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Resumo Geral

Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. C. Silva é uma alga vermelha
de grande importdncia comercial por ser a principal fonte de
carragenana, um ficocol6ide amplamente utilizado nas industrias
alimenticia, téxtil e farmacéutica. A espécie € originaria das Filipinas e
da Indonésia onde € cultivada desde meados da década de 1970, sendo
que sua principal forma de propagacéo é vegetativa, por meio da simples
fragmentacdo do talo, fato este que pode ocasionar em perda da
variabilidade genética e consequente reducdo na taxa de crescimento e
aumento na susceptibilidade a pragas e doengas, resultando em perda da
produtividade. Para contornar o problema, diversos estudos envolvendo
técnicas de micropropagacdo vem sendo realizados para a espécie. Os
objetivos deste trabalho foram: 1. caracterizar os niveis de ploidia de
nlcleos de células do calo; 2. analisar os efeitos de blogueadores das
fibras do fuso e de fitorreguladores no processo de regeneracao indireta;
3. analisar os efeitos de bloqueadores das fibras do fuso e de
fitorreguladores no processo de regeneracdo direta. Para o primeiro
objetivo, nlcleos de calos do tetrasporofito marrom com 30 e 60 dias de
cultura foram marcados com DAPI e sua fluorescéncia foi captada em
Microscopio Confocal de Fluorescéncia e quantificada por meio do
software Image J. Os nucleos apresentaram variaces na intensidade de
fluorescéncia de 11.972 a 100.386 pixels pm™ e 20.000 a 80.975 para
calos de 30 e 60 dias respectivamente. Este padrdo de variacdo pode
sugerir a ocorréncia de nacleos com diversos niveis de ploidia e
tendéncia a reducdo nesta variacdo decorrente da reorganizacdo celular
como consequéncia do processo de diferenciacdo. Para o segundo
objetivo, calos com 60 dias do tetrasporofito marrom foram transferidos
para meios de cultura liquidos e submetidos a 14 tratamentos com
diferentes combinacBes e concentracdes de bloqueadores de fibras do
fuso e de fitorreguladores por 30 dias. Os tratamentos ndo interferiram
na viabilidade dos calos, entretanto ndo foram observadas regeneragdes
indiretas. Para o terceiro objetivo, explantes do tetraspordéfito marrom
foram submetidos a 7 tratamentos com diferentes concentracdes de
bloqueadores de fibras do fuso e 12 tratamentos com diferentes
combinacdes e concentragbes de fitorreguladores combinados com
orizalina a 1,0 mg L™, adicionados ao meio de cultura liquido durante 2
semanas. Os tratamentos ndo influenciaram na taxa de sobrevivéncia. A
orizalina sozinha ou combinada com fitorreguladores IAA ou K



estimulou a maior producdo de eixos eretos por explante. A taxa de
crescimento foi estimulada pela orizalina em combinacdo com a
espermina ou com outros fitorreguladores (IAA e K; IAAe S; Ke S;
IAA, K e S). O presente trabalho demonstrou que a regeneracdo indireta
¢ de dificil obtengdo, por outro lado a regeneragdo direta é observada
com frequéncia, sendo recomendada para a propagacdo da espécie,
sendo que com a utilizacdo de orizalina e com fitorreguladores ha um
aumento na formacdo de micropropdgulos e da biomassa, sem afetar a
taxa de sobrevivéncia dos explantes. Ambos 0s casos sao importantes
alternativas para aumentar a produtividade da macroalga Kappaphycus
alvarezii.



General Abstract

Kappapphycus alvarezii (Dotty) Doty ex P. C. Silva is a red algae with
great commercial importance because it is the main source of
carrageenan, a phycocoloid largely used in food, textile and
pharmaceutical industries. This species is original from the Phillipines
and Indonesia, where is cultivated since early 1970's, and the main form
of cultivation is through vegetatively propagation, by simple thallus
fragmentation. This fact can be causing reduction in growth rates and a
possible increase in the susceptibility to pests and diseases, resulting in
productivity loss. To solve this problem, several studies evolving
micropropagation techniques have been done for this species. The
objectives of this study were: 1. Characterize the levels of ploidy in calli
cells nuclei; 2. Analyze the effects of spindle inhibitors and plant growth
regulators on the indirect regeneration process; 3. Analyse the effects of
spindle inhibitors and phytorregulators on direct regeneraticon process.
For the first objective, brown tetrasporophyte calli nuclei with 30 and 60
days were marked with DAPI and its fluorescence was captured in
Confocal Microscopy of Fluorescence and measured with Image J
software. The nuclei presented fluorescence intensity variation of 11.972
to 100.386 pixels pm and 20.000 to 80.975 to 30 and 60 days old calli,
respectivelly. This pattern of variation can suggest the occurrence of
nuclei in several degrees of ploidy and a trend to reduction in this
variation due to a cellular reorganization as consequence of
differentiation process. For the second objective, 60 days old brown
tetrasporophyte calli were transferred to liquid medium and submitted to
14 treatments with different combinations and concentrations of spindle
inhibitors and phytoregulators for 30 days. Treatments had no influence
in survival rates of the explants, although no indirect regeneration were
observed. For the third objective, brown tetrasporophyte thalli were
submitted to 7 treatments with different spindle inhibitors
concentrations, and 12 different concentrations and combinations of
phytoregulators combined with 1,0 mg L™ oryzalin added to liquid
culture media for 2 weeks. The treatments did not influenced on survival
rates. The oryzalin alone or in combination with IAA or K
phytorregulators further stimulated the upright axes production per
explant. The growth rates were stimulated by oryzalin in combination
with spermine or the others phytorregulators (IAA and K; IAA and S; K
and S; IAA, K and S). This study demonstrated that indirect



regeneration is hard to obtain, but direct regeneration is frequently
observed and recommended for propagation of this species. Also, with
utilization of oryzalin and phytorregulators, there is an increase on
micropropagule formation and biomass without any effect on explant
survival. Both cases are important alternatives to improve the
production of the seaweed Kappaphycus alvarezii.
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CAPITULO |

Introducéo Geral
1. Introducéo
1.1 Kappaphycus alvarezii

Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex. P.C. Silva, macroalga
pertencente a Divisdo Rhodophyta, Classe Florideophyceae, ordem
Gigartinales, familia Solieriaceae (Guiry, 2011), é originaria das
Filipinas e da Indonésia, onde ocorre naturalmente em &guas claras e
rasas de recifes de corais, com temperatura da agua entre 20°C e 32°C
(Paula et al. 1998). Seu talo é multiaxial parenquimatoso, apresentando
trés regides principais: a regido cortical, composta por uma camada de
células alongadas; e duas a trés camadas de células menos alongadas e
vacuolizadas, a regido subcortical e a regido cortical, esta Ultima
formada por células grandes, arredondadas e com um eixo central
formado por células pequenas e arredondadas. Diversas colora¢Bes séo
relatadas como variantes morfotipicas, sendo que estas apresentam
plasticidade fenotipica (Zitta 2011)

A espécie, atualmente, apresenta-se como de grande importancia
comercial devido a presenca de carragenana kappa como parte
constituinte em sua parede celular (Hayashi, 2007). Além da utilidade
como matéria-prima do hidrocol6ide, por ser fonte de minerais (como
ca®, K*, Mg¥, Na*, cu®*, Fe**, Mn®"), os préprios talos da alga s&o
utilizados na alimentacdo humana em saladas, e para a produgdo de
racbes (Pefaflorida & Golez, 1996). Hayashi et al. (2008b)
demonstraram ainda que a espécie é capaz de captar os nutrientes
dissolvidos na &gua reduzindo a eutrofizagdo e demonstrando o
potencial de sua utilizacdo como biofiltros em sistemas integrados de
cultivo multitroficos.

Em 2010, a producdo mundial estimada da espécie foi superior a
1,8 milhGes de toneladas (FAO, 2013), onde o maior produtor foi a
Indonésia. No Brasil, a alga foi introduzida em 1995, no Instituto de
Pesca da Secretaria de Agricultura e Abastecimento (Ubatuba, S&o
Paulo) com objetivo de desenvolver estudos sobre o potencial da espécie
para as atividades de maricultura no litoral brasileiro (Paula et al. 1998),
e atualmente, uma area foi legalizada para o cultivo que se estende da
Baia de Sepetiba, no estado do Rio de Janeiro, até o municipio de
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llhabela no estado de S&o Paulo, segundo a Instrucdo Normativa
IBAMA n° 185 de 2008.. Em Santa Catarina, estudos foram realizados
de 2008 a 2010 em um cultivo experimental implantado na praia de
Sambaqui, em Florianopolis (Hayashi et al. 2011). No momento, tais
estudos estdo suspensos até a emissdo da licenca ambiental pelo
IBAMA.

