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RESUMO

A macroalga marinha vermelha Gracilaria birdiae, descrita por Oliveira e Plastino,
¢ uma espécie presente nas dguas tropicais brasileiras, da costa do Ceard até o Espirito Santo.
Ela possui grande interesse comercial, principalmente no mercado de espessantes e gelificantes
(4gar), devido ao alto valor desse ficocoldide. O objetivo desse trabalho foi estabelecer a
aclimatacdo e a adaptacdo da macroalga marinha vermelha G. birdiae sob condigdes de
laboratdrio, bem como promover a liberag@o, germinacao e fixacao de esporos em suporte inerte
para cultivo dessa macroalga in vitro. Diante disso, foram realizados teste de adaptacdo da
macroalga em diferentes meios de cultivo. Mudas gametofiticas femininas com cistocarpos
maduros, que estavam armazenadas em frascos, liberaram carpdsporos no meio MP, os quais
foram mantidos em 36 + 1 de salinidade, 28 + 2 °C, fotoperiodo de 14:10 h (luz-escuro),
irradiancia de 12 + 5 pmol de fétons m™ s, fornecida por lampada LED azul. Os carpésporos
que se encontravam coalescentes foram submetidos a técnica de cavitagdo. Também foi
acompanhada a germinacdo de tetrasporos de G. birdiae in situ e realizou-se uma medi¢ao
quinzenal dos talos em desenvolvimento. Posteriormente foram realizados testes para fixagao
dos carpésporos em cordas de algodao, polietileno e polipropileno, onde mini-bastidores foram
deixados em contato com talos gametéfitos femininos de 5 cm contendo 5 cistocarpos
maduros/talo. Na primeira semana nio houve troca do meio, apenas suplementacio com MP e
ajuste de salinidade. Ap0s seis semanas de cultivo G. birdiae se apresentou adaptada aos meios
testados, onde o meio escolhido foi 4gua do mar + VS. A irradiincia utilizada durante todo
experimento (12 umol de fotons. m2. s + 2) foi favordvel ao crescimento e aclimatacdo das
mudas. Apds 30 dias de cultivo, os carpdsporos encontravam-se em estigio de talos eretos
(aproximadamente 20um) e foram submetidos a cavitagdo, obtendo efeito positivo na
separa¢do, o que ndo ocorreu de forma eficaz com os carposporos de 120 dias de cultivo. As
medicdes realizadas com 15, 45 e 60 dias dos talos gametofiticos mostraram um cresimento
linear com valores médios de comprimento de 121,8um , 567,6 um e 806,2 respectivamente.
Com o passar dos dias, alguns talos gametofiticos se desprenderam da planta-méae e chegaram
a atingir uma média de comprimento de 0,2 cm em 37 dias de cultivo. Durante o processo de
fixagdo dos carpdsporos nos mini-bastidores foi relatado uma maior fixacdo nas cordas de
algodao do que nas cordas de polietileno. J4 nas cordas de polipropileno, apds 15 dias foi
observada uma leve camada de pigmentacdo avermelhada sobre os mini-bastidores.

Transcorrido 35 dias de incubagdo, uma camada mais espessa foi observada a olho nu,

decorrente da formacdo de plantulas. Essas plantulas mediam aproximadamente, 100um e



240um apds 28 e 35 dias, respectivamente. Diante do exposto, podemos afirmar que a fixacao
e germinacdo de carpdsporos de G. birdiae em laboratério se torna uma ferramenta
biotecnoldgica aplicdvel para o desenvolvimento da maricultura de macroalgas no nordeste do

pais.

Palavras-chave: Macroalga vermelha. Carpdsporos. Tetrasporos. Fixacao.



ABSTRACT

The red marine macroalgae Gracilaria birdiae, described by Oliveira and Plastino, is a species
present in Brazilian tropical waters, from the coast of Ceara to the State of Espirito Santo. It
has great commercial interest, mainly in the market of thickeners and gelling agents (agar), due
to the high value of this phycocolloid. The aim of this work was to establish the acclimatization
and adaptation of the red seaweed G. birdiae under laboratory conditions, as well as to foster
the release, germination and spore fixation in inert support for in vitro macroalgae cultivation.
Therefore, the macroalgae adaptation test was carried out in different culture means. Female
gametophyte seedlings with mature cystocarps, which were stored in flasks, released
carpospores in PM means, which were maintained at 36 + 1 salinity, 28 + 2 ° C, photoperiod
14:10 h (dark light), irradiance of 12 + 5 pmol of photons m-2 s-1, supplied by blue LED lamp.
The carpospores that were coalescing were submitted to cavitation technique. The germination
of tetraspores of G. birdiae in situ was also monitored and a biweekly measurement of
developing stems was performed. Subsequently, tests were carried out to fix the carpospores on
cotton, polyethylene and polypropylene ropes, where mini-frames were left in contact with 5
cm female gametophyte stalks containing 5 mature cystocarps / thallus. In the first week, there
was no change in the means, only supplementation with MP and salinity adjustment. After six
weeks of culture, the G. birdiae was adapted to the means tested, where the chosen medium
was sea water + VS. The irradiance applied during the whole experiment (12 pmol of photons
m-2 s -1 + 2) was favorable to the growth and acclimatization of the seedlings. After 30 days
of cultivation, the carpospores were in the stage of standing stems (approximately 20 pm) and
were submitted to cavitation, obtaining a positive effect on the separation, which did not occur
effectively with carpospores of 120 days of cultivation. The measurements performed with 15,
45 and 60 days of gametophytic stems showed a linear growth with average values of length of
121.8um, 567.6 um and 806.2 respectively. As the days passed, some gametophytic thallus
detached from the mother plant and reached an average length of 0.2 cm in 37 days of
cultivation. During the carpospores fixation process in the mini-frames, it was reported a greater
fixation in the cotton ropes than in the polyethylene ropes. In the polypropylene ropes, after 15
days a light red pigmentation layer was observed on the mini-frames. After 35 days of
incubation, a thicker layer was observed by naked eye, due to the formation of seedlings. These
seedlings measured approximately 100um and 240um after 28 and 35 days, respectively.
Considering the above, we can state that the fixation and germination of G. birdiae carpospores

in the laboratory becomes a biotechnological tool applicable to the development of macroalgal



mariculture in the northeast of the country.

Keywords: Red seaweed. Carpospores. Tetraspores. Attachment.
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1. INTRODUCAO
1.1 Macroalgas Marinhas

O termo “alga” vem do latim “planta marinha” engloba diversos grupos vegetais
fotossintetizantes, pertencentes a reinos distintos, mas tendo em comum o fato de serem
desprovidos de raizes, caules, folhas, flores e frutos. Sdo plantas avasculares, ou seja, ndo
possuem mecanismos especificos de transporte e circulagdo de fluido, d4gua, sais minerais e
outros nutrientes, como ocorre com as plantas mais evoluidas. Nao possuem seiva, sdo portanto,
seres com estrutura e organizacdo simples e primitiva. Fazem parte de quatro importantes
reinos: Bacteria, Chromista, Protista e Plantae (GUIRY, 2012).

Esses organismos podem ser divididos de acordo com seu tamanho em dois grandes
grupos: microalgas e macroalgas, e encontram-se distribuidos por diferentes habitats: oceanos,
corpos de dgua doce, solos, rochas e superficie de vegetais (DE CARVALHO; ROQUE, 2000).
Contudo, essa classificacdo € apenas empirica visto que dentro do mesmo filo podemos
encontrar algas dos dois tipos (ELLER et al.; 2007). Na verdade, as algas estdo presentes em
quase todos os lugares onde haja luz para a realizacdo da fotossintese. Estima-se que existam
cerca de 10 milhdes de espécies de algas, sendo que a maioria sdo microalgas (GUALTIERI E
BARSANTI, 2006). Podem ainda ser separadas pela cor, mais propriamente pela composicao
e quantidade de pigmentos fotossintéticos que possuem localizados em estruturas presentes na
membrana do tilacéide, os ficobilissomo.

As algas marinhas representam a base da cadeia alimentar nos oceanos, uma vez que
outros organismos marinhos necessitam das algas para a obtencdo de energia
(SAMARAKOON; JEON, 2012). Além disso, sdo responsdveis por uma boa parte da atividade
fotossintética global e sua distribuicio depende da temperatura e salinidade da dgua, da
intensidade de luz solar, das correntes oceanicas e da concentra¢do de nutrientes na dgua (EL
GAMAL, 2010; MAKKAR et al., 2015).

A classificacdo das algas € complexa e muitas vezes até mesmo confusa, visto estar
em constante transformacgdo. Neste sentido, as macroalgas marinhas, por apresentarem origem
polifilética, sdo, atualmente, classificadas em dois reinos diferentes. As algas verdes e
vermelhas pertencem ao Reino Plantae, ao passo que as algas pardas pertencem ao Reino
Chromista. Apesar desta divergéncia, o termo macroalgas marinhas € comum aos trés grupos

(LIN; QIN, 2014).
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As macroalgas podem sobreviver em ambientes de hostis condi¢des devido a
diferentes estratégias de adaptacdo. Sua fisiologia muda devido aos mecanismos necessdrios de
adaptacdo e, como resultado, as macroalgas produzem diferentes metabdlitos para conquistar
diferentes ambientes, como: polissacarideos, dcidos graxos poli-insaturados e florotaninos, os
quais estdo normalmente envolvidos nos processos metabdlicos primdrio e secundério, é
importante para a defesa quimica desses organismos (CHENG, 2010).

De acordo com a estrutura fisica, funcao e ciclo reprodutivo, elas sao classificadas nos
seguintes filos (MAKKAR et al., 2015):

- Chlorophyta: possui coloracdo verde, principalmente, pela predominincia das
clorofilas “a” e “b”, apesar de também possuir caroteno e xantofila, com predominancia de
beta-caroteno. Os principais géneros desse filo incluem Ulva, Codium, Enteromorpha,
Chaetomorpha e Cladophora.

- Ochrophyta com coloragdo marrom, principalmente pela presenca de ficoxantina.
Seus principais géneros incluem Ascophyllum, Laminaria, Saccharina, Macrocystis,
Nereocystis e Sargassum.

