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RESUMO

O género Chondracanthus (Gigartinaceae, Rhodophyta) tem despertado
interesse das industrias produtoras de carragenana e do mercado de
alimentacdo humana por seu grande potencial econémico. No Brasil o
género possui quatro espécies, dentre as quais se destaca
Chondracanthus teedei, pelo seu porte, distribuicdo e abundancia.
Tendo em vista que as populages naturais ndo sdo suficientes para
suportar uma explotacdo econdmica, a alternativa para viabilizar o
aproveitamento deste recurso € por meio da maricultura. Por outro lado,
um programa de maricultura sé tera chances de éxito se apoiado em
fundamentos sélidos sobre a biologia da espécie, de tal modo que
permiti- se sua domesticagdo. Este trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento de bases biolégicas para apoiar a maricultura desta
espécie de alga marinha no litoral brasileiro. Nesta fase inicial
estudamos: i. a liberacdo de meidsporos e mitdsporos; ii. a germinagédo
de ambos tipos de esporos e seu desenvolvimento até plantas adultas; iii.
a taxa de crescimento de plantulas haploides e diploides; iv. a influéncia
da temperatura no crescimento das plantulas e v. a analise do
desempenho de progénies derivadas de meiose nas condi¢des de cultivo
que utilizamos. Como resultados destacamos: i. tanto carpdsporos como
tetrdsporos apresentaram o padrdo Dumontia de desenvolvimento, com
0 surgimento do eixo ereto cerca de 100 horas apds a liberacdo do
esporo; ii. a taxa de liberacdo de esporos por grama de talo com
cistocarpos foi 68% superior em relagdo a talos com tetrasporangios; iii.
a taxa de germinacéo foi superior nos carpdsporos (32%) em relagédo aos
tetrasporos (29%); iv. ndo ha diferencas significativas entre as taxas de
crescimento relativo (TCR) de plantulas derivadas de tetrasporos e
carposporos; v. as melhores TCR ocorreram a 25°C para ambas as fases
e vi. houve ampla variacdo na morfologia e nas TCRs das linhagens
obtidas a partir de tetrasporos evidenciando recombinagdo genética
independente e mostrando ser este o caminho para a obtencdo de
linhagens mais produtivas. Acreditamos que os resultados obtidos
fornecem informagdes relevantes para futuros programas de maricultura
de Chondracanthus teedei no litoral brasileiro, a serem complementados
por ensaios de cultivo no mar.

Palavras-chave: 1. Chondracanthus teedei 2. Cultivo 3.Macroalgas






ABSTRACT

Species of the red algal genus Chondracanthus (Gigartinaceae,
Rhodophyta) have been considered a target for exploitation because of
its importance as a source of raw material for the carrageenan industry
as well as food industry as a sea vegetable. Chondracanthus is
represented in Brazil by four species, among which C. teedei is of
special interest in view of its size, distribution and abundance. As the
natural population are not large enough to support a commercial
explotation the alternative remains on its mariculture. However, it is
well known that success in a sustainable and commercial cultivation of a
natural resource can only be achieved if based on solid biotechnological
background, that leads to the domestication of the targeted species. This
study aims at developing basic knowledge of the biology of C. teedei to
support the mariculture of this species on the Brazilian coast. In this first
approach we studied: i. the release of mitospores and meiospores; ii.
spore’s germination and development until adult thalli; iii. relative
growth rates (GR) of haploid and diploid germlings; iv. GR performance
under different temperatures and v. the performance of strains of
plantlets derived from meiotic spores in vitro. Among the results we
highlight: i. both, tetraspores and carpospores germinate following the
same pattern described for the genus Dumontia; an erect shoot is
produced after about 96 hours since spore’s release; ii. release of spores
per gram (fresh) of thalli with cystocarps was 68% higher than thalli
with tetrasporangial sori; iii. germination rates of spores was higher in
carpospores (32%) than in tetraspores (29%); iv. on a total mean basis
there was no significant differences among GR of plantlets derived from
tetraspores and carpospores; v. higher GR for plantlets derived from
both spores types occurred at 25C° and vi. there was a high variability in
the morphology, as well as GR, in plantlets derived from tetraspores,
showing independent gene segregation. This high variability will
provide the genetic basis for strain selection in order to pick up the best
strains for higher productivity. We believe that these results are a
contribution towards the establishment of a biotechnological basis for
the mariculture of this potentially important species on the Brazilian
coasts. A follow up of this project is to develop pilot assays in the sea.

Keywords: 1. Chondracanthus teedei 2. Cultivation 3. Seaweed
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1. INTRODUCAO

1.1. MACROALGAS MARINHAS: UTILIZACAO E
IMPORTANCIA ECONOMICA

Segundo Zemke-White & Ohno (1999), 221 espécies de
macroalgas marinhas sdo utilizadas no mundo (32 Chlorophyta, 64
Phaeophyceae e 125 Rhodophyta), sendo que 145 destas espécies (28
Chlorophyta, 38 Phaeophyceae e 79 Rhodophyta) sdo utilizadas na
alimentacdo humana sem processamento e 101 espécies sdo utilizadas
indiretamente na forma de polissacarideos (alginato — 41 espécies, agar
— 33 espécies e carragenanas — 27 especies). Entretanto, a utilizagdo das
macroalgas marinhas como fonte de alimentacdo direta ou indireta ndo é
tdo recente, existindo registros que datam dos séculos IV e VI em paises
como Japdo e China (Ito & Hori 1989; Oliveira 1997a; McHugh 2003;
Oliveira et al. 2009). Reed (1907) lista, no inicio do século XX, 70
espécies utilizadas na alimentacdo nas ilhas havaianas, entre elas 7
espécies de Enteromorpha, conhecida como ‘Limu eleele’ no Havai e
‘Aonori’ no Japdo. O mesmo autor cita também o cultivo de
Asparagopsis taxiformis (Delile) Trevisan de Saint-Léon (citada como
Asparagopsis sanfordiana Harvey) realizado em Moloaa, Havai, para
consumo direto. Murata & Nakazoe (2001) citam 50 espécies de
macroalgas comestiveis para o0 Japdo, com um consumo médio de 1,4 kg
de algas por pessoa no ano de 1994. Além dos beneficios nutricionais,
Funahashi et al. (2001) verificaram que o consumo de Undaria
pinnatifida (Harvey) Suringar reduz e previne o cancer de mama.

O consumo mundial de macroalgas marinhas era embasado em
pequenos e rudimentares cultivos e, grande parte na explotacdo dos
bancos naturais de forma ndo planejada. Com o crescente consumo de
produtos industrializados dependentes de polissacarideos de macroalgas
marinhas (&gar, carragenanas e alginatos), a explotacdo dos bancos
naturais foi sendo substituida gradativamente por cultivos comerciais ou
por explotacdo planejada e controlada. (Oliveira 1997a; McHugh 2003).
Estes polissacarideos, também chamados de ficocoldides, séo
hidrocoldides (coldides sollveis em agua) com moléculas grandes. So
incolores, inodoros, insipidos e ndo digeridos pelo homem (sem valor
calorico) e, quando diluidos em agua, formam uma solucdo viscosa
(Armisén 1991; Hayashi 2001; Oliveira et al. 2009). Sao divididos em
trés grandes grupos: agaranas (agares), carragenanas e alginatos, os dois
primeiros extraidos de macroalgas vermelhas (Rhodophyta) e os


http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=636

28

alginatos de macroalgas pardas (Phaeophyceae). Podem ser utilizados
em diversos setores da industria, tais como: industria alimenticia,
farmacéutica, cosméticos, fotografica, tintas, borrachas e fertilizantes
(Armisén 1991; McHugh 1991, 2003; Oliveira 1997a; Buschmann et al.
2005).

Cerca de 40 paises produzem 90% (11,3 milhdes de toneladas) da
biomassa comercializada de macroalgas, sendo a China (62,8%),
Indonésia (13,7%), Filipinas (10,6%), Coréia (5,9%) e o Japdo (2,9%)
0s maiores produtores. Laminaria japonica Areschoug foi a alga mais
produzida em 2008 (4,8 milhdes de toneladas), seguida por Undaria
pinnatifida (1,8 milhGes de toneladas), Gracilaria spp. (1,4 milhdes de
toneladas) e Porphyra spp. (1,4 milhdes de toneladas) (McHugh 2003;
Oliveira et al. 2009; FAO 2010). Parte desta producao mundial, cerca de
oito milhdes de toneladas, é utilizada pelas industrias para extracdo de
ficocol6ides, movimentando anualmente seis bilhGes de ddlares por ano.
Este mercado vem crescendo de 1 a 3% ao ano (McHugh 2003; Bixler
& Porse 2010).

1.2 MARICULTURA DE MACROALGAS NO BRASIL

O interesse do Brasil por macroalgas foi impulsionado pela falta
de &gar no mercado mundial, provocado pela segunda guerra mundial,
que impossibilitou o Japdo de abastecer tal mercado. No decorrer dos
anos, diversas empresas se instalaram no pais com intuito de produzir
agar e carragenana, tendo como fonte macroalgas explotadas dos bancos
naturais. Muitas destas empresas encerraram suas atividades poucos
anos depois, aparentemente, devido a falta de matéria prima (Oliveira
1997a).

A explotagdo dos bancos naturais de macroalgas localizados,
principalmente, no nordeste brasileiro é realizada por comunidades
costeiras como um complemento de renda familiar. Entretanto, a falta de
um plano de manejo e o uso de técnicas predatérias de colheita tem
levado a destruicdo destes bancos naturais e a interrupcdo desta
atividade (Oliveira 1997b; Carneiro et al. 2011).

Embora a Ficologia esteja relativamente bem avancgada no Brasil,
e 0 pais disponha de ampla costa marinha e boa diversidade de
macroalgas, ainda dependemos da importacdo de algas in natura e de
varios de seus produtos (Oliveira 1997a). Mesmo que o Brasil ndo tenha
boas condicdes floristicas e climaticas para a producédo e processamento
de algas pardas para alimento e alginatos, o pais poderia vir a ser um
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produtor de algas vermelhas para obtencdo de agaranas e carragenanas
(Oliveira 1981a; b; ). Em vista disto, diversos estudos foram realizados
com macroalgas nativas com resultados promissores (Berchez &
Oliveira 1990; Reis et al. 2006; Pellizzari et al. 2006; Salles et al. 2010),
entretanto, nunca chegamos a um nivel comercial significativo (Oliveira
1990).