1.2 Importéncia comercial — producdo de carragenana

Os principais subprodutos extraidos das algas sdo 0s
hidrocolGides e dentre esses estdo as carragenanas, que podem ser
extraidas de diversas algas vermelhas, principalmente dos géneros
Eucheuma J. Agardh e Kappaphycus Doty. As carragenanas sao
polissacarideos sulfatados compostas por subunidades de B-D-galactose
e 3,6-a-anidro-D-galactose (Lechat et al. 2000), utilizadas pelas
industrias alimenticia, téxtil e farmacéutica, devido as caracteristicas
gelificante, espessante, emulsificante e estabilizantes (Hayashi 2007).
Diversas aplicacBes sdo encontradas na industria de laticinios, por
apresentar afinidade com as proteinas do leite. Além disso, por possuir
baixo teor caldrico e pela propriedade de manter a estabilidade e
suspensdo dos ingredientes em pd sollveis, sdo utilizadas para a
producdo de molhos prontos e produtos dietéticos, e como aglutinante,
sdo importantes na confecgdo de produtos embutidos. Entre as inimeras
outras aplicacBes para as carragenanas estdo a producdo de ragdes,
cosmeéticos, creme dental, meios de cultura para organismos e tecidos,
entre outros. (Trono, 1992; Hayashi, 2007; Santos et al., 2008).

O mercado das carragenanas estd em expansdo, COmMoO
demonstrado por Bixler e Porse (2011). Na década de 1970, as vendas
foram estimadas na ordem de 70 milhdes de ddlares. Em 1999, o quilo
do hidrocoléide era estimado em US$ 7,00, sendo que em 2009 este
valor subiu para US$ 10,50, o que contribuiu para 0 aumento das vendas
de 291 milhdes de dolares em 1999 para 527 milhdes em 2009 (Ask &
Azanza, 2002; Bixler & Porse, 2011).

Dentre as muitas formas de carragenanas identificadas até o
presente momento, as principais formas encontradas e de importancia
comercial sdo as denominadas: kappa com gel mais duro e quebradico;
iota com gel mais elastico e macio; e lambda, que ndo forma gel, mas
liguidos com alto grau de viscosidade. A carragenana kappa é obtida
principalmente pelo cultivo da Kappaphycus alvarezii e a iota é quase
exclusivamente obtida pelo cultivo da Eucheuma denticulatum (N. L.
Burman) F. S. Collins & Hervey, enquanto que a lambda é obtida



11

principalmente pela explotacdo de algas dos géneros Gigartina
Stackhouse, Betaphycus Doty in Silva, Basson & Moe e Sarcothalia
Kitzing (McHugh 2003, Bixler e Porse 2011).

A partir de meados da década de 1970, com o sucesso alcangado
com os cultivos, a producdo de carragenana foi remanejada do Canada,
onde era obtida através da explotagdo dos bancos naturais da macroalga
vermelha Chondrus crispus Stackhouse, para cultivos de Kappaphycus
alvarezii e Eucheuma denticulatum em paises como as Filipinas,
Indonésia e Tanzania, onde ambas atendem pelo nome popular de
“cotonii” e atualmente sdo responséaveis por 88% da producdo mundial
(Paula et al. 1999, McHugh 2003).

A forma de propagagdo comumente empregada em cultivo é a
propagacdo vegetativa a partir da fragmentacdo do talo, fato este que
pode estar propiciando reducéo na variabilidade genética, haja vista que
muitas vezes cultivos extensivos de diferentes regibes sdo provenientes
de uma Unica planta mée, o que pode significar reducdo das taxas de
crescimento, da produgdo e da resisténcia ao ataque de pragas e doengas
(Paula et al., 1999). Em uma tentativa de minimizar o problema, estudos
com cultura de tecidos para micropropagacdo tém sido desenvolvidos
com o objetivo de aumentar a variabilidade genética dos estoques de
plantas matrizes e fornecer grande quantidade de propagulos em curto
espaco de tempo (Reddy et al. 2003, Hayashi et al. 2008a).

1.3 Cultura de tecidos algaceos - micropropagacéo

Um dos problemas para o cultivo comercial é a propagacdo em
larga escala, pois 0 método geralmente empregado compromete parte da
producdo para a manutencdo dos cultivares. Para sanar o problema,
técnicas de micropropagacdo vém sendo empregadas para a producéo de
individuos em grande quantidade para o rapido povoamento de uma
area. Titlyanov e Titlyanova (2010) relatam que pesquisadores russos e
alemaes vém desenvolvendo métodos de produgdo de pléantulas a partir
de meristemas apicais e marginais em Palmaria palmata (Linnaeus)
Weber & Mohr e Gelidium spp. J. V. Lamoroux, obtendo a quantidade
desejada de organismos e em qualquer época do ano em um periodo de
5 a 7 semanas. Outra vantagem na utilizacdo deste processo estd na
possibilidade de obtengdo de grande numero de organismos com
caracteristicas distintas em curto espago de tempo e, através de selegdo,
alcancar a producdo de linhagens mais produtivas. De acordo com Ask e
Azanza (2002) a producdo de novas linhagens mais produtivas e com
maior rendimento de carragenana poderia acarretar em aumento de até
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2% na taxa de crescimento por dia e triplicar a produgdo em seis
semanas de cultivo.

As técnicas de micropropagagdo envolvem a cultura de explantes
in vitro e sdo obtidas basicamente através de dois processos: a
regeneracdo direta, quando o talo é originado a partir de células do
explante, ou a regeneracéo indireta, quando é formado a partir de células
do calo (Hayashi et al. 2008a). Diversos trabalhos relatam para espécies
algaceas a ocorréncia de regeneracéao direta (Bravin et al. 2006; Hurtado
& Biter 2007; Kumar et al. 2007; Hayashi et al. 2008a) e indireta
(Huang & Fujita 1997; Reddy et al. 2003, Hayashi et al. 2008a). Para
Kappaphycus alvarezii, a regeneracdo a partir do explante é o processo
mais facil de ser obtido, enquanto que a frequéncia de plantulas
regeneradas de células calo é tida como baixa pela literatura. Hayashi et.
al. (2008a) observaram a produgdo de até 2,27% de eixos eretos por
explante sem a utilizacdo de qualquer fitorregulador, entretanto os
autores observaram apenas um calo apresentando cerca de 90 plantulas
regeneradas e Reddy et al. (2003) descreveram que este processo ocorre
em menos de 10% dos calos.

Os efeitos dos fitorreguladores sobre a regulacdo dos processos
fisioldgicos em vegetais vasculares é amplamente discutido, entretanto,
0 conhecimento da atuacdo destas substadncias em macroalgas ainda é
uma area com grandes possibilidades de exploracdo. Estas substancias
sdo compostos naturais ou sintéticos que sdo classificados em diversos
grupos de acordo com sua estrutura quimica ou fungdo. Entre estes
grupos estdo as auxinas, as citocininas e as poliaminas, todas as quais
encontradas nas macroalgas em concentracGes similares as descritas
para vegetais vasculares.

Embora o uso de fitorreguladores promova a formacgdo de
plantulas em vegetais vasculares, conforme relatado em diversos
trabalhos (Triqui et al. 2008, Mukhopadhyay et al. 2005) sua utilizac&o
em espécies de macroalgas ainda é pouco descrita. Hayashi et al.
(2008a) observaram maior formacdo de eixos eretos por explante em
combinacdo com IAA e a citocinina 6-benzilaminopurina, enquanto que
tratamentos com os fitorreguladores em separado ndo mostraram
diferenca significativa, fato este que sugere que existe uma interacdo
entre estas substancias e que maiores resultados podem ser obtidos a
partir de outras concentracGes destes e de outros fitorreguladores.

