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Resumo geral

O género Gracilaria Greville apresenta uma ampla distribuicdo geogréafica e é considerado uma das
principais fontes de agar. Gracilaria domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie é uma das poucas
espécies deste género que ocorre desde a regido nordeste até a regido sul do Brasil e sua importancia
comercial esta associada a utilizacdo na dieta humana (alimento in natura). Portanto, estudos sobre o
seu desenvolvimento sdo necessarios visando a implantacao de um cultivo comercial para a producao
sustentivel de biomassa. Fatores como temperatura, luz e salinidade s&o de grande importéncia para o
crescimento e produtividade das algas marinhas bentonicas. No presente estudo, foram avaliados 0s
efeitos da variagéo de temperatura (15, 20, 25, 30 e 35°C) e da irradiancia (20, 40, 60, 80, 100, 150,
200 e 250 pmol de fotons.m™.s) no crescimento, morfologia, concentragdes de pigmentos e proteinas
em gametdfitos femininos de G. domingensis provenientes do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina
(SC). Foram avaliados também os efeitos da variacao de salinidade (de 5 a 60 ups, em intervalos de 5
ups) no crescimento, morfologia, concentracdes de pigmentos, de proteinas totais e carboidratos totais
em gametofitos femininos de G. domingensis provenientes de SC. Para a obtencdo das diferentes
salinidades, foi adotado o procedimento de congelamento/descongelamento da agua do mar. Os
experimentos foram realizados no laboratdrio em culturas unialgaceas contendo meio von Stosch 50%,
durante 31 dias. Os tratamentos foram testados com 3 repeticbes (n=3, nos experimentos de
temperatura e irradiancia) ou 6 repeticdes (n=6) no experimento de salinidade, sendo que cada
repeticdo continha 6 segmentos apicais de 1cm. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
de um ou dois fatores e ao teste de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls. G. domingensis
provenientes de ES e SC toleraram a variacdo de temperatura de 15 a 30°C, mas morreram quando
cultivadas a 35°C. A linhagem ES apresentou as maiores taxas de crescimento (TC, de 3,06 £ 0,35 a
6,08 + 0,20 %.d*) em relagdo a linhagem SC (de 1,28 + 0,48 a 4,13 + 0,31 %.d*), mas as duas linhagens
apresentaram as maiores TC na temperatura de 25°C. A linhagem ES apresentou maior concentracéo
de proteinas solliveis totais (1,90 + 0,04 mg.g™* MF) em baixa temperatura (15°C) enquanto a linhagem
SC apresentou maiores concentracdes de proteinas (2,28 + 0,37 e 2,78 *+ 0,79 mg.g* MF) nas
temperaturas de 25 e 30°C, respectivamente. As concentragdes de ficobiliproteinas ndo variaram nas
diferentes temperaturas, mas a concentracao de clorofila a da linhagem ES foi maior a 20°C e menor
na temperatura de 30°C. A variacdo na irradiancia influenciou a taxa de crescimento das duas linhagens
(de 2,67 + 0,12 a 6,04 + 0,17 %.d™%), sendo que as menores TC foram observadas na irradiancia de 20
umol de fotons.m.s e as maiores TC foram observadas em irradiancias maiores do que 40 a 60 pmol
de fotons.m?2.s™t para as linhagens SC e ES, respectivamente. As linhagens de G. domingensis
apresentaram maiores concentracdes de proteinas soluveis totais (1,43 + 0,36 a 14,53 + 0,79 mg.g*



MF) em baixas irradiancias (20, 40 e 80 umol de fétons.m?2.s1). As maiores concentracdes de
ficoeritrina (422,99 + 41,38 pg.g™* MF) e de ficocianina (215,31 + 26,20 pg.g™* MF) foram observadas
na linhagem ES cultivada em baixa irradidncia (40 pmol de fétons.m?2.s?), indicando uma
fotoaclimatacdo. Os gametofitos femininos de G. domingensis provenientes de SC foram tolerantes a
todas as salinidades testadas e apresentaram as maiores TC nas salinidades de 25 a 40 ups (5,6 + 0,15
a 6,0 + 0,13 %.d%). As concentracdes de ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina)
ndo apresentaram diferencas significativas nas salinidades testadas, porém, a concentragéo de clorofila
a em gametofitos femininos cultivados na salinidade de 60 ups (1,61 + 0,37 pg.g* MF, n=3) foi
significativamente menor quando comparada a salinidade de 30 ups (10,08 + 6,61 pg.g* MF, n=3).
Na analise de carboidratos totais, apenas a extracao na fracéo etanolica (contendo os carboidratos de
baixa massa molecular, CBMM) apresentou diferencas significativas, onde as algas cultivadas em
salinidades de 55 e 60 ups apresentaram as maiores concentracbes de CBMM. Esses resultados
indicam que os gametofitos femininos de G. domingensis podem acumular maiores concentracdes de
CBMM em altas salinidades, uma vez que esses carboidratos podem atuar como osmélitos organicos,
que sdo responsaveis para a manutencdo da pressdo de turgor, evitando a plasmolise celular. Os
resultados obtidos indicam que as linhagens ES e SC de G. domingensis sdo euritérmicas e tolerantes
a uma ampla variacdo de irradiancia, e a linhagem SC € eurialina, caracteristicas fisiologicas que
podem ser explicadas pela sua ocorréncia em regides entre-marés dos costdes rochosos, ficando

expostas as variacdes de temperatura, irradiancia e salinidade.

Palavras-chaves: Gracilaria domingensis, temperatura, irradiancia, salinidade, crescimento,

pigmentos, proteinas



Abstract

The genus Gracilaria Greville has wide geographical distribution and is considered one of the main
sources of agar. Gracilaria domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie is one of the few species of this
genus that occurs from northeastern to the southern region of Brazil, and its commercial importance is
associated in the use in the human diet (in natura food). Therefore, studies on its development are
necessary in order to implement a commercial cultivation for the sustainable production of biomass.
Factors such as temperature, light and salinity are important for the growth and productivity of benthic
marine algae. In the present study, the effects of temperatures (15, 20, 25, 30 and 35°C) and irradiance
levels (20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 and 250 umol of photons.m2.s) on growth, morphology, pigment
and protein concentrations were evaluated were evaluated in female gametophytes of G. domingensis
from Espirito Santo (ES) and Santa Catarina (SC). The effects of salinity variation (from 5 to 60 psu,
in interval of 5 psu) were also evaluated on growth, morphology, pigment concentrations, total proteins
and total carbohydrates in were also evaluated in female gametophytes from SC. To obtain different
salinities, the seawater freezing/ thawing procedure was adopted. All experiments were performed in
the laboratory in unialgaceous cultures with 50% von Stosch media, for 31 days. Treatments were
tested with 3 replicates (n=3) in temperature and irradiance experiments, with 6 replicates (n=6) in
salinity experiments, and each treatment had 6 apical segments of 1cm. Results were submitted to
analysis of variance of one or two factors, followed by the Student-Newman-Keuls comparison test.
G. domingensis from ES and SC tolerated the temperature variation from 15 to 30°C, but died at 35°C.
The ES strain presented the highest growth reates (GR, from 3.06 + 0.35 to 6.08 + 0.20% .d?) in
relation to the SC strain (from 1.28 + 0.48 to 4.13 + 0.31 % .d%), but the two strains had the highest
GR at 25°C. The ES strain had the highest concentration of total soluble proteins (1.90 + 0.04 mg.g-1
MF) at low temperature (15°C), while the SC strain presented higher protein concentrations (2.28 +
0.37 and 2.78 + 0.79 mg.g! FW) at temperatures of 25 and 30 °C, respectively). Phycobiliprotein
concentrations did not vary in different temperatures, but the chlorophyll a concentration of the ES
strain was higher at 20°C and lower at 30°C. The variation in irradiance influenced the GR of the two
strains (from 2.67 + 0.12 to 6.04 + 0.17%.d™}), and the lowest GR were observed at irradiance of 20
umol of photons.m.s and the highest GR were observed at irradiances higher than 40 to 60 umol of
photons.m™2.s* for the SC and ES strains, respectively. The G. domingensis strains showed higher
concentrations of total soluble proteins (1.43 + 0.36 to 14.53 + 0.79 mg.g™* FW) at low irradiances (20,
40 and 80 pmol of photons. m2.s™%). The highest concentrations of phycoerythrin (422.99 + 41.38 pg.g°
1 FW) and phycocyanin (215.31 + 26.20 ug.g FW) were observed in the ES strain grown at low

irradiance (40 pmol photons. m2.s%) and the lowest values were observed at high levels of irradiance,



indicating a photoacclimation. Female gametophytes of G. domingensis were tolerant to all tested
salinities and presented the highest GR in the salinities of 25 to 40 psu (5.6 £ 0.15t0 6.0 £ 0.13 %.d"
1.. The concentrations of phycobiliproteins (phycoerythrin, phycocyanin and allophycocyanin) did not
show significant differences with the salinity variation, however, in chlorophyll a at salinity 60 psu
(1.61 + 0.37 ng.g™ FW) was significantly lower than salinity 30 psu (10.08 + 6.61 pg.g™* FW). In the
analysis of total carbohydrates, only ethanolic fraction showed significant differences, where the algae
cultivated in salinities 55 and 60 psu showed the highest concentrations of lower molecular mass
carbohydrates (LMMC, 4178.60 + 511.51 and 4863.16 + 1186.98 ug.g™* FW). These results indicate
that female gametophytes of G. domingensis are eurihalin, and, in high salinity, they can accumulate
higher concentrations of LMMC, since these carbohydrates can act as organic osmolytes, which are
responsible for the maintenance of the turgor pressure, avoiding the cell plasmolysis. Our results
indicate that ES and SC strains of G. domingensis are eurythermic and tolerant to a wide variation of
irradiance, and the SC strain is eurihaline, physiological characteristics that can be explained by their
occurrence in intertidal regions of the rocky shores, and are exposed to wide variations in temperature,

irradiance and salinity.

Key words: Gracilaria domingensis, temperature, irradiance, salinity, growth, pigments, proteins
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Figura 5. Efeito das temperaturas nas concentracdes de pigmentos fotossintetizantes de gametdfitos
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Cada valor corresponde & média + desvio padrdo (n= 3). As letras indicam tratamentos
significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo mdltipla de Student-Newman-Keuls
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Figura 7. Aspecto geral dos segmentos apicais de gameto6fitos femininos de Gracilaria domingensis
do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) cultivados em diferentes temperaturas durante 28 dias.
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média = desvio padrdo (n= 3). * indica as diferencas significativas de cada tratamento entre 0s
individuos. As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparacéo
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Figura 9. Efeito das temperaturas nas concentracdes de proteinas sollveis totais de gametdfitos
femininos de Gracilaria domingensis do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) apds 28 dias.
Cada valor corresponde a média = desvio padrdo (n= 3). As letras indicam tratamentos
significativamente diferentes segundo o teste de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls
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Figura 10. Efeito das temperaturas nas concentracdes de pigmentos fotossintetizantes de gametéfitos
femininos de Gracilaria domingensis do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) ap6s 28 dias.
Cada valor corresponde a média = desvio padrdo (n= 3). As letras indicam tratamentos

significativamente diferentes segundo o teste de compara¢do mdaltipla de Student-Newman-Keuls

Capitulo 2 - Efeitos da salinidade no desenvolvimento e no contedo de metabolitos primarios

em Gracilaria domingensis (Gracilariales, Rhodophyta)

Figura 1. Efeito da salinidade na taxa de crescimento (%.d-1) de gametofitos femininos de Gracilaria

domingensis apds 28 dias. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n=6). As letras indicam
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Filo Rhodophyta

O Filo Rhodophyta, também conhecido como o grupo das algas vermelhas, possui
aproximadamente 6000 espécies, que apresentam uma ampla distribuicdo pelo mundo, sendo
abundantes em &guas tropicais e sdo predominantemente marinhas, com apenas 3% ocorrendo em

ambientes de agua doce (Graham et al. 2009).