No que diz respeito a producdo de carragendfitas, dentre as
espécies nativas promissoras destacam-se Hypnea musciformis (Wulfen)
J. V. Lamouroux e Chondracanthus teedei (Mertens ex Roth) Kiitzing
(Oliveira 1997a; Oliveira 2006 apud Mufioz et al. 2011). Entretanto, 0s
ensaios realizados até agora com H. musciformis deram resultados
insignificantes, esbarrando em dificuldades técnicas (Lima et al. 1981,
Berchez & Oliveira 1990; Reis et al. 2006). Com C. teedei, apenas
trabalhos relacionadas a reprodugéo e ecologia foram realizados no pais
(Braga 1985, 1990).

Como alternativa, foi proposto por Oliveira (1990) a introducao
de uma espécie exdética, Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P.C.
Silva in P.C. Silva, Basson & Moe, originaria do Indo-Pacifico, a qual
se adaptou bem, especialmente em locais onde a temperatura da dgua se
mantém acima de 20°C (Paula & Pereira 1998; Bulboa & Paula 2005).
O cultivo desta espécie esta autorizado entre Sdo Paulo e Rio de Janeiro
(Oliveira 2005). Entretanto, essa introducdo ndo tem sido vista com
bons olhos por parte de muitos pesquisadores e enfrenta problemas
sérios de legalizacdo por parte das agéncias ambientais, devido as
dificeis previsdes de seu impacto sobre as comunidades marinhas (Paula
& Pereira 1998; Alves et al. 2010).

1.3. SELEGAO DE LINHAGENS

A obtencdo de matéria prima com qualidade e caracteristicas
adequadas para sua finalidade é de grande interesse para as indUstrias ou
para consumidores diretos. Para tal, é necessario o controle e a previsdo
da producdo, assim como a qualidade das caracteristicas desejadas. A
utilizacdo de técnicas de selecdo de linhagens na maricultura tem como
objetivo incrementar caracteres desejados em uma linhagem
selecionada, de modo que esta linhagem apresente vantagens
econdmicas em relacdo a linhagem “selvagem” na expressdo de
caracteres desejaveis (Hansen 1983, 1984; Santelices & Doty 1989).

Para aperfeicoar o processo de selecdo e diminuir os erros de
tentativa, Hansen (1983) propds o “Critical Pathway”, que consiste em
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construir uma base de dados através de dados ecoldgicos, experimentos
de fisiologia em linhagens selecionadas, e experimentos de cultivo.
Estes dados fornecerdo uma base para gerar projetos de maricultura de
determinada espécie (Figura 1).

ECOLOGIA

SELEGAO
FISIOLOGIA DE
LINHAGEM

CULTIVO
EXPERIMENTAL

Figura 1- “Critical Pathway”, modelo proposto por Hansen (1983) para estudos
de selegdo de linhagens.

A sele¢do de uma boa linhagem é primordial para os avangos da
maricultura. Os maiores avangos foram para os géneros utilizados na
alimentacdo, como Porphyra no Japdo, Laminaria na China, e
Gracilaria em Taiwan e no Chile, e para produtoras de carragenanas,
Chondrus nos EUA e Canada e em Eucheuma e Kappaphycus nas
Filipinas (Santelices & Doty 1989; Oliveira et al. 2000; FAO 2010;
Bindu & Levine 2010).

No Brasil diversos estudos relacionados a ecologia (Braga 1990;
Oliveira & Berchez 1993; Faccini & Berchez 2000; Reis & Yoneshigue-
Valentin 2000), fisiologia (Yokoya & Oliveira 1992; Pellizzari et al.
2007; Hayashi et al. 2010; Ramlov et al. 2012), selecdo de linhagens
(Paula et al. 1999; Hayashi et al. 2007) e cultivo experimental (Berchez
& Oliveira 1990; Hayashi 2007; Pellizzari et al. 2006; Hayashi et al.
2008; Salles et al. 2010) foram realizados com macroalgas nativas ou
introduzidas, a fim de produzir bases para futuros projetos de
maricultura comercial.
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1.4. O GENERO Chondracanthus KUTZING - ENFASE EM
Chondracanthus teedei (MERTENS EX ROTH) KUTZING

Nos Ultimos anos tem havido um crescente interesse por
macroalgas do género Chondracanthus (Gigartinaceae, Rhodophyta),
devido seu potencial econdmico para extragdo de carragenanas, na
producdo de cosméticos e na alimentacdo humana (Pereira & Mesquita
2004; Bulboa et al. 2005). Hoje o género possui 20 espécies aceitas
taxonomicamente com distribuicdo nos cinco continentes (Guiry &
Guiry 2013) e com as espécies C. exasperatus (Harvey & J.W.Bailey)
J.R. e C. chamissoi (C.Agardh) Kiitzing como os representantes mais
importantes economicamente nos dias de hoje (Waaland 2004; Bulboa
et al. 2005).

No Brasil o género possui quatro representantes (C. acicularis
(Roth) Fredericg, C. elegans (Greville) Guiry, C. teedei e C. saundersii
C.W.Schneider & C.E.Lane) distribuidos por sua costa (Schneider &
Lane 2005; Oliveira et al. 2013).

Dentre estas espécies, destaca-se Chondracanthus teedei
[basionym: Ceramium teedii Mertens ex Roth], descrita inicialmente em
Portugal e atualmente encontrada em diversas regies como Europa
(Pereira & Mesquita 2004), Asia (Lee & Kang 2001), Africa (John et al.
2004) e América do Sul (Coll & Oliveira 1999; Horta 2000). Segundo
Oliveira (1977), C. teedei foi descrita inicialmente para o Brasil por
Martius et al. em 1833 para o estado do Maranhdo como Sphaerococcus
teedii (Roth) Ag. No Brasil é considerada uma macroalga comum em
todo o litoral, sendo encontrada em zonas relativamente abrigadas
ocupando a faixa inferior da regido entre-marés (Oliveira 1977; Braga
1990). Possuindo limite de distribuicdo norte o estado do Maranhdo
(Horta 2000) e sul o estado do Rio Grande do Sul (Baptista 1977). Para
0 estado de Santa Catarina a espécie foi descrita em 1978 por Cordeiro-
Marino como Gigartina tedii (Mertens ex Roth) J.V. Lamouroux.

Esta espécie possui ciclo de vida trifasico e isomorfico (Guiry
1984; Braga 1985) com o estadio gametofitico produzindo carragenana
da familia kappa (gelificantes) e o estadio esporofitico produzindo
carragenana da familia lambda (espessante/viscosificante) (Saito &
Oliveira 1990; Pereira & Mesquita 2004).

Braga (1985) realizou os primeiros estudos com C. teedei no
Brasil, encontrando uma tendéncia no aumento da biomassa nos meses
de inverno e uma diminuicdo nos meses de verdo, com comprimento
médio das plantas de 1,7 cm. Plantas maiores que 5,0 cm
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corresponderam a menos de 2% da populacdo na praia do Cibratel em
Itanhaém, S&o Paulo. O predominio de plantas inférteis sobre plantas
cistocarpicas ou tetraspéricas também foi observado, sugerindo que, a
reproducdo vegetativa tem grande importancia na renovacio desta
populagdo. Em experimentos de laboratdrio, Braga (1985) também
constatou que a espécie sobrevive em temperaturas entre 18 e 26°C, com
maior crescimento em 22 e 26°C. O fotoperiodo também ndo se mostrou
limitante para o seu crescimento.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é criar bases bioldgicas para auxiliar
o desenvolvimento do cultivo da macroalga vermelha Chondracanthus
teedei.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Compreender as caracteristicas iniciais do desenvolvimento de
carpdsporos, tetrasporos e juvenis de Chondracanthus teedei.

- Comparar entre o0s estddios do ciclo de vida (espordfito e
gametofito feminino) a taxa de liberacdo e germinacdo de tetrasporos e
carpsporos, e o crescimento das plantulas.

- Selecionar linhagens com altas taxas de crescimento relativo e
biomassa a partir de carpdsporos e tetrasporos.

- Testar a tolerdncia ao estresse causado pela alta (30°C) e baixa
(15°) temperatura nas linhagens selecionadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 PROCEDIMENTOS DE COLETA

Individuos maduros de C. teedei foram coletados no costéo rochoso
do lado norte da Praia Grande (Figura 2A e B), no municipio de
Governador Celso Ramos, Santa Catarina, Brasil (27° 21’ 26.43” S e
48° 32’ 11.25” O). As populagdes de C. teedei estdo localizadas na
regido entre-marés (Figura 2C) e por este motivo as coletas foram
realizadas no periodo entre 7 e 10 horas da manhd em maré baixa (<
0,3), de acordo com a tdbua de marés para o Porto de Floriandpolis.

Figura 2- A) Costédo rochoso do lado norte da Praia Grande, Governador Celso
Ramos — SC. B) Fisionomia do costéo rochoso da Praia Grande. C) Distribuicao
da populacédo de Chondracanthus teedei na regido entre-marés (seta).
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Apb6s as coletas, os individuos foram armazenados em sacos
plasticos com &gua do mar e acondicionados em caixa térmica ao abrigo
da luz para o transporte até o Laboratorio de Ficologia (LAFIC) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), localizado em
Florianépolis, distante 46 km do ponto de coleta.

No laboratério, as amostras foram separadas entre espécimes com
cistocarpos (gametdfito feminino) e com soros de esporos
(tetraspordfitos), lavadas com agua do mar corrente, imersas em solucao
de hipoclorito de s6dio 0,05% por 10 segundos e lavadas cinco vezes em
agua do mar esterilizada para eliminar sedimentos e organismos
contaminantes.

3.2 CONDICOES GERAIS DE CULTIVO

O meio de cultura utilizado foi agua do mar esterilizada e
enriquecida com a solugdo de von Stosch 50% (VS) preparada segundo
Edwards (1970). A esterilizacdo da &gua do mar foi realizada com
decantacdo por 7 dias em ambiente escuro, filtragem em malha de 10 e 5
pm e filtro com radiagdo UV-C.

Para o acompanhamento do desenvolvimento inicial, taxa de
liberacdo, taxa de germinagdo e taxa de crescimento utilizou-se durante
0s primeiros 7 dias 6 mL de didéxido de germanio (3 ug.L-1), para
controlar uma possivel contaminagdo por diatomaceas. No experimento
de selecdo de linhagens utilizou-se durante os primeiros 7 dias
penicilina potéassica (0.2 mg.mL-1), para evitar o crescimento de
cianobactérias, além do didxido de germanio na mesma concentragédo
citada anteriormente.