Em macroalgas, as auxinas, como o &cido indolil acético, séo
relatadas como atuantes na formacao de rizéides na alga verde Bryopsis
plumosa (Berthold) H. Rietema, na aceleragdo do crescimento e
desenvolvimento de calo em algas vermelhas, e no controle da
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ramificacdo de talos de algas vermelhas e pardas, em um processo
parecido com a dominancia apical de plantas terrestres (Yokoya et al.
2010; Tarakhovskaya et al. 2007). As citocininas, tal qual a cinetina, em
algas vermelhas demonstraram efeitos sobre a ativacdo da divisdo
celular, acumulagdo de proteinas e estimulacdo do processo
fotossintético, como a acumulagdo de pigmentos e enzimas da Rubisco,
ativacdo dos fotossistemas | e 1l e o crescimento e formacdo de calo
(Yokoya et al. 2010; Tarakhovskaya et al. 2007; Stirk et al. 2003). A
espermina é um fitorregulador do grupo das poliaminas, substancias que
tém de dois ou mais grupos amina na sua composicdo molecular e que
sdo descritas como estimuladoras do crescimento e morfogénese, da
esporulacdo em talos férteis e producdo em resposta ao estresse
(Tarakhovskaya et al. 2007; Marian et al. 2000). A partir destes efeitos,
pode-se supor gque estes compostos atuem melhorando os processos de
regeneracao direta e indireta.

Outro grupo de compostos que sdo empregados para 0
melhoramento na producdo de espécies de plantas vasculares de
interesse comercial sdo os blogueadores das fibras do fuso, que atuam
promovendo a poliploidia. A poliploidia € um fendmeno que ocorre
naturalmente com certa frequéncia nas plantas vasculares, sendo
definida como a duplicacdo, uma ou vérias vezes, da carga genética de
uma determinada espécie devido a uma falha na formacéo das fibras do
fuso durante a mitose (Raven et al. 2007), contudo, este fendmeno pode
ser induzido por meio do uso de substancias inibidoras das fibras do
fuso, como a colchicina e a orizalina.

A colchicina é um alcaldide aromatico extraido de Colchicum
autumnale L. (Makkar et al. 2007) e a orizalina é um herbicida do grupo
dinitroanilina que, como a colchicina, atua revertendo a polimerizacdo
dos microtibulos e, por isso, é objeto de estudos sobre processos
dependentes destes, como migracdo dos cromossomos, estruturacdo
celular, orientacdo e disposi¢do das microfibrilas de celulose, formagéo
da parede celular, movimento intracelular, diferenciacdo celular,
conformacdo dos flagelos, entre outros (Hugdahl & Morejohn 1993;
Binsfeld et al. 2000). Varios estudos quantificam e qualificam a atuacéo
destas duas substancias em tecidos vegetais em processo de divisdo
celular. Barandalla et al. (2006) pesquisando o efeito da orizalina e da
colchicina em explantes apicais de duas espécies de batata (Solanum
stoloniferum L. e Solanum tuberosum L.), obtiveram a formagdo de
plantulas com varios niveis de ploidia, que vdo desde diploides,
tetraploides, octoploides e mixoploides, aplicando tratamentos com
concentrages milimolares.
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Apesar desta linha de pesquisa se estender as bridfitas, algas e
alguns protozoarios, como apontado por Hugdahl & Morejohn (1993), a
grande maioria dos trabalhos sdo restritos as plantas vasculares, o que
indica a importancia de pesquisas que colaborem para o conhecimento
dos processos que regem a poliploidia, seus efeitos e aplicacdes, em
espécies de algas.

Todavia, um grande problema encontrado em macroalgas no que
diz respeito a producdo de polipléides é a constatacdo da ploidia nos
individuos, devido & dificuldade da aplicacdo de técnicas de afericdo
comumente usadas em vegetais vasculares, como o estudo do caridtipo.
Este problema estd associado & dificuldade de observagdo dos
cromossomos em certas espécies, como Kappaphycus alvarezii, em que
como o observado por Bulboa (2001), estes sdo de dificil visualizacdo
devido ao seu tamanho diminuto e por causa da grande maioria das
células ndo se encontrar em profase I. Os poucos ndcleos com
cromossomos Visiveis observados pelo autor apresentaram variacdo na
quantidade, porém ndo superior a 6 bivalentes, entretanto Kapraun &
Lopez-Bautista (1997) relataram a quantidade como sendo de 10
bivalentes.

Movidos pela necessidade em se estabelecer um protocolo de
facil aplicacdo para a determinacdo da ploidia de K. alvarezii, Zitta et
al. (2011) demonstraram que nucleos marcados com DAPI e observados
em microscopio confocal de fluorescéncia tendem a emitir maior ou
menor intensidade luminosa de acordo com o nivel de ploidia. Apesar
da técnica ndo ser capaz de determinar a quantidade de cromossomos,
mostrou-se eficaz na determinacdo da ploidia de trés linhagens de K.
alvarezii, tidas como tetrasporofiticas e gametofiticas, e pode ser uma
poderosa ferramenta para identificar a diferenga de ploidia na cultura de
tecidos.
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2. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo analisar o potencial de
micropropagacdo de Kappaphycus alvarezii a partir dos processos de
regeneracdo direta e indireta, utilizando inibidores da formacéo de fibras
do fuso e fitorreguladores.

2.1 Objetivos Especificos:

a) Verificar a variacdo de ploidia de células do calo com
diferentes idades através de microscopia de fluorescéncia
confocal e o programa Image J;

b) Awvaliar o potencial de regeneracdo de células do calo a
partir da utilizacdo de fitorreguladores e colchicina;

c) Analisar os efeitos de substancias bloqueadoras das fibras
do fuso (colchicina e orizalina) e de fitorreguladores (acido
indolil acético, cinetina e espermina) sobre as taxas de
sobrevivéncia, formagdo de eixos eretos e taxas de
crescimento.
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Capitulo 1l

Caracterizacdo dos niveis de ploidia em células do calo de
Kappaphycus alvarezii (Rhodophyta, Gigartinales)

Resumo: Estudos com células de calos de plantas vasculares apontam
que estas podem apresentar variagfes no nivel de ploidia e potencial
para regeneracdo de novos individuos, sendo consideradas para a
producdo de novas linhagens. Entretanto, estudos que apontam essa
variacdo para células do calo em macroalgas ndo foram observados até o
momento. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a variagdo de
ploidia de células do calo de Kappaphycus alvarezii da linhagem
tetrasporofitica marrom. Para tanto, nucleos de calos com 30 e 60 dias
de cultura foram corados com DAPI e analisados em Microscopio
Confocal de Fluorescéncia com auxilio do software Image J. A grande
variabilidade de intensidade de fluorescéncia observada pode indicar
nlcleos com diferentes niveis de ploidia. A intensidade de fluorescéncia
variou entre de 11.972 a 100.386 pixels pm™ e 20.000 a 80.975 pixels
pm para calos com 30 e 60 dias respectivamente, apresentando um
maior agrupamento de pixels pm? no segundo caso, sugerindo
estabilizacdo da ploidia em decorréncia da reorganizacdo celular e
preparacdo da célula para o processo de diferenciacao.
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Abstract: Studies with calli cells of vascular plants demonstrated that
they can present variation in ploidy and potential to regenerate new
plantlets, being considered for production of new crops. However, no
ploidy variation in calli cells of seaweeds were observed yet. The aim of
this work was to characterize the ploidy variation in calli cells of brown
tetrasporophyte of Kappaphycus alvarezii through confocal microscopy
techniques. Calli of 30 and 60 days old were observed using confocal
fluorescence microscopy and Image J software. High variability of
fluorescence intensity was observed, and can indicate nuclei with
different level of ploidy. Intensity ranged from 11.972 to 100.386 pixels
pum? e 20.000 to 80.975 pixels um? in 30 and 60 days old calli
respectively. Largest grouping of pixels um? was observed in 60 days
old calli, suggesting ploidy establishment in consequence of cellular
reorganization and preparation of the cell to differentiation process.
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1. Introducéo

A producdo da macroalga Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex
P.C. Silva pode estar diminuindo devido & perda na variabilidade
genética decorrente da constante propagacdo vegetativa e formagdo de
clones. Devido a este fato, e por causa de sua importancia comercial
para a producdo de carragenana (Ask & Azanza 2002), estudos in vitro
estdo sendo realizados em busca de novas linhagens, o que pode ser
demonstrado pelas diversas técnicas empregadas, tais como:
bombardeamento de micro-particulas para insercdo de genes com o
objetivo de producéo de linhagens transgénicas (Wang et al. 2010);
germinagdo de esporos, cultivo, sele¢do e desenvolvimento de plantulas
em condicdes de laboratério (Paula et al. 1999); utilizacdo de cultura de
tecidos para a produgdo de calos e regeneragdo de plantulas (Reddy et
al. 2003; Mufioz et al. 2006; Hurtado & Biter 2007; Hayashi et al.
2008).