- Rhodophyta possui coloracdo vermelha devido a predominancia dos pigmentos
ficoeritrina. Os principais géneros incluem Pyropia, Porphyra, Chondrus, Palmaria e
Gracilaria.

O ciclo de vida desses organismos € bastante diversificado, sendo caracterizado pela
alternincia de geracOes e pela presenca de reproducdo sexuada e assexuada. No caso das
espécies de algas vermelhas do género Gracilaria, em particular, o ciclo de vida consiste de
trés fases, duas esporofiticas (diploides) e uma gametofitica (haploide) como mostrado na
Figura 1, as quais apresentam individuos morfologicamente similares entre si (LIN; QIN,
2014).

De acordo com Byrne et al (2002), o género Gracilaria se caracteriza pela presenca
de cistocarpos sésseis, presenca de células filamentosas nutritivas crescendo desde a base do
cistocarpo até o pericarpo mais interno, carpogonio periforme a subsférico e tetrasporangio
geralmente cruciado. Os talos sdo geralmente muito ramificados, de forma cilindrica ou
achatada e uniaxiais (REVIERS, 2006). Possuem ciclo de vida dividido em trés fases, das quais
duas sdo diploides (carpospordfito e tetraspordfito) e uma haploide (gamet6fito). A fecundacao
se dd quando os espermécios (do gamet6fito masculino) encontram o carpogdnio (presente no
gametoéfito feminino) e depositam seu nucleo, que se funde com o nicleo carpogonial, levando
a formacdo de um zigoto diploide. Este zigoto se divide e da origem aos filamentos

gonimoblasticos que, por sua vez, constituem o gonimoblasto. O conjunto de gonimoblastos da
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origem a uma geracdo dependente do gametdfito, o carposporéfito. Este carrega o
carposporangio, que libera carpdsporos (esporos diploides). O cistocarpo € a estrutura que se
projeta para fora do talo, circundado por células do gametéfito feminino e de onde saem os
carpdsporos quando se encontra no seu estado maduro. Cada esporo liberado germina e da
origem a um talo diploide (tetraspordéfito). Este talo forma tetrasporangios, que tém padrao de
divisdo cruciada e sofrem meiose, formando quatro células haploides, os tetrasporos. Destes,
dois ddo origem a gametodfitos femininos e dois a gamet6fitos masculinos, fechando o ciclo

(Figura 1) (BOLD; WYNNE, 1985; REVIERS, 2006).

Figura 1: Ciclo de vida trifdsico da macroalga Gracilaria birdiae.
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Fonte: (Miguel Pefa H. et al., 2016)

A espécie Gracilaria birdiae (Plastino & Oliveira) foi descrita por Oliveira e
Plastino (1984) e ocorre nas aguas tropicais brasileiras, da costa do Ceara até o Espirito Santo
(Figura 2). Possui a caracteristica de exibir um talo cilindrico e concepticulos espermtangiais
do tipo henriquesiana muito comum na costa Nordeste do Brasil. Possui cértex com duas
camadas de células subquadradas e uma médula com cinco camadas de células largas, um

proeminente ostiolo; gonimoblastos em forma de cupula desenvolvido a partir de uma alta fusao
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celular; células tubulares nutritivas fundidas com células da base do cistocarpo e raramente com

pericarpo externo (PLASTINO; OLIVEIRA, 2002).

Figura 2: Exemplar de Gracilaria birdiae coletada na Praia de Flecheiras-Trairi, Ceara.

Reino: Plantae
Divisdo: Rhodophyta
Classe: Florideophyceae
Ordem: Gracilariales
Familia: Gracilariaceae
Género: Gracilaria Greville

Espécie: Gracilaria birdiae

Fonte: Lima-Holanda, 2016.

Um aspecto interessante nos estudos realizados com as espécies de Gracilaria é a
ocorréncia natural de variantes pigmentares. A ocorréncia de variantes pigmentares na natureza
foi referida para a espécie G. birdiae, Plastino, Ursi e Fujii (2004) estudaram as caracteristicas
pigmentares, heranca de coloragdo e as taxas de crescimento das variantes cromadticas dessa

espécie.

1.2 Importancia ecolégica das macroalgas marinhas

As macroalgas marinhas desempenham importante papel ecolégico. Devido a sua
atividade fotossintética, esses organismos sao os produtores primarios de matéria organica nos
ecossistemas aqudticos e, portanto, muitos organismos marinhos, sejam vertebrados,
invertebrados, detritivoros ou decompositores, dependem diretamente das algas para
sobreviver. Exemplos dessa dependéncia primdria encontram-se nas associa¢des de algas com
corais, alguns protozodrios, microrganismos marinhos e esponjas. Ademais, elas também sao
responsaveis pela estruturacdo dos ecossistemas aquéticos, formando os bancos e florestas
naturais, cinturdes de algas entremarés e recifes de algas calcarias (WAALAND; STILLER;

CHENEY, 2004; BOLD; WYNNE, 1985). Além de ser indispensdvel em qualquer estudo que
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busca compreender a biodiversidade costeira e seus processos, segundo Chopin (2009), as
macroalgas fazem parte da base da cadeia alimentar servindo de alimento para herbivoros e,
indiretamente, para carnivoros. Sdo chamadas de “produtores primarios de oxigénio e de
matéria organica em ambientes costeiros, em virtude da sua atividade fotossintética”.
Ressaltando que a atividade fotossintética das macroalgas também contribui com a fixacao de
CO, atmosférico e a redugdo dos gases de efeito estufa.

Nos tdltimos anos, a conservagao da biodiversidade transformou-se em um dos eixos
centrais da questao ambiental (HANNIGAN, 2006). Durante muito tempo, a biomassa algicea
utilizada nos mais diversos setores foram provenientes dos estoques naturais. No entanto, a
colheita intensiva e desordenada levou a uma queda considerdvel das populacdes nativas, em
particular aquelas de potencial econdmico. No inicio da década de 1970, ficou evidente que a
maior parte das macroalgas era retirada dos bancos naturais e que o cultivo era a melhor
alternativa de alimentar a producdo (NAYLOR, 1976). A coleta das macroalgas dos bancos
naturais, que no inicio era realizada nas areas entre marés, tem sido agora realizada com o

auxilio de pequenas embarcacdes a centenas de metros da praia (BEZERRA, 2008).

1.3 Importancia econémica das macroalgas marinhas

Segundo Estevam (2016), hd milénios as macroalgas marinhas sdo consumidas pelos
povos orientais como parte de sua dieta alimentar, por serem fontes de uma variedade de
compostos nutritivos, tais como carotendides, vitaminas, proteinas, minerais e dcidos graxos
essenciais.

Registros da utilizacdo das algas marinhas como fonte de hidrocol6ides datam de
meados do século XVII, quando a propriedade gelificante do dgar, extraido com dgua quente a
partir de algas vermelhas, foi descoberta no Japao. Extratos da carragendfita “Irish Moss”
(Chondrus crispus Stackhouse) tornaram-se populares no século XIX, e o inicio da producao
comercial de alginatos ocorreu somente a partir de 1930. O uso industrial de ficocoldides
expandiu rapidamente apds a Segunda Guerra Mundial, mas foi limitado pela disponibilidade
de matéria—prima (HAYASHI, 2007).

Atualmente, diversos insumos industriais podem ser obtidos a partir de algas marinhas
(Figura 3) e aplicados como aditivos alimentares, téxteis, quimicos, farmacéuticos,
biotecnoldgicos, dentre outros (EL GAMAL; 2010). As algas também t€m sido utilizadas como
fontes de nutrientes para racdo animal (LIMA, 2017; MARINHO-SORIANO et al., 2007),
plantas atuando como bioestimulantes, e produtos cosméticos (UTHIRAPANDI, 2018;
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CASCAREJO 2018). Além disso, sdo aplicadas em farmacos (vermifugos, anestésicos,
antipiréticos, remédios para tosse e cicatrizantes) (RODRIGUEZ, 2018), como filtros
bioldgicos no tratamento dos residuos gerados pela aquicultura (HENRY-SILVA 2018;
MARINHO-SORIANO et al., 2009; MARINHO-SORIANO, 2007) e na remediacdo de metais
pesados (BUGS, 2018). Os pigmentos de algas marinhas também possuem aplicacdes
comerciais, por exemplo, as ficobiliproteinas, por serem moléculas fluorescentes, sdo utilizadas
em alguns imunoensaios. Também sdo utilizados em cosméticos e na industria de alimentos
(Tabela 1). Brito, (2017) aplicou a ficoeritrina extraida da macroalga Solieria filiformis como
corante em formulagdes de iogurte de morango. O mercado de corantes destinados a alimentos
projeta 3,75 bilhdes de ddlares para 2022, com grande tendéncia e participagdo dos pigmentos
naturais (MARKETS & MARKETS, 2017 apud ARYEE; AGYEI;, AKANBI, 2018). Vale
ressaltar que o valor comercial de ficobiliproteinas estd correlacionado ainda com o grau de
pureza e aplicagdo desses pigmentos. Outros pigmentos, como 0s carotenoides, possuem
propriedade antioxidante e as clorofilas, que além de serem utilizadas geralmente como
corantes naturais de alimentos e bebidas, apresentam, também, algumas atividades bioldgicas
(HAMED et al., 2015). A utilizacdo dos pigmentos de algas na alimentacdo comegou na
aquicultura de peixe.