Em todos os experimentos, os cultivos foram realizados com
fotoperiodo de 12h, temperatura constante de 25 + 2°C (exceto no
exgerimento de temperatura), irradiancia PAR de 40 = 5 umol fétons
m* s fornecida por lampadas do tipo “luz do dia” (Osram 20 W),
dispostas acima dos frascos. A irradiancia foi medida com radiémetro
PMA 2100 (Solar Light Co., Inc, Philadelphia, USA).
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3.3.  ANALISE DO DESENVOLVIMENTO INICIAL,
LIBERACAO E GERMINACAO DE CARPOSPOROS E
TETRASPOROS E CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE
Chondracanthus teedei

Para acompanhar o desenvolvimento inicial, quantificar a liberacéo e
germinagdo de carposporos e tetrasporos e quantificar o crescimento das
plantulas, utilizou-se a metodologia proposta por Alveal et al. (1997),
gue consiste em manter as algas férteis submersas a certa distancia do
substrato, ocorrendo assim uma ‘“chuva” dispersa de esporos sobre o
substrato (Figura 3A, D e G). Para tal, foram utilizados aquéarios
quadrados com 15 cm de lado e capacidade de 3 litros de meio de
cultura. Para manter as algas em suspensdo, foram confeccionadas
estruturas de redes em fios finos de nylon, que ficavam suspensas e
cobriam toda a superficie do aquério (Figura 3B). Como substrato para
fixacdo dos esporos, foram utilizadas para cada aquério 10 laminas para
microscopia de luz (25,4 mm de largura e 76,2 mm de comprimento).
Em cada aquario foram utilizadas 3 gramas de algas férteis.

O acompanhamento do desenvolvimento inicial ocorreu em
dezembro de 2012 e foi utilizado um aquéario para cada estadio
reprodutivo. As algas permaneceram nos aquarios por 12 horas no
escuro, sendo retiradas apds este periodo. Neste momento, iniciaram-se
as primeiras observacdes. Os esporos foram incubados sem aeracéo,
para as observacOes subsequentes. As observac¢des do desenvolvimento
dos carposporos e tetrasporos foram realizadas com microscopio Leica
DM 2500 e sistema de captura Leica Microsystems DFC295, utilizando
uma lamina para cada estadio do ciclo de vida, nos seguintes tempos:
recém-liberado, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 96 horas, 120 horas e 14
dias apos liberacéo.

Para quantificar a liberacdo e a taxa de germinacao dos carpdsporos
e tetrasporos foram utilizadas triplicatas (3 aquarios) para cada estadio
do ciclo de vida (Figura 3C). As algas permaneceram 24 horas nos
aquarios e apds este periodo foram retiradas, e os esporos cultivados por
7 dias, nas mesmas condi¢es e locais da liberacdo. Este experimento foi
realizado em Julho de 2012.

As taxas de liberagdo foram obtidas analisando-se as ldaminas em um
microscdpio Leica DM 2500 no aumento de 40X e o sistema de captura
de imagens Leica Microsystems DFC295. Foram registradas 6 fotos
seguindo a orientagdo demonstrada na Figura 3E para cada lamina,
evitando assim fotos do mesmo local. Foram registradas no total 60
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fotos por aquéario e 180 fotos para cada estadio. Cada foto possui uma
4rea total de 6,6454 mm’.

As taxas de germinacdo foram registradas no aumento de 100x, 3

fotos seguindo a orientagdo demonstrada na Figura 3F para cada lamina,
totalizando 30 fotos por réplica e 90 fotos por estadio do ciclo de vida.
Cada foto possui uma area total de 1,06 mm?.
Com o auxilio do programa ImageJ versdo 1.45s e de sua ferramenta
“Cell Counter”, todos os esporos (germinados e ndo germinados)
contidos nas fotos das taxas de liberagdo foram contados. Em seguida,
realizou-se a somatdria dos esporos contidos em todas as fotos de cada
réplica e foi estimado o nimero total de esporos liberados por grama
(biomassa fresca) de alga para cada réplica através da Equacéo 1:

Equacdo 1:

(ATszE)

N° total de esporos por grama de talo fresco = ~—4TE

Onde: ATL ¢ a area total das 10 laminas de microscopia, XE ¢ o
somatorio dos esporos contados e ATF é a area total das 60 fotos.

Para as taxas de germinacdo, foram contados todos 0s esporos
(germinados e ndo germinados) contidos nas fotos das taxas de
germinacdo, e os resultados foram expressos como porcentagem de
esporos germinados em relagcdo ao nimero total de esporos contados. A
germinacdo foi considerada quando o esporo apresentava pelo menos
uma divisdo celular (Bulboa et al. 2008b).

Apds o registro das fotos para a quantificacdo das taxas de
liberacdo e germinacdo, foram selecionadas aleatoriamente 3 laminas de
cada estadio reprodutivo, para a quantificacdo da taxa de crescimento
relativo (TCR) das plantulas. As TCRs foram obtidas medindo-se 30
plantulas (discos) escolhidas ao acaso em cada lamina durante um
periodo de 14 dias (medi¢cBes a cada 7 dias), com auxilio de um
microscépio e uma ocular graduada. Cada lamina foi mantida
individualmente em uma placa de Petri (didmetro 8,5 cm e altura 15 cm)
com 50 mL de meio de cultura (trocado a cada 7 dias), Os resultados
obtidos foram expressos como taxa de crescimento relativo (TCR = %
dia™), utilizando-se a Equacdo 2 (Lignell & Pedersén 1989):
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Equacéo 2:
1

TCR = (Mt>t 1] x 100
~I\Mo

Onde: TCR = Taxa de Crescimento Relativo; MO = Didmetro inicial
do esporo; Mt = Didmetro final do disco; t = dias.

Figura 3 A-G) Metodologia utilizada para a liberagdo e contagem dos esporos de
Chondracanthus teedei. (A) Aquario para liberacdo dos esporos com as algas
suspensas em estruturas de redes (AS) com distancia (DS) de 13 cm do substrato
para fixagdo composto por laminas para microscopia (LM). B) Algas suspensas para
liberagdo. C) Unidades de liberagdo em triplicata para cada estadio do ciclo de vida.
D) Lamina para microscopia recoberta com esporos. E) Orientagdo das 6 fotos
aleatorias para quantificacdo da taxa de liberagdo de esporos. F) Orientagdo das 3
fotos aleatérias para quantificagdo da taxa de germinacdo dos esporos.(G)
Visualizagdo no microscopio dos esporos com 7 dias sobre lamina para microscopia
com aumento de 40x.
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3.4. MORFOGENESE E SELECAO DE LINHAGENS

Foram selecionados ao acaso cinco gametofitos femininos e cinco
espordfitos para proceder & liberacdo de esporos. De cada gametofito
feminino foram separados quatro cistocarpos e de cada espordfito foram
retirados quatro segmentos do talo contendo soros tetrasporangiais.
Cada estrutura reprodutiva foi induzida a liberar os esporos em placa de
Petri (115 mm didmetro X 15 mm altura) individual contendo uma
l&mina para microscopia de luz, 100 mL de meio de cultura e foram
mantidas para liberagdo durante a noite. Apés este periodo, as estruturas
reprodutivas foram retiradas e os esporos cultivados com meio de
cultura trocado a cada 7 dias.

Apds 30 dias de cultivo procedeu-se aleatoriamente a selecéo de uma
plantula por placa de Petri, que foi cultivada isolada em erlenmeyers
com 250 mL de meio de cultura, sob as mesmas condi¢des descritas
acima e com aeracdo constante com ar filtrado (Millipore 0,2pum) por 60
dias. O meio de cultura foi trocado a cada 15 dias, onde as plantulas
eram fotografadas e o comprimento do seu eixo principal medido.

Aos 60 dias de cultivo, também foi registrada a biomassa fresca com
balanca analitica, e as linhagens provenientes de tetrdsporos receberam
etiquetas e foram postas aleatoriamente em grupos de cinco individuos
em quatro aquarios contendo 3 litros de 4gua do mar cada, e mantidos
sob as mesmas condi¢Bes descritas acima por um periodo de 15 dias.
Este procedimento serviu para diferenciar os gameto6fitos femininos dos
gametdfitos masculinos, pela presenca dos cistocarpos nas plantas
femininas. Este procedimento foi adotado devido ao dificil
reconhecimento do soro de espermatangios nos gametofitos masculinos
(Braga 1985).

3.5. EFEITO DE DIFERENTES TEMPERATURAS SOBRE A
TAXA DE CRESCIMENTO DE QUATRO LINHAGENS
PROVENIENTES DE TETRASPOROS

Entre as linhagens obtidas no experimento anterior, foram
selecionadas quatro linhagens provenientes de tetrasporos (LGO7B;
LGO8C; LG09B e LG10C) e testado o efeito de trés temperaturas sobre
sua taxa de crescimento. Estas linhagens foram selecionadas por
possuirem as maiores taxas de crescimento dentre as linhagens de cada
planta mae.
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Fragmentos apicais com 10 mm de comprimento foram incubados
em Erlenmeyer com 250 mL de meio de cultura e submetidos a trés
temperaturas (15°C, 25°C e 30°C), durante um periodo de 28 dias em
trés camaras de germinagdo com irradiancia de 40 pmol fétons m? s,
fotoperiodo de 12h e com aeracdo constante. O meio de cultura foi
trocado a cada 7 dias, onde também eram obtidas medidas de
comprimento do seu eixo principal. O experimento foi realizado em
triplicata com 1 fragmento por erlenmeyer.

3.6. ANALISE DOS DADOS

A biomassa inicial da selegdo de linhagem e a biomassa inicial e
final do experimento de temperatura foram estimadas através da
equacdo da regressdo linear (Equacdo 3) entre a biomassa final e a area
final das linhagens selecionadas.

Equacdo 3: y = 0,0007x — 0,0151 R? = 0,9552

Todos os dados obtidos foram submetidos primeiramente ao teste de
normalidade e homogeneidade das variancias (teste de Cochran).

Os dados obtidos na liberacdo, germinacdo de carpdsporos e
tetrasporos e taxa de crescimento das plantulas foram submetidos, a uma
analise de variancia (ANOVA) unifatorial para realizar a comparacéo
entre gametdfito e tetraspordfito. Dados referentes as TCRs do
experimento de temperatura com diferentes linhagens foram submetidos
a uma andlise de variancia fatorial, para comparar as TCRs de cada
linhagem entre as temperaturas, assim como também se houve interacao
entre estes fatores (TCRs X Temperatura).

Quando diferencas significativas foram encontradas, o teste de
Student-Newman-Keuls foi utilizado.