Esse grupo apresenta algumas peculiaridades, como a presenca de granulos de amidos das
florideas em seu citoplasma (principal produto de reserva), a auséncia de centriolos, que sdo
substituidos por anéis polares (centro de organizacdo de microtubulos) e a auséncia de células
flageladas em seu histérico de vida, enquanto os outros filos possuem gametas flagelados, esse filo
ndo apresenta essa caracteristica, precisando exclusivamente do hidrodindmismo da &gua para sua
produtividade. Essa caracteristica pode ter sido responsavel pelo aparecimento de um histérico de vida
mais complexo, apresentando alternancia de geragdes e mais uma fase diploide (o carposporofito), que
auxilia a produzir uma maior quantidade de esporos, ampliando a sua disperséo e suprindo assim a
falta de estruturas com flagelos (Cole & Sheath, 1990; Raven et al. 2007; Graham et al. 2009).

Outras caracteristicas deste filo sdo os cloroplastos que possuem a 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, sendo que cada um absorve um comprimento de onda
especifico (Gvindjee & Shevala, 2011). Por essa razdo, a coloracdo verde da clorofila muitas vezes é
ocultada, dando a cor vermelha caracteristica deste filo. Esses pigmentos também atuam como reserva

de nitrogénio (N), uma vez que na falta de N, a ficoeritrina tende a ser degradada (Bird et al. 1982).

Outra caracteristica marcante desse filo € a presenca de polissacarideos sulfadados nas paredes
celulares, onde possuem uma funcéo estrutural, denominados ficocoldides. Estes carboidratos sdo de
grande importancia, pois proporcionam protecao contra a acdo das ondas, herbivoria e dessecacéo em
periodos de mare baixa (Usov, 2011). Além disso, os ficocoloides possuem uma grande importancia
econbmica, sendo aplicados na industria alimenticia, farmacéutica e biotecnolégica devido a suas
propriedades gelificante, estabilizante e emulsificante (Critchley 1993; Renn 1997; Oliveira et al.
2000; McHugh 2003).

As algas vermelhas também séo utilizadas como fonte de alimento, fornecendo sais minerais

essenciais, inUmeras vitaminas e fibras. Algumas espécies de Pyropia (citadas como Porphyra spp.
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chamadas popularmente de Nori) sdo as mais consumidas no sudeste asiatico, e estdo muito presentes
na culinaria japonesa na confeccdo do sushi e onigiri, gerando um rendimento anual de US $ 1 500
milhdes no mercado japonés. Outras duas roddfitas que se destacam como alimento sdo Palmaria
palmata (Linnaeus) F.Weber & D.Mohr e Gracilaria spp. (Ogonori), sendo consumidas como

temperos e em saladas (McHugh 2003; Raven et al. 2007).

1.2. Género Gracilaria Greville

O género Gracilaria Greville apresenta uma ampla distribuicdo geogréafica e possui mais de
110 espécies descritas (Gurgel & Fredericq 2004). Este género esta entre os mais cultivados e é
considerado uma das principais fontes de agar (Oliveira & Aveal 1990; Oliveira & Plastino 1994;
Critchley 1993; Oliveira et al. 2000). Outras sdo fontes de alimentos ou podem ser utilizadas como
matéria-prima na producao de metabolitos secundarios para producdo de medicamentos e cosméticos
(Zemke-White & Ohno 1999; Smit 2004).

O éagar € um polissacarideo sulfatado presente na parede celular das rodofitas e sua quantidade
e qualidade variam com a espécie (Oliveira et al. 2000). Algumas espécies do género Gracilaria sdo
responsaveis por cerca de 50% da producdo mundial desse polissacarideo sulfatado, sendo utilizado
como meio de cultura em microbiologia, alimentacdo, medicina, cosmética, quimica, biotecnologia,

farmécia, téxtil, dentre outras (McHugh 2003).

Diversas espécies de Gracilaria vém sendo cultivadas em diferentes paises (Critchley 1993).
Em 2000 a América Latina totalizou 33.642 toneladas de producédo de Gracilaria a partir do cultivo,
sendo o Chile o maior produtor (McHugh 2003). O Brasil é um pais com uma extensa costa, banhada
por aguas tropicais e subtropicais, local supostamente propicio para o crescimento de algas e com
grande riqueza de espécies, principalmente espécies com alto valor econémico (Oliveira & Miranda
1998). Porém, a falta de tradi¢do dessa atividade traz uma escassez nas tentativas de cultivos, além
disso, a falta do consumo de algas na alimentagdo humana e a caréncia de informagbes sobre a
fisiologia das espécies a serem selecionadas potencializam a falta de cultivo e 0 aumento no
extrativismo de espécies de Gracilaria para consumo (Camara-Neto 1987; Oliveira 1998; Hayashi et
al. 2014).
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1.3 Gracilaria domingensis (Ktzing) Sonder ex Dickie e seus estudos

A distribuicdo de Gracilaria domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie esta localizada na regido
tropical, caracterizando-a como uma alga de aguas tropicais. H& registros de sua ocorréncia nas llhas
Caribenhas, na Regido Central (Cuba e Panama), na América do Sul (Brasil, Coldmbia e Venezuela)
e no Sudeste Asiatico (Indonésia) (Guiry & Guiry, 2017). No Brasil, G. domingensis apresenta uma
ampla distribuicdo e é encontrada no Maranhao, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S8o Paulo, Parand e Santa Catarina, sendo uma das
poucas espécies do género com ocorréncia na regido sul do pais (Oliveira, 1997; Nunes, 2005; Costa,
2013).

Gracilaria domingensis apresenta grande importancia comercial, sendo utilizada na dieta
humana (alimento in natura) e ha registros de exportacdo esporadica do Brasil para 0 mercado
alimenticio japonés (Guimardes & Plastino 1999; Plastino et al. 1999). Apresenta um talo achatado
com ramificacdes curtas saindo paralelamente ao longo do talo e porgdes cilindricas, com apices
dicotémicos, chegando a medir 26 cm de altura e largura variando de 2-8 mm, de cor enegrecida a

amarelada. Plantas femininas apresentam cistocarpos bastante proeminentes (Costa, 2013).

O histdrico de vida de G. domingensis ¢ do tipo “Polysiphonia” (Figura 1), com alternancia de
geracdes isomorficase e com trés fases, sendo uma fase haploide (gametd6fito) e duas fases dipl6ides
(tetrasporofito e carposporofico) (Guimardes et al. 1999; Plastino et al. 1999). Enquanto o gametofito
e o tetraspordfito sdo estdgios independentes, o carposporofito se desenvolve sobre o gametofito

feminino (Plastino et al. 1999).
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Figura 1. Histérico de vida de Gracilaria domingensis (adaptado de Oliveira e Plastino, 1994).

No litoral brasileiro, Gracilaria domingensis pode apresentar morfos de cor vermelha
(selvagem), verde e marrom. As colora¢des vermelha, verde e marrom sdo determinadas por um par
de alelos com heranga mendeliana de origem nuclear codominantes. Morfos de coloracéo vermelha e
verde sdo homozigotos e o0s heterozigotos expressam a coloragdo marrom apenas na fase

tetrasporofitica. (Plastino et al. 1999).

Os morfos verdes e vermelhos ndo apresentam diferengas na morfologia interna, porém
morfos verdes possuem menores concentracBes de ficoeritina e em populagbes naturais séo
encontrados em menor frequéncia (Guimaraes & Plastino 1999; Guimardes et al. 2002). Morfos verdes
apresentam maiores taxas de fotossintese, maior sintese de “amonoacidos tipo micosporinas” quando
expostas a radiacdo UV-B em relacdo a morfos vermelhos (Ferreira 2008). As composi¢fes de
polissacarideos sdo semelhantes em morfos homozigotos, entretanto, morfos vermelhos podem

apresentar melhores desempenhos na formacéo de regeneracdo comparada com os morfos verdes
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quando estimulados por fitorreguladores sob altos niveis de irradiancia (Guimardes et al. 2007;
Ramlov, 2007).

O polissacarideo sulfatado derivado de G. domingensis apresenta atividades bioldgicas
importantes como atividade antitumural, e pode ser utilizado em cosméticos. Extrato desta espécie
pode ser utilizado como matéria prima para producdo de biodisel e biofertilizantes, e a espécie pode
ser bioindicadora da degradacéo dos ecossistemas marinhos por metais pesados (Fernandéz et al. 1989;
Cardozo, 2007; Rebougcas, 2013; Mendes et al. 2013).

O cultivo de Gracilaria domingensis no Brasil foi realizado nos litorais dos estados da Bahia
(Accioly 2004) e de Santa Catarina (Yoshimura 2006, Salles et al. 2010), apresentando boas
perspectivas econémicas. Salles et al. (2010) destacaram a susceptibilidade da espécie a herbivoria,
sendo este um dos principais entraves para uma producédo estavel. O crescimento de G. domingensis
também foi avaliado em viveiros de camardo, onde a espécie apresentou baixas taxas de crescimento
nas estagbes chuvosa e seca, apresentando correlacdo negativa com a quantidade de amdnio,

ortofasfato e transparéncia da dgua nos locais de cultivo (Pereira et al. 2007).

Apesar dos varios estudos realizados com G. domingensis, pouco se conhece sobre os limites
de tolerancia a variacfes de fatores ambientais e 0s seus efeitos sobre o crescimento, metabdlitos
primarios e morfologia da espécie, além de comparacGes das respostas fisioldgicas de individuos

provenientes de diferentes regides do Brasil.

2. OBJETIVOS GERAL E ESPESIFICO

O objetivo geral do presente trabalho foi determinar os limites de tolerancia e avaliar 0s
efeitos de fatores ambientais no crescimento, nas respostas bioquimicas e morfoldgicas de Gracilaria

domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie em laboratério.

2.1. Objetivos especificos

a) Comparar os efeitos da variacdo de temperatura e irradiancia no crescimento, na morfologia, e no
conteudo de pigmentos fotossintetizantes e de proteinas sollveis totais em gametéfitos femininos

coletados em duas regides do litoral brasileiro (Capitulo 1);
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b) Avaliar os efeitos da variacdo da salinidade no crescimento, na morfologia, e no conteudo de
pigmentos fotossintetizantes, de proteinas soluveis totais e de carboidratos totais em gametofitos

femininos adultos cultivados em laboratério (Capitulo 2).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Material estudado

Foram utilizados gametofitos femininos de Gracilaria domingensis coletados na Praia de
Parati, Anchieta, ES (20°48°52” S e 40°38°18” W) no dia 09/09/2014, pela Dra. Mutue Toyota Fujii
(Instituto de Botanica, SP), ¢ na Praia de Lagoinha, Florianépolis, SC (27°23°20” S e 48°25°20” W)
no dia 14/10/2008 pela Dra. Fernanda Ramlov (Universidade Federal de Santa Catarina). Alguns
exemplares de cada populacdo foram depositados no Herbario SP, Instituto de Botanica, S&o Paulo,
com os numeros SP 428.787 (Espirito Santo) e SP 400.837 (Santa Catarina).

Os taxons estudados receberam confirmacdo taxonémica com base em analises moleculares.

A

Figura 2. Aspecto geral do talo de Gracilaria domingensis (gameto6fitos femininos). A: Espirito Santo e B: Santa
Catarina. Escala: 1 cm.