A técnica de cultura de tecidos em algas é aplicada em explantes
(qualquer regido do talo com capacidade de regeneragdo) cultivados em
condicBes axénicas, ou seja, livre de bactérias e fungos (Yokoya &
Yoneshighe-Valentin 2011). Dependendo da espécie, pode ocorrer a
formacéo de calos, que sdo massas de celulas indiferenciadas que se
formam em decorréncia de um processo de estresse. Diversos autores
relatam a ocorréncia de calos filamentosos originados de células de
explante em K. alvarezii, quando cultivados em meio de cultura
solidificado com agar (Reddy et al. 2003; Hayashi et al. 2008; Zitta et
al. 2011). Ogura (1990) observou que as células do calo podem ser
geneticamente instaveis, possuindo variacbes no numero de
cromossomos, € Kumar & Mathur (2004) confirmaram que calos
provenientes de cultura de tecidos de ervilha (Pisum sativum L.)
apresentaram ndcleos com véarios niveis de ploidia. Entretanto, estudos
desta natureza com algas ndo foram realizados, o que pode ser explicado
pela dificuldade de aplicacdo das técnicas de determinacdo da ploidia
utilizadas em vegetais vasculares (Zitta et al. 2011).

O estudo do caridtipo de K. alvarezii ndo € eficaz para a
determinacdo da ploidia. Segundo Bulboa (2001) os cromossomos sdo
de dificil visualizacio devido ao seu tamanho diminuto. Neste estudo, a
grande maioria das células ndo se encontrava em préfase | e nos poucos
nicleos em que foram observados, 0s cromossomos apresentaram
variacdo em quantidade, porém ndo superior a 6 bivalentes. Por outro
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lado, Kapraun & Lopez-Bautista (1997) observaram a ocorréncia de 10
cromossomos bivalentes no tetrasporofito.

Movidos pela necessidade em estabelecer um protocolo de facil
aplicacdo para a determinacdo da ploidia de K. alvarezii, Zitta et al.
(2011) fizeram uso de técnicas de microscopia confocal, nas quais a
guantidade de material cromossémico é estimada pela intensidade de
fluorescéncia emitida por nucleos marcados com DAPI. Apesar da
técnica ndo ser capaz de determinar o nimero de cromossomos, foi
eficaz na determinacdo da ploidia de trés linhagens de K. alvarezii, tidas
como tetrasporofiticas e gametofiticas.

O objetivo deste trabalho foi analisar a variagdo de ploidia de
células do calo da linhagem tetrasporofitica marrom de Kappaphycus
alvarezii utilizando o método da microscopia de fluorescéncia confocal
e programa Image J.
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2. Material e Métodos

Para as analises, foi utilizado o tetraspordfito de coloragéo
marrom de Kappaphycus alvarezii provenientes do 'USA' Marine
Biological Institute, Kochi University Japan (Paula et al. 2001) e sdo
cultivadas no banco de linhagens da Secdo de Macroalgas do
Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) do Depto. de Aquicultura,
Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC, sob as seguintes condigdes: agua
do mar esterilizada (35 ups) enriquecida com solucdo von Stosch a 50%
(\VS50) (Aveal et al., 1995), fotoperiodo de 12h, temperatura de 25°C
(+1°C), irradiancia de 200 (+10) pmol fétons m™? s™ e aeracéo constante.

Para o0 estabelecimento de culturas axénicas, ramos de
aproximadamente 5 cm foram incubados por 7 dias com dioxido de
germanio a 1mg L™ para retirar diatoméceas da cultura. Apds este
periodo, os talos foram incubados com solugdo antibidtica e
antimicética (composta por 10.000 unidades mL™ de penicilina G, 10
mg mL™" de sulfato de estreptomicina e 25 mL™ de anfotericina B -
Sigma) e 0,1 pg mL™ de nistatina (Sigma) em agua do mar enriquecida
com solugdo de von Stoch a 50% por 48 h. Em sequéncia, em em
cadmara de fluxo laminar, os talos foram lavados com solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,05% por 5 segundos e, em seguida, com
detergente orgénico a 1% por 5 segundos, ambos diluidos em agua
destilada, concluindo com sucessivas lavagens com &agua do mar
esterilizada e autoclavada.

A cultura em meio solido foi realizada em frascos de cultura
préprios para tecido vegetal (Sigma), contendo 30 mL de meio de
cultura solido, composto por agua do mar autoclavada (35 ups),
enriquecida com solucdo VS50 e solidificada com agar a 0,7%. SeccOes
de 5 mm (explantes) foram obtidas a partir da regido intercalar do talo,
inoculados nos frascos contendo 30 mL de meio de cultura e
acondicionados em sala de cultura para a formagéo dos calos, durante 60
dias, sob as seguintes condic@es: irradiancia de 10 (+ 5) pmol fétons m
s, fotoperiodo de 12h e temperatura de 25 (+ 1)°C. Os meios de cultura
foram renovados a cada 14 dias.

Calos com 30 e 60 dias de cultura foram separados dos explantes,
corados com DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) em concentracdo de 0,5
mg L em 4gua destilada por aproximadamente 60 minutos (Ouriques &
Bouzon, 2008) e montados em laminas, e as amostras foram analisadas
em Microscopio Confocal Leica DMI6000 B do Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC. As imagens foram
capturadas e aumento de 600x e a fluorescéncia dos nucleos foi
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observada em um comprimento de onda de excitacdo com laser de 405
nm (azul) em um espectro de emissdo de 510 a 566 nm. A
autofluorescéncia dos cloroplastos foi observada em um comprimento
de onda de excitacdo com laser de 488 nm (violeta) em um espectro de
emissdo de 639 a 701 nm (Hepler & Gunning, 1998). As imagens foram
capturadas somente em um plano para evitar a duplicidade da
fluorescéncia dos nucleos. Imagens em campo claro das amostras
também foram capturadas para serem utilizadas para analise da
morfologia e anatomia das células do calo

Na quantificacdo dos niveis ploidia, foi utilizada a metodologia
descrita por Zitta et al. (2011), onde a intensidade de fluorescéncia
emitida pelos nlcleos é medida com programa Image J. As imagens de
fluorescéncia dos nucleos tratados com DAPI obtidas no microscopio
confocal foram digitalizadas e reduzidas para o formato de 8 bits para
facilitar a quantificacdo dos pontos de fluorescéncia. Com o auxilio do
programa Image J (versdo 1.43), medidas da intensidade de pixels foram
realizadas em uma é&rea padrdo de 5,0 um® compreendidos na regido
fluorescente de cada nucleo analisado. A intensidade de pixels foi
medida em 100 ndcleos de cada amostra (n= 100) de um calo por
amostra, e os valores apresentados em média com intervalo de
confianca, considerando p<0,05. Foram obtidas imagens de microscopia
de campo claro com o proprio microscopio confocal.
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3. Resultados

Por meio da microscopia de campo claro, pode-se observar que as
células do calo de Kappaphycus alvarezii apresentaram dois ou mais
ndcleos, formato irregular, parede celular espessa e diversas ligacOes
celulares (Fig. 1).

Fig. 1 — Imagens de Kappaphycus alvarezii obtidas por: a) microscopia de
campo claro com sobreposi¢do de microscopia confocal de fluorescéncia. As
setas apontam para a parede celular e as cabegas de seta indicam as ligagdes
celulares; b) microscopia confocal de fluorescéncia. Células tratadas com DAPI:
a cor azul estd marcando os nucleos, enquanto que a autofluorescéncia dos
cloroplastos esta indicada pela cor vermelha. Escala: 15 pm.

A intensidade de fluorescéncia captada variou de 11.972 a
100.386 pixels pm™ para calos com 30 dias e 20.000 a 80.975 pixels
-2 . . ;-
pm™ para calos com 60 dias. Calos com 30 dias apresentaram média de
fluorescéncia de 58,665 + 4,325 pixels um?, enquanto calos com 60
dias apresentaram média de 54.905 + 3,212 pixels pm? (média *

intervalo de confianga) (Fig. 2).



30

Intensidade de fluorescéncia
110

100 -+
90
80 -+
70

60 Ej

KX

50

40

30

Intensidade de fluorescéncia (pixels pm?) x 10°

20 ——
1 - Média
10 [ Intervalo de confianga 0,95
T Min-Méax
0 ¢ Dados

30 dias 60 dias
Figura 2 - Densidade de pixels por um? de nicleos de Kappaphycus alvarezii da
linhagem tetrasporofitica marrom através de anélise das imagens pelo programa
Image J. Valores apresentados de acordo com a média da intensidade de
fluorescéncia de nucleos (n=100) e intervalo de confianca para o nivel de
significancia de p<0,05. As barras verticais indicam os valores maximo e
minimo observados.