As andlises de ANOVA foram realizadas no programa STATISTIC
10 (StatSoft, Inc.). Todas as analises foram feitas considerando um nivel
de significancia de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. DESENVOLVIMENTO INICIAL

Os tetrasporos e carposporos liberados apresentaram formato
esférico ou elipsoide, com diametros entre 15-16um e com capa de
mucilagem aparente (Figura 4A). Apds 12 horas de sua liberagdo
ocorreu a primeira divisdo celular, separando-os em duas células filhas
(Figura 4B). Em aproximadamente 24 horas apds a liberagdo ocorreu a
segunda divisdo, sendo esta perpendicular a primeira divisao (Figura
4C). Apos 48 horas, 0s esporos apresentaram a quarta divisdo, formando
quatro células filhas (Figura4C). A partir desta fase do desenvolvimento
ocorreram sucessivas divisdes celulares e o aumento do didmetro do
disco. Entre 96 e 120 horas foi possivel observar um disco
pluriestratificado no centro e monoestratificado nas bordas e o inicio da
formagdo do eixo ereto (Figura 4E e F). Filamentos unisseriados
hialinos foram observados nesta fase do desenvolvimento. Com 14 dias,
as plantulas apresentavam talos com comprimento entre 400 e 500 um e
discos de fixacdo com didmetro entre 200 e 250 um. Apenas um talo
ereto por disco de fixacdo foi observado (Figura 4G).

Ndo foram observadas diferencas entre o0 processo de
desenvolvimento dos tetrdsporos e carpésporos. Ambos seguiram o
padrdo Dumontia de divisdo celular descrito inicialmente por Chemin
(1937). Durante o processo de desenvolvimento, foram observadas
coalescéncias de esporos tanto em carpdsporos como em tetrasporos,
gerando plantulas com diversos talos eretos de diferentes tamanhos.
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Figura 4 — A-G) Primeiros estagios do desenvolvimento de tetrasporos de
Chondracanthus teedei. A) Tetrasporo recém-liberado; B — Tetrasporo com a
primeira divisdo apés 12 horas (seta); C) Inicio da germinagdo de tetrasporo
com duas divisGes apos 24 horas (seta); D) Desenvolvimento de tetrasporo apés
48 horas com quatro células (setas indicando divisdo celular); E) Disco
pluriestratificado no centro e monoestratificado nas bordas formado ap6s 96
horas da liberagdo de tetrasporo. Inicio da formagao do eixo ereto (C); F) Disco
de fixacdo formado e formacdo do talo ereto apds 120 horas da liberacdo de
tetrasporo; G) Plantula com 14 dias formada pela germinacéo de tetrasporo.
Escala corresponde a 10 um nas figuras A-F e 100 pm na figura G.

Alteragdes no padrdo de divisdo celular foram observadas em
carposporos e tetrasporos com frequéncia. Ap6s 6 horas da liberacdo,
uma protuberéncia pouco pigmentada surgiu (Figura 5A), e com 12
horas, a primeira divisdo celular ocorreu na parte maior e mais
pigmentada da célula, no sentido perpendicular a protuberancia
(Figura 5B). Com 24 horas apos a liberacdo, os esporos ja apresentavam
uma segunda divisdo. Esta segunda divisdo ocorreu perpendicularmente
a primeira divisao e, também ocorreu na parte mais pigmentada (Figura
5C). Ap6s 48 horas uma massa multicelular irregular foi observada
(Figura 5D).
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Esta alteragdo no padrdo de desenvolvimento foi observada apenas
nas primeiras 48 horas ap6s a liberacdo, depois deste periodo, o
desenvolvimento ocorreu da mesma forma descrita anteriormente e as
plantulas se tornaram indistinguiveis.

A

Figura 5 A - D) Modificacdo nos primeiros estigios do desenvolvimento de
tetrdsporos de Chondracanthus teedei. A) Tetrasporo com seis horas,
surgimento de uma protuberéncia; B) Inicio de desenvolvimento de tetrdsporo
com 12 horas, primeira divisdo; C) Fase inicial do desenvolvimento de
tetrdsporo com duas divisdes celulares apds 24 horas; D) Massa multicelular
irregular de células derivada de tetrasporo p6s 48 horas. Escala corresponde a
10 pm.

42. LIBERACAO E GERMINACAO DE CABPOSPOROS E
TETRASPOROS E CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE
Chondracanthus teedei

O namero de esporos liberados por grama de alga fértil (Figura 6) foi
significativamente (Tabela 1) maior para o gametéfito feminino, sendo
68% (377.769 esporos/g) superior em relagdo ao tetrasporofito (120.691
esporos/g).
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Figura 6 - Variagdo do nimero de esporos liberados por grama de talo fresco de
Chondracanthus teedei. Cada valor corresponde a média + erro padrdo (n = 3).
As letras diferentes indicam tratamentos significativamente diferentes segundo
ANOVA (p < 0,05).

A taxa de germinagédo (Figura 7) foi ligeiramente maior nos esporos
liberados por plantas do estddio gamet6fito feminino (32%) em relagédo
aos esporos liberados pelo estadio tetrasporofito (29%), entretanto os
valores ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 1).

100% -
80% -
60% -
40% - a a
20% -

Taxa de germinacéo

0% -
Tetrasporofito Gametofito feminino
Figura 7 - Taxa de germinacdo de esporos provenientes de tetrasporéfito e

gametdfito feminino de Chondracanthus teedei. Cada valor corresponde a
média % erro padrao (n = 3).
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Os discos de fixagdo apresentaram didmetros no inicio do
experimento (7 dias apds a liberagdo) entre 33,90 um (gametofito
feminino) e 31,77 pum (tetraspordfito). Apds 14 dias de cultivo (21 dias
apos liberacdo) os discos apresentaram didmetros de 168,54um
(gametdfito feminino) e 164,54 pum (tetraspordéfito) (Figura 8).

As TCRs entre os dois estadios foram similares, com 12,12 + 0,50%
dia™ para gamet6fito e 12,13 + 1,62% dia™ para tetrasporéfito, sem
diferenca significativa entre os estadios (Tabela 1) (Figura 8).

200 | A

150 - @ Tetrasporofito
O Gametdfito o

Diametro do disco de
fixacdo (um)
=
o

7 dias 14 dias 21 dias

TCR (% dia )

Tetraspordfito Gametofito

Figura 8 - Variacdo do diametro do disco de fixacdo (um) (A) e da taxa de
crescimento — TCR- (% dia™) (B) do didmetro do disco de fixac&o de plantulas
derivadas da germinacdo de carpdsporos e tetrasporos de Chondracanthus
teedei apds 21 dias de cultivo. Cada valor corresponde a média * erro padrao (n
=3).
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Tabela 1 Anélise de variancia unifatorial da liberacdo, taxa de
germinacdo de carpdsporos e tetrasporos e taxa de crescimento de
plantulas de Chondracanthus teedei. Em negrito, diferengas
significativas.

Efeito Graus de Liberdade F P

Liberagdo 1 9,01253  0,039860
Taxa de germinacéo 1 1,8033 0,250449
Taxa de crescimento 1 0,0000 0,996823

4.3. MORFOGENESE E SELECAO DE LINHAGENS

No 15° dia apés a liberagdo dos esporos foi observado que dos 20
cistocarpos analisados apenas 13 apresentaram carpOsporos viaveis, e 0s
outros sete cistocarpos ndo apresentaram carpOsporos vidveis ou ndo os
liberaram no periodo determinado.

As linhagens séo designadas por trés letras e dois nimeros, LG para
linhagens gametofiticas e LT para linhagens esporofiticas. Letras A, B,
C e D diferenciam as linhagens da mesma planta mae. Nimeros de 01
ao 10 referem-se a plantas mée.

No momento em que as linhagens atingiram os 30 dias de cultivo
procedeu-se a selecdo ao acaso de um individuo de cada placa de Petri,
totalizando 13 linhagens provenientes de carpdsporos e 20 linhagens
provenientes de tetrdsporos. Estas linhagens ja apresentavam uma
diversificada coloragdo do talo (Figuras 9 e 16). O inicio das
ramificagdes foi observado nesta fase do desenvolvimento, sendo mais
frequente nas linhagens provenientes de tetrasporos (Figura 13 -
LGO7A, B e D; Figura 14 - LG08B e D; Figura 15 - LG09A, C e D;
Figura 16 - LG10A e D) ocorrendo em menor frequéncia em linhagens
provenientes de carpésporos (Figura 9 - LTO1B). O comprimento inicial
das linhagens selecionadas apresentou uma grande amplitude, com
maior comprimento de 1,03 cm (Figura 10 - LTO3A), menor
comprimento de 0,12 cm (Figura 16 - LG10C) e média de 0,46 cm
(Tabela 2). As linhagens apresentaram trés tipos de morfologia do talo
nesta fase do desenvolvimento, tendo predominancia o talo achatado
com 42,4% do total, seguido por 30,3% de talos cilindricos e 27,3 de
talos cilindricos/achatados. Entre as linhagens provenientes de
tetrdsporos e carposporos havia uma diferenca em relacdo ao tipo
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predominante de morfologia do talo nesta fase do desenvolvimento.
Dentre as linhagens provenientes de carpdsporos o predominio foi de
talos cilindrico/achatados (46%), seguido por talos cilindricos (31%) e
talos achatados (23%), e nas linhagens provenientes de tetrasporos o
tipo de morfologia predominante foi talo achatado (55%), seguido por
talos cilindricos (30%) e talos cilindrico/achatados (15%).

Apds 15 dias de cultivo isolado (45 dias ap6s a liberagdo) uma
linhagem morreu (LTO2C), restando 12 linhagens provenientes de
carposporos. Ramificagbes de primeira ordem foram encontradas em
todas as linhagens, com seu padrdo ainda ndo definido. Ramificacfes de
segunda ordem foram encontradas em 53% das linhagens, com
predominio de linhagens provenientes de tetrasporos (41%), seguido por
linhagens provenientes de carpésporos (12%). A morfologia do talo
sofreu alteragdes nesta fase do desenvolvimento, passando a ter
predominio de talos cilindrico/achatados com 72% do total, seguido por
talos achatados com 16% e talos cilindricos com 12%. Nas linhagens
provenientes de tetrasporos, 65% dos talos apresentaram morfologia
cilindrico/achatado, 25% com talos achatados e 10% com talos
cilindricos. Em linhagens provenientes de carpésporos, o predominio de
talos cilindrico/achatados com 83% seguido por talos cilindricos com
17%, ndo ocorrendo talos com a morfologia achatada. Soros de
tetrasporangios foram observados em cinco linhagens (Figura 9 -
LTO2A,; Figura 10 - LTO3A,; Figura 11 - LTO5A, B e C). Nesta fase do
desenvolvimento ocorreu a fixagdo de cinco linhagens, um espordfito
(Figura 11 - LTO5D) e quatro gametofitos (Figura 12 - LGO6C; Figura
13 - LGO7A e B; Figura 16 - LG10A), nas paredes dos Erlenmeyers por
meio de disco de fixacdo secundaria (DFS). Os DFS foram desprendidos
na troca do meio de cultura.

