo.

3.5.1.2. Protocolo para a quantificacéo de sulfato

Foi utilizado o protocolo para a quantificacdo de sulfato segundo Saito (1997).
Amostras de agar de aproximadamente 30 £ 1 mg foram umedecidas em 100 pL de HCI
0,5 N. As amostras foram hidrolisadas em &agua fervente por 2 h. O volume foi
completado com agua Milli-Q até atingir 10 mL. As amostras foram centrifugadas em
12.000 rpm durante 15 min em temperatura ambiente para remover materiais em
suspensdo. Foram dissolvidos 2 mL do sobrenadante em 18mL de dgua Milli-Q e 2 mL
de HCI 0,5 N. Apos a adicdo de HCI, as amostras foram levemente agitadas, seguindo-
se a adicdo de 1 mL de solucdo de cloreto de bario-gelatina. As amostras foram
novamente agitadas, deixando-as a temperatura ambiente por 30 min. Apols este
periodo, as absorbancias das amostras foram obtidas em espectrofotdmetro a 550 nm. A
partir das absorbancias, a quantidade de sulfato (%) foi calculada utilizando-se curva de

calibracéo.

3.6. Anélises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator e,
guando necessario, de dois fatores, seguido do teste de comparacdo de Student-
Newman-Keuls, considerando-se um limite de confianca de 95%. Nos resultados com
diferentes concentracGes de fitorreguladores foram feitas analises de componentes
principais (PCA). Os resultados também foram submetidos a andlise de correlacdo de
Pearson. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa Statistica (versao
8.0).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos das citocininas em diferentes irradiancias
4.1.1. Taxas de crescimento

No experimento com 2-isopenteniladenina, as taxas de crescimento dos
segmentos apicais de Gracilaria caudata apresentaram diferencas significativas (F =
1,23 p = 0,030) entre as irradiancias de 50 e 100 pmol de fétons.m2.s%, porém ndo
diferiram entre as concentracOes testadas (Figura 5). Na irradiancia de 50 pumol de
fotons.m2.s, os tratamentos com cis-zeatina nas concentragdes de 0,5, 5,0 e 50,0 M

inibiram as taxas de crescimento de G. caudata quando comparadas ao controle (Figura
5).
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Figura 5: Efeitos de diferentes concentracGes de 2-isopenteniladenina (2iP), cis-zeatina e
trans-zeatina, nas irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) umol de fétons.m2.s*
sobre a taxa de crescimento de Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28
dias. Média = DP (n=6). Tratamentos com letras distintas s&o significativamente diferentes
entre si, segundo teste de comparacao multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).
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Na irradiancia de 100 pmol de fétons.m2.s, somente a alta concentragio (50,0
HM) de cis-zeatina inibiu a taxa de crescimento. As taxas de crescimento de G. caudata
também foram diferentes quando comparadas entre as irradiancias de 50 e 100 umol de
fotons.m?.s nas concentragdes de 0,5 e 50 uM de cis-zeatina (Figura 6). Nos
tratamentos com trans-zeatina, a concentragio de 5,0 uM em 100 pmol de fétons.m=2.s™
inibiu a taxa de crescimento quando comparada ao controle (F = 1,57 p = 0,021) (Figura
5).

As taxas de crescimento de Gracilaria caudata ndo apresentaram diferencas
entre 0 controle e os tratamentos com  adicdo das citocininas aromaticas,
benzilaminopurina (F = 6,62 p = 0,130) e cinetina (F = 16,84 p = 0,067) (Figura 5).
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Figura 6: Efeitos de diferentes concentracdes de benzilaminopurina (BA) e cinetina (K) nas
irradiacias de 50 (em branco) e 100 (em preto) umol de foétons.m2s? sobre a taxa de
crescimento de Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28 dias. Média = DP
(n=6). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo teste
de comparacgdo multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05)

4.1.2. Morfometria

O tratamento com baixa concentracdo de 2-isospenteniladenina (0,5 uM) inibiu a
formacédo de ramos primarios em Gracilaria caudata quando comparada ao controle (F
= 2,28 p = 0,038) nas irradiancias de 50 e 100 umol de fétons.m2.s? (Figura 7). Por
outro lado, os tratamentos com cis-zeatina nas concentragdes de 0,5 uM e 5,0 uM em
100 pmol de fotons.m?st estimularam a formacdo de ramos primarios quando
comparados ao controle (F = 1,58 p = 0,023), e as concentracdes de 0,5, 5,0 e 50,0 uM

em 50 pmol de fotons.m2.s? inibiram a formacdo de ramos primarios (Figura 7). A
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formacdo de ramos primérios foi estimulada (F = 2,28 p = 0,008) pelo tratamento com
5,0 UM de trans-zeatina em 100 pmol de fétons.m2.s* quando comparada ao controle,
porém os tratamentos com 0,5 uM de trans-zeatina em 50 e 100 pmol de fétons.m?.st e

50,0 UM de trans-zeatina em 50 pmol de fotons.m inibiram esta resposta (Figura 7).
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Figura 7: Efeitos de diferentes concentracGes de 2-isopenteniladenina (2iP), cis-zeatina e trans-
zeatina, nas irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) umol de fétons.m=2s?! na
formacg&o de ramos priméarios em Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28
dias. Média + DP (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si, segundo teste de comparacdo multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

Quanto aos efeitos das citocininas aromaticas, observou-se que BA na
concentragéo de 5,0 pM em 100 pmol de fétons.m2.st estimulou a formagdo de ramos

primarios em G. caudata (F = 1,57 p = 0,021), (Figura 8). Por outro lado, esta mesma
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concentra¢do (5,0 uM) de cinetina inibiu a formacdo de ramos primarios quando
cultivada em 50 pmol de fétons.m2.s (F = 0,52 p = 0,047) (Figura 8).
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Figura 8. Efeitos de diferentes concentracbes de benzilaminopurina e cinetina (K) nas
irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) pmol de fétons.m=2.s™ na formacéo de ramos
primarios em Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28 dias. Média + DP
(n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo
teste de comparacdo mdaltipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