Quando agrupados por faixa de intensidade de fluorescéncia,
distintas faixas de agrupamento foram observadas de acordo com o
tempo de cultivo (Tab. 1). Para calos com 30 dias de cultura, os nicleos
mostraram-se agrupados de forma mais homogénea em um intervalo de
20 a 90 mil pixels pm™. Para calos com 60 dias de cultura, os ndcleos
agruparam em um intervalo menor, de 30 a 80 mil pixels pm .
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Tabela 1 — Quantidade de ndcleos por faixa de intensidade de fluorescéncia de
10000 pixels por 5 um?® para células do calo de Kappaphycus alvarezii.

Intensidade de

calode calode
fluorescéncia _ 30 dias 60 dias
(pixels um™) x10

0-10 0 0
10-20 3 0
20-30 10 7
30-40 10 15
40 - 50 11 22
50 - 60 13 13
60 - 70 16 19
70 - 80 16 21
80 - 90 20 3
90 - 100 0 0
acima de 100 1 0
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4. Discussao

O Microscépio Confocal de Fluorescéncia é equipado com
sistemas de laseres controlados por filtros sintonizaveis que permitem
uma regulagem precisa dos comprimentos de onda de excitacdo e
captacdo, permitindo-se trabalhar com faixas desejadas e excluir a
interferéncia de estruturas que emitam autofluorescéncia sem a
necessidade de utilizacdo de substéncias inibidoras (Claxton et al.
2013). Com isso, essa ferramenta também é eficaz para observacéo de
diversas organelas celulares por meio de marcacdo com substancias
especificas, como o DAPI, capaz de se ligar ao nucleo e fluorescer
guando excitado por comprimentos de onda especificos.

A andlise de nucleos por meio de microscopia confocal de
fluorescéncia é utilizada como um método alternativo para analise da
ploidia (Feitosa et al. 2003, Hayes et al.1995, Hamilton & Johnston
1997, Shimizu et al. 2008, Zitta et al. 2012). Fazendo uso desta técnica,
Shimizu et al. (2008) descreveram a ploidia de plantulas de Porphyra
yezoensis Ueda durante o processo de germinacao de conchésporos. Os
autores observaram que a meiose ocorre apenas apos a germinacao
durante as primeiras divisfes celulares, conforme previamente descrito
pela literatura em estudos com outras técnicas de aferig¢éo.

Neste estudo, células do calo de Kappaphycus alvarezii foram
observadas em microscopia de campo claro e de fluorescéncia por meio
de Microscépio Confocal. Foram analisadas a morfologia das células e a
variacdo de intensidade luminosa de nucleos tratados com DAPI. As
células do calo apresentaram formato irregular, dois ou mais nicleos e
parede celular espessa com diversas ligacOes celulares. Esta morfologia
corrobora com o descrito por Zitta et. al. (2012) que analisou a
ontogenia de calos de K. alvarezii por microscopia eletronica de
trasmissdo e microscopia confocal, e é atribuida ao processo de
desdiferenciacéo durante a sua formacdo. Os autores relacionaram estas
alteracfes como sendo uma resposta & exposicao ao ar, uma vez que foi
observado o espessamento da parede celular, primeiramente nas células
do talo em contato com o ar e nas células do calo, e foi mantido durante
todo o periodo de formacéo, assim como pelo acimulo de carboidratos
cidos e neutros, possivelmente celulose e carragenana, que conferem
protecdo higroscopica contra a dessecacdo (Zitta et al. 2012).

Outra resposta das células do calo decorrente da exposicéo ao ar
sdo as diversas ligacOes celulares observadas. Zitta et al. (2012)
constataram o surgimento de novas ligagBes celulares com o
desenvolvimento do calo e atribuiram a estes origem secundaria, com a
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finalidade de manter a integridade dos filamentos. A observacdo de
multiplos nucleos também foi corroborada neste estudo. Segundo 0s
autores, a grande quantidade de nucleos é decorrente da intensa
atividade celular, evidenciada pelo acimulo de organelas
citoplasmaticas.

A variacio foi de 11.972 a 100.386 pixels pm e 20.000 a 80.975
pixels um™ para calos com 30 e 60 dias respectivamente. Essa grande
variacdo observada pode indicar a ocorréncia de nucleos com diferentes
niveis de ploidia. A analise da ploidia utilizando a microscopia confocal
em K. alvarezii foi testada primeiramente por Zitta et al. (2011) para a
determinacdo do carater tetrasporofitico e gametofitico de trés linhagens
da espécie .

Ao analisar a frequéncia de nacleos por faixa de intensidade de
fluorescéncia, foi observado se observou foi observado que o calo com
30 dias de cultura apresentou distribuicdo mais homogénea, com dados
mais dispersos dentro do intervalo de 20 a 90 mil um™. Entretanto, o
calo com 60 dias de cultura apresentou maior agrupamento na faixa de
30 a 80 mil pixels pm™. Este padrdo de intensidade de fluorescéncia
pode indicar uma tendéncia de estabilizacdo da ploidia dos ndcleos
possivelmente em decorréncia da reorganizagdo celular conforme o
observado por Zitta et al. (2012), os quais constataram calos com 60
dias de cultura apresentando as organelas concentradas mais
perifericamente, demonstrando maior compartimentalizacdo celular.
Neste estagio, os autores observaram a realocagdo dos granulos de
amido das florideas também em direcdo a periferia, aproximados as
organelas, indicando a capacidade das células de produzirem seu proprio
material organico.

O presente estudo apresentou pela primeira vez uma anélise da
intensidade de fluorescéncia de nucleos de células do calo de K.
alvarezii com o objetivo de tentar estabelecer uma relagdo com os
diferentes niveis de ploidia. Estudos posteriores com talos e calos em
diferentes idades de cultura s@o requeridos para uma melhor
compreensdo da relagéo existente entre estes fatores.
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Capitulo 111

Efeitos de fitorreguladores e bloqueadores das fibras do fuso sobre
a regeneracdo indireta de Kappaphycus alvarezii (Rhodophyta,
Gigartinales)

Resumo: Kappaphycus alvarezii é propagada vegetativamente desde o
inicio de seus cultivos comerciais, 0 que pode ocasionar perda da
variabilidade genética. O objetivo deste trabalho foi testar os efeitos de
blogueadores de fibras do fuso e fitorreguladores sobre o processo de
regeneracdo indireta na espécie. Para tanto explantes com calos do
tetraspordfito marrom foram tratados com inibidores das fibras do fuso
(colchicina e orizalina) e com fitorreguladores (acido indolil acético,
cinetina e espermina) em 14 tratamentos com diferentes concentracdes e
combinacdes por 30 dias. Nao foram observadas regeneragdes indiretas,
entretanto todos os tratamentos apresentaram formacao de eixos eretos
provenientes do explante, sendo que o tratamento controle apresentou o
melhor resultado (2,83 +0,72 eixos eretos por explante), Tanto o0s
fitorreguladores como os bloqueadores das fibras do fuso ndo mostraram
influéncia sobre a taxa de sobrevivéncia, assim como ndo estimularam a
formagdo e crescimento de eixos eretos. O presente estudo corrobora
com os resultados relatados pela literatura de que a regeneragéo indireta
para a espécie € baixa. Em contrapartida, a regeneracdo direta é de fécil
obtencdo, sendo recomendada para a propagacao da espécie por ser uma
técnica mais simples e de menor custo, produzindo grande quantidade
de eixos eretos em curto espaco de tempo.
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Abstract: Kappaphycus alvarezii is vegetatively propagated since the
beginning of commercial cultivation, and because of that, probably its
genetic variability has been lost . The aim of this study was to test the
effects of spindle inhibitors and phytoregulators on indirect regeneration
process of this species. For that, brown tetrasporophyte explants with
calli were treated with spindle inhibitors (colchicines and oryzalin) and
plant growth regulators (indole acetic acid, kinetin and spermine) in 14
treatments with differents concentrations and combinations for 30 days.
No indirect regenerations was observed, however all treatments showed
upright axes formation from explant, and control showed higher
formation (2,83 £0,72 upright axes per explant,). Both phytoregulators
and spindle inhibitors have not stimulated the survival rates, as they
have not estimulated the formation and growth of upright axes. This
study corroborates with the results related in the literature that the
indirect regeneration is low for this species. In other hand, direct
regeneration is easy to obtain so is recommended for propagation of this
species being a cheaper and more simple technique and producing high
amounts of micropropagules in short time.
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1. Introducéo

Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. C. Silva é uma
macroalga de importancia comercial que desde meados da década de 70
¢ propagada vegetativamente por meio da simples fragmentacéo do talo,
fato este responsivel pela redugdo da variabilidade genética, e
consequentemente perdas na produtividade. Como forma alternativa de
propagacdo, diversos estudos propdem técnicas de producdo de
micropropdgulos em laboratério, entre eles: (a) regeneracdo direta,
guando o novo talo é originado a partir de células do explante; e (b)
regeneracdo indireta, quando é formado a partir de células do calo
(Hayashi et al. 2008).