Aos 30 dias de isolamento (60 dias ap6s a liberagcdo), 56% das
linhagens apresentaram ramificacdes de terceira ordem, sendo mais
expressiva nas linhagens gametofiticas com 37%. Parte das linhagens
que possuia talos cilindrico/achatados passaram a ter talos totalmente
achatados, totalizando 53% de talos cilindrico/achatados, 41% de talos
achatados e 6% de talos cilindricos. Dentre as linhagens esporofiticas,
92% dos talos eram cilindrico/achatados e 8% cilindricos. Esta
proporcdo, entretanto, ndo se repete nas linhagens gametofiticas, onde
65% dos talos séo achatados, 30% cilindrico/achatados e 5% cilindricos.
Grande parte das linhagens esporofiticas apresentaram estruturas
reprodutivas, e apenas as linhagens LT02B (Figura 9) e LTO4A (Figura
10) ndo as apresentaram nesta fase do desenvolvimento. Dentre as
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linhagens gametofiticas, uma apresentou cistocarpos espalhados em
apenas uma de suas ramificacGes, sugerindo se tratar de uma planta
monoica (Figura 14 - LG08B). Os DFS foram numerosos nesta fase do
desenvolvimento, presentes em 66% das linhagens. Entre as linhagens
gametofiticas, 75% apresentavam DFS e nas linhagens esporofiticas
50%.

Com 45 dias de isolamento (75 dias ap6s a liberagdo), as
ramificacbes de terceira ordem estavam presentes em 84% das
linhagens, com predominancia das linhagens gametofiticas com 62%,
seguida por linhagens esporofiticas com 22%. Nesta fase do
desenvolvimento o padrdo de ramificacdo alterna, pinada e
subdicotémica se tornaram evidentes. Diferen¢as nos ramos de ultima
ordem passam a ser evidentes. Entre as linhagens esporofiticas todas
apresentam ramos de Ultima ordem cilindricos afinando-se
gradualmente, nas linhagens gametofiticas a grande maioria possui
ramos de ultima ordem cilindricos afinando-se gradualmente (Figura 12
- LGO6A, B e D; Figura 13 - LG07B, C e D; Figura 14 - LG08B, C e D;
Figura 15- LGO9B, L0O9C e D; Figura 16 - LG10A, B, C e D), entretanto
as linhagens LGO6C (Figura 12), LGO7A (Figura 13), LGO8A (Figura
14) e LGO9A (Figura 15) possuem ramificacfes de ultima ordem
cilindricas  afinando-se  abruptamente.  Talos com  formato
cilindrico/achatado sdo predominantes (56%), seguido por talos
achatados (44%). Dentre as linhagens esporofiticas 100% possuem talos
cilindrico/achatados e nas linhagens gametofiticas 70% possuem talos
achatados e 30% talos cilindrico/achatados. O nimero de linhagens com
estruturas reprodutivas ndo se alterou nesta fase do desenvolvimento em
relacdo aos dados obtidos aos 30 dias de isolamento. Os dados de DFS
obtiveram uma queda nesta fase do desenvolvimento, onde 53% das
linhagens foram observadas com DFS. Entre as linhagens gametofiticas
houve uma diminuicdo no nimero de linhagem que apresentavam DFS
passando para 40%. Nas linhagens esporofiticas ocorreu um aumento
passando para 75%.

Ao final dos 90 dias de cultivo (60 dias de isolamento) todas as
linhagens apresentaram coloracdo predominante verde. As ramificagdes
de terceira ordem estavam presentes em 97% das linhagens (34% das
linhagens esporofiticas e 63% das linhagens gametofiticas), o
surgimento de ramificaces de quarta ordem foi registrado em 50% das
linhagens, sendo mais predominante nas linhagens gametofiticas com
41%. O padrdo de ramificacdo permaneceu inalterado, entretendo notou-
se uma proliferacdo desordenada de novos talos nas regifes onde se
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formaram os DFS. A morfologia do talo foi predominantemente
achatada (56%) seguida por talos cilindrico/achatados (47%), sendo que
nas linhagens gametofiticas, 80% possuem talos achatados e 20% talos
sdo cilindrico/achatados. Nas linhagens esporofiticas predominou a
morfologia de talos cilindrico/achatados com 83% e talos achatados com
17% (Tabela 2). O numero de linhagens que possuiam estruturas
reprodutivas permaneceu inalterado. A ocorréncia de DFS diminuiu para
31% das linhagens, entre as linhagens gametofiticas a ocorréncia caiu
para 50% e nas linhagens esporofiticas para 20% (Tabela 2).

As diferencas morfoldgicas ndo ocorreram apenas entre os estadios
do ciclo de vida, mas também entre as linhagens do mesmo estadio com
plantas mée diferentes e com a mesma planta mae.

Nas linhagens esporofiticas podem-se observar diferencas na
quantidade de ramificacdes entre as linhagens de mesma planta mae.
Estas diferengas sdo observadas nas linhagens LTO4A e B (Figura 10) e
também nas linhagens LTO5D e as demais da mesma planta mée
(LTO5A, B e C) (Figura 11). A morfologia do talo era
predominantemente cilindrico/achatada neste estadio do ciclo de vida,
entretanto duas linhagens provenientes de plantas mées diferentes
tinham talos achatados (Figura 10 - LTO4A; Figura 11 - LT05D). Nas
linhagens gametofiticas as diferencas na quantidade de ramificacGes
também podem ser observadas na linhagem LGO6A em relagdo as
outras linhagens da mesma planta mae (LGO6B, C e D) (Figura 12), na
linhagem LGO7D em relagdo as outras linhagens da mesma planta mae
(LGO7A, B e C) (Figura 13) e na linhagem LG10C em relacdo as outras
linhagens da mesma planta mée (LG10A, B e D) (Figura 16).

Ao juntar os gametofitos no final do experimento foi possivel
identificar dentro das linhagens gametofiticas quais eram gametofitos
femininos. Dentre as 20 linhagens, 12 apresentaram cistocarpos, sete
permaneceram inférteis e 1 ja tinha apresentado cistocarpos isolados
sugerindo ser uma planta mondica (Tabela 2).
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Figura 9 — Desenvolvimento morfol6gico de linhagens provenientes de carpdsporos liberados por dois
individuos (01 e 02) de Chondracanthus teedei. Barras = 2 mm para 30 dias e 1 ¢cm para 45, 60, 75 e 90 dias.
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Figura 10 - Desenvolvimento morfolégico de linhagens provenientes de carpésporos liberados por dois
individuos (03 e 04) de Chondracanthus teedei. Barras = 2 mm para 30 dias e 1cm para 45, 60, 75 e 90
dias.
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Figura 11 - Desenvolvimento morfoldgico de linhagens provenientes de carpdsporos liberados
por um individuo (05) de Chondracanthus teedei. Barras = 2 mm para 30 dias e 1 cm para 45,
60, 75 e 90 dias.
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Figura 12- Desenvolvimento morfoldgico de linhagens provenientes de tetrasporos liberados por
um individuo (06) de Chondracanthus teedei. Barras = 2 mm para 30 dias e 1 cm para 45, 60, 75
e 90 dias.
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Figura 13 - Desenvolvimento morfoldgico de linhagens provenientes de tetrasporos liberados por
um individuo (07) de Chondracanthus teedei. Barras = 2 mm para 30 dias e 1 cm para 45, 60, 75
e 90 dias.
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Figura 14 - Desenvolvimento morfolégico de linhagens provenientes de tetrasporos liberados por
um individuo (08) de Chondracanthus teedei. Barras = 2 mm para 30 dias e 1 cm para 45, 60, 75 e
90 dias.
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Figura 15 - Desenvolvimento morfoldgico de linhagens provenientes de tetrasporos liberados por um
individuo (09) de Chondracanthus teedei. Barras = 2 mm para 30 dias e 1 cm para 45, 60, 75 e 90
dias.
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Figura 16 - Desenvolvimento morfoldgico de linhagens provenientes de tetrasporos liberados por um
individuo (10) de Chondracanthus teedei. Barras = 2 mm para 30 dias e 1 ¢cm para 45, 60, 75 e 90 dias.
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Apb6s 90 dias de cultivo (60 dias de isolamento) as linhagens
apresentaram diferentes valores de TCRs, comprimento final e biomassa
final. A média da TCR das linhagens gametofiticas foi de 5,20 + 0,30%
dia-1, comprimento final de 5,32 + 0,38cm e 0,32 + 0,03g de biomassa
final. Para linhagens esporofiticas a média da TCR foi de 2,97 + 0,48%
dia-1, comprimento final foi de 3,70 + 0,19cm e 0,08 + 0,01g de
biomassa (Tabela 2).

Ao analisarmos as médias das TCRs das linhagens por planta mée
podemos observar uma baixa variagdo, com maior média para a planta
mée de linhagens gametofiticas LG09 (5,62 + 0,66% dia -1) e menor
valor para a planta mae de linhagens esporofiticas LT05 (1,99 + 0,84 %
dia -1). Entre as plantas mées das linhagens esporofiticas a maior média
foi de 3,65 £ 0,29% dia-1 para a planta mde LTO1 (Figura 17).

8,0 -
6,0
4,0
2,0
0,0

TCR (% dia )

Plantas maes de linhagens | Plantas mées de linhagens
esporofiticas gametofiticas

Figura 17 - Média das taxas de crescimento relativo (TCR) das linhagens de
Chondracanthus teedei por planta mée. n = 2 para L01, L02, LO3 e L04.n =4
para LO5, LO6, LO7, LO8, L09 e L10. Cada valor corresponde a média + erro
padréo.

Para os dados referentes ao comprimento final, a maior média foi
observada para a planta mae de linhagens gametofiticas LG10 com 5,63
+ 0,30 cm, com pequena diferenca para LG09 (5,54 + 035 cm), LG06
(5449 + 051 cm) e LO7 (5,39 = 0,43 cm). A menor média de
comprimento final foi para a planta mée de linhagens esporofiticas LT04
com 2,92 + 0,33 cm. Entre as plantas mae das linhagens esporofiticas a
maior média foi de 4,50 + 0,38% dia-1 para a planta mde LT02 (Figura
18).
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Figura 18 - Média do comprimento final (cm) das linhagens de Chondracanthus
teedei por planta mée. n = 2 para LO1, L02, LO3 e LO4. n = 4 para L05, LO6,
LO7, LO8, L09 e L10. Cada valor corresponde a média + erro padrao.