4.1.3. Pigmentos fotossintetizantes
4.1.3.1. Ficoeritrina

Os efeitos das citocininas derivadas do isoprendide no contetudo de ficoeritrina
em G. caudata estéo representados na Figura 9. Observou-se que 2-isopenteniladenina
apresentou um efeito nulo quando comparada ao controle, mas ha diferencas entre os
tratamentos com a concentracdo 0,5 uM em 100 pmol de fétons.m?.s* (F = 1,14 p =
0,036) e a concentracio de 5,0 um em 50 pmol de fétons.m?2.s? (Figura 9). Os
tratamentos com cis- zeatina em 50 e 100 umol de fétons.m2.s* inibiram o contetdo de
ficoeritrina (F = 0,144 p = 0,017), quando comparada ao controle. Resposta semelhante
também foi observada nos tratamentos com trans-zeatina (F = 0,385 p = 0,012) (Figura
9).
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Figura 9: Efeitos de diferentes concentragdes de 2-isopenteniladenina (2iP), cis-zeatina e trans

zeatina nas irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) pmol de fétons.m -2.s 1 no contetido
de ficoeritrina de Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28 dias. Média

DP (n=3). Tratamentos com letras distintas s&o significativamente diferentes entre si, segundo
tecte Ae comnaracin miiltinla de Stiident- Nlewman- Kelile (n < 0 NR)

Concentragoes de ficoeritrina (pg/g massa fresca)

Os efeitos da benzilaminopurina foram nulos no contetdo de ficoeritrina de
Gracilaria caudata quando comparados ao controle nas duas irradiancias testadas
(Figura 10), apesar de haver diferengas entre os tratamentos com a concentragéo de 50,0
UM de benzilaminopurina em 50 pmol de fétons.m?.s* e 5,0 e 50,0 uM em 100 pmol
de fotons.m2s?t (F = 2,043 p = 0,014) (Figura 10). A cinetina apresentou efeito
inibitério no contetdo de ficoeritrina nas concentracGes de 0,5 e 50,0 uM em 50 e 100
umol de fétons.m?2.st (F = 0,904 p = 0,046), porém o efeito do tratamento com a
concentracio de 5,0 M de cinetina em 100 pmol de fétons.m2.s? ndo diferiu do

controle (Figura 10).
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Figura 10: Efeitos de diferentes concentracGes de benzilaminopurina (BA) e cinetina (K), nas
irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) umol de fétons.m=2s? no contelido de
ficoeritrina de Gracilaria caudata, cultivada em meio ASP 12 — NTApor 28 dias. Média + DP
(n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo teste
de comparacdo multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

4.1.3.2. Ficocianina

Os efeitos das citocininas derivadas do isoprendide no contedo de ficocianina
de Gracilaria caudata foram nulos (2-isopenteniladenina) ou inibitérios (formas cis e
trans de zeatina), como mostra a Figura 11. Entretanto, foram observadas diferencas
entre os tratamentos com as concentragoes de 5,0 e 50,0 uM de 2-isopenteniladenina em
50 pmol de fotons.m2.s-! (F = 1,80 p = 0,018). Os tratamentos com cis-zeatina (F =
0,596 p = 0,048) e trans-zeatina (F = 0,424 p = 0,027), nas concentracdes de 0,5, 5,0 e
50,0 UM nas duas irradiancias testadas inibiram a producdo de ficocianina em

Gracilaria caudata, quando comparadas ao controle (Figura 11).
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Figura 11: Efeitos de diferentes concentracBes de 2-isopenteniladenina (2iP), cis-zeatina e
trans-zeatina, nas irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) pumol de fétons.m2.s no
conteudo de ficocianina de Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTApor 28
dias. Média £ DP (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si, segundo teste de comparacao multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

As citocininas aromaticas apresentaram respostas semelhantes as citocininas
derivadas do isoprendide, onde a benzilaminopurina apresentou efeito nulo e a cinetina
apresentou efeito inibitorio sobre o contetdo de ficocianina em G. caudata quando
comparadas ao controle (Figura 12). Entretanto, foram observadas diferencas entre o
tratamento de 50,0 um de benzilaminopurina (F = 3,067 p = 0,049) em 50 pumol de
fotons.m?.s-! e os tratamentos controle, 5,0 e 50,0 uM de BA em 100 umol de
fotons.m?.s-! (Figura 12). Resultado diferente foi observado nos tratamentos com
cinetina, onde todas as concentra¢des de ficocianina diminuiram (F = 0,614 p = 0,043),

como pode-se observar na Figura 12.
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Figura 12: Efeitos de diferentes concentracdes de benzilaminopurina (BA) e cinetina (K), nas
irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) pmol de fétons.m2s? no contelido de
ficocianina de Gracilaria caudata, cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28 dias. Média + DP
(n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo teste
de comparacgao multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

4.1.3.3. Aloficocianina

Em geral, as citocininas derivadas do isoprendide inibiram a produgdo de
aloficocianina quando comparadas ao seu respectivo controle, como mostra a Figura 13.
A maioria dos tratamentos com 2-isopenteniladenina nas duas irradiancias foram
inibitorias, exceto o tratamento com 50,0 uM em 100 pmol de fétons.m2.s-! (F = 0,83 p
= 0,037). Todos os tratamentos com cis-zeatina e trans-zeatina, nas irradiancias de 50 e
100 pmol de fotons.m2.s (F = 0,184 p = 0,010) inibiram a producdo de aloficocianina

em G. caudata (Figura 13).
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Figura 13: Efeitos de diferentes concentragdes de benzilaminopurina (BA) e cinetina (K), nas
irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) umol de fétons.m?2.s? no contetdo de
aloficocianina de Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28 dias. Média +
DP (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo
teste de comparacdo maltipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

As citocininas aromaticas apresentaram respostas semelhantes as citocininas

derivadas do isoprendide, onde a benzilaminopurina apresentou efeito nulo (F = 6,023 p

=0,001) e a cinetina apresentou efeito inibitério (F = 0,078 p = 0,012) sobre o contetdo

de aloficocianina em G. caudata quando comparadas ao controle (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos de diferentes concentracdes de benzilaminopurina (BA) e cinetina (K), nas
irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) umol de fétons.m?2.s? no contetido de
aloficocianina de Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28 dias. Média +
DP (n=3). Tratamentos com letras distintas séo significativamente diferentes entre si, segundo
teste de comparagdo maltipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

4.1.3.4. Clorofila a

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a alta concentracdo de 2-
isopenteniladenina (50,0 uM) na baixa irradiancia estimulou a producdode clorofila a,
mas os outros tratamentos tiveram efeito nulo quando comparados ao controle (F =
2,055 p = 0,014) (Figura 15). Por outro lado, todos os tratamentos com cis-zeatina e
trans-zeatina nas duas irradiancias testadas inibiram a producdo de clorofila a quando
comparada ao controle (F = 0,373 p = 0,007) e (F = 0,256 p = 0,006) (Figura 15).
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Figura 15: Efeitos de diferentes concentracdes de 2-isopenteniladenina (2iP), cis-zeatina e
trans-zeatina, nas irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) de fétons.m2.s no contetido
de clorofila a de Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12-NTA por 28 dias. Média + DP
(n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo teste
de comparagao multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