Um dos setores da economia das macroalgas marinhas que mais recebe
investimentos € a industria de ficocoldides, polissacarideos extraidos da parede celular de algas
vermelhas e marrons que tém a capacidade de se ligar a moléculas de dgua para formar géis e
estabilizar emulsdes. Devido a essa propriedade, os ficocoldides sdo de grande interesse para a
inddstria agroalimentar (onde sdo utilizados como espessantes e emulsificantes, por exemplo),
farmacéutica (como laxante e agente de dispersdo de comprimidos), biotecnolégica (uso em
géis de eletroforese, microesferas de cromatografia, meio de cultura para aplicacdes
microbioldgicas), de cosméticos, té€xtil e de papel. Dentre os mais importantes, destacam-se o
alginato, fibra solivel extraida de algas pardas, a carragenana e o dgar, fibras insoliveis
extraidas de algas vermelhas (HAMED et al., 2015; REVIERS, 2006). O alginato encontra sua
principal aplicacdo na industria alimenticia, mas também ocupa um lugar importante na
industria téxtil, por melhorar o desempenho das tintas utilizadas nas impressoes, facilitando a
aderéncia desses materiais sobre os tecidos e na industria de papel, permitindo a melhoria das

propriedades de impressao.
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Figura 3: Aplicacdes dos ficocoldides de macroalgas nos diversos segmentos industriais

Mercado Global de Algas

Aplicacdo

W 2017 W 2024

Alimentacdo  Ficqeolgides Fertilizante Aditivos para  Outros
Humana Ragdo Animal

Espera-se que o segmento da aplicacdo de ficocoldides cresga no
CAGR mais alto de 13,5% de 2018 3 2024

Fonte: Adaptado de MARKETS & MARKETS (2017).

Legenda: (CAGR): Taxa de crescimento anual.

As espécies de macroaqlgas pertencentes ao género Gracilaria compreendem algumas
das macroalgas mais valiosas para a economia no mundo inteiro (MANTRI ez al., 2009). Mas
além do 4gar, também sdo encontrados muitos outros metabdlitos bioativos em Gracilaria,
sendo relatada a presenga de uma grande variedade de lipidios, lactonas e terpenos em espécies
como G. crassa, G. coronopifolia, G. dura, G. longa, G. asiatica e G. confervoides, o que tem
tornado o género um alvo de estudo de muitos pesquisadores na busca por novas moléculas
com propriedades medicinais (ALMEIDA et al., 2011)

A espécie G. birdiae, além de ser uma importante agaréfita, € também fonte de
polissacarideos sulfatados (PS), compostos que tém atraido o interesse da industria
farmacéutica por suas diversas atividades biologicas. Estudos com PS dessa espécie tém sido
realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Carboidratos e Lectinas de Algas Marinhas
(CARBOLEC) da Universidade Federal do Ceara. Vanderlei (2012) analisou as atividades
antiviral e anti-inflamatéria de uma fracao polissacaridica sulfatada da alga G. birdiae, obtendo
resultados positivos e sendo o primeiro relato de um polissacarideo sulfatado de alga marinha
com atividade anti-inflamatéria regulada pela via heme oxigenase. J4 Souza et al (2015)
analisaram o rendimento de dois métodos de precipitacdo, caracteristicas estruturais e atividade

dos polissacarideos sulfatados da alga G. cornea, e posteriormente Coura et al (2015) relataram



25

os mecanismos envolvidos na ac¢do anti-inflamatéria desse polissacarideo em ratos, obtendo
resultados positivos e promissores.

Segundo a FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura), a
inddstria mundial de algas marinhas foi responsavel por um valor estimado de US$ 7,4 bilhdes
no ano de 2010. Ja no ano de 2016 o valor gerado pelo setor foi de US$ 11,7 bilhdes, produzindo
30,1 milhdes de toneladas de algas. A maior parte desse volume foi destinada a alimentacao
humana direta, a outra foi para a producdo de compostos como ficocoloides, proteina e
alimentac@o animal (FAO 2010; FAO 2016;). Estima-se que o mercado comercial de algas
marinhas seja responsavel por US $ 14,08 bilhdes em 2018. Estima-se que atinja US
$ 21,11 bilhdes em 2023, em uma taxa de crescimento anual de 8,4% (MARKETS &
MARKETS, 2017).

Os paises do leste e sudeste da Asia dominam a produgio mundial de algas. A China é
o maior produtor, sendo responsavel por 62,8%, seguida da Indonésia (13,7%), Filipinas
(10,6%), Republica da Coreia (5,9%), Japao (2,9%) e Republica Democratica Popular da Coreia
(2,8%). Em termos de movimentacao financeira, o Japao mantém a segunda posicao devido ao
elevado valor comercial do “nori” (FAO; 2010).

Por outro lado, na maioria dos paises ocidentais, as algas marinhas nao fazem parte da
dieta tradicional. Na América do Sul, os Unicos paises onde as algas sdo consumidas
regularmente sao o Chile, Peru e algumas Ilhas do Caribe, onde algumas espécies sao
encontradas a venda em feiras e mercados (OLIVEIRA, 1997).

A industria de algas marinhas € dindmica e responde as pressdes de demanda que
influenciam precos e dreas de cultivo no mundo. Entretanto, as populacdes naturais tém-se
mostrado insuficientes para atender a demanda de consumo, pois a explotagdo tem levado a um
rapido declinio dos bancos naturais.

Espécies pertencentes ao género Gracilaria sdo cada vez mais empregadas para a
producdo do dgar alimenticio. Este género encontra-se amplamente distribuido ao redor do

mundo, com mais de 100 espécies descritas (OLIVEIRA & PLASTINO, 1984).
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Classificacao Produto Composto/Alga Marca
Sabonete em barra Extrato bruto Fucus vesiculosus Yes
Sabonete liquido Extrato bruto Fucus vesiculosus  cosméticos
Hidratante corporal Extrato de algas Fiorucci
Oleo pé6s banho Algas pardas Yes
Sabonete esfoliante Algas Calcérias Adcos
Espuma cremosa Algas pardas Adcos
Creme para pentear Extrato bruto/Gracilaria Adcos
Cosméticos e Mascara capilar Extrato bruto/Gracilaria Adcos
Higiene Xampu solido Extrato bruto/Hypnea Crescenew
Condicionador sélido Carragenana Crescenew
Gelatina de banho Fucus vesiculosus Crescenew
Méscara facial Carragenana/Chondus crispus Lush
Tonico facial Extrato bruto Fucus vesiculosus Lush
Spray modelador de Extrato bruto Fucus vesiculosus Lush
cabelo Carragenana/Chondus crispus Lush
Demaquilante Extrato de algas Vult
Balas de algas marinhas Agar Sweet Jelly
Alimentos Snacks (salgadinho) Alga desidratada Sea’s Gift
Bebida lactea Carragenana Nestle
Sorvete Carragenana Nestlé
Fibras Gracilaria AlgaSlim
Suplemento ¢ . ¢ oo : o
alimentar Agar—ggar Agar/G‘raczlarla gonfervmdes Tlajam
Cilcio Lithothamnium sp Litholife
Alimentos Patés Carragenana .
.. ~ Pedigree
para animais Racdo Extrato de algas
CIS(::ic(lii ¢ Agar microbioldgico Agar Sigma
Bioestimulante Bioestimulante e Extrato Bruto /Ascophyllus .
- Acadian®
de plantas Fertilizante nodosum

Fonte: Adaptado de Dantas, 2018

1.4 Cultivo de macroalgas marinhas (Algicultura)

Macroalgas marinhas vém sendo cultivadas tradicionalmente em paises orientais ha

séculos, com destaque para o Japdo, China e Coreia (HAYASHI, 2007). Devido a crescente

demanda por material algal para alimentacao e industria e, como consequéncia dessa demanda,

os esfor¢os para diminuir a sobre-explotacdo das fontes naturais, o cultivo de macroalgas

marinhas sofreu uma rdpida expansdo desde meados do século XX entre muitos continentes,

mais precisamente no Sudeste da Asia, na América do Sul e no Leste da Africa. Entre as
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principais espécies cultivadas mundialmente destacam-se as ocrofitas Saccharina spp.
(formalmente conhecida como Laminaria) e Undaria spp. e as roddfitas Porphyra spp.,
Eucheuma spp., Kappaphycus spp. e Gracilaria spp. (HAYASHI, 2007; LOUREIRO;
GACHON; REBOURS, 2015; YANG et al., 2015).

O género Gracilaria greville (Gracilariaceae, Rhodophyta) é composto por cerca
de 330 espécies, das quais 186 sdo taxonomicamente aceitas. Seus representantes sao
geralmente vermelhos, verdes ou marrons esverdeados e distribuidos em mares tropicais e
subtropicais (ALMEIDA et al., 2011; BOLD; WYNNE, 1985). O género Gracilaria é o
preferido para extragdo de 4gar com grau alimenticio (BIXLER; PORSE, 2011).

Os principais paises produtores de macroalgas concentram-se na Asia (China,
Indonésia, Filipinas, Coreia do Sul, Japao e Coreia do Norte), principalmente devido aos héabitos
seculares de consumo (MCHUGH 2003; FAO 2014; RADULOVICH et al. 2015). Em 2012, a
soma do que foi produzido apenas na China e na Indonésia correspondeu a 81,4% da producao
mundial. No entanto, um crescente interesse em produzir grandes quantidades de macroalgas
tem surgido em outros paises, uma vez que esta atividade tem sido reconhecida como
economicamente importante para paises em desenvolvimento (MAZARRASA et al. 2014).
Segundo a FAO (2014), em 2010 a producdo de Kappaphycus alvarezii uma espécie de alga

vermelha, ultrapassou a produ¢do de Kelps (Figura 4).

Figura 4: Produ¢@o mundial de macroalgas em 2012.

Kappaphycus alvarezi e
Eucheuma spp.

Laminana japorvca
Espécies nao wdentificadas
Gracilaria ssp.

Undana pinnatifida

Porphyra spp.

Outras macroalgas e
microalgas

Milhdes de toneladas (peso umido)

Fonte: Alves, 2016
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Na América Latina, somente o Brasil, o México, a Argentina e o Peru foram relatados
como produtores de macroalgas, porém somente o Chile atingiu o patamar de producdo em
larga escala capaz de abastecer o mercado interno e o externo (HAYASHI er al. 2014;
RADULOVICH et al. 2015). Vale ressaltar, que apesar do cultivo em larga escala ainda ha
relatos de coleta de macroalgas em bancos naturais do Chile para atender a demanda mundial
(REBOURS et al. 2014). Nesse pais, entre 1980 e 2009, foram colhidas e coletadas
aproximadamente 1,2 milhdes de toneladas de macroalgas timidas, o que o tornou o oitavo
maior produtor do mundo (MAZARRASA et al. 2014). Tal produgdo € justificada pelo
desenvolvimento de métodos de propagacdo e ao conhecimento bésico de aspectos essenciais
da ecologia e da fisiologia das macroalgas aliados a gestdo conjunta dos maricultores e do
governo chileno (REBOURS et al. 2014).