Embora a literatura relate como baixa a taxa de regeneracdo
indireta para a espécie (Reddy et al. 2003; Hayashi et al. 2008), em
macroalgas esse tipo de regeneracdo é observada normalmente, tanto em
meio sélido quanto em meio liquido, sem a adi¢do de fitorreguladores
(Huang & Fujita 1996.

Diversos grupos de fitorreguladores, classificados de acordo com
sua estrutura quimica ou fungdo, sdo descritos tanto para vegetais
vasculares como para algas, assumindo a funcdo de regulacdo das
funcBes fisioldgicas. Entre esses grupos sdo encontrados as auxinas, as
citocininas e as poliaminas, que em macroalgas sdo observadas em
concentragbes parecidas as encontradas em vegetais vasculares
(Tarakhovskaya et al. 2007). Em macroalgas, para as auxinas Ssao
atribuidas funcGes de aceleragdo de crescimento e controle de
ramificacbes, e para as citocininas, promocdo da divisdo celular,
acumulo de proteinas aceleragdo do processo fotossintético, enquanto
que para as poliaminas sdo atribuidas o estimulo do crescimento e
morfogénese (Tarakhovskaya et al. 2007, Stirk et al. 2003), funcdes
estas que podem contribuir com o processo de diferencia¢do celular no
calo e induzir a regeneracéo indireta.

Dentre os estudos com a utilizagdo de fitorreguladores em cultura
de tecidos de macroalgas, a maioria esta direcionada ao melhoramento
do processo de produgdo de calo e ndo a sua regeneracdo, uma vez que
diversas algas apresentam regeneracdes indiretas sem a necessidade de
utilizaco fitorreguladores. Bravin Bravin et al. (2006) constataram que
calos de Hypnea musciformis (Wulfen) Lamoroux apresentam
regeneracdo indireta em resposta a concentracdo de agar e tipo de
solucdo nutritiva e Hurtado & Biter (2007) comprovaram que calos de
K. alvarezii formados em meio soOlido suplementado com
fitorreguladores, quando cortados e cultivados em meio liquido com
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agitacdo, possuem potencial para regenerar novos individuos sem a
necessidade de fitorreguladores no meio de cultura liquido.

Apesar da transferéncia do meio so6lido para o meio liquido ser
um dos fatores descritos como favoraveis a regeneracdo indireta,
Yokoya (2000), observou que em Gracilariopsis tenuifrons (Bird et
Oliveira) Fredericq et Hommersand, este processo sé ocorreu em meio
s6lido suplementado com a auxina acido indolil acético (IAA) e a
citocinina benzilaminopurina (BAP), sendo, sendo que estes foram
essenciais para a diferenciacdo das células do calo. Para Grateloupia
dichotoma J. Agardh, segundo Yokoya & Handro (1996), embora tenha
ocorrido regenerac@es indiretas independentes do meio de cultura semi-
solido e liquido, estas regeneracdes foram estimuladas principalmente
pela combinacéo IAA:BAP 1:5 mg L™

Estudos apontam que individuos obtidos a partir da regeneracéo
indireta podem ser mais robustos, como comprovado por Yan (1984),
em estudo com Saccharina (Laminaria) japonica (Areschoug) C. E.
Lane, C. Mayes, Druehl & G. W. Saunders e Undaria pinnatifida
(Harvey) Suringar, que apresentaram individuos a partir da regeneracéo
de células do calo com maior taxa de crescimento e tolerancia a alta
temperatura por periodos superiores ao hormal, demonstrando a eficacia
da técnica na melhoria de sistema de producdo. Individuos de
Kappaphycus alvarezii formados a partir de regeneracdo indireta
apresentaram taxa de crescimento didria de 1,5 a 1,8 vezes superior as
algas de cultivares comerciais (Reddy et al. 2003). Este processo
também possui alto potencial de propagagdo, pois com apenas um calo
regenerado é possivel obter aproximadamente 90 plantulas (Hayashi et
al. 2008).

Outra aplicacéo para o processo de formacéo de micropropagulos
a partir de células do calo é a possibilidade de tratamento destes com
inibidores das fibras do fuso, tais como a colchicina e a orizalina, para a
inducéo de micropropéagulos poliploides.

O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos de inibidores de
fibras do fuso e de fitorreguladores sobre o processo de regeneragdo
indireta do tetraspordfito marrom.
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2. Material e Métodos

No presente estudo, foi utilizado o tetrasporéfito de coloracéo
marrom de Kappaphycus alvarezii provenientes do 'USA' Marine
Biological Institute, Kochi University Japan (Paula et al. 2001) e sdo
cultivadas no banco de linhagens da Secdo de Macroalgas do
Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) do Depto. de Aquicultura,
Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC, sob as seguintes condi¢des: agua
do mar esterilizada (35 ups) enriquecida com solucdo von Stosch a 50%
(\VS50) (Aveal et al., 1995), fotoperiodo de 12h, temperatura de 25°C
(+1°C), irradiancia de 200 (+10) pmol fétons m™ s™ e aeracéo constante.

Ramos de aproximadamente 5 cm foram incubados por 7 dias
com dioxido de germanio a 1mg L™ para eliminar diatomaceas da
cultura. ApoGs este periodo, os talos foram incubados com solugéo
antibi6tica e antimictica composta por 10.000 unidades mL™ de
penicilina G, 10 mg mL™ de sulfato de estreptomicina e 25 mg mL™ de
anfotericina B - Sigma e 0,1 pg mL™ de nistatina (Sigma) em agua do
mar enriquecida com VS50 por 48 h. Em sequéncia, os talos foram
lavados com solucdo de hipoclorito de sédio a 0,05% e detergente
organico a 1% por 5 segundos e depois com agua do mar esterilizada,
em camara de fluxo laminar.

ApOs estes procedimentos de assepsia, explantes de 5mm foram
seccionados a partir da regido intercalar do talo e incubados em frascos
de cultura préprios para cultura de tecido vegetal (Sigma), contendo 30
mL de meio de cultura sélido, composto por agua do mar autoclavada
(35 ups), enriquecida com VS50 solidificado com agar a 0,7%. Os
frascos contendo os explantes foram acondicionados em sala de cultura
para a formacdo dos calos sob as seguintes condi¢des: irradiancia de 10
+ 5 umol fétons m? s, fotoperiodo de 12h e temperatura de 25 + 1°C.
Os meios de cultura foram renovados a cada 14 dias.