Nas duas irradiancias testadas, a benzilaminopurina apresentou efeito nulo sobre
a producdo de clorofila a em G. caudata quando comparada ao controle (F = 0,711 p =
0,040), mas ha diferenca entre os tratamentos com concentracdes de BA de 5,0 uM em
alta irradiancia e 50,0 UM em baixa irradiancia (Figura 18). Por outro lado, todos os
tratamentos com cinetina inibiram a producao de clorofila a nas irradiancias de 50 e 100

de fotons.m2.s-! quando comparadas ao controle (F = 0,651 p = 0,005) (Figura 16).
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Figura 16: Efeitos de diferentes concentracdes de benzilaminopurina (BA) e cinetina (K), nas
irradiancias de 50 (em branco) e 100 (em preto) pmol de fétons.m?2.s? - no contelido de
clorofila a de Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12 — NTA por 28 dias. Média + DP
(n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo teste
de comparacgao multipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

4.1.4. Proteinas solUveis totais

Os tratamentos com diferentes concentragdes de 2-isopenteniladenina néo
apresentaram diferencas significativas (F = 1,60 p = 0,097). Cis-zeatina nas
concentracfes de 0,5 a 50 UM inibiram as concentracfes de proteinas em 50 e 100
umol de fotons.m™.s-! quando comparadas ao controle (F = 0,972 p = 0,043 ) (Figura
17). Respostas semelhantes foram observadas nos tratamentos com trans-zeatina (F =
2,493 p = 0,009).



30

8,0 1
2iP 8a cis-zeatina
6,0 1 6,0
A

—_ A
[+ 4
g 401 L, 4 A, I R 4,0
¢ a4 A B
4 20 1 2,0 c ¢ BC & 1
-§ 0,0 0,0
E 0,0 0,5 50 50,0 0 0,5 50 50,0
; Concentracdes (uM) Concentracdes (uM)
4
i)
g
e
3 8,0 .
z frans-zeatina
O

6,0

4,0

A A 5 B
) |_LI C 'C ] ’—L'\
0'0 ’—I
0 05 50 50,0
Concentragdes (uM)

Figura 17: Efeitos de diferentes concentracfes de 2-isopenteniladenina (2iP), cis-zeatina e trans-
zeatina, na variagdo no conteudo de proteinas em Gracilaria caudata cultivada em meio ASP 12
— NTA, em irradiancia de 50 (em branco) e 100 (em preto) umol de fétons.m2.s*durante 28
dias. Média + DP (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre
si, segundo o teste de comparagdo multipla de Student-Newman-Keuls. (p < 0,05).

Quando comparadas ao controle, os tratamentos com benzilaminopurina (F =
0,34 p = 0,792) e com cinetina (F = 0,85 p = 0,48) apresentaram efeitos nulos na
producéo de proteinas sollveis totais em Gracilaria caudata, como mostra a Figura 18.

4.1.5. Andlise estatistica

Nas analises de correlacdo de Pearson, G. caudata cultivada com diferentes
concentragdes de 2-isopenteniladenina na irradiancia de 50 pmol de fétons.m?2.s?

apresentou correlagdo positiva significativa entre a concentragdo de 2-
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isopenteniladenina e Cla (Tabela 5). Para a irradiancia de 100 pmol de fétons.m2.s,
houve correlagdo negativa significativa entre a concentragdo de 2-isopenteniladenina e
FE e AFC (Tabela 5).

Tabela 5: Andlise de correlacdo de Pearson das variaveis estudadas nas irradiancias de 50 e 100
umol de fétons.m2.s com Gracilaria caudata cultivadas por 28 dias em meio ASP 12-NTA
com diferentes concentracdes de 2-isopenteniladenina. Em cada célula da tabela, o primeiro
valor corresponde ao coeficiente de correlagdo e o segundo ao valor de p. Negrito, correlagéo
significativa. Taxa de Crescimento (TC), ficoeritrina (FE), ficocianina (FC), aloficocianina
(AFC), clorofila a (Cla) e proteinas sollveis totais (PST).

50 umol de fotons.m2.s!

Variaveis TC FE FC AFC Cla PST
[2iP] 0,376 -0,084 0,340 -0,226 0,639 -0,028
p 0,228 0,795 0,279 0,478 0,025 0,931
100 pumol de fotons.m2.s*
Varidveis TC FE FC AFC Cla PST
[2iP] -0,132 -0,233 -0,670 -0,827 0,256 0,314
p 0,682 0,465 0,017 0,001 0,421 0,320

Os tratamentos com diferentes concentragdes de cis-zeatina na irradiancia de 50
e 100 umol de fétons.m2.s? apresentaram correlagdes negativas significativas com as
variaveis TC, FE, FC, AFC, CLa, e PST (Tabela 6).

Tabela 6: Analise de correlagdo de Pearson das variaveis estudadas nas irradiancias de 50 e 100
umol de fétons.m?2.s* com Gracilaria caudata cultivadas por 28 dias em ASP 12-NTA com
diferentes concentrac@es de cis-zeatina. Em cada célula da tabela, o primeiro valor corresponde
ao coeficiente de correlacdo e o segundo ao valor de p. Negrito, correlagdo significativa. Taxa
de Crescimento (TC), ficoeritrina (FE), ficocianina (FC), aloficocianina (AFC), clorofila a (Cla)
e proteinas solUveis totais (PST).

50 pmol de fétons.m2.s*

Variaveis TC FE FC AFC Cla PST
[cis-zeatina] 0874  -0,703  -0,763  -0,774 -0,714  -0,718
p 0,000 0,011 0,004 0,003 0,009 0,008
100 pmol de fotons.m2.s*
Variaveis TC FE FC AFC Cla PST
[cis-zeatina] -0,895 -0,763 -0,762 -0,766 -0,677 -0,685

p 0,000 0,004 0,004 0,004 0,015 0,014
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Os tratamentos com diferentes concentracdes de trans-Zeatina na irradiancia de
50 umol de fotons.m2.s onde apresentaram correlagdes negativas significativas entre
as concentracOes e FE, FC, AFC, CLa, e PST (Tabela 7). No entanto, na irradiancia de
100 pmol de foétons.m2s?, n3o houve correlacio significativa entre PST e as
concentrag0es de trans-Zeatina, mas foram observadas correlagbes negativas
significativas com as outras varidveis (Tabela 7).
Tabela 7: Andlise de correlagdo de Pearson das variaveis estudadas nas irradiancias de 50 e 100
umol de fétons.m2.s? com Gracilaria caudata cultivada por 28 dias em ASP 12-NTA com
diferentes concentracbes de trans-Zeatina. Em cada célula da tabela, o primeiro valor
corresponde ao coeficiente de correlagdo e o segundo ao valor de p. Negrito, correlacdo

significativa. Taxa de Crescimento (TC), ficoeritrina (FE), ficocianina (FC), aloficocianina
(AFC), clorofila a (Cla) e proteinas soluveis totais (PST).