3.1.1 Coleta e transporte

As algas foram coletadas em periodo de maré baixa, com auxilio de espatulas,
acondicionadas em frascos de plasticos contendo dgua do mar e mantidas em caixa térmica com gelo
durante o transporte até o Laboratério de Cultura de Algas e Cianobactérias “Marilza Cordeiro

Marino” do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica de Sao Paulo.
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3.1.2 Cultivo unialgaceo e propagacéo

As culturas unialgaceas de G. domingensis foram estabelecidas a partir da propagacéo de
segmentos apicais de gametdfitos femininos coletados em SC e no ES, formando clones que serdo
designados de linhagem SC e linhagem ES, respectivamente. Semanalmente, 0s segmentos apicais
foram limpos com papel absorvente e lavados com agua do mar esterilizada, cultivados em meio de
cultura composto por agua do mar esterilizada enriquecida com solugdo de von Stosch (VSES/2),
preparado segundo Oliveira et al. (1995) e modificado por Yokoya (2000), e adi¢do de 1 ml.L? de
dioxido de germénio (GeO»). Durante esse periodo de isolamento, foram usados frascos de vidros com
aproximadamente 50 ml de meio de cultura. Apos a obtengdo de uma cultura unialgacea, foi realizada
a propagacdo dos espécimes para a producdo de biomassa necessdria para 0s experimentos de
temperatura, irrddiancia e salinidade. O talo foi seccionado em duas regifes (segmento apical e
segmento intercalar) para a regeneracao de novos apices. Em todos os experimentos, foram utilizados
segmentos apicais que foram submetidos a um pré-tratamento com frascos de vidros contendo 90 ml
de meio VSES/2.

3.2 Procedimentos gerais de cultivos laboratoriais
3.2.1 Esterilizacdo de agua do mar

A agua do mar utilizada no presente estudo foi coletada na Base Norte do Instituto
Oceanografico da Universidade de S&o Paulo, na Praia do Lamberto, Ubatuba (SP). A dgua do mar foi
filtrada em pre-filtro AP 20 (Millipore) e aquecida em banho-maria durante 1 hora ap6s o inicio da
fervura, e este processo foi realizado duas vezes. Para a realizacdo de cada experimento, um Unico lote

de 4gua do mar foi utilizado para a padronizacdo da composicdo quimica da agua.

3.2.2 Condicdes laboratoriais

Toda a vidraria utilizada para a obtencdo de culturas unialgaceas, propagacéo, aclimatacao e
experimentos foi esterilizada a 121°C por meia hora e os demais instrumentos foram esterilizados em
alcool 70% e flambados. As culturas foram mantidas em temperatura média de 23 £ 3 °C, fotoperiodo
de 14 h, salinidade 34 ups, pH 8,0, densidade de fluxo fotonico de 75 a 90 pmol de fotons m? s?,
provenientes de duas lampadas fluorescentes de 40 W do tipo “luz do dia” dispostas horizontalmente
acima dos frascos de cultura. As trocas do meio de cultura VSES/2 foram realizadas semanalmente,

juntamente com os frascos.
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CAPITULO 1

Efeitos da temperatura e irradiancia no crescimento, na morfologia e no
conteudo de proteinas e de pigmentos de gametoéfitos femininos de Gracilaria
domingensis (Gracilariales, Rhodophyta) provenientes de Espirito Santo e Santa

Catarina

Resumo

O género Gracilaria Greville apressenta ampla distribuicdo geografica e é considerado uma das
principais fontes de &gar. Gracilaria domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie pode ser utilizada na
alimentacdo humana (alimento in natura) e ha registros de sua exportacdo para 0 mercado japonés.
Fatores como a temperatura e a luz sdo fundamentais para o crescimento, reproducao e distribuicdo
das algas marinhas bentonicas. Os objetivos do presente trabalho foram determinar os limites de
tolerancia a variacOes de temperatura e irradidncia e avaliar comparativamente os seus efeitos no
crescimento, na morfologia e nos contetdos de proteinas solUveis totais e de pigmentos em duas
linhagens de G. domingensis provenientes das regides sudeste e sul do Brasil (Espirito Santo (linhagem
ES) e de Santa Catarina (linhagem SC)). Foram testadas variacdes de temperaturas (de 15 a 35°C) e
de irradiancia (20 a 250 umol de fotons.m™.st) em gametofitos femininos das linhagens ES e SC. As
duas linhagens toleraram a variacéo de temperatura de 15 a 30°C, mas morreram quando cultivadas a
35°C. A linhagem ES apresentou as maiores TC (de 3,06 + 0,35 a 6,08 + 0,20 %.d) em relacdo a
linhagem SC (de 1,28 + 0,48 a 4,13 + 0,31 %.d), mas as duas linhagens apresentaram as maiores TC
na temperatura de 25°C. A formacdo de ramos de 12 ordem e de 22 ordem foi maior e menor nas
temperaturas de 25°C e 30°C, respectivamente, nas duas linhagens, sendo que linhagem ES se destacou
na quantidade de ramos de 1% ordem, enquanto a de SC destacou-se na guantidade de ramos de 2°
ordem. A linhagem ES apresentou maior concentracdo de proteinas sollveis totais (1907,41 + 48,88
ug/g MF) em baixa temperatura (15°C) enquanto a linhagem SC apresentou maiores concentragdes de
proteinas (2284,39 * 376,07 e 2785,04 + 796,23 pg/g MF) em temperaturas altas (25 e 30°C). Além
disso, a concentracdo de clorofila a da linhagem ES foi maior na temperatura de 20°C e menor na
temperatura de 30°C. A varia¢do na irradiancia influenciou a taxa de crescimento das duas linhagens
(de 2,67 £0,12 a 6,04 + 0,17 %.d™}), sendo que as menores taxas de crescimento foram observadas na

irradiancia de 20 pmol de fotons.m2.s? e as maiores taxas de crescimento foram observadas em
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irradiancias maiores do que 40 a 60 umol de fotons.m.s para as linhagens SC e ES, respectivamente.
As linhagens de G. domingensis estudadas apresentaram maiores concentracdes de proteinas soluveis
totais (1431,00 + 361,18 a 14533,18 + 791,60 pg/g MF) em baixas irradiancias (20, 40 ¢ 80 pmol de
fotons.m2.st) do que em altas irradiancias. As maiores concentragdes de ficoeritrina (422,99 + 41,38
ug/g MF) e de ficocianina (215,31 £ 26,20 pug/g MF) foram observadas na linhagem ES cultivada em
baixa irradidncia (40 pmol de fotons.m™.s™) e os menores valores foram observados em altos niveis
de irradiancia. A concentracdo de clorofila a das duas linhagens diminuiu com o0 aumento da
irradiancia, indicando uma fotoaclimatagdo. Os resultados obtidos indicam que as linhagens ES e SC
de G. domingensis sdo euritérmicas e tolerantes a ampla variacdo de irradiancia, o que pode ser
explicado pela sua ocorréncia em regides entre-marés dos costdes rochosos, ficando exposta a altos
niveis de irradidncia e de temperatura. Entretanto, as baixas irradiancias de saturacdo para o
crescimento destas linhagens indicam que G. domingensis é uma espécie adaptada a ambientes com

baixos niveis de irradiancia.

Palavras-chaves: Gracilaria domingensis, temperatura, irradiancia, crescimento, pigmentos,

proteinas
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Abstract

The genus Gracilaria Greville shows a wide geographical distribution and is considered one of the
main sources of agar. Gracilaria domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie can be used in human food
(in natura food) and there are records of its export to the Japanese market. Factors such as temperature
and light are fundamental for the growth, reproduction, and distribution of benthic seaweed. The
objectives of the present work were to determine the limits of tolerance to variations in temperature
and irradiance and to evaluate comparatively their effects on the growth, morphology and content of
total soluble proteins and pigments in two strains of G. domingensis from the southeast and Southern
Brazil (Espirito Santo (line ES) and Santa Catarina (line SC)). Variations in temperature (from 15 to
35°C) and irradiance (20 to 250 pmol of photons.m™.s) were tested in female gametophytes of the
ES and SC strains. Both strains tolerated the temperature variation from 15 to 30°C, but died when
grown at 35°C. The ES line presented the highest TC (from 3.06 + 0.35t0 6.08 + 0.20% .d-1) in relation
to the SC lineage (from 1.28 £ 0.48 t0 4.13 + 0, 31% .d-1), but the two strains had the highest TC at
25°C. The first and second order branches were higher and lower in the temperatures of 25 and 30°C,
respectively, in the two strains, and ES lineage was highlighted in the number of 1st order branches,
while SC was highlighted in Quantity of 2nd order branches. The ES lineage had the highest
concentration of total soluble proteins (1907,41 + 48,88 pug / g FW) at low temperature (15°C) while
the SC line presented higher protein concentrations (2284,39 + 376,07 and 2785,04 + 796.23 ng/ g
FW) at high temperatures (25 and 30°C). In addition, the chlorophyll a concentration of the ES lineage
was higher at the temperature of 20°C and lower at the temperature of 30°C. The variation in irradiance
influenced the growth rate of the two strains (from 2.67 £ 0.12 to 6.04 + 0.17% .d-1), and the lowest
growth rates were observed at irradiance of 20 pmol of photons.m2.s? and the highest growth rates
were observed at irradiances greater than 40 to 60 umol of photons.m2.s? for the lines SC and ES,
respectively. The studied strains of G. domingensis showed higher concentrations of total soluble
proteins (1431,00 + 361,18 to 14533,18 + 791,60 ug/g FW) at low irradiances (20, 40 and 80 umol of
photons.m2.s%) than at high irradiances. The highest concentrations of phycoerythrin (422.99 + 41.38
ug/g FW) and phycocyanin (215.31 +26.20 png/g FW) were observed in the ES lineage grown at low
irradiance (40 pumol of photons.m?.s™) and the lowest values were observed at high levels of
irradiance. The chlorophyll a concentration of the two strains decreased with increasing irradiance,
indicating a photoaclimation. The results obtained indicate that ES and SC strains of G. domingensis
are eurythermic and tolerant to a wide range of irradiance, which can be explained by their occurrence

in inter-tidal regions of the rocky shores, being exposed to high levels of irradiance and temperature.

28



However, the low saturation irradiance for the growth of these strains indicates that G. domingensis is

a species adapted to environments with low levels of irradiance.

Key words: Gracilaria domingensis, temperature, irradiance, growth, pigments, proteins
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INTRODUCAO

O género Gracilaria Greville é conhecido pela sua ampla distribuicdo geogréafica e esta entre
os mais cultivados do mundo (Oliveira e Plastino, 1994). E considerado uma das principais fontes de
agar, sendo o Chile e a Indonésia os principais paises produtores (Oliveira & Plastino 1994; Bixler e
Porse 2011; Hayashi et al. 2014). Algumas espécies do género sao fontes de alimentos ou podem ser
utilizadas como matéria-prima na producdo de metabolitos secundarios para producdo de
medicamentos e cosméticos (Zemke-White & Ohno 1999; Smit 2004).

A espécie Gracilaria domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie é encontrada principalmente nas
regides tropical e subtropical e apresenta uma ampla distribui¢éo no litoral brasileiro, sendo uma das
poucas espécies do género com ocorréncia na regido sul do pais (Oliveira, 1997; Nunes, 2005; Costa,
2013; Guiry & Guiry, 2017). Sua importancia comercial se da na utilizacao na dieta humana (alimento
in natura) e existem registros de sua exportacao esporadica do Brasil para o0 mercado Japdo (Guimaraes
& Plastino 1999; Plastino et al., 1999).