Os explantes com calos com 60 dias de cultura foram transferidos
para 0 meio de cultura liquido, que, consistia em &gua do mar
esterilizada enriquecida com VS50; fitorreguladores: &cido indolil
acético (IAA - Sigma), cinetina (K - Sigma) e espermina (S - Sigma); e
bloqueadores das fibras do fuso: colchicina (Ch - Sigma) e a orizalina
(Oz — Sigma), nas combinacdes abaixo descritas:

a) Controle sem adicéo de bloqueadores e fitorreguladores (C)
b) Colchicina 0,1 mg L™ (Ch0,1)
c¢) Colchicina 1,0 mg L™ (Ch1,0)
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d) Orizalina 1,0 mg L™ (Oz)

e) IAA1,0mgL™ cinetina 0,1 mg L™ e colchicina 0,1 mg L™
(IAAL,0:K0,1:Ch0,1)

f) IAA1,0mgL™ cinetina 0,1 mg L™ e colchicina 1,0 mg L™
(IAA1,0:K0,1:Ch1,0)

g) IAA 0,1 mg L™ cinetina 1,0 mg L™ e colchicina 0,1 mg L™
(IAA0,1:K1,0:Ch0,1)

h) IAA 0,1 mg L% cinetina 1,0 mg L™ e colchicina 1,0 mg L™
(IAA0,1:K1,0:Ch1,0)

i) IAA 1,0 mg L™ espermina 0,018 mg L™ e colchicina 0,1 mg L™
(IAA:S:Ch0,1)

i) IAA 1,0 mg L™ espermina 0,018 mg L™ e colchicina 1,0 mg
L (IAA:S:Ch1,0)

k) Cinetina 1,0 mg L™, espermina 0,018 mg L™ e colchicina 0,1
mg L™ (K:5:Ch0,1)

I) Cinetina1,0 mgL"
mg L™ (K:S:Ch1,0)

m) IAA 1,0 mg L%, cinetina 1,0 mg L™, espermina 0,018 mg L™ e
colchicina 0,1 mg L™ (IAA:K:S:Ch0,1)

n) IAA 1,0 mgL? cinetina 1,0 mg L™, espermina 0,018 mg L™ e
colchicina 1,0 mg L™ (IAA:K:S:Ch1,0)

, espermina 0,018 mg L™ e colchicina 1,0

A orizalina, o IAA e a cinetina foram diluidas em 1 M de
hidroxido de sédio (NaOh — Sigma) a 1%, a colchicina em 1% de
dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma) e agua destilada, e a espermina foi
dissolvida em agua destilada. Os tratamentos consistiram na dissolugéo
das substancias diretamente no meio de cultura. O experimento foi
realizado sob as seguintes condic@es: irradiancia de 15 + 5 pmol fotons
m? s*, fotoperiodo de 12h, temperatura de 25°C (+1°C) e agitagdo
constante (30 ciclos min™) em mesa agitadora orbital (Tecnal). Para
cada tratamento foram utilizados 6 explantes por unidade amostral em
trés repeticbes (n=3). O experimento teve duracdo de 30 dias e
renovagdo quinzenal dos meios de cultura.

A formagdo de regeneracBes foi  observada em
estereomicroscopio (Tecnival) e a formagdo de eixos eretos foi medida e
apresentada em valor médio por explante com intervalo de confianca
considerando a significancia de p<0,05. A estatistica foi feita pela
Anélise de Variancia (ANOVA) Unifatorial e teste a posteriori de
Fisher, utilizando o software Statistica (versao 7.0)
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3. Resultados

Aos 60 dias de cultura em meio sélido, os explantes apresentaram
calos filamentosos na regido de exposi¢cdo ao ar (Fig. la). Apo6s a
transferéncia para o meio liquido, todos os explantes mantiveram-se
vivos e aparentemente saudaveis, apresentando coloragdo marrom
escura; entretanto os calos desprenderam-se dos explantes e ndo
produziram regeneracdes indiretas.

Em todos os tratamentos, foi observada a formacdo de eixos
eretos, principalmente provenientes da regido de corte do talo,
denominadas de regeneragfes apicais (Fig. 1b), os quais apresentaram
uma variacdo dentro das unidades amostrais de zero a nove eixos eretos
por explante. Todavia, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos, variando de 1,44 +0,48 a 2,55 +2,53 eixos eretos
por explante em K:S:Ch0,1 e 1AA1,0:K0,1:Ch1,0 respectivamente
(valores em média + intervalo de confianga) (Tab. 1).

Diferencas significativas também foram observadas entre os

tratamentos, para as regeneragdes laterais, sendo que o tratamento C
mostrou a maior taxa de regeneracdo (0,5 £1,09 eixos eretos por
explante) enquanto que os tratamentos K:S:Ch0,1 e Oz ndo
apresentaram regeneracdes laterais (Tab 1).
Eixos eretos provenientes da regido perpendicular a regido de corte e na
regido oposta as primeiras regeneragcdes foram observados em menor
quantidade, denominadas de regeneracfes laterais (Fig. 1c) e
regeneracdes opostas (Fig. 1d), respectivamente. Para as regeneracdes
opostas foi constatada diferenca significativa entre os tratamentos, sendo
que IAA1,0:K0,1:Ch1,0 apresentou maior taxa de regeneracéo (0,33 £0
eixos eretos por explante) e ChO,1, IAA:S:Ch1,0 e K:S:Ch1,0 ndo
apresentaram regeneracdes (Tab. 1).

Somando todos os eixos eretos produzidos, foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos, sendo a maior média de
formacéo em 1AA1,0:K0,1:Ch1,0 (3,00 £ 2,71 eixos eretos por explante)
e a menor em K:S:Ch0,1 (1,44 +0,48 eixos eretos por explante) (Tab. 1).
Em relacdo ao tamanho dos eixos eretos, estes apresentaram diferengas
significativas entre os tratamentos, variando de 0,31 +0,36 a 0,57 +0,06
cm nos tratamentos IAA:S:Ch0,1 e 1AA1,0:K0,1:Chl,0,
respectivamente (Fig. 2).
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Figura 1 — Explantes de Kappaphycus alvarezii cultivados em meio de cultura
liguido composto por &gua do mar enriquecida com VS50 e adigdo de
fitorreguladores e bloqueadores de fuso a) explante de 60 dias apresentando
calo filamentoso; b, ¢ e d) explantes com calo submetido ao tratamento com
fitorreguladores (&cido indolil acético, cinetina e espermina) e bloqueadores das
fibras do fuso (colchicina e orizalina) em meio de cultura liquido por 30 dias,
onde: b) explante apresentando diversos eixos eretos de uma mesma regido de
corte (regeneracdo apical); c) explante apresentando uma regeneracéo lateral; d)
explante apresentando uma regeneragéo oposta. Escala: 0,5 cm.
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Tabela 1 - Média de eixos eretos apicais, laterais, opostos e totais produzidos
por explante tratados com 14 combinagdes de fitorreguladores (4cido indolil
acético, cinetina e espermina) e os blogueadores de fibras do fuso (colchicina e
orizalina). Cada tratamento tinha trés repeticbes com seis explantes em cada
repeticdo (n=3). Os valores estdo expressos em média * intervalo de confianca
para p<0,05 e as letras representam as diferencas significativas entre os
tratamentos segundo teste a posteriori de Fisher, considerando p < 0,05.

Apicais Laterais Opostos Totais
C 2,33+1,00" 050+1,10" 0,05+024"° 289=+048"
Cho,1 238191 022+2063" 028+048% 289+250"
Ch1,0 1,50 +1,80° 0,17 +0,41° ol 1,67 +1,43°
IAA1,0:KO,1:Ch01 2224212 011+048° 022+063"" 256+260"°
IAA1,0:KO,1:Ch1,0 2,56 +2,52" 0,11 +0,24° 0,33 #0° 3,00+ 2,717

IAAD,1:K1,0:Ch0,1 256 +2,28" 0224048 006+024" 2,83 + 2,30™°
IAAD,1:K1,0:Ch1,0  211+1,45" 0,11+024° 0,06 +0,24" 2,28 + 1,26

IAA:S:ChO,1 217+1,00" 022+048" 011+024"® 250+0,83"°
IAA:S:Ch1,0 1,78 £0,48" 0,06+0,24" o° 1,83 £ 0,41°°°
K:S:Cho,1 1,44 £ 0,48" 0P 0,11+024"%  156+£063°
K:S:Ch1,0 1,94 +3,05" 0,06 +0,24° Q" 2,00 £ 2,90
IAA:K:S:Ch0,1 1,50+041% 0,11+024° 011+024*°  172+048"
IAA:K:S:Ch1,0 1,94+167% 0112048° 022+024°¢  228+208"°

0z 1,67 +1.43% o 0,05+024"° 172133
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Fig 2 — Tamanho médio dos eixos eretos produzidos por explantes com calos
tratados com 14 combinagdes de fitorreguladores (IAA, cinetina e espermina) e
bloqueadores de fibras do fuso (colchicina e orizalina). Cada tratamento
consistiu em trés repeticbes com seis explantes em cada repeticdo (n=3). Os
valores estdo expressos em média, as barras representam o intervalo de
confianca e as letras representam as diferencas entre os tratamentos, de acordo
com teste a posteriori de Fisher, considerando p<0,05
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4. Discussao

O processo de regeneracdo indireta é relatado em diversas
macroalgas. Huang & Fujita (1996) observaram a formagéo de novas
plantulas a partir de células do calo em Polyopes (Carpopeltis) affinis
(Harvey) Kawaguchi & Wang, Polyopes prolifer (Carpopeltis prolifera)
(Hariot) Kawaguchi & Wang, Grateloupia acuminata Holmes,
Grateloupia turuturu Yamada, Grateloupia filicina (J. V. Lamoroux) C.
Agardh, Grateloupia imbricata Holmes, Prionitis crispata (Okamura)
Kawaguchi e Meristoteca papulosa (Montagne) J. Agadh. Baweja &
Sahoo (2009) reportaram que calos de Grateloupia filicina cultivados
em meio suplementado com glicerol regeneraram filamentos, quando
isolados e cultivados, formaram novos talos e Collantes et al. (2004)
descreveram primordios esféricos ndo desenvolvidos e plantulas
desenvolvidas a partir de calos de Gracilaria chilensis Bird, McLachlan
e Oliveira.