50 umol de fotons.m2.s?

Varidveis TC FE FC AFC Cla PST
[trans-zeatina] 0,7607 -0,768 -0,778 -0,771 -0,779 -0,646
p 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003 0,023
100 pumol de fotons.m2.s?
Variaveis TC FE FC AFC Cla PST
[trans-zeatina] 0,737 -0,740 -0,751 -0,784 -0,743 -0,333
p 0,006 0,006 0,005 0,002 0,006 0,289

Os tratamentos com diferentes concentragbes de benzilaminopurina na
irradiancia de 50 pmol fotons.m?2.s* ndo apresentaram correlagdo significativa com
nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 8). No entanto, em 100 pmol de fétons.m=2.s"
1 as diferentes concentracdes de benzilaminopurina apresentaram correlagio negativa

significativa com a taxa de crescimento (Tabela 8).

Tabela 8: Andlise de correlagdo de Pearson das variaveis estudadas nas irradiancias de 50 e 100
umol de fétons.m?.s* com Gracilaria caudata cultivada por 28 dias em ASP 12-NTA com
diferentes concentracGes de benzilaminopurina. Em cada célula da tabela, o primeiro valor
corresponde ao coeficiente de correlacdo e o segundo ao valor de p. Negrito, correlagdo
significativa. Taxa de Crescimento (TC), ficoeritrina (FE), ficocianina (FC), aloficocianina
(AFC), clorofila a (Cla) e proteinas sollveis totais (PST).

50 umol de fotons.m2.s?

Variaveis TC FE FC AFC Cla PST
[BA] -0,077 0,182 0,152 -0,462 0,299 -0,002
p 0,810 0,571 0,637 0,130 0,344 0,993
100 pmol de fotons.m2.s
Variaveis TC FE FC AFC Cla PST
[BA] -0,670 -0,133 -0,089 0,140 -0,263 0,308

p 0,017 0,679 0,783 0,663 0,409 0,330
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As diferentes concentracdes de cinetina apresentaram correlagdo negativa com
FE, FC, AFC, Cla na irradiancia de 50pumol de fotons.m?2.s* e correlagdo positiva com
FE, AFC e Cla na irradiancia de 100 (B) umol de fotons.m>.s™ (Tabela 9).

Tabela 9: Analise de correlacdo de Pearson das variaveis estudadas nas irradiancias de
50 e 100 umol de fétons.m2.s* com Gracilaria caudata cultivada por 28 dias em ASP
12-NTA com diferentes concentracdes de cinetina. Em cada célula da tabela, o primeiro
valor corresponde ao coeficiente de correlagcdo e o segundo ao valor de p. Negrito,
correlacdo significativa. Taxa de Crescimento (TC), ficoeritrina (FE), ficocianina (FC),
aloficocianina (AFC), clorofila a (Cla) e proteinas sollveis totais (PST).

50 umol de fotons.m2.st

Variaveis TC FE FC AFC Cla PST
K] 0,039 -0,780 -0,646 -0,766 -0,797 0,343
P 0,904 0,003 0,023 0,004 0,002 0,274
100 pmol de fotons.m2.s?
Variaveis TC FE FC AFC Cla PST
[K] -0,036 -0,726 -0,481 -0,784 -0,853 0,308
P 0,910 0,007 0,113 0,003 0,000 0,330

Foi realizada anélise de componentes principais (PCA) com os resultados sobre 0s
efeitos das diferentes concentracdes de citocininas em diferentes irradiancias na taxa de
crescimento, no contetdo de pigmentos fotossintetizantes e de proteinas de G. caudata.
Os resultados da PCA evidenciam que os eixos 1 e 2 tem uma explicabilidade de
74,30% e 12,20%, respectivamente (Tabela 10). No Eixo 1, as variaveis com maiores
influéncias foram os pigmentos fotossintetizantes e proteinas sollveis totais enquanto
gue no eixo 2, a variavel de maior influéncia foi a taxa de crescimento.

O diagrama de dispersdo (Figura 19) resultante da PCA demonstra a presenca de
cinco grupos (circulados). O grupo 1 é formado pelos tratamentos com 2-iP e cis-zeatina
nas duas irradiancias testadas, o grupo 2 é formado pelos tratamentos com cis-zeatina
em alta irradidncia e trans-zeatina nas duas irradiancias, o grupo 3 é formado por todos
os tratamentos com benzilaminopurina nas duas irradiancias testadas e 2-iP em baixa
irradiancia, o grupo 4 é formado pelos tratamentos controle com trans-zeatina e cinetina
em alta e baixa irradiancia e o grupo 5 é formado pelos tratamentos com cis-zeatina em

baixa irradiancia e cinetina nas duas irradiancias (Figura 18).
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Tabela 10: Andlise de componentes principais (PCA) mostrando a explicabilidade dos dois
principais eixos que formam o diagrama de dispersao da Figrua 19 e a importancia das variaveis
em cada eixo. As variaveis analisadas foram taxa de Crescimento (TC), ficoeritrina (FE),
ficocianina (FC), aloficocianina (AFC), clorofila a (Cla) e proteinas solUveis totais (PST) de
Gracilaria caudata cultivadas em meio ASP 12 — NTA com adicao de diferentes citocininas em
irradiancias de 50 e 100 pmol de fétons.m2.s durante 28 dias.