A temperatura e a luz sdo fatores fundamentais para o crescimento e produtividade das algas
marinhas bent6nicas (Oliveira 1997). A temperatura é um fator limitante para o crescimento e
distribuicdo geografica das espécies de macroalgas (Lobban & Harrison 1994). A temperatura do mar
varia de -1,9°C a um maximo de 42°C em regiBes semi-isoladas como Mar Vermelho e o Golfo Pérsico.
Em pocas-de-marés e em algumas regides vulcéanicas, a temperatura pode chegar a extremos 50°C
(Crespo Pereira & Soares-Gomes, 2002). Yokoya & Oliveira (1992) observaram que G. cornea J.
Agardh e G. caudata J. Agardh coletadas no Brasil apresentaram Gtimos de crescimento nas
temperaturas de 26 e 30°C, diferentemente de G. chilensis C.J.Bird, McLachlan & E.C.Oliveira e G.
verrucosa (Hudson) Papenfuss provenientes do Chile e Argentina, respectivamente, que tiveram seus
crescimentos 6timos a 22°C. Para variantes de coloracdo vermelha de G. birdiae E.M.Plastino &
E.C.Oliveira coletados nos estados do Ceara e do Espirito Santo, o morfo proveniente do Ceara
apresentou maior crescimento em 32,7°C quando comparada a coletada no Espirito Santo. No entanto,
em baixa temperatura, a situagdo foi inversa, sugerindo uma possivel diferenciacdo ecotipica (Ursi,
2005).

A luz afeta a fotossintese e, por consequéncia, o crescimento e o conteddo pigmentar das algas
marinhas bentdnicas (Lobban & Harrison 1994). As algas se distinguem pelos seus pigmentos
acessorios, sendo esses, importantes para captacao de luz em diferentes comprimentos de onda, como
em algas vermelhas, que apresentam clorofila a, carotendides e ficobiliproteinas (Gantt 1990; Lining

1990; Lobban e Harrison 1994). As espécies de Gracilaria estdo distribuidas em uma ampla variedade
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de habitats, ocorrendo desde aguas oceanicas até estuarios (Ursi, 2005; Nunes 2005). As taxas de
crescimento dos morfos de cor de G. birdiae provenientes de populac6es do Ceara e do Espirito Santo
foram diferenciadas quando cultivados em irradiancias de 100 e 200 pmol de fétons.m2.st (Ursi,
2005). Plantulas originadas da germinacédo de carposporos e tetrasporofitos adultos de G. domingensis
tiverem taxas de crescimento superiores quando submetidas a irradiancia de 100 pmol de fotons.m™.s"
1 além disso, os tetraspordfitos adultos submetidos a irradiancias altas acumularam de carotendides,
enguanto na irradiancia de 50 pmol de fotons.m.s* apresentaram maior contetido de ficobiliproteinas
(Ramlov et al. 2012).

Fatores como temperatura e luz sdo primordiais para o desenvolvimento das algas marinhas
bentdnicas, porém uma espécie que ocorre por quase toda costa brasileira pode apresentar populactes
com respostas fisioldgicas distintas. Os objetivos do presente trabalho foram determinar os limites de
tolerancia a variacOes de temperatura e irradiancia, e avaliar comparativamente os seus efeitos na taxa
de crescimento (TC), na morfologia e nos contetdos de proteinas solUveis totais e de pigmentos em
gametofitos femininos de Gracilaria domingensis provenientes de duas regifes distintas do litoral
brasileiro (Espirito Santo e Santa Catarina).

MATERIAIS E METODOS
Material biol6gico

Gametofitos femininos de Gracilaria domingensis foram coletados na Praia de Parati,
Anchieta, Espirito Santo, Brasil (20°48°31” S e 40°36’39” W) no dia 09/09/2014 e na Praia da
Lagoinha, Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil (27°23°21” S e 48°25°29” W) no dia 14/10/2008.
Espécimes coletados nas duas regides foram depositados no Herbario SP, Instituto de Boténica, S&o
Paulo, recebendo os nimeros SP 428.787 (Espirito Santo) e SP 400.837 (Santa Catarina).

Isolamento e manutencao das culturas unialgaceas

As culturas unialgaceas de G. domingensis foram estabelecidas a partir da propagacao de
segmentos apicais de gametdfitos femininos coletados em SC e no ES, formando clones que serdo

designados de linhagem SC e linhagem ES, respectivamente.

As algas foram cultivadas em meio de cultura composto por agua do mar esterilizada

enriquecida com 50% da solucdo de nutrientes de von Stosch preparada segundo Oliveira et al. (1995)

31



e modificada segundo Yokoya (2000). As culturas foram mantidas na sala de cultivo do Laboratorio
“Marilza Cordeiro-Marino” do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Boténica, nas
seguintes condi¢des: temperatura de 23 + 3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade 34 ups, pH 8,0,
densidade de fluxo fotdnico de 75 a 90 umol de fotons m?2 s?, provenientes de duas lampadas

fluorescentes de 40 W do tipo “luz do dia” dispostas horizontalmente acima dos frascos de cultura.

Desenho experimental
Temperatura

O experimento com diferentes temperaturas foi realizado em estufas incubadoras (Eletrolab
e Fanem). Foram testadas cinco temperaturas (15, 20, 25, 30 e 35°C) e cada tratamento foi testado com
trés repeticOes simulténeas para as linhagens de Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC). Cada
repeticdo constou de seis segmentos apicais (1cm de comprimento). Esses segmentos apicais foram

cultivados em frascos de vidros contendo 90 ml de meio von Stosch 50%.

Foi realizado um pré-tratamento onde as algas foram cultivadas nas mesmas condicdes
experimentais em uma temperatura de 23 = 3°C por uma semana antes de serem submetidas a
diferentes temperaturas. As demais condi¢cdes experimentais foram as mesmas descritas para a
manutencdo das culturas unialgaceas e foi utilizado o mesmo lote de 4gua do mar durante todo o
periodo experimental (28 dias). Ao final do experimento, foi realizada a troca de meio de cultura e,
apos 3 dias, as algas foram pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20°C até a

realizacdo das andlises bioquimicas.

Irradiancia

O experimento de irradiancia foi realizado na sala de cultivo e foram testados 8 niveis de
irradiancia (20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 e 250 pmol de fotons.m™2.s™) que foram mensuradas com um
sensor subaquatico esférico submerso na agua (modelo L1 193SA, marca LI-COR), conectado a um
medidor de quanta (modelo LI-250, marca LI-COR). Cada tratamento foi testado com trés repetices
simultaneas para as linhagens de Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC). Cada repeti¢do constou
de seis segmentos apicais (1cm de comprimento). Esses segmentos apicais foram cultivados em frascos

de vidros contendo 90 ml de meio von Stosch 50%.
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Foi realizado um pré-tratamento onde as algas foram cultivadas nas mesmas condi¢6es
experimentais em uma irradiancia de de 75 a 90 umol de fotons m™ s por uma semana antes de serem
submetidas aos diferentes niveis de irradiancia. As demais condigdes experimentais foram as mesmas
descritas para a manutencdo das culturas unialgaceas e foi utilizado o mesmo lote de agua do mar
durante todo o periodo experimental (28 dias). Ao final do experimento, foi realizada a troca de meio
de cultura e, apés 3 dias, as algas foram pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -

200C até a realizag8o das analises bioquimicas.

Variaveis analisadas
Taxa de crescimento e morfologia

O crescimento foi avaliado por medidas semanais de massa fresca, mensuradas com o auxilio
de uma balanca analitica. Os dados de massa fresca foram utilizados para calculo das taxas de

crescimento segundo a formula de Young (2013):

TC= [(MYMi)t — 1]x100%
(TC = taxa de crescimento, Mt= massa final, Mi= massa inicial e t= periodo experimental).

No fim do experimento, os segmentos apicais de cada tratamento foram fotografados com o
auxilio de uma camera fotografica digital e foram analisados o comprimento do eixo principal, o
numero de ramos laterais (12 e 22 ordem) e o comprimento de ramos laterais de 1# ordem com o auxilio

do software Axiovision v. 3.1 (Carl Zeiss).

Extracdo e quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes e proteinas sollveis totais

A extragdo dos pigmentos e de proteinas sollveis totais foram realizadas com a biomassa de
80 mg (massa fresca) de cada amostra. O material foi triturado em nitrogénio liquido em Eppendorfs

com o auxilio do pistilo e suspenso em 1mL de tampédo fosfato 50 mM, pH 5,5 e temperatura de 4°C.

A solugdo foi centrifugada por 20 minutos (14.000 rpm a 4°C) e apo0s a centrifugacao foi
coletado 200pL do sobrenadante e reservado para a determinacdo de proteinas soltveis totais. O
restante do sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas, foi retirado e mantido no escuro até a leitura
em espectrofotdbmetro (Shimadzu — UV 1800; A=498,5, 615 ¢ 651 nm). O sedimento foi ressuspendido

em 1mL de acetona 90%, até a obtencdo de um homogeneizado. A solucdo foi centrifugada (10.000
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rpm a 4°C) durante 15 minutos, e o sobrenadante, contendo a clorofila a, foi retirado e mantido no
escuro até a leitura em espectrofotdometro (A = 630, 647 ¢ 664 nm). A determinagdo da concentracao
das ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) foi baseada em Kursar et al. (1983) e a

concentragéo de clorofila a, em Jeffrey e Humphey (1975).

A concentracdo das proteinas sollveis totais foi determinada por espectrofotometria UV-vis
(Shimadzu — UV 1800; A= 595 nm), apés a adigdo de solugdo de Coomassie Blue (Bio-Rad), segundo
0 método de Bradford (1976). A concentracdo proteica foi determinada com a utilizagdo de curva-
padréo externa, utilizando-se soro albumina bovina (BSA, Bio-Rad) como padrdo e os resultados

foram expressos em mg de proteina por g de massa fresca (mg.g™* MF).

Andlises estatisticas

Os valores de taxas de crescimento, morfologia, conteddo de pigmentos e de proteinas
soluveis totais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de dois fatores seguido do teste de
comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls. Nos graficos, as diferencas significativas foram
representadas por letras maidsculas em cima das barras (p<0,05). Os testes estatisticos foram

realizados utilizando o programa Statistica (versdo 8.0).

RESULTADOS
Efeitos da temperatura
Taxa de Crescimento

Os gametofitos femininos adultos de Gracilaria domingensis provenientes do Espirito Santo
(linhagem ES) e de Santa Catarina (linhagem SC) foram tolerantes a variaces de temperaturas de 15
a 30°C (Fig. 1). Ambas ndo toleraram a temperatura de 35°C, e a linhagem ES sobreviveu até o 3° dia

e a linhagem SC sobreviveu até o 5° dia apds o inicio do experimento.

As duas linhagens apresentaram diferengas significativas (F = 9,83 p = 0,0006) na taxa de
crescimento (TC) nas temperaturas testadas (15 a 30°C). A linhagem ES apresentou as maiores TC (de
3,06 + 0,35 a 6,08 + 0,20 %.d™?) em relacdo a linhagem SC (de 1,28 + 0,48 a 4,13 + 0,31 %.d}), mas

as duas linhagens apresentaram as maiores TC na temperatura de 25°C (Fig. 1).
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Figura 1. Efeito das temperaturas na taxa de crescimento (%. d?') de gamet6fitos femininos de Gracilaria
domingensis do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) apds 28 dias. Cada valor corresponde a média + desvio

padrdio (n= 3). * indica as diferencas significativas entre as linhagens. As letras indicam tratamentos

significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo maltipla de Student-Newman-Keuls (p<0,05). T algas
morreram.

Analises Morfoldgicas

As linhagens ES e SC ndo apresentaram diferencas em suas colora¢@es ao longo do periodo
experimental (Fig. 2).