No Brasil, diversos experimentos de cultivo de algas marinhas tém sido realizados e
estimulados pela demanda de mercado por agaranas e carragenanas. Foram realizados
experimentos diretamente no mar e em tanques fechados, com espécies de algas vermelhas
nativas dos gé€neros Gracilaria greville, Hypnea J.V. Lamouroux, Pterocladiella Santelices &
Hommersand, Solieria J. Agardh e Agardhiella F. Schmitz, desenvolvidos nos Estados de Santa
Catarina, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Paraiba, Rio Grande do Norte e
Ceard. Diversos aspectos limitantes foram verificados nesses experimentos, destacando-se a
producdo e/ou taxas de crescimento, varidveis sazonais, epifitismo e herbivora. As perspectivas
para o litoral brasileiro dependem de uma série de estudos, incluindo a avaliacdo de éreas
potenciais mais favordveis ao cultivo comercial (PAULA & PEREIRA 1998, PAULA 2001,
ACCIOLY 2004).

No sudeste do Brasil, varios estudos focaram na viabilidade e nos métodos de cultivo
de espécies nativas de Gracilaria e Hypnea, mas também da espécie exética Kappaphycus
alvarezii. Estaregido € a inica onde hd cultivo em escala comercial, porém nao supre a demanda
nacional por biomassa algal. No sul do Brasil, a maior parte dos estudos investigaram o
potencial de cultivo de espécies de Ulva e Monostroma (PELLIZZARI & REIS 2011;
HAYASHI & REIS 2012).

Naregido Nordeste brasileira as espécies de Gracilaria e outras macroalgas vermelhas
foram sobre-exploradas, em detrimento dos bancos naturais, pela inddstria de 4gar, ocasionando
uma grande reducdo da biomassa algécea ao longo da costa nordestina (MARINHO-SORIANO
2005). E relevante salientar que quanto 2 preocupagio com a deple¢io dos bancos naturais de

espécies de Gracilaria, Miranda (2000) indicou que em alguns bancos do litoral nordestino
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havia sinais claros de sobre-explotacdo, causado pelo manejo inadequado. Esse fato
comprometeu e tem comprometido a sustentabilidade desta atividade na regido (MARINHO-
SORIANO 2005; CARNEIRO et al. 2011). Contudo, esta retirada dos estoques naturais ainda
continuou a representar uma parcela significativa da renda de comunidades costeiras
(BEZERRA E MARINHO-SORIANO 2010) justificando a implementacdao de cultivos
experimentais de macroalgas, com pioneirismo no Brasii (CAMARA NETO 1987;
MARINHO-SORIANO et al. 2002, 2006, 2009, 2015; ALVES, 2016;). Os estudos de Accioly
& Paula (2002) e Accioly (2005) contribuiram com uma andlise de espécies de macroalgas
vermelhas do litoral baiano com potencial econdmico demonstrando a viabilidade de G. cornea
e de G. domingensis para o cultivo. Levantamento semelhante também foi realizado por
Macchiavello e colaboradores (1999), porém o conhecimento sobre a diversidade brasileira de
macroalgas ainda permanece incipiente.

No litoral do Ceard, o cultivo de espécies de Gracilaria vem sendo realizado em
parceria com a comunidade pesqueira, mostrando altas taxas de crescimento e boas perspectivas
para expansao (TEIXEIRA et al., 2002). O cultivo comercial de G. birdiae utilizando long-line
em regime de mar aberto vem sendo realizado através da Associacdo dos Produtores de Algas
de Flecheiras e Guajiri (APAFG) na praia de Flecheiras, municipio de Trairi, Ceard ha alguns
anos, onde a biomassa algdcea é comercializada, embora em pequena escala. As taxas de
crescimento, utilizando a técnica de long-line, mostraram-se satisfatérias com uma média de
5,0% (ALVES, 2016), além disso, estudos com esporulagdo também tém sido realizados a fim
de verificar a viabilidade da técnica (LOPES, 2008). Em Itapipoca, Ceard, um projeto de cultivo
de algas no assentamento de Maceié também vem sendo executado no intuito de desenvolver a
economia local (GOMES; ESMERALDO, 2014). Estes dados mostram o potencial do
Nordeste, em especial do Ceard, em abrigar possiveis cultivos comerciais de macroalgas
marinhas, sendo estas nativas da propria regido. Marinho-Soriano et al (2009) analisaram a
capacidade de G. birdiae para remocao dos nutrientes de efluentes da aquicultura, com
resultados que demonstraram alta e notdvel capacidade de remocao podendo ser usada como
filtro bioldgico na criagdo de camaroes.

Apesar da existéncia de inimeros estudos sobre a viabilidade de sistemas de cultivo
de macroalgas ao longo da costa brasileira e o registro de resultados positivos sobre o potencial
de cultivo, cabe salientar que no Brasil existe apenas um sistema de cultivo de macroalgas em
escala comercial, o da empresa Algasbras, situada no estado do Rio de Janeiro.

Apesar do cultivo, a exploragdo dos recursos marinhos se deu de forma extrativista e

de pesca artesanal por muito tempo (CHOPIN, 2009). Essa exploragdo extrativista
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indiscriminada dos bancos naturais tem impactado negativamente algumas espécies de
macroalgas (TITLYANOV & TITLYANOVA, 2010) e a algicultura se torna uma alternativa
para a prote¢do de bancos naturais e da biodiversidade marinha (HAFTING er al., 2012). A
sustentabilidade da industria de macroalgas reside em grande parte nos cultivos, uma vez que
os bancos naturais nao sdo suficientes para atender a crescente demanda que tem sido verificada
nas ultimas décadas, principalmente para a producdo de ficocoldides e para o uso na
alimentacdo (CRITCHLEY, 1997; OLIVEIRA et al., 2000, FAO, 2016).

Exemplos do declinio dos bancos naturais sdo encontrados na explotacao de Euchema
spp. € Kappaphycus spp. nas Filipinas e na Tanzania e de Gracilaria spp. no Chile e no litoral
Nordeste do Brasil (HAYASHI, 2007; SALLES, 2006).

Para mitigar o efeito da explotacio sobre os bancos naturais, o cultivo de macroalgas
vem sendo expandido e os fatores determinantes para o sucesso da algicultura sdo a escolha da
area de cultivo e da espécie a ser cultivada. O cultivo de espécies endémicas € facilitado e
favorece a produtividade de biomassa algdcea, uma vez que elas ndo necessitam de aclimatacao
ou adaptacdo ao ambiente. Por outro lado, quando a espécie é exdtica outros fatores como
salinidade, temperatura, movimentos da alga e da 4dgua, firmeza do fundo do mar, diversidade
e quantidade de luz solar também devem ser considerados para o sucesso do cultivo
(MCHUGH, 2003).

Os sistemas de producdo de macroalgas podem ser extensivos ou intensivos e
realizados no mar (in shore) ou em tanques (off shore). O cultivo no mar ndo permite o controle
dos parametros fisico-quimicos e sofre com os efeitos da sazonalidade. A técnica de cultivo de
macroalgas mais utilizada € simples e antiga, denominada de balsa flutuante com corda tnica
(SRFR- Single Rope Floating Raft), a qual tem se mostrado adequada para o cultivo desses
organismos em dreas amplas, com maior profundidade e pouca movimentacao de dgua. Este
método consiste em cultivar as algas em uma estrutura maré (Figura 5) que permanece na
superficie por meio de bdias, subindo e descendo de acordo com as mudancas da (FOSCARINTI;
PRAKASH, 1990).

As balsas podem ser construidas com diversos materiais: bambu, tubos de PVC e
madeiras durdveis na d4gua do mar. Também sdo necessdrias cordas, nas quais serdo inseridos
os talos das algas. A balsa deve ser ancorada no fundo do mar. Quando as algas comegam a
crescer, a estrutura torna-se mais pesada e afunda. Para contornar esse problema, devem ser
inseridos flutuadores. Este método tem como vantagem a possibilidade de ser utilizado tanto
em 4guas rasas como em daguas profundas. Tanto a montagem da estrutura como a

implementagdo do cultivo podem ser realizados em terra. Outra vantagem é que a balsa pode
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ser movimentada de acordo com a necessidade, além de poder ser construida com a madeira
disponivel na regido. No entanto, a estrutura pode afundar ou quebrar durante 0 mau tempo e
pode ser danificada pela passagem de barcos a motor. Outra desvantagem € a necessidade do

uso de materiais flutuantes, o que encarece o processo (FOSCARINI; PRAKASH, 1990).

Figura 5: Estrutura para o cultivo de macroalgas em balsa flutuante (A e B).

Fonte: Adaptado de SEPULVEDA (2016).