Componentes Principais

Variaveis Eixo 1 Eixo 2
TC -0.0565 0.9675
FE -0.5103 0.0607
FC -0.4792 -0.0495

AFC -0.4774 -0.2097
Cla -0.3806 0.1167
PST -0.3661 -0.0169

Explicabilidade do Eixo 74,30% 12,20%
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Figura 18: Diagrama de dispersdo de componentes principais de dois eixos de analise de dados
sobre os efeitos de 2-isopenteniladenina, cis-Zeatina, trans-Zeatina, benzilaminopurina e
cinetina sobre o crescimento taxas, pigmentos e teores de proteinas solUveis totais de Gracilaria
caudata, cultivadas em meio ASP 12 — NTA, em irradiancias de 50 e 100 umol de fétons.m?2.s?t
durante 28 dias. Tratamentos: P05 (2iP 0 uM 50), P055 (2iP 0,5 uM 50), P55 (2iP 5,0 uM 50),
P505 (2iP 50,0 uM 50), P01 (2iP 0 puM 100), PO51 (2iP 0,5 uM 100), P51 (2iP 5,0 uM 100),
P501 (2iP 50,0 uM 100), CO5 (cis-Zeatina 0 uM 50), C055 (cis-Zeatina 0,5 uM 50), C55 (cis-
Zeatina 5,0 uM 50), C505 (cis-Zeatina 50,0 uM 50), C01 (cis-Zeatina 0 uM 100), C051 (cis-
Zeatina 0,5 uM 100), C51 (cis-Zeatina 5,0 uM 100), C501 (cis-Zeatina 50,0 uM 100), T05
(trans-Zeatina 0 UM 50), T055 (trans-Zeatina 0,5 uM 50), T55 (trans-Zeatina 5,0 uM 50), T505
(trans-Zeatina 50,0 uM 50), TO1 (trans-Zeatina 0 uM 100), T0O51 (trans-Zeatina 0,5 uM 100),
T51 (trans-Zeatina 5,0 uM 100), T501 (trans-Zeatina 50,0 uM 100), A05 (BA 0 uM 50), A055
(BA 0,5 uM 50), A55 (A 5,0 uM 50), A505 (BA 50,0 uM 50), A01 (BA 0 uM 100), A051 (BA
0,5 uM 100), A51 (BA 5,0 uM 100), A501 (BA 50,0 uM 100), K05 (K 0 uM 50), K055 (K 0,5
KM 50), K55 (K 5,0 uM 50), K505 (K 50,0 uM 50), K01 (K 0 uM 100), K051 (K 0,5 uM 100),
K51 (K 50 pM 100), K501 (K 50,0 pM 100), sendo que 50 e 100 correspondem,
respectivamente, as irradiancias de 50 e 100 umol de fétons.m2.s™. Varidveis analisadas: TC
(taxa de crescimento, FE (ficoeritrina), FC (ficocianina), AFC (aloficocianina), Cla (clorofila a),
PST (proteinas sollveis totais).
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4.2. Efeitos do extrato AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder)
4.2.1. Taxa de crescimento

Os testes com AMPEP mostraram que as maiores taxas de crescimento de G.
caudata foram observadas nos tratamentos com VSES/2, VSES/2+0,001 VSES+1,0,
VSES+2,0 e VSES+5,0 mg.L? e VSES/2+0,01 mg.L? e as menores nos tratamentos
com agua do mar e agua do mar com 5,0 mg.L* (Figura 19).
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Figura 19: Efeitos de diferentes concentracées (0,001 a 5,0 mg.L?) do extrato AMPEP (Acadian Marine
Plant Extract Powder) sobre a taxa de crescimento de Gracilaria caudata cultivada em agua do mar
esterilizada (H-0) ou agua do mar enriquecida com 50% da solucdo de nutrientes de von Stosch
(VSES/2) por 28 dias. Média + DP (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente
diferentes entre si, segundo teste de comparagdo maltipla de Student- Newman- Keuls (p < 0,05).

4.2.2. Pigmentos fotossintetizantes
As maiores concentragdes da ficoeritrina foram observadas nos tratamentos com
diferentes concentracdes de AMPEP adicionadas ao meio VSES/2 enquanto ficocianina,

aloficocianina e clorofila a ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos (Figura 20).
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Figura 20: Efeitos de diferentes concentracdes (0,001 a 5,0 mg.L ™) do extrato AMPEP
(Acadian Marine Plant Extract Powder), no conteudo de ficoeritrina, ficocianina,
aloficocianina e clorofila a de Gracilaria caudata cultivada em agua do mar esterilizada
(H20) ou agua do mar enriquecida com 50% da solucdo de nutrientes de von Stosch
(VSES/2) ap6s 28 dias. Média + DP (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si, segundo teste de comparagdo multipla de Student-
Newman- Keuls (p < 0,05).

4.2.3. Anélise estatistica

As diferentes concentracdes de AMPEP adicionada a &gua do mar apresentaram
correlagbes negativas significativas com as variaveis FC, AFC e Cla. Nos tratamentos
com AMPEP adicionada ao meio VSES/2, foram observadas correlacBes positivas
significativas com FE, FC, e Cla e correlagcdo negativa com a TC (Tabela 11).
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Tabela 11: Andlise de correlacdo de Pearson das variaveis analisadas em Gracilaria
caudata cultivada por 28 dias com diferentes concentragcbes de AMPEP adicionadas a
agua do mar e VSES/2. Em cada célula da tabela, o primeiro valor corresponde ao
coeficiente de correlagdo e o segundo ao valor de p. Negrito, correlagdo significativa.

Taxa de Crescimento (TC), ficoeritrina (FE), ficocianina (FC), aloficocianina (AFC),
clorofila a (Cla).

Variaveis TC FE FC AFC Cla
AMPEP+H,0 0,396 -0,353 -0,822 -0,594 -0,577
p 0,202 0,259 0,001 0,041 0,049

Variaveis TC FE FC AFC Cla
AMPEP+VSES -0,405 0,487 0,513 0,365 0,668
p 0,036 0,010 0,006 0,061 0,000

4.3. Cultivos de Gracilaria caudata em biorreatores
4.3.1. Fatores abioticos

A variacdo diaria da temperatura, do oxigénio dissolvido e do pH no meio
correspondente aos diferentes tratamentos testados nos biorreatores estdo representados
nas Figuras 21 a 23. A variagdo média de temperatura foi de 24 a 26°C (Figura 21), de
oxigénio dissolvido foi de 8,2 a 9,5 mg.L? (Figura 22) e do pH foi de 7,8 a 7,9 (Figura
23). Os resultados da ANOVA de um fator mostraram que ndo ha diferenca significativa
entre os tratamentos para a variacdo de temperatura (F = 3,763 p = 0,190), oxigénio
dissolvido (F =3,763 p=0,124) e pH (F=1,752 p = 0,163).