O comprimento do eixo principal variou de 1,68 = 0,15 a 4,29 £ 0,13 cm nas linhagens
estudadas (Fig. 2). A linhagem ES apresentou maiores comprimentos do eixo (F = 0,17 p = 0,9117)
principal do que a linhagem SC, mas ambas apresentaram respostas similares com o maior e menor
valores na temperatura de 25°C e 30°C, respectivamente (Fig. 3). O mesmo padrao foi observado com
os dados de comprimento dos ramos de 12 ordem (F = 0,03 p = 0,9900), que variaram de 0,13 + 0,07
a 1,57 + 0,75 cm, entretanto esses resultados ndo evidenciaram diferencas entre as linhagens. Os
nimeros de ramos de 12 ordem (2 + 0,57 a 15 + 2,51 ramos) (F = 0,61 p = 0,6195) e 22 ordem (0 a 13
+ 1 ramos) (F= 0,95 p = 0,4378) foram maiores e menores nas temperaturas de 25°C e 30°C,
respectivamente, nas duas linhagens. A linhagem ES apresentou maior formacéo de ramos de 12 ordem

e a linhagem SC apresentou maior formagédo de ramos de 22 ordem (Fig. 3).
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Figura 2. Aspecto geral dos segmentos apicais de gametofitos femininos de Gracilaria domingensis do Espirito Santo
(ES) e de Santa Catarina (SC) cultivados em diferentes temperaturas durante 28 dias. Escala= 1cm.
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Figura 3. Efeito das temperaturas na morfologia de gameto6fitos femininos de Gracilaria domingensis do Espirito

Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) apés 28 dias. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n= 3).

* indica

as diferencas significativas entre as linhagens. As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o
teste de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Proteinas Soluveis Totais

A concentracao de proteinas soluveis (F= 43,51 p= 0,0000) totais variou significativamente
entre as linhagens ES e SC cultivadas nas temperaturas de 15, 25 e 30°C (0,87 = 0,12 a 2,78 + 0,79
mg.g™ MF). Na temperatura de 15°C a linhagem ES apresentou maior concentragio comparada com
a linhagem SC e nas temperaturas de 25 e 30°C a linhagem SC apresentou maiores concentracdes de

proteinas em relacdo a de ES (Fig. 4).
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Figura 4. Efeito das temperaturas na concentragdo de proteinas sollveis totais de gameto6fitos femininos de Gracilaria
domingensis do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) ap6s 31 dias. Cada valor corresponde a média * desvio

padréo (n= 3). * indica diferencas significativas entre as linhagens. As letras indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Pigmentos Fotossintetizantes

As concentragdes de ficobiliproteinas das linhagens ES e SC ndo variaram significativamente
nas diferentes temperaturas testadas (Fig. 5). As concentracdes de ficoeritrina (F = 1,11 p = 0,3713),
ficocianina (F = 0,62 p = 0,6089) e aloficocianina (F = 0,10 p = 0,9541) variaram, respectivamente, de
97,14 + 35,12 a 224,41 + 11,71, de 77,04 + 26,33 a 131,34 + 11,85 e de 20,85 *+ 24,47 a 110,37 %
36,31. Por outro lado, a concentracdo de clorofila a (F = 3,43 p = 0,0423) da linhagem ES foi maior
na temperatura de 20°C e menor na temperatura de 30°C (Fig. 5). As concentracdes de ficobiliproteinas
das linhagens ES e SC ndo variaram significativamente nas diferentes temperaturas testadas (Fig. 5).
As concentracdes de ficoeritrina variaram de 97,14 + 35,12 a 224,41 + 11,71 ug.g* MF (F=1,11p =
0,3713), de ficocianina variaram de 77,04 + 26,33 a 131,34 + 11,85 ug.g™* MF (F = 0,62 p = 0,6089)
e de aloficocianina variaram de 20,85 + 24,47 a 110,37 + 36,31 pg.g™* MF (F = 0,10 p = 0,9541) e por
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outro lado, a concentracdo de clorofila a da linhagem ES foi maior na temperatura de 20°C e menor na
temperatura de 30°C (F = 3,43 p = 0,0423) (Fig. 5).
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Figura 5. Efeito das temperaturas nas concentracdes de pigmentos fotossintetizantes de gametdfitos femininos de
Gracilaria domingensis do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) ap6s 31 dias. Cada valor corresponde a

média + desvio padrdo (n= 3). As letras indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de
comparacgao multipla de Student-Newman-Keuls (p<0,05)

Efeitos dos diferentes niveis de irradiancia

Taxa de Crescimento

Os gametofitos femininos adultos de Gracilaria domingensis provenientes de Espirito Santo
(ES) e de Santa Catarina (SC) foram tolerantes a variacdes de irradiancias de 20 a 250 pmol de
fotons.m2.s (Fig. 6). Na irradiancia de 40 umol de fotons.m*2.s™* a taxa de crescimento da linhagem
SC (5,34 + 0,36 %.d™) foi maior do que a da linhagem ES (4,42 + 0,88 %.d). As menores taxas de
crescimento das linhagens ES e SC foram observadas na irradiancia de 20 pmol de fétons.m=2.s? e as
irradiancias de saturacdo para o crescimento das linhagens SC e ES foram, respectivamente, 40 e 60
umol de fétons.m2.s (F = 1,00 p = 0,4521) (Fig. 6).
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Figura 6. Efeito das irradiancias na taxa de crescimento (%.d!) de gametofitos femininos de Gracilaria domingensis
do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) apds 28 dias. Cada valor corresponde a média + desvio padrédo (n=3).

* indica as diferencas significativas de cada tratamento entre os individuos. As letras indicam tratamentos
significativamente diferentes segundo o teste de comparacdo maltipla de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Analises Morfoldgicas

As linhagens ES e SC apresentaram respostas semelhantes na coloracéo dos talos ao final do
experimento (Fig. 7). Ambas apresentaram varia¢es na coloracdo do talo quando cultivadas nas
irradiancias de 150, 200 e 250 umol de fotons.m™2.s, onde os segmentos apicais apresentaram uma
coloracdo esverdeada e os apices com coloracdo avermelhada. As algas apresentaram cor vermelho-

escuro quando cultivadas em baixa irradiancia (20 pmol de fétons.m=2.s).

As irradiancias de 40 a 250 pmol de fétons.m.s ndo influenciaram o comprimento do eixo
principal (Fig. 8). Entretanto, a linhagem ES (2,71 £ 0,08 cm), quando cultivada a 20 umol de fétons.m"
2 s"Lapresentou maior comprimento do eixo principal comparada com a linhagem SC (2,16 + 0,14 cm)
(F=2,34 p=10,0476). Quanto ao comprimento dos ramos de 12 ordem, a linhagem SC apresentou
valores maiores quando comparada com a linhagem ES nas irradiancias de 20, 80, 100, 200 e 250
umol de fotons.m?2.s* (F = 0,00 p = 1,0000) A linhagem SC (8 + 1,15 ramos) apresentou um nimero
maior de ramos de 12 ordem comparada com a amostra de ES (4 = 0,57 ramos) na irradiancia de 20
pmol de fétons.m?2.st (F = 1,94 p = 0,0952) Por outro lado, a linhagem ES (4 + 0,57 ramos) apresentou
um numero maior de ramos de 22 ordem em relagdo a linhagem SC (2 £ 1 ramos) na irradiancia de 40
umol de fotons.m?2.s (F = 5,01 p = 0,0006) (Fig.8).
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Figura 7: Aspecto geral de segmentos apicais de gametofitos femininos Gracilaria domingensis do Espirito
Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) cultivados em diferentes niveis de irradiancia ap6s 28 dias. Escala= 1cm
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Figura 8. Efeito das irradidncias na morfologia do talo de gametd6fitos femininos de Gracilaria domingensis do
Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) apds 28 dias. Cada valor corresponde a média + desvio padrédo (n= 3).
* indica as diferencas significativas de cada tratamento entre os individuos. As letras indicam tratamentos
significativamente diferentes segundo o teste de comparacdo maltipla de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Proteinas Sollveis Totais

A concentragdo de proteinas solliveis totais variou de 1,43 + 0,36 a 14,53 + 0,79 mg.g* MF. A
linhagem SC apresentou maiores concentracdo quando comparada com a linhagem ES nas irradiancias
de 20, 40 e 80 umol de fétons.m?2.s* (F = 13,75 p = 0,0000) (Fig. 9).
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Figura 9. Efeito das irradiancias na concentracao de proteinas sollveis totais de gametofitos femininos de Gracilaria
domingensis do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) ap6s 31 dias. Cada valor corresponde a média * desvio

padrdo (n= 3). * indica as diferencas significativas de cada tratamento entre os individuos. As letras indicam

tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo mdltipla de Student-Newman-Keuls
(p<0,05).

Pigmentos Fotossintetizantes

As linhagens ES e SC cultivadas sob a irradiancia de 40 pmol de fotons.m=2.s apresentaram
diferencas nas concentracdes de ficoeritrina (F = 2,03 p = 0,0807) e ficocianina (F = 2,71 p = 0,0223)
A linhagem ES (422,99 + 41,38 e 215,31 + 26,20 pg.g™t MF) apresentou maiores concentragdes do
que a linhagem SC (285,45 + 33,28 e 163,19 + 11,59 pg.g* MF) (Fig. 10). As concentragdes de
aloficocianina (F = 2,47 p = 0,0380) ndo diferiram entre os diferentes niveis de irradiancia. Por outro
lado, as concentragdes de clorofila a (F = 4,02 p = 0,0007) diminuiram com o aumento da irradianica
e foram maiores na linhagem ES do que na linhagem SC, exceto os valores obtidos na irradiancia de
200 umol de fotons.m2.s (Fig. 10).
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Figura 10. Efeito das irradiancias na concentracdo de pigmentos fotossintetizantes de gametdfitos femininos de
Gracilaria domingensis do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina (SC) ap6s 31 dias. Cada valor corresponde a média

+ desvio padrdo (n=3). * indica as diferencas significativas de cada tratamento entre as amostras. As letras indicam
tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls
(p<0,05).

DISCUSSAO
Temperatura

As linhagens ES e SC apresentaram tolerancia a variacdo de temperatura de 15 a 30°C e
morreram quando submetidas a temperatura de 35°C, mas a linhagem SC tolerou até o 5° dia ap06s o
inicio do cultivo e a linhagem ES tolerou somente o 3° dia. As maiores taxas de crescimento foram
observadas nas linhagens ES e SC cultivadas a 25°C. Resultados similares foram observados em
tetrasporofitos de Gracilaria domingensis coletados em SC que também apresentaram tolerancia a
variagdo de temperatura de 15 a 30°C e apresentaram seu 6timo de crescimento nas temperaturas de
20 e 25°C. (Ramlov et al. 2012). Outras espécies como G. gracilis (proveniente da Argentina) e G.
chilensis (proveniente do Chile) também apresentaram tolerancia em uma ampla variacdo de
temperatura (14 a 30°C) e o 6timo de crescimento das duas espécies foi 22°C (Yokoya & Oliveira
1992). Yokoya et al. (1999) observaram que gametofitos femininos de G. vermiculophylla (Ohmi)

Papenfuss (proveniente do Japéo) tolerou temperaturas de 15 a 30°C e apresentaram seu 6timo de
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crescimento em 25°C. Raikar et al. (2001) e Choi et al. (2006) observaram que as espécies, G. chorda
Holmes (Coreia), G. corticata (J.Agardh) J.Agardh (India), G. follifera (Forssk.) B@rgesen (India), G.
incurvata Okamura (Japdo) e G. verrucosa (Coreia), apresentaram seus 6timos de crescimentos nas
temperaturas de 25°C. Yokoya & Oliveira (1993) analisaram que carpdporos de G. verrucosa e
tetrasporos de G. caudata foram tolerantes a uma variacdo de temperatura de 14 a 30°C e ambas
apresentaram seu Otimo de crescimento em 26°C. Miranda et al. (2012) relataram que plantulas
originadas de carpdsporos de G. caudata apresentaram o 6timo de crescimento em temperatura de
25°C.