Contudo, para 4guas mais movimentadas, essa técnica foi considerada inadequada
e sofreu modificacdes passando a ser chamada de long-line. Este é semelhante ao método da
balsa flutuante, pois as algas também sdo colocadas em uma corda que estd suspensa por boias
(Figura 6). Porém, neste método a corda € mais espessa € esta ligada a flutuadores de plastico
ou de bambu fixados com intervalos de 4 a 5 metros e ancorada em cada extremidade
(FOSCARINI; PRAKASH, 1990). Assim, a estrutura long-line consiste, basicamente, de uma
linha mestra que possui comprimento e didmetro varidveis com bdias colocadas nas
extremidades e em toda a extensdo da linha. A fixagdo € feita por meio de cordas presas em
ancoras que sdo colocadas nas extremidades da linha mestra (LELIS, 2006). Esta estrutura
permite que a luz incidente seja aproveitada ao méximo, além de proporcionar um controle mais
facil do epifitismo (SHACKLOCH; DOLY, 1983 apud LELIS, 2006). Outra vantagem € que a
estrutura /long-line pode ser colocada em quase todo lugar e, se houver necessidade, o cultivo
pode ser movimentado (FOSCARINI; PRAKASH, 1990). Como estas estruturas podem ser
instaladas tanto em regides abertas e profundas, como em baias e enseadas, este sistema € muito
utilizado para o cultivo de espécies marinhas de grande valor comercial e exploradas
economicamente (LELIS, 2006). As desvantagens deste método s@o: o cultivo e a coleta ndo
podem ser facilmente realizados em terra, o que demanda grande quantidade de mao de obra; a
estrutura pode ser danificada pela passagem de barcos a motor; é necessario o uso de materiais

para flutuacdo e as cordas tém custo elevado (FOSCARINI; PRAKASH, 1990).
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Figura 6: Estruturas de long-line para o cultivo de macroalgas (A e B)

Fonte: Adaptado de FACCINI (2007)

Em virtude desses fatores, as técnicas de algicultura vém sendo aprimoradas por meio
de estudos conduzidos em laboratério (ASK & AZANZA,2002) e em TANQUES (BULBOA
et al. 2013), bolsdes submersos (CAMACHO & MONTANA, 2012), raceways, no mar e em
costoes rochosos utilizando estruturas de cultivo como bastidores de PVC (Policloreto de
vinila) (BEZERRA & MARINHO-SORIANO, 2010) e redes tubulares (ASK & AZANZA,
2002). Vale ressaltar que as técnicas citadas envolvem a etapa de plantio de mudas obtidas do
banco natural. Outras técnicas sdo fundamentadas na esporulacdo natural, nas quais as
estruturas de cultivos sido colonizadas com esporos algdceos, € na propagacdo vegetativa ou
clonal, na qual pequenos fragmentos de macroalga presos a estruturas como cordas e redes dao
origem a individuos inteiros. Essas técnicas evitam a depredacdo dos bancos naturais e
oferecem a possibilidade de selecionar linhagens mais adequadas para o cultivo (SALLES,

2006).

1.5 Propagacao de macroalgas in vitro

A propagacdo de espécies vegetais, ou propagacdo vegetativa in vitro, € uma das
vertentes da biotecnologia que permite a produgao massiva de organismos em um curto periodo
de tempo. As técnicas foram iniciadas hd mais de um século e evoluiram bastante desde entao
(AHMED; TAHA, 2012; YOKOYA; YONESHIGUE-VALENTIN, 2011).

Para macroalgas marinhas, o primeiro relato de sucesso com a técnica de
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propagacado in vitro data de 1978, quando Chen & Taylor descreveram a cultura axénica da
regido medular da rodofita Chondrus crispus (YOKOYA; YONESHIGUE-VALENTIN, 2011).
Na década seguinte (1980-1990), os esforcos concentraram-se no estabelecimento de técnicas
bésicas para os procedimentos de rotina de cultivo e alguns estudos foram direcionados para a
inducdo de calos (REDDY et al., 2008).

Aplicagdes biotecnoldgicas mais robustas na drea de propagacdo de macroalgas
marinhas envolvem o isolamento e a regeneracdo de talos inteiros a partir de protoplastos e a
engenharia de bioprocessos visando a producdo de biocombustiveis e de compostos bioativos
de alto valor para as industrias farmacé€utica e nutracéutica. Exemplos destas abordagens sao
relatados por Rorrer e Cheney (2004), que exploram dois elementos necessdrios para a
tecnologia de bioprocessos de macroalgas marinhas: o desenvolvimento da cultura de tecidos e
o desenho do fotobiorreator para uma espécie modelo, Agardhiella subulata. Outros exemplos
sao dados por Yeong, Khalid e Phang (2008), que isolaram e regeneraram protoplastos de
Gracilaria changii em talos juvenis visando aplicacdes em bioprocessos, por Bodian e
colaboradores (2013), que produziram protoplastos da carragenofita Chondracanthus
acicularis e por Yeong e colaboradores (2014), que cultivaram explantes de G. changii em
fotobiorreatores.

A propagacdo de macroalgas marinhas encontra hoje maior aplicabilidade no
fornecimento de mudas obtidas a partir de calos ou protoplastos para a maricultura. Entretanto,
abordagens moleculares como a transformacdo genética visando a producao em larga escala de
compostos de alto valor agregado para a industria vém encontrando seu espaco no cendrio atual
da biotecnologia de algas (LIN; QIN, 2014; QIN; LIN; JIANG, 2012). Diversos trabalhos
descrevem estudos com a cultura de tecidos de espécies de Gracilaria, visando principalmente
aplicagdes na maricultura. Exemplos podem ser encontrados para G. verrucosa (GUSEV et al.,
1987; KACZYNA; MEGNET, 1993), G. tenuistipitata e G. perplexa (YOKOYA, N. S.; WEST,
J. A.; LUCHI, 2004), G. birdiae (LOPES, 2008) e G. dominguensis (RAMLOV; PLASTINO;
YOKOYA, 2009).

Uma espécie que tém recebido bastante atencdo com relacdo a estudos em
propagacdo in vitro é a carragendfita Kappaphycus alvarezii. Esta macroalga € encontrada
naturalmente na regido do Indo-Pacifico e, devido sua importancia para a maricultura, foi
introduzida no Brasil no ano de 1995, tendo cultivo comercial estabelecido no Rio de Janeiro
desde 1998 (HAYASHI, 2007; HAYASHI er al., 2014). Entretanto, ainda sdo encontrados
poucos relatos na literatura para essas abordagens e para um nimero reduzido de espécies.

A propagacdo de macroalgas in vitro também pode ser realizada por meio da
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liberacdo e germinacgdo de esporos algaceos. Relatos na literatura mostram o tempo de liberacao
de carpdésporos sendo 14 dias para a espécie Calithamnion cordatum (O’KELLY; BACA,
1984), 10 dias para Gigartina canaliculata (PACHECO-RUIZ; GARCIA-ESQUIVEL;
ANGUILAR-ROSAS, 1989), 30 dias para Gracilaria verrucosa (OZA; KRISHNAMURTHY,
1967) e G. edulis (RAMA RAO; THOMAS, 1974) e 25 dias para Gracilaria corticata
(JOSEPH; KRISHNAMURTHY, 1977). A contagem de carpdsporos liberados também foi
relatada na literatura por Mantri e colaboradores (2009) para G. dura [808 carpdsporos
cistocarpo!'], Michetti; Martin; Leonardi (2013) para G. gracilis [1.194 carpésporos cistocarpo”
11, Umamaheswara Rao (1976) para G. corticata [4.911 carpésporos cistocarpo™'] e Mal;
Subbaramaiah (1990) para G. edulis [4.205 carpdsporos cistocarpo'].

De acordo com Lefebvre; Destombe e Godin (1987), em geral, até 6.000
carposporos podem ser liberados a partir de um cistocarpo maduro de Gracilaria. Lima-
Holanda (2016) relatou 4.495 carpésporos liberados por cistocarpo de G. birdiae em 15 dias e
foi maior que os nimeros relatados por Mantri et al (2009) para G. dura de 2.959, Infante e
Candia (1988) para Gracilaria chilensis de 60 a 2.900, Ordufia-Rojas e Robledo (1999) para G.
cornea de 2.500 e por Oza (1975) para G. corticata de 200 a 250.

Os carposporos liberados pelo género Gracilaria apresentaram 20 pm de didmetro
(ORDUNA-ROJAS; ROBLEDO, 1999) e a germinacio desses carpésporos foi descrito por
Yokoya; Oliveira (1993), Orduiia-Rojas e Robledo (1999) e Lima-Holanda (2016), onde foram
relatadas quatro etapas de desenvolvimento do carpdsporos até a formagao do disco basal que
deu origem ao microtalo (plantula) ereto (Figura 7F). Os estidgios de germinacdo dos
carposporos de G. gracilis até a formacdo dessas plantulas foram descritos também por
Michetti, Martin e Leonardi (2013). A formacao dos plantulas de G. birdiae, in vitro, ocorreu
em 23 dias (LIMA-HOLANDA, 2016) bem como os realtados para G. cornea, G. dura e G.
gracilis ocorreram nos periodos de 17 a 21, 15 a 20 e 30 dias, respectivamente (MAIA, 2016;
ORDUNA-ROJAS; ROBLEDO, 1999; MICHETTI; MARTIN; LEONARDI, 2013 e MANTRI
et al., 2009).

O tamanho dos esporos € considerado como um fator determinante nas suas taxas
de sedimentacdo. Esporos pequenos tendem a decantar mais lentamente que esporos grandes.
Isso pode ter uma grande influéncia para a dispersao, ja que esporos que afundam mais rapido
tendem a permanecer mais proximos a planta parental, enquanto que os esporos que demoram
mais para afundar podem alcancar distancias maiores (CLAYTON, 1992). Trabalhos mais
recentes apontam que em ambientes costeiros, geralmente € a turbuléncia, mais do que as

velocidades de sedimentacao, que controla o tempo em que os propagulos de algas vao demorar
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para alcangar um substrato (GAYLORD et al., 2002).

Figura 7- Germinagdo dos carpésporos de G. birdiae liberados espontaneamente e mantidos em meio ASP12-
NTA sob condig¢des de 50 umol fétons m™ s, fotoperiodo de 14:10 h (claro / escuro) e temperatura de 28 °C

in vitro.

Fonte: Lima-Holanda (2016).

Legenda: (A) Carpdsporo recém-liberado; (B) Estdgio bicelular, dentro de 24-36 h apés a liberagdo; (C, D)
Estagios tri e tetra celular, respectivamente, observados ap6s 2-3 dias da libera¢do; (E) Disco multicelular
observado ap6s 4-5 dias da liberagdo ; (F) Microtalo tetrasporéfito cilindrico ereto observado apés 20-23 dias
da liberagdo.

Engel e Destombe (2002) em um estudo com Gracilaria do norte da Franca,
demonstraram que a fertilidade das algas pode variar de acordo com o ambiente onde ocorrem
e que algas de regides com menor hidrodinamismo apresentam menor taxa de fecundacio do
que as algas de locais com maior hidrodinamismo. Conclui-se que a fertilidade € diferente
porque em ambientes com maior movimentacao da maré € maior a probabilidade de encontros
entre os gametas. A diferenca de fertilidade relacionada a influéncia da maré pode significar

uma tendéncia adaptativa das espécies a ambientes especificos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estabelecer a aclimatacgdo e a adaptagdao da macroalga marinha vermelha Gracilaria
birdiae sob condi¢des de laboratdério, bem como promover a liberacio, germinacio e fixa¢ao

de esporos em suporte inerte para cultivo dessa macroalga in vitro.