27

26

Temperatura (°C)

1234567 8 910111213141516171819202122232425262728
VSES/2 ——VSES/2+2iP0,5 ——VSES/2+2iP50 ——VSES/2+BA0,5

Tempo (dias)

Figura 21: Variagdo diéria da temperatura do meio nos biorreatores. Tratamentos com
50% de meio von Stosch (VSES/2, controle) e adicdo de 0,5 e 50 puM de 2-
isopenteniladenina (2iP) e 0,5 UM de benzilaminopurina (BA). Média + DP (n=3).
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Figura 22: Variagdo diaria do O dissolvido nos biorreatores. Tratamentos com 50% de
meio von Stosch (VSES/2, controle) e adicdo de 0,5 e 5,0 UM de 2-isopenteniladenina
(2iP) e 0,5 uM de benzilaminopurina (BA). Média £ DP (n=3).
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Figura 23: Variacdo diaria do pH do meio de cultura nos biorreatores. Tratamentos com
50% de meio von Stosch (VSES/2, controle) e adicdo de 0,5 e 50 pM de 2-
isopenteniladenina (2iP) e 0,5 UM de benzilaminopurina (BA). Média + DP (n=3).
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4.3.2. Taxa de crescimento

As taxas de crescimento de G. caudata ndo variaram entre os tratamentos com

VSES/2 com adicdo de 2-isopenteniladenina e benzilaminopurina (Figura 24).
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VSES/2 VSES/2 +0,5 2iP VSES/2 +5,0 2iP VSES/2 + 0,5 BA

% Teor de agar

Concentracdes (uM)

Figura 24: Efeitos de diferentes tratamentos com 50% de meio von Stosch (VSES/2,
controle) com adicdo de 0,5 e 5,0 uM de 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,5 uM de
benzilaminopurina (BA) sobre a taxa de crescimento de Gracilaria caudata cultivada
em biorreatores por 28 dias. Média = DP (n=3).

4.3.3. Analise do agar
4.3.3.1. Rendimento

O rendimento do agar ndo foi influenciado pelos tratamentos com diferentes
concentracdes de 2-isopenteniladenina e benzilaminopurina, variando entre 38 e 40%
(Figura 25).
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Taxas de Crescimento (%d-')

Concentragdes (uM)

Figura 25: Efeitos de diferentes tratamentos com 50% de meio von Stosch (VSES/2,
controle) e adicdo de 0,5 e 50 pM de 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,5 pM de
benzilaminopurina (BA) no rendimento do &gar de Gracilaria caudata cultivada em
biorreatores por 28 dias. Média £ DP (n=3).
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4.3.3.2. 3,6 anidrogalactose
A quantidade de 3,6 anidrogalactose no agar ndo diferiu entre os tratamentos
com diferentes concentracdes de, 2-isopenteniladenina e benzilaminopurina, variando

entre 40 e 43% (Figura 26).

3,6 anidrogalactose

w N o @ ~
S o o S o

II]il,Cl'O‘(Ilg‘d seca

N
o

% Teor de 3,6 anidrogalactose /

-
o

o

VSES/2 VSES/2 +0,5 2IP VSES/2 + 5,0 2iP VSES/2 + 0,5 BA

Concentracdes (uM)

Figura 26: Efeitos de diferentes tratamentos com 50% de meio von Stosch (VSES/2,
controle) e adicdo de 0,5 e 50 pM de 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,5 pM de
benzilaminopurina (BA) no teor percentual de 3,6 anidrogalactose do agar de Gracilaria
caudata cultivada em biorreatores por 28 dias. Média + DP (n=3).

4.3.3.3. Sulfato

A gquantidade de sulfato no agar também ndo diferiu entre os tratamentos com
diferentes concentracBGes de 2-isopenteniladenina e benzilaminopurina, variando entre
0,36 e 0,43% (Figura 27).
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Figura 27: Efeitos de diferentes tratamentos com 50% de meio von Stosch (VSES/2, controle)
e adi¢do de 0,5 e 5,0 uM de 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,5 uM de benzilaminopurina (BA) no
teor percentual de sulfato do agar de Gracilaria caudata cultivada em biorreatores por 28 dias.
Média + DP (n=3).
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5. DISCUSSAO

5.1. Efeitos das citocininas

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os tratamentos com 2-
isopenteniladenina ndo influenciaram as taxas de crescimento de Gracilaria caudata nas
duas irradiancias testadas, porém podemos observar que na irradiancia de 100 umol de
fotons.m?.s as taxas de crescimento foram maiores quando comparadas a irradiancia
de 50 pmol de fétons.m?s?. Kaczyna & Megnet (1993) observaram que 2-
isopenteniladenina quando combinada com outros fitorreguladores, como AlA,
estimulou a formacdo de calos em G. verrucosa, 0 que ndao ocorreu quando testada
apenas com 2-isopenteniladenina. Por outro lado, 2-isopenteniladenina inibiu o
crescimento de Pilayella littoralis (Pedersén, 1973) e altas concentracbes de 2-
isopenteniladenina também inibiu o crescimento de Ahnfeltia plicata (Mansilla et al.,
2013).

As citocininas cis-zeatina e trans-zeatina ndo estimularam o crescimento de
Gracilaria caudata nas diferentes concentracGes testadas. Efeitos inibitérios de
citocininas como zeatina e 2-isopenteniladenina foram observados no crescimento de
calos filamentosos de Ecklonia radiata por Lawlor et al. (1988). Além disso, altas
concentracdes de zeatinas inibiram as regeneracdes em Agardhiella subulata (Bradley
& Cheney, 1990). Por outro lado, a zeatina foi estimulatoria para o crescimento de
Solieria filiformis (Yokoya, 1996), e zeatina e 2iP estimularam o crescimento de
Macrocystis pyrifera (L.) C. Agardh (de Nys et al., 1991).

As diferentes concentragdes de benzilaminopurina e cinetina ndo influenciaram a
taxa de crescimento de Gracilaria caudata. No entanto, efeitos inibitorios nas taxas de
crescimento foram observados em Grateloupia dichotoma e Solieria filiformis quando
testadas com benzilaminopurina e cinetina, mas o crescimento de Gracilaria tenuifrons
foi estimulado pelas diferentes concentracdes de benzilaminopurina (Yokoya, 1996). No
trabalno de Ramlov et al. (2013), benzilaminopurina e cinetina estimularam o
crescimento de segmentos apicais de Gracilaria domingensis em irradiancia alta de 150
umol de fétons.m?2.s. Resultados similares aos obtidos com benzilaminopurina na taxa
de crescimento de Gracilaria caudata foram observados por Yokoya et al. (2014), onde
diferentes concentragcbes de benzilaminopurina ndo estimularam o crescimento de
Chondracantus chamissoi. Por outro lado, altas concentragcdes de benzilaminopurina

inibiram a regeneracdo em Agardhiella subulata (Bradley & Cheney, 1990). Iwasaki
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(1961) observou que baixas concentragOes de cinetina, estimularam o crescimento da
fase Conchocelis de Porphyra tenera. Alguns estudos também mostraram efeitos de
cinetina no crescimento de Ectocarpus fasciculatus e Pilayella littoralis (Pedersen,
1968), e Bryopsis mucosa Lamourox, Ulva rigida C. Agardh, Stypocaulon scoparium
Kutzing e Petroglossum nicaeense (Augier, 1974).