A linhagem ES apresentou maior concentracdo de proteinas solUveis totais em baixa
temperatura (15°C) enquanto a linhagem SC apresentou maiores concentracbes de proteinas em
temperaturas altas (25 e 30°C). Além disso, a concentragdo de clorofila a da linhagem ES foi maior na
temperatura de 20°C e menor na temperatura de 30°C. Essa diferenga entre as duas linhagens pode
estar relacionada com a variacao de temperatura da regido de procedéncia das linhagens, uma vez que
o litoral do Espirito Santo sofre influéncia do fenémeno de ressurgéncia (Valentin, 1984; Torres 1995;
Nunes, 2007), e as algas estdo sujeitas a variacOes extremas de temperatura, o que difere da regido de
Santa Catarina. Guimarées (2000) observou que morfos pigmentares de G. domingensis, provenientes
do Estado do Ceara, apresentaram baixas taxas fotossintéticas em cultivos em laboratorio em
temperaturas extremas (16 e 34°C). No entanto, quando cultivadas a 20, 25 e 30°C apresentaram taxas
fotossintéticas maiores e semelhantes. Os resultados observados para G. domingensis proveniente dos
estados do Ceard, Espirito Santo e Santa Catarina podem estar relacionados as condi¢des ambientais
particulares de cada regido. No Estado do Ceard, temperaturas inferiores a 20°C sdo pouco freqlientes
e em Santa Catarina, temperaturas inferiores a 15°C sdo raras, 0 que explicaria 0 menor desempenho
a 15°C, porém, no Espirito Santo, essa baixa temperatura pode ocorrer devido ao fenédmeno da
ressurgéncia. Em relacdo ao desempenho a 30°C, a diferenca era esperada, uma vez que as

temperaturas maximas nos Estados da regido nordeste sao superiores as observadas na regido sul.

Estudos tém demonstrado a ocorréncia de ecétipos, que sdo originados da pressdo de diferentes
fatores, principalmente os regimes de temperatura nas diferentes areas geogréaficas (Pakker & Breeman
1996, Orfanidis & Breeman 1999, Orfanidis et al. 1999). A presenca de ecOtipos em espécies de
Gracilaria foi registrada (Santelices & Ugarte 1990, Buschmann et al. 1992, Ursi 2005). Resultados
em que as temperaturas Otimas para o crescimento em laboratorio coincidem com as condicbes

ambientais ja foram descritos por Raikar et al. (2001), para outras espécies de Gracilaria.

44



Irradiancia

A irradiancia influenciou as taxas de crescimento das duas linhagens, sendo que as menores
taxas foram observadas na irradiancia de 20 umol de fotons.m2.s™ e as maiores foram observadas em
irradiancias maiores do que 40 e 60 umol de fotons.m.s! para as linhagens SC e ES, respectivamente.
Kakita et al. (2006) observaram que G. chorda apresentou as maiores taxas de crescimento em
irradiancias maiores que 60 pumol de fotons.m?s? e Martins et al. (2007) observaram em Hypnea
pseudomusciformis (citada como H. musciformis (Wulfen) J.V.Lamouroux) as maiores taxas de
crescimento em irradiancias maiores que 40 umol de fotons.m?2.s?. O crescimento em altas
irradidncias ja era esperado, uma vez que G. domingensis cresce em regides entre-marés dos costdes
rochosos e, durante a maré baixa, fica sujeita a exposicdo a altos niveis de irradiancia. Guimaraes
(2000) observou que as maiores taxas de crescimentos foram encontradas em altos niveis de irradiancia
para G. domingensis. Esse resultado estd de acordo com os estudos realizados em espécies de
Gracilaria, em que altas irradiancias induziram maiores taxas de crescimento e maior nimero de
ramificacdes (Yokoya et al. 1999; Raikar et al. 2001; Ursi 2005; Ramlov et al. 2012; Miranda et al.
2012 Barufi et al. 2015; Faria 2015; Souza 2015).

As linhagens de Gracilaria domingensis estudadas apresentaram maiores concentracdes de
proteinas sollveis totais em baixas irradiancias (20, 40 e 80 pmol de fétons.m2.s™) do que em altas
irradiancias. Além disso, a linhagem ES de G. domingensis apresentou as maiores concentracdes de
ficoeritrina e ficocianina quando cultivada em baixa irradiancia (40 pmol de fétons.m2.s?) e os
menores valores foram observados em altos niveis de irradidncia. Ramlov et al. (2012) encontraram
resultados semelhantes, onde tetraspordfitos adultos de G. domingensis apresentaram maiores
concentracdes de ficobiliproteinas quando cultivados na irradiancia de 50 pmol de fotons.m?2.s*
quando comprada com a irradiancia de 100 umol de fétons.m2.s*. Serra (2013) observou que a
quantidade de ficobilinas em em Gracilariopsis tenuifrons (C.J.Bird & E.C.Oliveira) Fredericq &
Hommersand foi maior em irradiancia de 60 pmol de fotons.m.s do que em alta irradiancia e Souza
(2015) relatou que o teor de ficobiliproteinas em Gracilaria caudata foi maior em algas submetidas as
irradiancias baixas do que em altas. Skriptsova & Yakovleva (2002) observaram a diminui¢do de
pigmentos com o aumento da irradiancia em Gracilaria gracilis (Stackhouse) M.Steentoft, L.M.Irvine
& W.F.Farnham.

O aumento da concentracdo de ficobiliproteinas ja foi relatada para outras espécies de
Gracilaria (Lapointe 1981; Ramus e van der Meer 1983; Carnicas et al. 1999; Zou & Gao 2009) e esta

associada a fotoaclimatacdo das espécies a baixa irradiancia. A concentragdo de clorofila a das
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linhagens ES e SC de G. domingensis diminuiu com o aumento da irradiancia, indicando uma
fotoaclimatacdo as variagdes de irradiancias. Gracilaria domingensis é uma espécie que cresce em
regides entre-marés dos costdes rochosos e, durante a maré baixa, fica exposta a altos niveis de
irradiancia, o que explica a tolerancia e o crescimento em uma ampla variagdo de irradiancia (de 20 a
250 umol de fotons.m™.sY). Entretanto, as irradiancias de saturagdo para o crescimento das linhagens
SC e ES foram, respectivamente, 40 e 60 umol de fotons.m.s, indicando que G. domingensis é uma

espécie adaptada a ambientes com baixos niveis de irradiancia.
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CAPITULO 2

Efeitos da salinidade no desenvolvimento e no conteddo de metédbolitos primarios

em Gracilaria domingensis (Gracilariales, Rhodophyta)

Resumo

A salinidade é um fator que interfere na osmorregulacdo e nas concentra¢@es de ions no interior das
celulas. As macroalgas marinhas bentbnicas sintetizam carboidratos de baixa massa molecular
(CBMM), que sdo de grande importancia para a manutencdo da pressao de turgor das células. O
objetivo do presente trabalho foi determinar os limites de toleréncia a variac6es de salinidade e avaliar
0s seus efeitos na taxa de crescimento (TC), na morfologia e nos contetudos de proteinas solUveis totais,
de pigmentos e de carboidratos totais de gametéfitos femininos de Gracilaria domingensis (Kiitzing)
Sonder ex Dickie provenientes de Santa Catarina, Brasil. Foram testadas salinidades de 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 ups. Os gametofitos femininos de G. domingensis foram tolerantes a
todas as salinidades testadas e apresentaram as maiores TC nas salinidades de 25 a 40 ups (5,6 + 0,15
a6,0 0,13 %.d?, n=6). O alongamento do eixo principal do talo e os nimeros de ramificacdes foram
inibidos nas salinidades extremas (5, 10, 55 e 60 ups). As concentracGes de ficobiliproteinas
(ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) ndo apresentaram diferencas significativas com a variacéo
de salinidade, porém, a concentracao de clorofila a em gametofitos femininos cultivados na salinidade
de 60 ups (1,61 + 0,37 ug.g™* MF, n=3) foi significativamente menor quando comparada a salinidade
de 30 ups (10,08 + 6,61 pg.g™* MF, n=3). Na andlise de carboidratos totais, apenas a extracio na fracdo
etandlica (contendo os CBMM) apresentou diferencas significativas, onde as algas cultivadas em
salinidades de 55 e 60 ups apresentaram as maiores concentracbes de CBMM (respectivamente,
4178,60 + 511,51 e 4863,16 + 1186,98 pg.g* MF, n=3). Os resultados indicam que os gametofitos
femininos de G. domingensis sdo eurialinos e, em altas salinidades, podem acumular maiores
concentragdes de CBMM, uma vez que esses carboidratos podem atuar como osmolitos organicos, que

s8o responsaveis para a manutencdo da pressdo de turgor, evitando a plasmolise celular.

Palavras-chaves: Gracilaria domingensis, salinidade, tolerancia, crescimento, carboidratos
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Abstract

Salinity is a factor that interferes with osmoregulation and ion concentrations inside the cells. Benthic
marine macroalgae synthesize low-molecular-mass carbohydrates (LMMC), which play an important
role in the maintenance of the osmotic pressure of the cells. The objectives of the present work were
to determine the limits of tolerance to salinity variations and to evaluate their effects on the growth
rates (GR), morphology and contents of total soluble proteins, pigments and total carbohydrates in
female gametophytes of Gracilaria domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie from Santa Catarina
State, Brazil). Salinity variations of 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 and 60 psu were tested.
The female gametophytes of G. domingensis were tolerant to all tested salinities and presented the
highest GR in the salinities of 25 to 40 ups (5. 6 + 0.15 t0 6.0 + 0.13 %.d™, n=6). The thallus elongation
and the numbers of branches were inhibited at the extreme salinities (5, 10, 55 and 60 psu). The
concentrations of phycobiliproteins (phycoerythrin, phycocyanin and allophycocyanin) did not show
significant differences with the salinity variation, however, in chlorophyll a at salinity 60 psu (1.61 +
0.37 pg.g FW, n=3) was significantly lower than salinity 30 psu (10.08 + 6.61 ug.g-1 FW, n=3). In
the analysis of total carbohydrates, only ethanolic fraction showed significant differences, where the
algae cultivated in salinities 55 and 60 psu showed the highest concentrations of LMMC (4178.60 *
511.51 and 4863.16 + 1186.98 nug.g™t FW, n=3). The results indicate that female gametophytes of G.
domingensis are eurihalin, and, in high salinity, they can accumulate higher concentrations of LMMC,
since these carbohydrates can act as organic osmolytes, which are responsible for the maintenance of

the turgor pressure, avoiding the cell plasmolysis.

Key-words: Gracilaria domingensis, salinity, tolerance, growth, carbohydrates
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INTRODUCAO

A temperatura, salinidade, luz, nutrientes e hidrodindmismo da agua séo fatores de grande
importancia para o crescimento e produtividade das algas marinhas bentonicas (Oliveira 1997). A
salinidade é um fator que interfere nos sistemas e processos bioldgicos de diversas formas, afetando a
osmorregulacdo e a concentracdo de ions no interior das células (Lobban & Harrison 1994). Desta
forma, a salinidade tem um papel determinante na distribuicdo das macroalgas em diversos ambientes,

bem como na selecdo de locais para a instalacdo de cultivos comerciais (Kirst, 1989).

A variagdo da salinidade nos diferentes oceanos e mares é pequena, sendo que no Oceano
Pacifico, a salinidade média € 35,5 ups, no Oceano Atlantico é 37 ups e no Mar Vermelho ¢é 40 ups
(Pereira &Soares-Gomes 2002). Por outro lado, em locais isolados, a salinidade pode atingir valores
extremos, como na lagoa de Araruma, RJ, onde a salinidade pode atingir até 90 ups. Em lugares com
precipitaces intensa ou com uma grande contribuicdo de descarga de rios, a salinidade pode ser
bastante reduzida, como por exemplo 8 ups no Mar Béltico (Pereira & Soares-Gomes 2002).