2.2 Especificos

v" Coletar e identificar os talos carpospor6fitos e tetraspordfitos da alga G. birdiae
na praia de Flecheiras-CE;

v' Estabelecer o cultivo de G. birdiae em condi¢des de laboratério;

v' Avaliar o efeito do comprimento de onda da luz incidente sobre o crescimento
da macroalga G. birdiae;

v" Estabelecer condi¢des para a germinacéo dos carpésporos de G. birdiae em meio
liquido no laboratério;

v' Auvaliar a influéncia dos tipos de suporte para a fixa¢do dos carpdsporos de G.

birdiae em estruturas de cultivo em laboratorio.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Macroalga Gracilaria birdiae

A alga marinha vermelha da espécie Gracilaria birdiae foi cultivada por meio da
técnica de long-line na Praia de Flecheiras, municipio de Trairi, Ceara (03°13°06” S e
39°16°47” W) pela Associacao de Produtores de Algas de Flecheiras e Guajiru (APAFG) a 200
metros da costa. Talos carposporoéfitos e tetrasporéfitos foram colhidos e armazenados em
recipiente térmico para transporte até o Laboratorio de Biotecnologia de Algas e Bioprocessos
(Bi0oAP) no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Ceard, onde foram limpas com o auxilio de uma escova e dgua corrente para a remog¢ao de

epifitas, areia e incrustantes.

3.2 Cultivo da macroalga Gracilaria birdiae em laboratério

3.2.1 Meios de cultura

Com o objetivo de se estabelecer o melhor meio de crescimento e manutengdo dos talos
de G. birdiae no laboratodrio, 1 talo tetrasporofito (0,15 g) foi transferido para frascos Schott
contendo 80 mL de dois meios indefinidos (1 e 2) e um definido (3), sendo: 1) 4gua do mar
filtrada em tecido de nylon (H>Om); 2) 4gua do mar enriquecida com solu¢do de Von Stosch
meia forga (VS/2), proposta por Edwards (1970) e modificada por Yokoya (1996), segundo
formula¢do mostrada na Tabela 2 e denominada H>Om + VS, e 3) meio ASP 12-NTA segundo
formulacdo mostrada na Tabela 3. A dgua do mar foi coletada na Praia de Flecheiras e
transportada até o laboratério em garrafdes de 20 L a temperatura ambiente. Os meios 1 e 2
foram adicionados de dioxido de germénio (GeOz) 1mg/L para evitar a proliferacdo de
diatomdaceas. A salinidade dos meios foi mantida em 36 + 1. As condi¢gdes de cultura da
macroalga no laboratério foram temperatura de 28 + 2 °C, intensidade de luz de 12 = 5 pmol
de fétons m? s’!, fornecida por lampada LED branca posicionada sobre os frascos a uma
distancia de 12 cm e aeracdo constante. Apds 15 dias de cultivo, os talos foram transferidos
para frascos de 250 mL, para ndo limitar o crescimento da alga e cultivados por 30 dias. Os
meios de cultura dos talos foram substituidos e a pesagem dos talos aconteceram a cada 7 dias,

o experimento foi realizado em triplicata.
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Tabela 2 — Formulagdo da solucdo de Von Stosch (VS) preparada segundo Edwards (1970) e modificada por

Yokoya (1996).
Componentes | Concentracao (mM)
NaNO3 0.50
Na2-glicerofosfato. xH20% 0.025
FeSO4.7TH20 0.001
MnCl12.4H20 0.0001
Na2EDTA.2H20 0.010
Tiamina. HCI 0.050%*
Biotina 4.1 x10°#*
Cianocobalamina 1x 1070

Fonte: Adaptado de RAMLOV (2007).
Legenda: (*) Neste trabalho, a fonte de fosfato original (Na2HPO4.12H20 30 uM, inorganica) foi substituida por
uma fonte organica (Na2-glicerofosfato.xH20 25 pM), que também pode ser utilizada como fonte de carbono.

(**) Composi¢do equivalente a 50% em relacdo a composicdo original proposta por Edwards (1970). Aliquota de
4mL/L utilizada para VS meia forca (VS/2).

Tabela 3 — Formulag@o do meio de cultura definido ASP 12-NTA preparada segundo Iwasaki (1961) e modificado
por Yokoya (1996).

Componentes ‘ Quantidade para 1 L de meio
NaCl 280g
Kcl 0.7g
MgS04.7H20 7.0g
MgCl.6H20 40g
CaCh.2H20 05g
NaNOs 0.1g
K:POy 10.0 mg
Naz-glicerofosfato. xH2O 10,0 mg
Acido nitrilotriacético (NTA) 01lg
TRIS* 1.0g
Tiamina HCI** 100.0 ug
Biotina 1.0 ug
Cianocobalamina 1.0 ug
Metais-traco PII 1,0 mL
Metais-traco SII 1.0 mL

Fonte: Adaptado de RAMLOV (2007).

Legenda: (*) pH ajustado para 7,8; (**) Foi adicionado tiamina.HCI, segundo McLachlan (1973) e retirado o
Na,Si03.9H,0

3.2.2 Efeito do comprimento de onda da luz

Para avaliar o aspecto visual e a adaptacdo da macroalga G. birdiae aos diferentes
comprimentos de onda da luz incidente no cultivo, uma muda foi cultivada em Meio Padrao
(MP) preparado no laboratdrio a partir da dissolugdo de 4,38 g de sal marinho (Blue Treasure,
densidade a 24°C = 1024 — 1026, pH 8,10 a 8,50) em 1 L de 4dgua destilada, como mostrado na

Tabela 4, enriquecido com solu¢do de von Stosch e acrescido de nitrato de s6dio (NaNo3)
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50mg/L, fosfato de potdssio (KH2PO4) 0,48mg/L. e GeO2 na concentracdao de 1 mg/L, para
evitar o crescimento de diatomdaceas. A salinidade do meio foi mantida em 36 +, o pH foi
ajustado para 7,8 e a aeragdo permaneceu constante a uma vazao de 6 L de ar/min. A densidade
de cultivo da macroalga foi de 50,0 £+ 2,0g/L e as condi¢des de cultura no laboratério foram
temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo de 12:12 h (luz-escuro), irradidncia de 12 = 5 pmol de
fétons m2 s7!, fornecida por lampada LED branca por 31 dias, apds esse periodo o frasco foi
submetido a LED azul por 7 dias, dispostas lateralmente a uma distancia de 12 cm dos frascos.
As medidas de salinidade foram realizadas em refratdmetro portatil (RHB 90). A substitui¢do

do meio foi realizada semanalmente.

Tabela 4: Composicdo do sal marinho Blue Treasure utilizado no cultivo da Gracilaria birdiae em laboratdrio.

Componente Concentracao
(mg/L)

KH 7-11

Na* 9.500 — 10.000

Mg** 1.330 — 1.450
K* 360 - 400
Ca* 380 - 420
Sr** 9,00 — 10,00
Rb** 0,11-0,13
Fe 0,06 — 0,20
Li* 0,14 -0,16
Cr 17.300 — 17.800
So4* 2.260 —2.550
Br 20 -40

3.3 Cultivo de G. birdiae in vitro

3.3.1. Germinacdo de carpdsporos

Para avaliar o aspecto visual de mudas da macroalga G. birdiae obtidas em meio
liquido por meio da germinacdo de esporos obtidos no laboratério, carpdsporos foram

transferidos para frascos Schott contendo o meio MP (salinidade = 36 + 1), GeO, Img/L e



40

aeracdo constante de 6L de ar/min. Os frascos foram incubados a temperatura de 28 + 2 °C,
fotoperiodo de 14:10 h (luz-escuro), irradidncia de 5 + 1 umol de fotons m? s™!, fornecida por
lampada LED azul e o cultivo foi mantido por 12 meses.

Apds 30 e 120 dias de cultivo, os carpdsporos coalescidos foram submetidos a
cavitacdo utilizando ondas sonoras para agitar as particulas em uma solu¢cdo visando a
separacao dos esporos. O equipamento utilizado foi uma Cuba Ultrasonica da marca Cristofdli,
no qual as amostras foram submetidas a 3 ciclos de cavitagdo durante 8 minutos em uma

frequéncia de 50 Hertz.

3.3.2 Cultivo de talos gametifitos

Para avaliar o crescimento e a manutengdo da macroalga sob condi¢des de laboratorio,
10 talos gametofitos origindrios da germinacdo de tetrdsporos in situ e in vitro foram
transferidos para um frasco Schott contendo 180 mL de meio MP, GeO> 1mg/L, e salinidade 36
+ 1. As condic¢des de cultura dos talos foram temperatura 28 + 2 °C, fotoperiodo de 12:12 h
(luz-escuro), irradincia de 12 + 5 umol de fétons m™ s™!, fornecida por lampada LED azul e
aeracdo constante de 6L.de ar /min. A troca do meio e a medi¢do dos talos foram realizadas a

cada 7 e 15 dias, respectivamente e o cultivo foi mantido por 45 dias.

3.4 Fixacio de carposporos de G. birdiae em diferentes materiais de suporte

3.4.1 Cordas de algodao e polietileno

Para promover e avaliar a fixacdo de carpdsporos de G. birdiae em diferentes
materiais de suporte, 10 Frascos Baby contendo 180 mL de meio MP, suplementado com GeO:
Img/L e salinidade 36 + 1 receberam miniaturas de estruturas de cultivo denominadas de
bastidores. Tais estruturas foram produzidas utilizando laminas de vidro (microscopia)
envolvidas por cordas constituidas de diferentes materiais: 1) algodao (torcida, 1,80 m,
espessura de 2mm - AL) e 2) polietileno (trangada, 1,30 m, espessura 3 mm — PL). Talos
gametofitos femininos de aproximadamente 5 cm contendo 5 cistocarpos maduros, foram
adicionados nos frascos e mantidos sob incubacao a temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo de
12:12 h (luz-escuro), irradiancia de 12 £ 5 pmol de fotons m s-!, fornecida por 1ampada LED

na luz branca (LB) e na luz azul (LA). O experimento foi realizado em quintuplicata e uma
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andlise no microscopio de luz foi feita semanalmente para a observacdo da fixacdo dos

carpdsporos.