A formacdo de ramos primérios de Gracilaria caudata foi estimulada pelas
concentragdes de 0,5 e 5,0 M de cis-zeatina na irradiancia de 100 pmol de fétons.m.
st Resultados similares foram observados por Yokoya (1996), onde a zeatina promoveu
a formacéo de ramos laterais em Solieria filiformis.

A citocinina aromatica benzilaminopurina na concentracdo de 5,0 pM e
irradiancia de 100 pmol de fotons.m2.s! estimulou a formagao de ramos primarios em
Gracilaria caudata. Efeitos estimulatorios da benzilaminopurina também foram
observados na formacdo de ramos laterais de Grateloupia dichotoma (Yokoya &
Handro, 1996). Por outro lado, baixas concentra¢es de benzilaminopurina (0,5 pM)
inibiram o crescimento dos segmentos intercalares de Gracilaria domingensis quando
submetidas as irradiancias de 50 e 150 pmol de fétons.m2.s* (Ramlov et al., 2013).
Yokoya et al. (2014) observou que os segmentos apicais de Chondracanthus chamissoi
apresentaram diferentes respostas a benzilaminopurina: altas concentracbes da BA
estimulou a formacdo de calos e baixa concentragcdo, porém nenhuma concentracédo de
BA estimulou a formacdo de ramos laterais. O efeito estimulador de BA (uma citocinina
aromatico) na formacéo do calo é um resultado do seu papel na divisao das células.

A citocinina 2-isopenteniladenina ndo influenciou o contetido de ficoeritrina em
Gracilaria caudata, porém as citocininas cis-zeatina e trans-zeatina inibiram o
conteddo de ficoeritrina em todas as concentracGes e irradiancias testadas. Nas
citocininas aromaticas, as concentracdes de 5,0 e 50,0 uM de benzilaminopurina em
irradiancia de 100 pumol de fotons.m2.s* inibiram o teor de ficoeritrina. Cinetina inibiu
o contetdo de ficoeritrina nas concentracdes de 0,5 e 50,0 nas duas irradiancias testadas.
Resultados similares foram observados por Martins et al. (2008), que verificaram que a
cinetina em concentragfes até 50,0 UM em irradiancia de 50 pmol de fotons.m2.s™ ndo
estimulou o contetdo de ficoeritrina em Hypnea musciformis.

O teor de ficobiliproteinas em Gracilaria caudata foi maior em algas submetidas
as irradiancias baixas do que em altas. Apices de Gracilaria tenuifrons expostos a 60
umol de fétons.m2.s! apresentaram maior contetido de ficoeritrina do que 0s expostos a

irradiancia de 60 umol de fotons.m2.s™(Serra, 2013).
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As citocininas cis-zeatina, trans-zeatina e cinetina inibiram o conteudo de
ficocianina em Gracilaria caudata em alta e baixa irradiancias. Martins et al. (2008)
também observou que a cinetina nao influenciou no conteddo de ficocianinas em
Hypnea musciformis. Serra (2013) observou que a quantidade de ficobilinas em
Gracilaria tenuifrons foi maior em irradiancia de 60 umol de fétons.m2.s* do que em
alta irradiancia.

As citocininas derivadas do isoprendide testadas no presente estudo inibiram o
conteddo de aloficocianina em Gracilaria caudata, fato que ocorreu também com a
citocininas aromética cinetina. Martins et al. (2008) observaram que a cinetina nao
influenciou a produgao de aloficocianina em Hypnea musciformis.

Alta concentracdo de 2-isopenteniladenina (50,0 uM) na irradiancia 50 pmol de
fotons.m™.s™ aumentou o contetido de clorofila a em Gracilaria caudata. Serra (2013)
também obsevou maior contetdo de clorofila a em tratamentos com baixa irradiancia
em Gracilaria tenuifrons. Tratamentos com cis-Zeatina, trans-Zeatina e cinetina em
todas as concentracdes e irradiancias testadas neste trabalho inibiram o conteudo
clorofila a em Gracilaria caudata. Porém, os tratamentos com benzilaminopurina ndo
influenciaram o contetido de clorofila a em G. caudata. Por outro lado, 0 aumento do
contelido de clorofila a foi observado em tratamentos com cinetina em Hypnea
musciformis (Jennings et al., 1972). Resultados que mostram a diminuicdo de
pigmentos com o aumento da irradiancia foram observados por Skriptsova & Yakovleva
(2002) para Gracilaria gracilis e Schmidt et al. (2010) para G. domingensis e Gelidium
floridanum.

No presente trabalho, as citocininas 2-isopenteniladenina, benzilaminopurina e
cinetina ndo influenciaram o contedo de proteinas sollveis totais. Por outro lado,
Martins et al. (2008) observaram que cinetina, em concentracdes de 0,5 a 50,0 UM,
estimulou o conteddo de proteinas totais nas linhagens verde e marrom de Hypnea
musciformis. Resultados distintos foram observados nos tratamentos com cis-zeatina e
trans-zeatina, que inibiram o contetdo de proteinas de Gracilaria caudata em todas as
concentragfes e irradiancias. Por outro lado, a cinetina aumentou o conteudo de

proteinas em Hypnea musciformis (Jennings et al., 1972).

5.2. Efeitos do AMPEP
Os tratamentos com VSES/2 e AMPEP apresentaram maiores taxas de

crescimento de Gracilaria caudata quando comparados com tratamentos de agua do
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mar e AMPEP. Altas taxas de crescimento das mudas de Kappaphycus alvarezii foram
obtidas quando submetidas ao tratamento AMPEP (Hayashi et al., 2011). Alguns
estudos evidenciaram que as citocininas presentes no AMPEP podem ser responsaveis
pela sua atividade estimulatoria (Reitz & Trumble, 1996; Khan et al., 2009). O AMPEP
estimulou o crescimento em trés variantes de K. alvarezii (Loureiro et al., 2010). A
aplicacdo do AMPEP tornou as algas mais resistentes a algumas epifitas e aumentou o
crescimento e rendimento de carragenana (Hurtado et al., 2009; Loureiro et al., 2010;
Yunque et al., 2011; Borlongan et al., 2011; Loureiro et al., 2012).