As médias de biomassa final demonstram uma variagcdo entre as
plantas maes gametofiticas das esporofiticas, com as médias das plantas
méaes de linhagens gametofiticas 25% maiores que as médias das plantas
mées de linhagens esporofiticas (Tabela 2). A maior média foi
observada na planta mae de linhagens gametofiticas LG06 (0,38 + 0,09
g) com pequena diferenca para LGO7 e LG09 com 0,36 + 0,05 g e 0,36
+ 0,07 g respectivamente. A menor média foi observada para a planta
mée de linhagens esporofiticas LT03 (0,06 + 0,03 g). Entre as plantas
méaes de linhagens esporofiticas as maiores médias foram de 0,11 + 0,02
g e 0,11 + 0,01 g para as plantas mdes LTO1 e LTO2 respectivamente
(Figura 19).



63

Biomassa final (g)

Plantas maes de linhagens | Plantas mées de linhagens
esporofiticas gametofiticas

Figura 19 - Média da biomassa final (g) das linhagens de Chondracanthus
teedei por planta mae. n = 2 para L01, L02, LO3 e LO4. n = 4 para LO5, LO6,
LO7, LO8, L09 e L10. Cada valor corresponde a média + erro padréo.

Em relacdo aos valores de TCRs, para as linhagens gametofiticas, os
mesmos variaram entre 3,11% dia-1 (LG08B) e 6,32% dia-1 (LG10C),
enquanto nas linhagens esporofiticas os valores variaram entre 0,28%
dia-1 (LTO5B) e 4,32% dia-1 (LTO4A) (Figura 20 e Tabela 2).

Os dados de biomassa tiveram uma variacdo de 21% entre as
linhagens gametofiticas, com maior valor de 0,52 g para a linhagem
LGO6C e menor valor para a linhagem LG10C com 0,11 g. Esta
variacdo foi menor para as linhagens esporofiticas (14%) com maior
valor para a linhagem LTO5D (0,14 g) e menor valor para linhagem
LTO04B (0,02 g) (Figura 20 e Tabela 2).
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Figura 20 — Valores de taxa de crescimento relativo (% dia™) e biomassa (g) de 32 linhagens de Chondracanthus

teedei cultivadas por 90 dias (60 dias de isolamento).
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Tabela 2 — Dados morfoldgicos e reprodutivos de diferentes linhagens, obtidas a partir da germinacéo de carpdsporos e
tetrasporos de Chondracanthus teedei cultivados por 90 dias (60 dias de isolamento).

Morfologia

Comprimento

Comprimento

Biomassa

Biomassa

TCR

Estrutura

Plantamde  Linhagem 010" inicial (cm) final cm)  Inicial §)  final ()  (%dial) reprodutiva D' >
G. feminino  LTO1A C/IA 0,53 4,04 0,014 0,09 3,36 T sim
G. feminino LTO1B CIA 0,16 4,14 0,015 0,12 3,94 T sim
G. feminino LTO2A CIA 0,43 4,12 0,014 0,1 3,61 T sim
G. feminino LT02B C/IA 0,4 4,87 0,014 0,12 3,52 | sim
G. feminino LTO3A C/IA 1,03 4,11 0,012 0,08 3,04 T sim
G. feminino LTO3B C/IA 0,41 38 0,014 0,09 2,85 T sim
G. feminino LTO4A A 0,39 3,25 0,014 0,13 4,32 | sim
G. feminino LT04B CIA 0,43 2,59 0,014 0,02 1,07 T sim
G. feminino LTO5A C/IA 0,63 3,26 0,013 0,05 2,15 T sim
G. feminino LT05B C/IA 0,21 2,92 0,015 0,02 1,31 T sim
G. feminino LT05C C/IA 0,52 3,29 0,014 0,02 0,28 T néo
G. feminino LTO5D A 0,66 3,98 0,013 0,14 4,23 T sim
Tetraspor6fito LGO6A A 0,38 4,02 0,014 0,13 39 | sim
Tetraspor6fito  LGO6B A 0,55 6,4 0,013 0,4 571 C nao
Tetraspor6fito  LGO6C A 0,51 5,83 0,014 0,52 6,23 C sim
Tetrasporéfito  LGO6D A 0,53 57 0,013 0,46 59 C sim
Tetrasporéfito LGO7A A 6,1 0,013 0,42 5,44 C sim
Tetrasporéfito LGO7B A 0,15 4,2 0,015 0,44 5,63 C sim



Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito
Tetrasporofito

Tetrasporofito

LGO7C
LGO7D
LGO8A
LG08B
LGO08C
LGO08D
LGO9A
LG09B
LG09C
LGO09D
LG10A
LG10B
LG10C
LG10D

>

C/IA
C/IA

C/IA

> > > > >

C/IA

0,39
0,66
0,54
0,66
0,23
0,76
0,7

0,15
0,41
0,61
0,34
0,29
0,12
0,45

5,97
53
4,58
397
4,24
54
5,94
45
58
59
6,04
5,7
477

0,014
0,012
0,014
0,014
0,015
0,013
0,014
0,015
0,014
0,012
0,014
0,015
0,015
0,014

0,36
0,21
0,28
0,14
0,13
0,3

0,51
0,22
0,29
0,43
0,42
0,29
0,11
0,37

5,77
4.8
5,26
3,52
4,22
531
6,32
4,58
5,44
6,13
6,01
4,9
3,11
5,78

< 0O 0 0

sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
nado
sim
sim
sim
nédo

sim
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Em Morfologia do talo — C/A = Cilindrico/achatado; A = Achatado. Em Estrutura reprodutiva — T = tetrasporangios C =

cistocarpos; | = infértil e M = monédica.
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44. EXPERIMENTO DE TEMPERATURA

Os resultados demonstraram que apds 28 dias de cultivo todas as
linhagens utilizadas cresceram nos tratamentos experimentais (Figura 21
e 22). A temperatura mostrou influéncia significativa (Tabela 3) sobre as
TCRs das linhagens utilizadas com os maiores valores para plantas
cultivadas na temperatura de 25°C (Figura 22).

Os maiores valores de biomassa foram obtidos na temperatura de
25°C, com 0,07 + 0,005 g para linhagem LGOQ9B, seguida pela linhagem
LG10C com biomassa de 0,06 + 0,008 g, LGO7B com biomassa de 0,02
+ 0,006 g e LG0O8C com 0,01 £ 0,0007 g (Figura 21). As linhagens
LGO7B e LGO9B obtiveram valores de biomassa maiores nha
temperatura de 15°C (0,005 + 0,0008 g e 0,03 + 0,003 g), em relacdo a
temperatura de 30°C (0,002 + 0,001 g e 0,001 £ 0,0002 g), 0 mesmo n&do
ocorreu com as linhagens LG08C e LG10C, onde as biomassas foram
maiores na temperatura de 30°C (0,019 + 0,001 g e 0,019 £ 0,005 g), em
relacdo a temperatura de 15°C (0,012 + 0,001 g e 0,007 + 0,0009 g)
(Figura 21).

As TCRs foram maiores na temperatura de 25°C, com maior valor
para a linhagem LG10C com 5,78 + 0,58% dia™, seguida pela linhagem
LGO9B com TCR de 5,54 + 0,24% dia™, LGO7B com TCR de 4,10 +
0,52% dia’ e LGO8C com TCR de 1,93 + 0,12% dia™. Diferengas
significativas (Tabela 3) foram encontradas entre as linhagens LG07B,
LGO08C LG10C, ndo sendo significativo (Tabela 3) entre as linhagens
LG09B e LG10C (Figura 22).

Dentre as linhagens cultivadas a 15°C, a linhagem LGO09B obteve
maior biomassa com 0,03 + 0,003 g e TCR com 3,50 + 0,50% dia™
seguida pela linhagem LGO08C 0,01 + 0,001g e TCR com 1,99 + 1,07%
dia!, LG10C 0,007 + 0,0009 g e pela linhagem LG07B com 0,005 +
0,0008 g. As linhagens LG07B e LG10C ndo apresentaram valores de
TCR. Os resultados ndo apresentaram diferengas significativas (Tabela
3Tabela 3) (Figura 22).
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Figura 21 - Efeito da temperatura (15, 25 e 30°C) na biomassa (g) de diferentes
linhagens (LGO7B, LG08C, LG09B e LG10C) de Chondracanthus teedei ap6s
28 dias de cultivo. Cada valor corresponde a média * erro padrdo (n = 3).
Linhas correspondem a linha de tendéncia.
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Nas linhagens cultivadas a 30°C, as linhagens LG08C e LG10C
obtiveram as maiores biomassas com 0,019 + 0,001 g e 0,019 £+ 0,005 g
respectivamente, com TCR de 2,01 + 0,18% dia™* para LG08C e TCR
com 1,93 + 0,73% dia® para LG10C. A linhagem LO7B apresentou
biomassa de 0,002 g + 0,001 g e a linhagem LG09B com 0,0013 +
0,0002 g.

As linhagens LGO7B e LG9B ndo apresentaram valores de TCR. Os
resultados ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 3Tabela 3).

8,0 - A B A
c mL07B
~ 6,0 - ¢ B L08C
a
8 a0 | a oL09B
S a , mL10C
[ad a
O 2,0 _ b % i
|_
0,0 . :
15°C 25°C 30°C

Temperatura (°C)

Figura 22 — Efeito da temperatura (15, 25 e 30°C) na taxa de crescimento (%
dia™) de diferentes linhagens gametofiticas (LGO7B, LG08C, LG09B e LG10C)
de Chondracanthus teedei apds 28 dias de cultivo. Cada valor corresponde a
média + erro padrdo (n = 3). As letras indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,05) (letras
minuGsculas correspondem as diferengas entre as linhagens; letras maiusculas
correspondem as diferencas entre as temperaturas).

Tabela 3 - Analise de variancia bifatorial da taxa de crescimento de quatro
linhagens gametofiticas de Chondracanthus teedei apds 28 dias de cultivo em
diferentes temperaturas (15, 25 e 30° C). Em negrito, diferencas significativas.

Efeito Graus de Liberdade F P
Temperatura 2 60,6226  0,000000
Linhagem 3 6,9064 0,001633

Interacdo Te X Li 6 12,9583  0,000002
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5. DISCUSSAO

Estudos sobre a liberacdo, germinacdo e desenvolvimento dos
esporos sdo de grande importancia para o entendimento das proporgdes
entre os estadios do ciclo de vida na natureza, e fornecem dados
relevantes para a formacdo de pacotes tecnoldgicos que viabilizam o
cultivo de espécies com importancia econdmica.