3.4.2 Corda de polipropileno

Para promover e avaliar visualmente a fixacdo de carpdsporos de G. birdiae em
suporte de polipropileno, 3 frascos Baby contendo 180ml de MP, suplementado com GeO>
Img/L e salinidade 36 + 1 receberam uma estrutura de cultivo em miniatura denominado mini-
bastidor, confeccionado com uma lamina de vidro (microscopia) envolvida com 1,10 m de
corda trancada de polipropileno de 3mm de espessura. Os mini-bastidores foram previamente
escovados, lavados com 4gua corrente e mantidos imersos em dgua do mar durante 10 dias e
posteriormente mergulhados nos frascos na presenca de um talo gametéfito feminino de
aproximadamente 5 cm contendo 5 cistocarpos maduros. Os frascos foram incubados a
temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo de 12:12 h (luz-escuro), aera¢do de 6 L/min, irradiancia
de 90 + 10 umol de fotons m™ s-!, fornecida por 1ampada LED na luz branca e os meios foram
substituidos a cada 7 dias. O experimento foi realizado em triplicata e uma anélise microscopica

foi feita semanalmente para a observagao da fixac@o dos carpdsporos.

3.5 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como médias + (Desvio Padrdo). Para a verificacao
das diferencas estatisticas entre os grupos, foi utilizado o método de andlise de variancia two-
way ANOVA, seguido pelo teste de comparacdes miultiplas de Turkey. Considerou-se
significativos os valores com p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas com o programa

GraphPad Prism versao 7.01 para Windows, GraphPad Software (La Jolla, California, USA).



42

4 Resultados e Discussao

4.1 Cultivo da macroalga Gracilaria birdiae em laboratorio

4.1.1 Meios de cultura

A cinética de crescimento da macroalga nos diferentes meios de cultura H>Om,
H>20m + VS e ASP 12-NTA sob condic¢des de laboratorio pode ser observada no Gréafico 1. O
espécime de G. birdiae se apresentou visualmente adaptado nos diferentes meios e as condi¢des
estabelecidas no laboratdrio apds seis semanas de cultivo, uma vez que nao foi observada perda
de biomassa ou coloragdo nos talos. Os talos cultivados em H2Om + VS apresentaram uma
biomassa similar aos cultivados em H>Om, com um baixo crescimento apds 35 dias e uma
biomassa final de 0,17 g + 0,005. J4 os talos cultivados em meio definido ASP 12-NTA
apresentaram um maior crescimento, com biomassa média final de 0,21 g + 0,015. Esses
resultados sugerem que os meios H2Om e H,Om + VS combinados as condi¢des estabelecidas
no laboratdrio podem ser utilizados para manutencdo de G. birdiae em cultivo in vitro, nao
visando o seu crescimento. Ramlov, (2007) utilizou um meio formulado com dgua do mar
enriquecida com VS/2 para obtencdo de calos da alga Gracilaria dominguensis com sucesso.
Lopes (2008) promovendo a cultura de tecidos com a espécie G. birdiae utilizou o meio ASP
12-NTA para manutencao da espécie em laboratorio. Apesar do meio ASP 12-NTA contribuir
para o crescimento de G. birdiae em laboratdrio, o seu alto custo impossibilita 0 seu uso em
uma maior escala., sendo restrito a métodos que utilizam pequenos volumes em laboratério.
Desta forma, os meios H2Om e H2Om + VS foram mais indicados para o cultivo em maior
escala, porém alteracdes nos parametros de cultivo devem ser considerados para a promocao

do crescimento de G. birdiae.
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Grifico 1: Cinética de crescimento de talos tetraspordfitos de Gracilaria birdiae em meios indefinidos

(4gua do mar, d4gua do mar + Von Stoch) e meio definido ASP-12-NTA em laboratério.

0.24 1
-~ H,Om (controle)

- ASP 12-NTA
0.22- T

—4— H,Om+VS -

Biomassa de G. birdiae

0 10 20 30 40
Dias

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Os resultados foram analisados por two-way ANOVA, seguido pelo de Turkey (p < 0,05), onde H,Om

e HoOm + VS indicam inexisténcia de diferenca significativa.

4.1.2 Efeito do comprimento de onda da luz

O aspecto visual da muda da macroalga vermelha G. birdiae ap6s cultivo sequencial
sob luz branca e luz azul e condicdes controladas de laboratério estd mostrado na Figura 8.
Ap6s 31 dias de cultivo sob luz branca a muda apresentou coloracdo amarelo esverdeado,
caracteristica de mudas cultivadas na superficie do mar, condicdo na qual a macroalga é
submetida a uma elevada incidéncia de luz solar. Por outro lado, ao submeter a mesma muda a
luz azul por 45 dias, houve uma evidente alteracdo da cor da muda algécea para vermelho,
mostrando a relevante capacidade da macroalga G. birdiae em se adaptar as mudancas de
comprimento de onda da luz do ambiente. No mar, as macroalgas sdo constantemente

submetidas a estresses ambientais, dentre eles a dindmica das marés que altera o comprimento

da coluna de 4gua sobre as macroalgas e portanto, o comprimento de onda da luz capaz de
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alcancar esses organismos. Esse resultado também sugere que a espécie G. birdiae cultivada
para fins de extragdo de pigmentos vermelhos devem ser mantidas em maiores profundidades,
onde a luz branca seja “filtrada” pela coluna de agua, disponibilizando o comprimento de onda
da luz azul. Ao passo que a obtencdo de biomassa algdcea dessa espécie para fins de extragdo
de 4gar seja cultivada em estruturas localizadas na superficie do mar, na qual ha promog¢ao do
crescimento. Esses resultados estdo de acordo com os descritos por Barufi (2015), onde
utilizando diferentes comprimentos de onda (branco, verde, vermelho e azul) para talos de G.
birdiae ocorreu a maior incidéncia de pigmentos e mais elevada densidade de ficobilissomos
na luz azul. Entretanto, em relacdo a biomassa da muda exposta a luz branca, foi observada uma
maior incidéncia de ramificacdes e germinacao in situ gerando novos talos. Resultado similar
foi relatado por Barufi (2015) que cultivando G. birdiae sob luz branca e verde observou maior
taxa de crescimento em relagdo a macroalga cultivada em luz vermelha e azul, independente do
fotoperiodo. A irradidncia utilizada durante todo experimento (12 pmol de fétons. m2. s!) foi
favordvel ao desenvolvimento das mudas de G. birdiae em ambos os tratamentos. Esses
resultados corroboraram com os descritos por Polifrone, De Mais e Gargiulo (2006), os quais
realizaram pesquisas com a espécie G. gracilis, e utilizaram fotoperiodo de 14:10 h (claro /
escuro) com irradidncia entre 10 e 15 pmol de fotons. m™2. s™!, obtendo mais formagdes de discos
multicelulares no periodo de germinag@o de tetrdsporos e maior crescimento apical dos talos.
O género Gracilaria greville (Rhodophyta) tem sido considerado o mais atrativo para a
maricultura integrada devido, principalmente, a sua ampla tolerdncia a variacdes nos

parametros ambientais (DAWES; ORDUNA-ROJAS; ROBLEDO, 1999).
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Figura 8: Aspectos visuais da muda de G. birdiae submetida ao cultivo sequencial em diferentes
comprimentos de onda da luz em laboratério.

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: A: Apds 31 dias de luz branca e B: Apds 45 dias de luz azul.

4.2 Cultivo de G. birdiae in vitro

4.2.1 Germinacdo de carpésporos

Os carpésporos obtidos sob condi¢cdes de laboratério se apresentaram envolvidos
por uma massa mucilaginosa, que pode estar relacionada com a fixagdo dos carpdsporos ao
substrato. A aderéncia inicial dos carpdsporos de macroalgas vermelhas € mediada pela
mucilagem adesiva produzida durante a esporogénese (CHAMBERLAIN; EVANS, 1973;
PUESCHEL, 1979; DELIVOPOULOS; TSEKOS, 1986), a qual tem uma func¢ao adicional de
protecdo da célula até o momento da fixagdo e deposi¢do da parede celular (MCBRIDE; COLE,
1971; AVANZINI, 1989; BOUZON; OURIQUES; OLIVEIRA, 2006).

Ap6s 30 dias de cultivo em meio liquido sob agitacdo promovida pela aeracdo,
foram observados em microscopio 6pitico plantulas de comprimento médio de 20 pum, eretos,
porém coalescidos formando pequenas mudas dispersas no meio . Diante desses resultados, é
possivel sugerir que a massa muscilaginosa que envolveu os carpdsporos ndo prejudicou o

processo germinativo, mas favoreceu a coalescéncia dos discos basais para geracdo das
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pequenas mudas. Foi observada ainda uma contaminag¢do flingica sobre as mudas, que ndo
impediu o crescimento dos plantulas. A germinacdo dos carpdsporos de G. birdiae observada
nesse trabalho estd de acordo com o processo de germinacdo descrito para outras espécies de
Gracilaria (YOKOYA; OLIVEIRA, 1993; ORDUNA-ROJAS; ROBLEDO, 1999), no qual foi
observado a coalescéncia de discos basais. Apds 120 dias de cultivo, foi observado o
crescimento dos plantulas, apresentando comprimento médio de 39 um, com ramifica¢des
primdrias e distribuidos nas mudas originadas pela coalescéncia dos discos basais dos
carpdsporos germinados. A coalescéncia dos discos basais observados apds a geminacio dos
caspoporos de G. birdiae corroboraram com os comportamentos de cultivo de outras espécies
de rodoficeas como Chrysymenia wrightii (ZHAO et al., 2010), G. gracilis (MICHETTI,
MARTIN; LEONARDI, 2013) e G. cornea (MAIA, 2016). Segundo alguns autores, a
coalescéncia de discos basais pode contribuir para o assentamento de mudas e para a
sustentacdo dos talos juvenis, facilitando a adesdo da macroalga aos diferentes suportes
presentes no ambiente marinho (HARPER, 1985; KAIN; DESTOMBE, 1995; SANTELICES;
CORREA; ISABEL, 1996). Em relagdo ao crescimento dos plantulas, foi observado um
comprimento médio inferior ao relatado por Lima-Holanda (2016), apds 66 dias (0,9 cm) para
G.bidiae. Tal diferenca pode ser atribuida a coalescéncia dos discos basais (Figura 9), uma vez
que os carpdsporos que se encontraram na parte mais central das coalescéncias permaneceram
em fase germinativa de disco multicelular.