Os tratamentos com VSES/2 e AMPEP apresentaram maiores concentragoes de
ficoeritrina do que os tratamentos com agua do mar e AMPEP. Estes resultados estéo
relacionados com a composi¢cdo de nutrientes de VSES, que é rica em nitrato,
aumentando a quantidade de pigmentos. A ficoeritrina, que € uma forma de reserva de
nitrogénio em algas vermelhas, variou muito nos diferentes tratamentos com agua do
mar com VSES e AMPEP quando comparada aos tratamentos com agua do mar e
AMPEP. Trabalhos com citocininas e nitrato mostraram diferencas no conteido de
pigmentos em Hypnea musciformis e Gracilaria domingensis (Martins et al., 2008;
Mendes et al., 2012).

O efeito do AMPEP foi indiferente aos efeitos fisiologicos em G. caudata, sendo
o fator estimulante VSES, pois VSES apresenta em sua composi¢do fonte de nitrogénio

que € estimulante para o crescimento das algas.

5.3. Efeitos das citocininas no rendimento e qualidade do agar

As diferentes concentracdes de 2-isopenteniladenina e benzilaminopurina
cultivos de Gracilaria caudata em biorreatores ndo tiveram efeitos sobre a sua taxa de
crescimento, rendimento do &gar e qualidade do agar (3,6 anidrogalactose e sulfato). Por
outro lado, estudos com cinetina e benzilaminopurina em biorreatores mostraram que
estas citocininas estimularam a inducdo de calos em Kappaphycus alvarezii.

Yoshimura (2006) observou que o rendimento de dgar em Gracilaria caudata é
baixo (20%), mesmo quando as extragdes foram feitas com diferentes tratamentos
alcalinos. Porem, o rendimento do agar de Gracilaria domingensis foi maior (35%), e
este rendimento aumentou para 50% quando as extraces foram feitas com tratamentos
alcalinos (Yoshimura, 2006). Os rendimentos do agar de Gracilaria caudata obtidos
nos diferentes tratamentos com os biorreatores variaram de 38 a 40%, valores superiores

aos obtidos por Yohimura (2006). Marinho-Soriano et al. (2001) observaram que o
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rendimento do 4gar de Gracilaria cervicornis foi de 11 a 20%, valores inferiores aos
obtidos no presente estudo com Gracilaria caudata. Os resultados de rendimento de
agar de Gracilaria caudata foram maiores do que os obtidos com tratamentos alcalinos
em outras espécies de Gracilaria (Levy et al., 1990; Hurtado-Ponce, 1992, Orosco et
al., 1992; Rebello et al., 1997). Teores maiores de agar foram obtidos em espécies de
Gracilaria por Durairatnam et al. (1990), por Yoshimura (2006) e Santos (2011) para
Gracilaria domingensis, e por Yenigul (1993) para Gracilaria verrucosa.

As diferentes concentracdes de citocininas ndo influenciaram o conteudo de 3,6
anidrogalactose e o teor de sulfato do agar de Gracilaria caudata. Porém, Gracilaria
caudata produz um &agar de melhor qualidade, pois o nivel de 3,6 anidrogalactose é
maior. Segundo Yoshimura (2006), os teores de 3,6 anidrogalactose comercialmente
aceitos estdo acima de 15%. Os altos valores de 3,6 anidrogalactose verificados no
presente estudo evidenciam que a qualidade do &gar de Gracilaria caudata é bem
superior a aquela determinada para utilizacdo comercial. Yoshimra (2006) obteve agar
com niveis de 3,6 anidrogalactose acima de 14% em G. caudata coletada na Enseada da
Armacdo Itapocoroy (Penha, Santa Catarina). Estes niveis sdo inferiores aos
apresentados no presente estudo, onde o valor maximo foi de 43%. O maior teor de 3,6
anidrogalactose confere ao agar uma propriedade gelificante maior (Matulewicz, 1996),
aumentando o seu valor de mercado. Porém Yoshimura (2006) observou que 0s
tratamentos alcalinos produziram porcentagens de 3,6 anidrogalactose ente 9 e 15%,
valores que ndo os tornam comerciaveis.

As citocininas testadas nos biorreatores ndo influenciaram a quantidade de
sulfato do agar de Gracilaria caudata. Os valores similares de sulfato também foram
observados por Yoshimura (2006) em Gracilaria caudata e Gracilaria domingensis,
por Villanueva et al. (1999) em Gelidiella acerosa e Gracilaria eucheumoides, por

Meena et al. (2008) em Gracilaria edulis, Gracilaria crassa e Gracilaria foliifera.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os principais resultados do presente estudo foram:

- Em geral, as citocininas 2iP, BA e K apresentaram efeito nulo, ou inibitério (cis
e trans-Zeatina) na taxa de crescimento de G. caudata;

- A formacdo de ramos laterais foi inibida em concentracdes de 5,0 UM de 2iP
tanto em 50 e 100 umol de fétons.m.s%. Por outro lado, cis e trans-zeatina, BA e K nas
concentracdes de 0,5 e/ou 5,0 uM estimularam a formacdo de ramos primarios na
irradiancia de 100 pumol de fotons.m2.s;

- As concentracgdes de cis e trans-zeatina apresentaram correlagcdo negativa com o
conteddo dos pigmentos fotossintetizantes e de proteinas nas duas irradiancias testadas.
Por outro lado, a benzilaminopurina ndo apresentou correlacdo significativa com o
contetdo de pigmentos e proteinas, e a cinetina apresentou correlagdo somente com
alguns pigmentos em funcéo da irradiancia testada;

- Os tratamentos com AMPEP resultaram em maiores taxas de crescimento e
maior contelddo de pigmentos fotossintetizantes quando utilizadas em combinac¢des com
VSES/2; sendo assim o VSES foi o fator estimulatorio nos efeitos fisiologicos em G.
caudata e ndo AMPEP.

- As diferentes concentracdes de citocininas nos biorreatores nao influenciaram a
taxa de crescimento, rendimento e a qualidade do agar. Porém, a quantidade de 3,6
anidrogalactose foi maior do que o teor de sulfato, conferindo ao &gar de G. caudata
uma maior propriedade gelificante, aumentando o seu valor comercial.

Os resultados obtidos indicam que a estrutura quimica das citocininas e o nivel
de irradiancia influenciam as respostas fisioldgicas e bioquimicas em Gracilaria
caudata. Para estudos futuros devem ser determinados os niveis de fitorreguladores
enddgenos em Gracilaria caudata a fim de entender os efeitos das citocininas na
formacdo de ramos primarios, pigmentos e contetdo de proteinas. Efeitos de outros
fitorreguladores também devem ser estudados para identificar as suas funcgdes
fisiologicas em macroalgas.

Os estudos fisiologicos em Gracilaria caudata devem ser continuados a fim de
obter resultados que possibilitam seu cultivo no mar, reduzindo o extrativivismo a partir

de banco naturais e contribuindo para sua conservacao.
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