Neste trabalho o padrdo de desenvolvimento inicial dos esporos de
Chondracanthus teedei corresponde ao encontrado por Guiry (1984) e
Braga (1985), para a mesma espécie. O mesmo padréo é encontrado em
outras espécies do género Chondracanthus (West & Guiry 1982; Guiry
& Cunningham 1984; Sylvester & Waaland 1984; Avila et al. 2010).
Diferencas nos primeiros estagios do desenvolvimento também foram
encontradas por Braga (1985) para a espécie estudada (citada como
Gigartina teedii), Sylvester & Waaland (1984) para C. exasperatus
(citada como Gigartina exasperata Harvey & J.W.Bailey), Chen &
Taylor (1976) para Chondrus crispus Stackhouse e Plastino & Oliveira
Filho (1988) para Gracilaria sp.. Estas alteragdes no desenvolvimento
podem estar ligadas ao substrato com baixa aderéncia na superficie e a
densidade de esporos em cultura (Chen & Taylor 1976; Sylvester &
Waaland 1984).

Guiry (1984) e Braga (1985) observaram a formagdo de pelos
hialinos nos disco de germinacdo e sua persisténcia até as plantas jovens
de C. teedei; entretanto, s6 encontramos pelos hialinos durante a
formacdo do disco de germinagdo, os quais desapareceram quando
ocorreu a formacao do eixo ereto. O mesmo padrdo foi observado por
West & Guiry (1982) para C. squarrulosus (Setchell & N.L.Gardner)
J.R.Hughey, P.C.Silva & Hommersand (citado como Gigartina
johnstonii E.Y. Dawson). Segundo Rueness et al. (1987), a formacgéo e 0
desaparecimento dos pelos hialinos podem estar relacionados com a
disponibilidade de nutrientes dissolvidos no meio.

O tempo decorrido entre a liberagdo dos esporos e o surgimento do
eixo ereto foi de 4 ou 5 dias, enquanto, Guiry (1984) e Braga (1985)
relatam o surgimento do eixo ereto apds 18 a 45 dias de cultivo in vitro
para a mesma espécie e Avila et al. (2010), somente apds 30 dias de
cultivo, para C. chamissoi. Esta diferenca no tempo de desenvolvimento
se deu, provavelmente, pelas diferencas nos pardmetros utilizados no
cultivo, necessitando de estudos detalhados para conhecer a influéncias
dos parametros abiodticos e suas influéncias no desenvolvimento.
Pacheco-Ruiz et al. (2011), por exemplo, observaram influéncia
significativa da temperatura e irradiancia no desenvolvimento de
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carposporos e nenhum efeito sobre os tetrdsporos de C. squarrulosus.
Para C. chamissoi, Gonzalez & Meneses (1996) encontraram valores
otimos diferentes para cada estadio do ciclo de vida, com maior
crescimento para esporofitos (provenientes de carpGsporos) na
temperatura 20°C e 90 pmol m? s™ e para gametéfitos (provenientes de
tetrasporos) na temperatura de 15°C e 90 pmol m?s™.

Estudos comparativos entre os estadios do ciclo de vida sdo
frequentes na literatura, (Gonzalez & Meneses 1996; Pereira &
Mesquita 2004; Barufi et al. 2010; Ramlov et al. 2012) Tais diferencas
sdo atribuidas aos fatores ambientais (salinidade, temperatura,
irradiacdo, herbivoria) e/ou surgem como resultado de diferentes
pressdes de selecdo transformando-as em vantagens adaptativas
especificas para cada fase (Hannach & Santelices 1985).

A liberacéo, germinacéo e o desenvolvimento dos esporos podem ser
influenciados por diversos fatores bidticos e abidticos (Rao &
Kaliaperumal 1983; Agrawal 2009). Os efeitos destes fatores sobre a
producdo de esporos é de considerdvel interesse, tanto para o
entendimento dos aspectos ecolégicos como para a producdo de espécies
de interesse econdmico. Neste trabalho, foi observada a predominancia
significativa do gametofito feminino em relacdo ao tetrasporéfito no
namero de esporos liberados por grama de talo fresco; entretanto, ndo
foi possivel quantificar o namero de estruturas reprodutivas por grama
de talo fresco, devido a dificuldade de quantificar os soros
tetrasporangiais que ndo se distribuem de maneira uniforme. Pacheco-
Ruiz et al. (2011) ao analisarem 0 ndmero de tetrasporangios e
cistocarpos por grama de talo fresco durante 12 meses, encontraram 0s
maiores valores na primavera, sem diferengas significativas entre os
estadios do ciclo de vida durante os 12 meses. A predominancia do
estadio gametofito feminino portando cistocarpos em relagdo ao
tetraspordfito no nimero de esporos liberados também foi constatada
para C. squarrulosus, Bostrychia tenella (J.VV. Lamouroux) J. Agardh,
Caloglossa leprieurii (Montagne) G.Martens e Chondrus crispus
(Bhattacharya 1985; Narasimha Rao & Umamaheswara Rao 1991;
Pacheco-Ruiz et al. 2011).

N&o foram encontradas diferencas significativas na germinacdo dos
esporos e no crescimento dos discos de fixacdo das plantulas entre os
estadios do ciclo de vida de C. teedei. Bulboa et al. (2008a) e Pacheco-
Ruiz et al. (2011) analisaram as taxas de germinacdo de populacGes de
C. chamissoi e C. squarrulosus do Chile e do México respectivamente,
durante as quatro estacdes do ano e obtiveram as maiores taxas de
germinacdo durante o verdo, com 55% para carpdsporos e 63% para
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tetrdsporos em C. chamissoi; e, na primavera, com 31% para gametofito
e 70% para tetrasporos de C. squarrulosus. Bulboa et al. (2008a)
analisaram também as taxas de crescimento ao longo das estagdes do
ano e encontraram 0s maiores Vvalores para carpOsporos
(9,3 = 02 % dia-1) e tetrasporos (8,4 + 0,3 % dia-1), ambos na
primavera. Para C. teedei, observamos maior taxa de germinacgdo para
carposporos (32%) e menores para tetrasporos (29%) no inverno. As
taxas de crescimento foram similares entre os estadios, com 12,12 +
0,50% dia-1 para gametofito e 12,13 + 1,62% dia-1 para tetrasporofito.

As diferengas encontradas na morfologia, cor, tamanho, taxas de
crescimento e biomassa final entre os estadios do ciclo de vida, entre
individuos do mesmo estadio do ciclo de vida e ente individuos
provenientes da mesma planta mée no inicio do desenvolvimento, se
mantiveram por 90 dias de cultivo em laboratério. Esti variacéo
fenotipica encontrada neste trabalho para C. teedei ocorreu,
provavelmente, devido a variabilidade genética entre os individuos.
Santelices & Varela (1993) ao estudar a plasticidade fenotipica da
Gracilaria chilensis C.J. Bird, McLachlan & E.C. Oliveira observaram
que as variacdes fenotipicas ocorreram em individuos geneticamente
iguais de duas formas: a primeira, entre individuos cultivados a partir
dos esporos liberados pelo mesmo cistocarpo, e a segunda, em ramos
derivados de um dnico individuo e cultivados nas mesmas condigdes. Os
autores afirmam que estas variagdes podem ocorrer devido a diversos
fatores como o0s microambientais e 0s genéticos (mutagdes,
recombinacdes mitdticas e elementos geneticamente instaveis), afetando
a replicabilidade do sistema de ramificagéo.

Chondracanthus  teedei apresenta  predominio de talos
cilindrico/achatados em plantas esporofiticas e talos achatados em
plantas gametofiticas. Dentre as plantas gametofiticas os individuos que
ndo apresentaram cistocarpos (possivelmente individuos masculinos)
tinham talos cilindrico/achatados. Macroscopicamente pode-se observar
também uma variacdo na densidade de ramificacdo de acordo com o
estadio do ciclo de vida e entre gametofitos com cistocarpos e
gametofitos inférteis. Gameto6fitos femininos possuem uma ramificacéo
densa e, muitas vezes, com ramos de ultima ordem afinando-se
abruptamente. Gametdfitos inférteis apresentaram-se menos ramificados
quando comparados com gametofitos com cistocarpos, porém mais
ramificados quando comparados com plantas esporofiticas. Essas algas
possuiram ramos de Ultima ordem afinando-se gradualmente para os
apices como em plantas tetrasporofiticas. Braga (1985) também
encontrou variag@es no tipo de ramificacdo entre gametdfito feminino,
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gametofito masculino e plantas esporofiticas. Cordeiro-Marino (1978)
encontrou, em individuos de C. teedei (citados como Gigartina teedii)
coletados em Santa Catarina, o talo principal achatado e com ramos de
Gltima ordem cilindricos e afinando-se gradualmente. Joly (1965)
descreve os individuos de C. teedei (citado como Gigartina teedii)
coletados no litoral norte do estado de Sdo Paulo e regides
circunvizinhas, como sendo plantas de talo principal achatado e
cilindrico na base e nos ramos de Gltima ordem. Nossos resultados se
assemelham aos obtidos por Paula et al. (1999) em seu estudo sobre
selegdo de linhagens a partir de tetrasporos de Kappaphycus alvarezii,
onde foi encontrado grande variabilidade no tamanho, cor, morfologia e
crescimento dos individuos. As linhagens selecionadas pelos referidos
autores apresentaram biomassas Umidas ap6s 10 meses de cultivo entre
0,01 e 18,05 gramas, mostrando grande variabilidade entre progénies e
refletindo recombinagdo genética esperada entre esporos meiéticos.

O surgimento das estruturas reprodutivas nas linhagens esporofiticas
apds 45 dias de cultivo também foi reportado por Braga (1985) para C.
teedei.

Era esperada uma reducdo na taxa de crescimento e na biomassa
final dos individuos que apresentaram estruturas reprodutivas durante o
periodo do experimento, devido a alocacdo de parte da energia do
metabolismo para o desenvolvimento e liberagdo dos esporos, o que ndo
ocorreu em nossos experimentos. Observamos que individuos inférteis
possuiram taxa de crescimento e hiomassa final semelhante aos
individuos que apresentaram estruturas reprodutivas. Dentre as
linhagens gametofiticas, a menor taxa de crescimento foi registrada para
a Unica linhagem que apresentou cistocarpos (linhagem mondica).

A selecdo de individuos inférteis ou com desenvolvimento de
estruturas reprodutivas retardadas é considerada uma das alternativas
para 0 aumento significativo da producdo através do crescimento
vegetativo, eliminando assim o gasto de energia para a produgdo de
estruturas reprodutivas (Merrill & Waaland 1979).