As mudas de G. birdiae, originadas pela coalescéncia dos discos basais apds 30 dias
de cultivo foram separadas em menores aglomeracdes quando submetidas a cavitagdo
promovendo o crescimento de talos de forma individual. J4 as mudas com 120 dias de cultivo,
ndo foram separadas quando submetidas ao mesmo procedimento, revelando uma maior
compactacdo e ligacdo dos discos basais. Segundo Medina (2015) os carpdsporos nao-
coalescente tem uma maior taxa de crescimento. Essa taxa diminui a medida que aumenta o
nimero de carpdsporos coalescentes. Outro fator relatado por Medina (2015) é que essa
coalescéncia auxilia de forma significativa a sobrevivencia dos carpdsporos, principalmente

quando submetidos a estresse.
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Figura 9: Aspecto visual das mudas de G. Birdiae originadas a partir da coalescéncia de discos
basais provenientes da germinac¢do de carpésporos em meio liquido, agitado por aeracdo e sob
incubacdo em condic¢des controladas de laboratério.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2 Cultivo de talos gametdfitos

ApOs observacao detalhada dos talos tetrasporéfitos mantidos sob cultivo em condi¢des
de laboratdrio, foi observada a formacdo de disco basal aderido ao talo-mae, caracterizando a
germinagdo de tetrdsporos in situ (Figura 10A e 10B). Desta forma, em uma tnica muda foi
possivel observar talos tetrasporofito e gametofito. Tal observagdo foi relatada por Miranda,
Yokoya e Fujii (2012) quando avaliaram o desenvolvimento dos carposporos da alga vermelha
Hidropuntia caudata. Durante o cultivo de tetrasporéfitos mais velhos da alga Gracilaria dura
(cerca de 13-14 meses de idade), foram formados em todo o talo-mae, proliferacdes finas
decorrentes de uma base comum. Estas estruturas mostraram capacidade de produzir um talo
maduro completo, no entanto tal constatacdo foi relatada apenas para cultivos em laboratorio
(MANTRI; REDDY; JHA, 2010).

Ainda fixados no talo-mae e cultivados em meio liquido por 15, 45 e 60 dias, os talos
gametofitos mostraram um crescimento apical e apresentaram valores médios de comprimento
de 121,8um , 567,6 um e 806,2 um respectivamente. Vale ressatar, que mesmo talos
gametofitos desprendidos do talo-mae crescenram no meio e atingiram 0,2 cm de comprimento
em 37 dias de cultivo (Figura 10C). Esse resultado est4d de acordo com os obtidos por Lima-
Holanda (2016). Quando comparado a formacdo dos plantulas tetrasporéfitos de G. birdiae o

periodo de tempo foi menor do que o observado para as algas G. gracilis (MICHETTI,



48

MARTIN; LEONARDI, 2013) e G. dura (MANTRI e al., 2009) que exibiram formacdo dos

plantulas somente apds 60 dias de cultivo.

Figura 10: Germinagdo in situ de tetrdsporos de G. birdiae cultivada sob condi¢des de laboratério.

200 pm

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: A: Plantulas gametéfitos originados da germinacdo in situ de tetrdsporos; B: Disco basal fixado ao
talo-mae; C: Talo gametdfito desprendido do talo-mde, medindo aproximadamente 0,2 cm apds 37 dias de

cultivo.

4.3 Fixacao dos carposporos de G. birdiae em diferentes materiais de suporte

4.3.1 Cordas de algoddo e polietileno

Ap06s 7 dias de cultivo, foi observada a fixagdo de carpdsporos nos mini-bastidores
confeccionados com cordas de algodao e polipropileno mantidos sob luz branca e luz azul como
mostra o Gréafico 2. Apesar da elevada variacdo na viabilidade dos mini-bastidores, os
carpésporos colonizaram cerca de 85% dos bastidores com corda de algoddao sem efeito
evidente do comprimento de onda da luz. Enquanto apenas 60% dos mini-bastidores com corda
de polietileno foram colonizados por carpdsporos, quando submetidos a incubagdo sob luz
branca. Sob luz azul a viabilidade dos mini-bastidores foi ainda menor, com apenas 45% das
estruturas colonizadas.

Além da maior viabilidade dos mini-bastidores de corda de algodao, foi observado
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um maior nimero de carpdsporos aderidos a essas estruturas, quando comparadas as estruturas
de cordas de polietileno (Grafico 3), em ambos os tratamentos com luz azul e branca. Uma
grande variacdo nesses dados também foi observada. Apés 15 dias de cultivo, os carpdsporos
fixados nos mini-bastidores de corda de polietileno permaneceram visiveis apenas sob
microscopia, enquanto nas cordas de algoddo aglomeragdes ja foram observadas a olho nu
indicando a germinacao dos carpdsporos e a formagdo de plantulas nessas estruturas. Apds 30
dias de cultivo foi observada morte celular nas cordas de polietileno, enquanto as de algoddo se
encontravam em pleno desenvolvimento. Os resultados sugerem que carpdsporos liberados
envoltos em uma massa muscilaginosa favoreceu a fixacdo dos carpdsporos as cordas de
algoddo em virtude da sua porosidade e rugosidade. J4 na corda de polietileno, a qual é encerada
para umentar a sua vida util (ja que esta € comumente utilizada na industria naval), ndo houve
adesdo mediada pela mucilagem que envolvia os carpdsporos. Por outro lado, vale ressaltar que
apos 45 dias de experimentos as cordas de algodao se tornaram quebradicas, o que ndo ocorreu

com a corda de polietileno, que continuaram intactas até o fim do experimento.

Graéfico 2: Viabilidade de mini-bastidores de cordas de algodao e polietileno colonizados por meio da
fixacdo de carpdsporos de G. birdiae incubados sob luz branca e luz azul em condic¢des controladas de

laboratorio.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: (LB-LA): luz branca-corda de algodao, (LB-PL): luz branca-corda de polietileno, (LA-AL): luz azul-
corda de algoddo e (LA-PL): luz azul-corda de polietileno. Os resultados foram analisados por two-way ANOVA,

seguido pelo de Turkey (p < 0,05), onde, em todas as condi¢des indicam inexisténcia de diferenga significativa.
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Griéfico 3: Nimero médio de carpdsporos de G. birdiae fixados em mini-bastidores de cordas de algodao

e polietileno incubados sob luz branca e luz azul em condi¢des controladas de laboratdrio.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: (LB-LA): luz branca-corda de algoddo, (LB-PL): luz branca-corda de polietileno, (LA-AL): luz azul-
corda de algodao e (LA-PL): luz azul-corda de polietileno. Os resultados foram analisados por two-way ANOVA,

seguido pelo de Turkey (p < 0,05), onde, em todas as condi¢des indicam inexisténcia de diferenga significativa.

4.3.2 Cordas de polipropileno

A Figura 11 mostra o aspecto visual dos mini-bastidores de corda de
polipropileno incubados sob luz branca em condic¢des controladas de laboratério para fixacao
de carpoporos de G. birdiae. Apés 15 dias foi observada uma leve camada de pigmentagdo
avermelhada sobre os mini-bastidores (Figura 11A) e decorridos 35 dias de incubacdo, uma
camada mais espessa foi observada a olho nu (Figura 11B), decorrente da formacao de
plantulas. Essa camada mais espessa foi formada por plantulas de aproximadamente 100um
(Figura 12A-B) e 240um (Figura 12C) ap6s 28 e 35 dias respectivamente. Zhou e colaboradores
(2016) testaram a fixacdo de carpésporos da alga Gracilariopsis lemaneiformis em estruturas
formadas por cordas de algoddao com epdxi e observaram carpdsporos germinados no estigio
multicelular em um periodo de 5 semanas, tempo esse bem superior ao observado nesse
experimento, pois com 28 dias ja foram visualizados plantulas aparentes em toda estrutura.
Portanto, os resultados apresentados nesse trabalho foram considerados promissores para o

desenvolvimento de uma inovadora tecnologia de cultivo de macroalgas vermelhas, mais
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adaptada as condi¢des ambientais do litoral brasileiro que apresenta dguas mais profundas e

movimentadas, uma vez que previne a perda de biomassa algicea.

Figura 11: Aspecto visual de mini-bastidores de corda de polipropileno contendo carpésporos

da G. birdiae fixados e germinados.

P i —_1";’—-

1 cm

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: (A): Camada fina de coloragcdo avermelhada sobre a corda ap6s 15 dias de incubacgio;

(B) Plantulas visiveis a olho nu fixados na corda de polipropileno dpos 35 dias de incubagao.

Figura 12: Germinagdo de carpdsporos e formagdo de plantulas de G. Birdiae sobre mini-bastidores de corda de

polipropileno incubados sobre condi¢des controladas de laboratério.

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: (A) e (B): plantulas fixadas medindo 100 um ap6s 28 dias de cultivo; (C): plantulas fixados medindo
240 um apés 35 dias de cultivo.
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5. Conclusao

A macroalga G. birdiae apresentou ficil aclimatacdo as condi¢des controladas e
estabelecidas em laboratdrio, bem como mostrou um evidente sistema biolégico de adaptagdo
para sobrevivéncia sob luz branca e azul, o qual é induzido a biossintetizar macromoléculas de
elevado valor agregado de forma dependente da condi¢do de cultivo estabelecida. Além disso,
foi possivel a obtencdo de mudas e de uma estrutura de cultivo colonizada com carpdsporos da

macroalga vermelha G. birdiae sob condi¢des controladas de laboratoério.
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