As algas vermelhas possuem polissacarideos sulfatados com funcédo estrutural, denominados
ficocolodides, em suas paredes celulares. Estes carboidratos sdo de grande importancia, ja que oferecem
protecdo contra a acdo das ondas, herbivoria e dessecacdo em periodos de maré baixa (Usov, 2011).
Além disso, esses ficocoldides possuem grande importancia econbmica, como 0 4&gar, um
polissacarideo utilizado na fabricacdo de produtos alimenticios e farmacéuticos, além de serem
utilizados em meios de cultura para analises microbioldgicas (Pengzhan et al. 2003). Além dessas
aplicacOes, Fernandéz et al. (1989) verificaram a atividade antitumoral de polissacarideo sulfatado
derivado de Gracilaria domingensis. Outros carboidratos também sdo encontrados nas rodoficeas,
como o amido das florideas, que € o produto de reserva dessas algas. Este polissacarideo € formado
por D-glicopiranoses unidas por ligagdes a (1,4) e a (1,3) em alguns casos, além disso, podem ocorrer
ramificagdes no C6. Assim como o amido das plantas, estes polissacarideos formam granulos, porém
sdo armazenados no citoplasma da célula (Yu et al. 2002).

Além dos polissacarideos, as algas vermelhas sintetizam carboidratos de baixa massa molecular
(CBMM), que séo de grande importancia para a manutencdo da pressao de turgor das células (Kirst,
1989). Estes podem ser heterosideos e polidis (Karsten et al. 1999). Os heterosideos presentes nas
rodoficeas sdo classificados em floridosideos, formados por moléculas de galactose ligadas a molécula
de glicerol (a-D-galactopiranosil-(1—2)-glicerol), e seus dois isdmeros de posi¢do D-isofloridosideo

(a-D-galactopiranosil-(1—1)-D-glicerol) e L-isofloridosideo  (a-D-galactopiranosil-(1—1)-L-
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glicerol) e digeneasideos, que sdo formados por moléculas de manose e acido glicérico (a-D-

manopiranosil-(1—2)-glicerato) (Karsten et al. 1993; Karsten et al. 1999).

Os polidis sdo formados a partir da reducdo de unidades de monossacarideos como manose,
galactose e glicose, originando respectivamente manitol, dulcitol e sorbitol. Estes compostos sdo
considerados como principais responsaveis pela manutencdo das pressdes osmaética e de turgescéncia,
embora este mecanismo ainda ndo esteja bem esclarecido (Crowe et al. 1987). Os CBMM apresentam
atividade osmorreguladora, funcionando como osmolitos ou solutos compativeis, tendo efeito
estabilizante em enzimas, membranas e em estruturas de macromoléculas sob condi¢Bes de

hipersalinidade, acumulando-se no citoplasma celular (Kirst, 1989; Karsten et al. 1999).

As alteracGes da salinidade afetam os organismos de trés maneiras: a) estresse osmotico com
impacto direto no potencial hidrico da célula; b) estresse i6nico causado pela absor¢do ou perda de
ions; ¢) mudancas dos ions celulares devido a permeabilidade seletiva dos ions pela membrana (Kirst,
1989). Ascéncio (2006) observou atividade osmorreguladora do floridosideo, uma vez que a
concentracdo deste composto aumentou em Hypnea pseudomusciformis Nauer, Cassano &
M.C.Oliveira (citada como H. musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux), quando submetida ao aumento
da salinidade em no meio de cultura, aumentando o potencial hidrico interno esse aumento pode estar
relacionado a protecdo osmatica, uma vez que os carboidratos de baixa massa molecular atuam como

osmolitos (Crowe et al. 1987).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar os limites de tolerancia as varia¢bes de
salinidade e os efeitos no desenvolvimento e no conteddo de metabdlitos primarios em gametdfitos

femininos de Gracilaria domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie (Gracilariales, Rhodophyta).

MATERIAIS E METODOS
Material biologico

Gametofiticos femininos com cistocarpos de Gracilaria domingensis foram coletados no dia
14/10/2008, na Praia de Lagoinha, Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil (27°23°21” S ¢ 48°25°29” W),

e depositados no Herbario SP, Instituto de Boténica, Sdo Paulo, recebendo o numero SP 400.837.
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Isolamento e manutencao das culturas unialgaceas

As culturas unialgaceas de G. domingensis foram estabelecidas a partir da propagacao de

segmentos apicais dos gametofitos femininos férteis coletados em SC.

As algas foram cultivadas em meio de cultura composto por dgua do mar esterilizada
enriquecida com 50% da solucdo de nutrientes de von Stosch preparada segundo Oliveira et al. (1995)
e modificada segundo Yokoya (2000). As culturas foram mantidas na sala de cultivo do Laboratorio
“Marilza Cordeiro-Marino” do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica, nas
seguintes condicGes: temperatura de 23 £ 3°C, fotoperiodo de 14h, salinidade 34 ups, pH 8,0, densidade
de fluxo fotonico de 75 a 90 pmol de fotons m s, provenientes de duas lampadas fluorescentes de

40 W do tipo “luz do dia” dispostas horizontalmente acima dos frascos de cultura.

Desenho experimental

Para avaliar a tolerancia a variacéo de salinidade, foi testada uma amplitude de 5 a 60 ups com
intervalos de 5 ups. Para a obtencdo das diferentes salinidades, foi adotado o procedimento de
congelamento e descongelmaneto da agua do mar descrito por Yokoya et al. (1999). A &gua do mar
esterilizada foi congelada em frascos de plastico (2L) a -20°C e, posteriormente, descongelada em
temperatura ambiente. A coleta das primeiras aliquotas de dgua descongelada forneceu o estoque de
agua com salinidades altas (80-70 ups), posteriormente, o estoque com salinidade média (35-25 ups)
e as aliquotas finais, ap6s o descongelamento total, forneceram os estoques de baixas salinidades (20-
10 ups). Com a mistura desses estoques, foram ajustadas e obtidas todas as demais salinidades
desejadas. Apos confirmacdo das salinidades no refratbmetro (American Optical), a 4gua foi filtrada
em membrana Millipore HA (0,45um). Foi utilizado um unico lote de agua do mar para a obtencédo

das diferentes salinidades utilizadas em todo o periodo experimental.

Foi realizado um pré-tratamento no qual as algas foram cultivadas nas mesmas condicdes
experimentais em uma salinidade 34 ups por uma semana antes de serem submetidas a diferentes
salinidades. As demais condicOes experimentais foram as mesmas descritas para a manutencéo das
culturas unialgaceas. Ao final do experimento, foi realizada a troca de meio de cultura e, apos trés dias,
as algas foram pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20°C até a realizagdo das

analises bioquimicas.
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Todos os tratamentos foram testados com seis repeticdes simultaneas (n=6) e cada repeticdo
continha seis segmentos apicais (1 cm de comprimento), que foram cultivados em frascos de vidros
contendo 90 ml de meio von Stosch 50% e o meio foi trocado semanalmente. Para as analises
bioguimicas, foram utilizadas trés repeti¢cbes (n=3) para cada tratamento.

Variaveis analisadas
Taxa de crescimento e analises morfoldgicas

O crescimento dos segmentos apicais cultivados nos diferentes tratamentos (n=6) foi avaliado
por medidas semanais de massa fresca, mensuradas com o auxilio de uma balanca analitica. Os dados
de massa fresca foram utilizados para calculo das taxas de crescimento segundo a féormula de Young
(2013):

TC= [(Mt/Mi)Mt — 1]x100%
(TC = taxa de crescimento, Mt= massa final, Mi= massa inicial e t= periodo experimental)

No fim do experimento, os segmentos apicais de cada tratamento foram fotografados com o
auxilio de uma camera fotografica digital e foram analisados o comprimento do eixo principal, o
namero de ramos laterais (12 e 22 ordem) e o comprimento de ramos laterais de 12 ordem com o auxilio
do software Axiovision v. 3.1 (Carl Zeiss). Além disso, foram realizados cortes transversais na regiao
apical para a observacdo da organizacdo das células medulares e corticais do talo, com o foco de se

verificar o grau de turgidez das células e uma possivel ocorréncia de plasmdlise.

Extracdo e quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes e proteinas sollveis totais

A extracdo dos pigmentos e de proteinas sollveis totais foram realizadas com a biomassa de
80 mg (massa fresca) de cada tratamento (n=3). O material foi triturado em nitrogénio liquido em
Eppendorfs com o auxilio do pistilo e suspenso em 1mL de tampdo fosfato 50 mM, pH 5,5 e

temperatura de 4°C.

A solucdo foi centrifugada por 20 minutos (14000 rpm a 4°C), e apos a centrifugacdo foi
coletado 200pL do sobrenadante e reservado para a determinacdo de proteinas soltveis totais. O

restante do sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas, foi retirado e mantido no escuro até a leitura
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em espectrofotdmetro (Shimadzu — UV 1800; A=498,5, 615 ¢ 651 nm). O sedimento foi ressuspendido
em 1mL de acetona 90%, até a obtencdo de um homogeneizado. A solucdo foi centrifugada (10000
rpm a 4°C) durante 15 minutos, e o sobrenadante, contendo a clorofila a, foi retirado e mantido no
escuro até a leitura em espectrofotdometro (A = 630, 647 ¢ 664 nm). A determinagdo da concentragdo
das ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) foi baseada em Kursar et al. (1983) e a

concentracdo de clorofila a, em Jeffrey e Humphey (1975).

A concentracdo das proteinas sollveis totais foi determinada por espectrofotometria UV-vis
(Shimadzu — UV 1800; A= 595 nm), ap6s a adigdo de solugdo de Coomassie Blue (Bio-Rad), segundo
0 meétodo de Bradford (1976). A concentracdo proteica foi determinada com a utilizacdo de curva-
padrdo externa, utilizando-se soro albumina bovina (BSA, Bio-Rad) como padrdo e os resultados

foram expressos em mg de proteina por g de massa fresca.

Extracdo e quantificacdo de carboidratos totais

Para extracdo de carboidratos solUveis totais foi utilizado o método de Carvalho et al. (1998)
com modificacdes, onde a amostra com 75 mg de massa fresca de alga foi triturada em nitrogénio
liquido em Eppendorfs com o auxilio do pistilo e resuspendida em 1 mL de etanol 80%, mantida em
banho-maria a 80°C por 1h e em seguida centrifugada 14000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi
armazenado e o precipitado foi submetido ao mesmo procedimento por mais duas vezes. O residuo
final foi ressuspendido em 1mL de &gua destilada, mantido em banho-maria a 60°C durante 1h. O
sobrenadante foi armazenado e o precipitado foi submetido ao mesmo procedimento por mais duas
vezes. Os sobrenadantes etanolicos e aquosos foram armazenados separadamente e liofilizados, depois
ressuspendidos em 1 mL de agua destilada e armazenados a -20°C. Nesta analise, foram realizadas trés
repeti¢des (n=3) para cada amostra. A analise quantitativa de agucares soluveis totais dos extratos de
macroalgas foi realizada através do método colorimétrico de fenol-sulfarico, determinado por Dubois
et al. (1956) e a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro, regulado para um
comprimento de onda de 490 nm. A determinacdo dos teores estimados de agucar foi calculada com

base na equacéo da reta gerada a partir da curva confeccionada utilizando glicose como padréo.
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Analise estatistica

Os valores de taxas de crescimento, morfologia, conteddo pigmentar e proteinas totais, foram
submetidos a analise de variancia unifatorial (ANOVA), seguido do teste de comparacdo multipla de
Student-Newman-Keuls. As diferencas significativas foram apresentadas nos graficos através de letras
mailsculas em cima das barras (p<0,05). Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa
Statistica (verséo 8.0).

RESULTADOS
Taxa de crescimento e analises morfoldgicas

Os gametofitos femininos de Gracilaria domingensis apresentaram amplo limite de tolerancia
as variacOes de salinidades, tolerando as salinidades de 5 a 60 ups (F= 414,77 e p=0,00) (Fig. 1).

As maiores taxas de crescimento de G. domingensis foram observadas nas salinidades de 25 a
40 ups (5,6 + 0,15 a 6,0 + 0,13 %.d™) e a menor taxa foi observada no tratamento de 60 ups (0,5 + 0,2
%.d%) (Fig. 1).