O surgimento de plantas mondicas em Rhodophytas é conhecido da
literatura (ver West e Guiry (1982) e Meer (1990) e pode ser resultados
de diversos fatores, como coalescéncia de esporos em germinacao,
recombinacdo mitdtica e mutacdo (Oliveira et al. 2000). Plantas
monoicas de C. teedei foram registradas inicialmente por Braga (1985)
no ambiente natural e em cultivos de laboratério, tendo uma baixa
frequéncia.

Embora ndo tenha sido quantificado o nimero de discos de fixacdo
secundaria (DFS) por linhagem, 87,5% dos individuos apresentaram em
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algum momento do desenvolvimento esta estrutura. A formacdo dos
discos de fixacdo secundaria auxilia na renovacdo das populagdes por
meio da formacdo de novas frondes, proporcionando uma maior
capacidade de ocupar substratos disponiveis e uma maior persisténcia da
populagdo quando as condi¢cbes ndo sdo favoraveis (Braga 1990;
Pacheco-Ruiz et al. 2005). Em Chondracanthus chamissoi, Fonck et al.
(2007) observaram maiores quantidades de DFS formados em substratos
calcarios em relacdo ao substrato rochoso. Otaiza & Fonseca (2011)
também obtiveram maiores quantidades de DFS quando adicionado ao
meio de cultura cloreto de calcio (CaCly). Segundo os autores, além da
maior rugosidade encontrada nos substratos calcarios, o que facilita a
fixacdo dos ramos, o calcio dissolvido pode agir como um indutor
quimico para a formacdo dos DFS. Fonck et al. (2007) observaram
também uma maior fixacdo secundaria em C. chamissoi em irradiancias
entre 10 ¢ 40 pmol m s * e uma diminuicio com o aumento do tempo &
deriva dos talos. Bulboa et al. (2005) relataram a formacao dos DFS em
substratos artificiais durante cultivos experimentais no Chile com C.
chamissoi, proporcionando uma melhor fixacdo das algas e evitando
perdas no cultivo.

Os dados obtidos demostraram uma baixa variabilidade entre as
médias de taxa de crescimento, comprimento e biomassa das linhagens
por planta mde de cada estadio do ciclo de vida. Apesar das plantas
maes serem coletadas no mesmo ambiente, embora espacialmente
separados, ndo € possivel garantir, no caso das plantas maes
tetrasporofiticas, que as mesmas ndo sejam geneticamente idénticas, por
serem geradas de carpdsporos derivados do mesmo cistocarpo. Era
esperada também uma maior variabilidade entre as médias das linhagens
provenientes de tetrasporos, devido sua formagédo por meiose, 0 que ndo
foi observado. Nao se pode descartar uma baixa variabilidade genética
da populacdo onde coletamos 0s espécimes para nossos experimentos, 0
que precisa ser confirmado por estudos especificos. Braga (1985)
observou em uma populacdo de C. teedei de Itanhaém que, embora
exista reproducdo por meio dos esporos, a reproducdo vegetativa parece
ser mais frequente e fundamental para a manutencdo desta populacao.
Pacheco-Ruiz & Zertuche-Gonzalez (1999) também afirmam que a
reproducdo vegetativa € uma estratégia de reproducdo utilizada pela
espécie C. squarrulosus (Setchell & N.L. Gardner) J.R. Hughey,
P.C.Silva & Hommersand (citada como C. pectinatus (E.Y. Dawson)
L.E. Aguilar-Rosas & R. Aguilar-Rosas) principalmente em periodos
criticos.
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A selecdo de linhagens, estratégia basica na producdo comercial, é
guiada pela finalidade que se pretende dar ao produto final, podendo
variar na forma (tamanho, peso, ramificacdo), coloragdo, composi¢do
(composicdo nutricional, rendimento de ficocoldides, rendimento de
outros compostos quimicos de interesse).

Analisando-se as linhagens individualmente é possivel verificar uma
grande variabilidade nas TCRs e biomassa entre as linhagens e entre os
estadios do ciclo de vida. As maiores médias de TCRs e biomassa final
foram obtidas com linhagens gametofiticas. Isto é importante porque séo
as linhagens de maior interesse das industrias que trabalham na extragdo
de carragenanas por apresentar carragenanas da familia kappa
(gelificantes). As linhagens esporofiticas que apresentaram TCRs acima
da média sdo interessantes podendo ser utilizadas como plantas mées de
uma nova selecdo de linhagens, com o objetivo de selecionar linhagens
gametofiticas com TCRs mais elevadas.

A temperatura ¢ um importante fator limitante e pode alterar a
reproducdo, crescimento e a distribuigdo das macroalgas no ambiente
natural (Luning 1990). O entendimento dos seus efeitos sobre a
fisiologia e ecologia de espécies de interesse comercial contribui para o
sucesso do cultivo. Entretanto, os dados obtidos para uma linhagem
especifica ndo devem ser extrapolados para toda a espécie, devido a
possibilidade da existéncia de ecétipos fisiologicos (Yokoya & Oliveira
1992; Contador 2006).

Neste estudo a temperatura teve influéncia significativa nas
linhagens utilizadas, com melhores taxas de crescimento para a
temperatura de 25°C. As linhagens também apresentaram
comportamentos diferentes indicando a existéncia e influéncia da
variabilidade genética no comportamento fisiolégico das linhagens. Em
cada temperatura uma linhagem diferente apresentou o maior valor de
TCR, embora uma das linhagens tenha apresentado em todas as
temperaturas a menor TCR. O comportamento distinto de diferentes
linhagens em um gradiente de temperatura se torna interessante onde o
cultivo se realiza em locais onde existe uma amplitude anual da
temperatura, fornecendo a possibilidade de utilizacdo de linhagens
resistentes a temperatura predominante nas esta¢cdes do ano, mantendo
assim uma TCR constante durante o ano.

Bulboa et al. (2006, 2008a, 2010) analisaram as taxas de germinacédo
e crescimento ao longo das estacdes do ano, o efeito de fatores biotico
(epifitismo) e abiotico (temperatura, irradiancia, fotoperiodo) em quatro
populacdes de C. chamissoi ao longo da costa chilena e encontraram um
padrdo sazonal nas taxas de germinacdo e crescimento, dado importante
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para orientar o cultivo a partir de esporos nas diferentes regifes
estudadas. Diferencas na resisténcia ao epifitismo entre as populacdes
também foi encontrada, sugerindo a existéncia de linhagens capazes de
resistir ao epifitismo, melhorando, portanto, as taxas de crescimento e a
qualidade do produto final. Os pardmetros abi6ticos ndo apresentaram
diferencas entre as populagbes e os tratamentos utilizados, ndo
evidenciando assim a existéncia de ecotipos fisioldgicos.
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6. CONCLUSOES

Algumas espécies do género Chondracanthus ja sdo utilizadas
comercialmente em dois principais segmentos: producdo de carragenana
e alimento humano. Estes mercados necessitam do controle e da
previsdo da producdo de suas matérias primas, bem como do padrdo de
qualidade, o que s6 pode ser conseguido através de uma produgdo
racional via maricultura.

Dentre as espécies de Chondracanthus que ocorrem no Brasil a que
nos pareceu mais promissora foi C. teedii pelas razdes que discutimos
no trabalho.

Desta forma, este trabalho teve como um dos objetivos compreender
0S processos reprodutivos e o acompanhamento da germinacdo dos
esporos e desenvolvimento das plantulas de C. teedei. Estudos que sdo
considerados etapas fundamentais para o cultivo da espécie alvo. Com
relacdo a estas investigacdes, pode-se concluir que:

o O desenvolvimento dos esporos seguiu o padrdo de divisdo
celular Dumontia;

o Na&o ocorreram diferengas no processo de desenvolvimento de
tetrasporos e carpOsporos;

e Desvios no padréo de desenvolvimento foram observados nos
momentos iniciais em ambos os estadios do ciclo de vida;

e Coalescéncia de esporos foram observadas gerando plantulas;

e Plantas gametofiticas liberaram o maior nimero de esporos por
grama de alga fértil;

o Nao houve diferencas significativas na taxa de germinacdo dos
carpOsporos e tetrasporos;

e Nao houve diferencas significativas nas taxas de crescimento
das plantulas derivadas de carposporos e tetrasporos.

Este trabalho ainda teve como objetivo acompanhar o
desenvolvimento e plantulas selecionadas em laboratdrio, visando
fornecer informacdes sobre o processo de morfogénese a fim de auxiliar
no processo de selecdo de linhagens. Foi realizado também experimento
de temperatura para testar a sua influéncia em linhagens gametofiticas,
proporcionando dados para futuros processos de sele¢do. As principais
conclus@es foram as seguintes:

e Ocorreu diferentes morfologias do talo em relagéo ao estadio do
ciclo de vida, sendo predominante talos cilindrico/achatados em plantas
esporofiticas e talos achatados em plantas gametofiticas;
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e Ocorreu a autofecundacdo de uma planta gametofitica
indicando a existéncia de plantas mondicas em C. teedei;

o Os discos de fixacdo secundarios foram presentes em quase
todas as plantas;

e As maiores taxas de crescimento relativo e biomassas foram
encontradas em plantas gametofiticas;

e A selecdo de linhagem se apresentou vidvel nesta espécie,
demonstrando que existe uma variabilidade genética possibilitando a
sele¢do de uma linhagem que apresente as caracteristicas desejadas;

o A temperatura influéncia significativamente na taxa de
crescimento relativo de C. teedei;

e Todas as linhagens cresceram na temperatura de 25°C,
entretanto apresentaram valores significativamente diferentes;

e Apenas duas linhagens apresentaram crescimento nas
temperaturas de 15°C e 30°C, demonstrando a importancia da selecéo e
utilizacdo de linhagens especificas para a temperatura predominante na
regido onde se pretende instalar o cultivo.

A selecdo de linhagens, embora seja trabalhosa e as vezes frustrante,
representa um componente importante na formacdo de tecnologias para
a implementacdo de cultivos de qualquer ser vivo. A procura por
linhagens resistentes e tolerantes aos diversos fatores bidticos e
abidticos, e com taxas de crescimento adequadas para seu destino, é
essencial para o sucesso comercial.

Os resultados aqui apresentados constituem 0s primeiros passos para
estabelecer bases bioldgicas que levem ao cultivo da espécie alvo. No
entanto, para que nossos objetivos sejam alcangados outros estudos sdo
necessarios, especialmente na area da ecofisiologia além de ensaios de
cultivo no mar.
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