TAXA DE CRESCIMENTO
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Figura 1: Efeito da salinidade na taxa de crescimento (%.d!) de gametéfitos femininos de Gracilaria domingensis
apo6s 28 dias. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n= 6). As letras indicam tratamentos
significativamente diferentes segundo o teste de compara¢do de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Nos tratamentos de 10 a 55 ups, 0s segmentos apicais de G. domingensis apresentaram um
aspecto saudavel e auséncia de necrose (Fig. 2). Por outro lado, na salinidade de 5 ups, 0s segmentos
apicais apresentaram uma coloracao esverdeada na regido inferior do talo e os apices apresentaram
regides despigmentadas. Na salinidade de 60 ups, 0s segmentos apicais apresentaram uma coloragéo
esverdeado-claro, mas sem regides despigmentadas (Fig. 2).

5 ups 35 ups

10 ups 40 ups

15 ups 45 ups

20 ups 50 ups

25 ups 55 ups

30 ups 60 ups

Figura 2: Aspecto geral de segmentos apicais de gametofitos femininos de Gracilaria domingensis cultivados em
diferentes salinidades apds 28 dias. Escala = 1cm.

Nas salinidades de 25 a 40 ups, 0s segmentos apicais apresentaram 0s maiores comprimentos
dos eixos principais (F= 88,09 e p=0,00) (3,35 + 0,17 a 3,59 £ 0,13 cm) e os ramos de 12 ordem (F=
24,77 e p= 0,00) foram maiores no de 35 ups (1,39 + 0,29 cm) (Fig. 3). O ndmero de ramos de 12
ordem (F= 6,97 e p= 0,00) foi maior nas salinidades de 10 a 50 ups (9 + 2,5 a 15 £ 1,5 ramos) e 0s
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ramos de 22 ordem (F= 17,51 e p= 0,00) foi maior nas salinidades de 25a50 ups (5 +2,6all 1

ramos) (Fig. 3).
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Figura 3. Efeito da salinidade na analise morfoldgica de gametéfitos femininos de Gracilaria domingensis apés 28
dias. Cada valor corresponde a média + desvio padrdao (n= 3). As letras indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de comparacao de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Nos cortes transversais dos segmentos apicais foi possivel observar as células medulares

targidas dos tratamentos de 5 a 15 ups e as células medulares plasmolisadas dos tratamentos de 55 a

60 ups (Fig. 5).
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Figura 4: Cortes transversais de segmentos apicais de gametofitos femininos Gracilaria domingensis cultivados em
diferentes salinidades (de 5 a 60 ups) apés 28 dias. Escala = 20 um

Proteinas Sollveis Totais e Pigmentos Fotossintetizantes

A concentracéo de proteinas sollveis totais na salinidade 20 ups (8,75 + 0,72 mg.g™* MF) foi
maior em relacdo a demais salinidades testadas (F= 65,30 p= 0,00). As menores concentracdes foram
observadas nos tratamentos de 15 e de 30 a 60 ups (1,77 + 0,08 a 3,06 + 1,13 mg.g™* MF) (Fig. 5).
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Figura 5: Efeito da salinidade na concentracdo de proteinas sollveis totais de gametofitos femininos de Gracilaria
domingensis ap6s 31 dias. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n=3). As letras indicam tratamentos
significativamente diferentes segundo o teste de comparagédo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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As concentraces de ficobiliproteinas (ficoeritrina (F= 1,83 p=0,10), ficocianina (F= 1,49 p=
0,19) e aloficocianina (F= 1,09 p= 0,40)) ndo apresentaram diferencas significativas entre as
salinidades testadas e as concentracGes de clorofila a (F= 2,43 p= 0,03) foram maiores na salinidade
de 30 ups (10,08 * 6,61 pg.gt MF) em relagéo a salinidade de 60 ups (1,61 + 0,37 pg.gt MF) (Fig.
7).
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Figura 6: Efeito da salinidade na concentracdo de pigmentos fotossintetizantes em gametofitos femininos de
Gracilaria domingensis ap6s 31 dias. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n= 3). As letras indicam
tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparacgao de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Carboidratos Totais

As concentracOes de carboidratos totais da fracdo etandlica variaram significativamente entre
as salinidades testadas (F= 7,85 p= 0,00). As salinidades 55 e 60 ups (4178,60 + 511,51 e 4863,16 +
1186,98 pg.gt MF) foram maiores quando comparadas com as salinidades 10, 15, 20, 25, 30 e 40 ups
(1704,50 + 953,04 a 2507,33 + 1114,82 ug.g* MF). Por outro lado, as concentragdes de carboidratos

totais da fracdo aquosa néo variaram entre os tratamentos testados (F= 2,06 p= 0,06) (Fig. 7).
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Figura 7: Efeito da salinidade na concentracdo dos carboidratos totais de gametdfitos femininos de Gracilaria domingensis
apos 31 dias. 1) Fracdo etandlica e 2) Fragdo aquosa. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n= 3). As letras
indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicaram que Gracilaria domingensis € euralina, sendo tolerante a uma
ampla variacdo de salinidade (5 a 60 ups). Esses resultados diferem dos resultados observados por
Ramlov et al. (2012), onde tetrasporofitos adultos da mesma espécie ndo foram tolerantes em
salinidade de 60 ups. Entretanto, se assemelham com as respostas de outras espécies do género, como
G. caudata J.Agardh e G. vermiculophylla (Ohmi) Papenfuss que foram tolerantes ao tratamento de
60 ups (Yokoya & Oliveira, 1992; Yokoya et al. 1999). Os gametdfitos femininos de G. domingensis
apresentaram as maiores taxas de crescimento em salinidades de 25 a 40 ups, resposta similar aos
resultados descritos em outros trabalhos que avaliaram o melhor desempenho vegetativo em diferentes
espécies de Gracilaria (Bird & McLachlan, 1986; Yokoya & Oliveira, 1992; Yokoya & Oliveira,
1993; Wilson & Critchley, 1997; Raikar et al. 2001; Choi et al. 2006). Nas altas salinidades (55 e 60
ups) e baixas salinidades (5 e 10 ups) o crescimento do talo e ramos laterais foram inibidos, e além
disso, na salinidade de 5 ups os talos apresentaram regides despigmentadas, de preferencialmente nos
apices dos talos, indicando que células jovens podem ser mais sensiveis a baixa salinidade (Kirts,
1989). As espécies de Gracilaria sdo encontradas em habitats com ampla variacdo de salinidade e
existem algumas espécies desse género que apresentam seus 6timos de crescimento em salinidades
mais baixas (Bird & McLachlan 1986; Haglund & Pedersén, 1992).

As maiores concentragdes de carboidratos totais da fracdo etanolica foram observadas em
segmentos apicais de G. domingensis cultivados em altas salinidades (55 e 60 ups). Esses resultados
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podem estar relacionados ao papel dos carboidratos de baixa massa molecular (CBMM) na
osmorregulacdo, uma vez que os carboidratos de baixa massa molecular atuam como osmolitos
organicos (Crowe et al. 1987; Kirst, 1989). Ascéncio (2006) relatou maiores concentracfes de
floridosideos em Hypnea pseudomusciformis (citada como H. musciformis) quando submetida a altas
salinidades. O crescimento das algas pode ser prejudicado para manter o ajuste osmotico em altas
salinidades, e as concentracfes de osmolitos organicos podem aumentar, servindo como um dreno
sobre 0s metabdlitos necessarios para o crescimento celular, isso se reflete em mudancas obivias como

no tamanho e na morfologia das algas ao longo do stress salino (Kirst, 1989).

Os resultados obtidos indicam que os gamet6fitos femininos de Gracilaria domingensis séo
eurihalinos, apresentando amplos limites de tolerancia a variacao de salinidade (5 a 60 ups) e, em altas
salinidades, podem acumular maiores concentracbes de CBMM, uma vez que esses carboidratos
podem atuar como osmolitos organicos, que sao responsaveis para a manutencao da pressao de turgor,

evitando a plasmdlise celular.
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CONSIDERACOES FINAIS

As espécies do género Gracilaria sdo alvos de inumeros estudos, devido a sua relevancia
econdmica como matéria-prima para extracdo de agar. Também séo utilizadas como fonte de alimento,
fornecendo sais minerais essenciais e inimeras vitaminas, como a espécies Gracilaria domingensis.
Portanto, estudos sobre o seu desenvolvimento sdo necessarios visando a implantacdo de um cultivo
comercial para a producéo sustentavel de biomassa, evitando o extrativismo de bancos naturais. Dessa
forma o objetivo deste trabalho foi caracterizar fisiologicamente as diferencas entre duas linhagens de
G.domingensis provenientes de dois locais diferentes, visando fornecer informag6es sobre condi¢Ges
Gtimas de crescimento e limites de tolerancia frente a fatores que interferem na produtividade em

sistemas de cultivo, como a temperature e irradiancia. Podemos concluir que:

= As linhagens ES e SC de G. domingensis foram tolerantes a uma ampla variacdo de
temperetatura (15 a 30°C) e apresentaram seu 6timo de crescimento em 25°C. A linhagem ES
apresentou maiores taxas de crescimento em relacéo a linhagem SC.

= A linhagem ES apresentou maior concentracdo de proteinas sol(veis totais em baixa
temperatura (15°C) enquanto a linhagem SC apresentou maiores concentracdes de proteinas
em temperaturas altas (25 e 30°C).

= As linhagens ES e SC foram tolerantes a ampla variacdo de irradiancia e apresentaram as
maiores taxas de cresimento nas irradiancias maiores do que 40 a 60 pumol de fotons.m2.s
para as linhagens SC e ES, respectivamente e as menores taxas de crescimento foram
observadas na irradiancia de 20 pmol de fétons.m2.s™,

= Asduas linhagens apresentaram maiores concentracdes de proteinas sollveis totais em baixas
irradiancias (20, 40 e 80 pmol de fétons.m2.s) do que em altas irradiancias.

= As maiores concentragOes de ficoeritrina e de ficocianina foram observadas na linhagem ES
cultivada em baixa irradidncia (40 pumol de fotons.m2.s?) e os menores valores foram
observados em altos niveis de irradiancia. A concentracdo de clorofila a das duas linhagens

diminuiu com o aumento da irradiancia, indicando uma fotoaclimatacao.

Este trabalho ainda teve como objetivo avaliar os efeitos da variacdo da salinidade em

gametofitos femininos de G.domingensis de Santa Catarina, Brasil e foi possivel concluir que:

= Os gametofitos femininos de G.domingensis foram tolerantes a todas as salinidades testadas (5
a 60 ups) e apresentaram as maiores taxas de crescimento nas salinidades de 25 a 40 ups.
= Nas salinidades mais altas (55 e 60 ups) os gametofitos apresentaram maiores concentracoes

de carboidratos de baixa massa molecular (CBMM).
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Os resultados obtidos indicam que as linhagens ES e SC de G. domingensis sao euritérmicas
e tolerantes a ampla variacao de irradiancia, o que pode ser explicado pela sua ocorréncia em regioes
entre-marés dos costdes rochosos, ficando exposta a altos niveis de irradiancia e de temperatura.
Entretanto, as baixas irradiancias de saturacdo para o crescimento destas linhagens indicam que G.

domingensis é uma espécie adaptada a ambientes com baixos niveis de irradiancia.

Os gametofitos femininos de Gracilaria domingensis provenientes de SC sdo eurialinos,
apresentando amplos limites de tolerancia a variacao de salinidade (5 a 60 ups), em altas salinidades,
podem acumular maiores concentragcdes de CBMM, uma vez que esses carboidratos podem atuar como
osmolitos organicos, que sdo responsaveis para a manutencdo da pressdo de turgor, evitando a

plasmolise celular.

Considerando o conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho, espera-se que esses dados
possam ser utilizados em sistemas de cultivo de G. domingensis, visando uma maior produtividade e

reduzindo o extrativismo a partir de bancos naturais e contribuindo para sua conservagéao.
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