A regeneracdo indireta em Kappaphycus alvarezii foi descrita em
diversos trabalhos anteriores (Reddy et al. 2003, Hurtado & Bitter 2007,
Hayashi et al. 2008), entretanto o processo € tido como baixo para a
espécie. Hayashi et al. (2008) relatam a regeneragdo de cerca de 90
plantulas a partir de um Unico calo quando tratado com 90 mM de
glicerol e em agitacdo constante. Porém no presente trabalho, foi
considerado apenas o efeito de fitorreguladores e bloqueadores de fuso
no processo de regeneragdo, sendo que o efeito do glicerol serd
analisado posteriormente.

Yokoya et al. (2004) observaram que calos de Gracilaria
tenuistipitata Chang & Xia mostraram-se capazes de regenerar em meio
s6lido, enquanto que em Gracilaria perplexa Byrne, Zuccarello, West,
Liao & Kraft so6 foram observadas regeneracOes indiretas apds a
transferéncia do meio sélido para o meio liquido, demonstrando que o
estado fisico do meio de cultura pode influenciar a diferenciacdo das
células do calo. Reddy et al. (2003) constataram que a excisao dos calos
e posterior cultura em meio liquido é um fator que induz a regeneracdo
de plantulas a partir dos filamentos do calo. Os autores ainda sugerem
que a agitacdo mecanica também contribui para a regeneragdo. Hurtado
& Bitter (2007) também descreveram a producdo de primordios de talos
a partir de cortes do calo cultivados em meio liquido e com agitacéo
mecénica e quando isolados produziram novos individuos. Neste estudo,
os calos ndo foram separados do explante e mesmo assim, quando
submetidos & agitacdo mecanica, estes se desprenderam dos explantes e
ndo sobreviveram. Este fato foi corroborado por Mufioz et al. (2006)
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que observaram o desprendimento dos calos quando transferidos
transferidos para o meio de cultura liquido em um biorreator e estes ndo
sobreviveram.

Reddy et al. (2003) relataram que a auxina 4cido naftalenoacético
e a citocinina benzilaminopurina contribuiram significativamente em
todo o processo experimental, desde a formacéao do calo, na formacédo de
eixos eretos a partir do explante e no processo de regeneracéo indireta a
partir das células do calo, obtendo um valor de abaixo de 10% na
porcentagem de regeneracdo do calo. Entretanto, os autores nao
apresentaram os dados Estes fitorreguladores nao foram utilizados no
presente trabalho e os utilizados, outra auxina e citocinina, ndo
estimularam a diferenciacdo celular do calo em novas plantulas. N&o
foram testados os efeitos dos fitorreguladores no processo de formagéo
do calo.

Outros compostos sdo descritos para a producdo e regeneracéo do
calo em K. alvarezii, como o estudo de Dawes et al. (1993) no qual
foram analisados os efeitos do agente solidificador (agar e carragenana),
reguladores de crescimento e extratos de baixo custo, como extrato de
solo, 4gua de coco e Algafer (extrato obtido a partir de algas vermelhas).
Os autores descreveram a producdo de calos filamentosos e néo-
filamentosos e a regeneracdo a partir do calo ndo-filamentoso, entretanto
nao fizeram mencdo a regeneracao indireta a partir do calo filamentoso.
Hurtado et al. (2008) utilizaram AMPEP (Acadian Marine Plant Extract
Powder), um extrato de Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Le Jolis
amplamente usado em processos de producdo experimental e comercial,
porém apenas observaram regeneracdes provenientes do explante.

No presente estudo, ndo foram observadas regeneracdes indiretas.
Todos o0s explantes sobreviveram aos tratamentos produzindo
regeneracdes diretas, entretanto os fitorreguladores e bloqueadores de
fuso ndo apresentaram resultados superiores ao tratamento controle. Os
eixos eretos produzidos tiveram formag&o nas regifes apicais, laterais ou
opostas as apicais. Este padrdo de regeneracdo observado pode ser
atribuido a: 1) o meio de cultura so6lido poderia estar atuando na
reversdo da polaridade de crescimento; 2) os tratamentos com
bloqueadores de fibras do fuso e fitorreguladores em combinacdes
especificas pode atuar estimulando a despolarizacdo do crescimento.

Com relagdo ao tamanho dos eixos eretos, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos, com excecdo do
tratamento 1AA:S:Ch1,0 que mostrou regeneracbes de menor
comprimento a seis tratamentos, porém igual ao controle. Ndo foram
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observados estudos que demonstrem a relacdo entre fitorreguladores e
substéncias bloqueadoras das fibras do fuso para K. alvarezii.

Em conclusdo, Kappaphycus alvarezii pode formar calos sem a
utilizacdo de fitorreguladores, como o observado por Hayashi et al.
(2008) e zitta et al. (2011) porém seu potencial para regenerago
indireta mostra-se extremamente dificil e necessita de mais estudos
neste aspecto. Entretanto, a espécie produz facilmente regeneragdes
diretas, com e sem a aplicacdo de fitorreguladores, substancias
blogueadoras do fuso e outros extratos mais baratos, como extratos de
algas, de coco e de solo. Além disso, as técnicas sdo mais simples, por
ndo exigir meio axénico e menos dispendiosas do que as técnicas de
cultura para a producéo de calo filamentoso.

Portanto a regeneracgdo direta é recomendada para a finalidade de
grande producgdo de individuos em curto espago de tempo
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Capitulo IV

Efeitos de bloqueadores de fibras do fuso e de
fitorreguladores sobre o processo de regeneracao direta em
Kappaphycus alvarezii (Rhodophyta, Gigartinales)

Resumo: Desde o inicio dos cultivos comerciais, Kappaphycus alvarezii
¢ propagada vegetativamente, fato este que pode estar ocasionando a
perda da variabilidade genética e reduzindo sua produtividade. O
objetivo deste trabalho foi testar os efeitos de bloqueadores de fibras do
fuso e fitorreguladores sobre as taxas de sobrevivéncia, producdo de
eixos eretos e crescimento de micropropagulos da espécie. Para tanto,
experimentos para analisar os efeitos da colchicina e da orizalina e os
efeitos da orizalina em combinacdo com fitorreguladores foram
realizados. Explantes foram cultivados nesses tratamentos por duas
semanas e apOs este periodo, foram cultivados em agua do mar
esterilizada enriquecida com solugdo de von Stosch 50% por 12
semanas no caso dos tratamentos com colchicina e orizalina e por 9
semanas no caso dos tratamentos de orizalina em combinacdo com os
fitorreguladores. Todos o0s explantes apresentaram eixos eretos
provenientes da regido de corte ou da regido lateral do explante, sendo
que o tratamento com orizalina a 1,0 mg L™ apresentou formagdo de
eixos eretos e taxa de crescimento significativamente maior aos demais
tratamentos com bloqueadores de fibras do fuso. Explantes tratados com
orizalina sozinha ou combinada com acido indolil acético (IAA) ou
cinetina (K) estimularam a de eixos eretos por explante enquanto a
orizalina em combinacdo com a espermina (S) ou com outros
fitorreguladores (IAA e K; IAA e S; K e S; IAA, K e S) promoveram
aumento significativo de biomassa. O presente estudo demonstrou que a
orizalina sozinha ou combinada com fitorreguladores IAA ou K podem
estimular a maior producdo de eixos eretos por explante, garantindo
maior namero de micropropagulos. Por outro lado, a orizalina em
combinacgdo com a espermina ou com outros fitorreguladores (IAA e K;
IAAeS; KeS; IAA, K e S) podem promover um aumento de biomassa.
Ambos o0s casos sdo importantes alternativas para aumentar a
produtividade da macroalga K. alvarezii, sem afetar a taxa de
sobrevivéncia dos explantes.
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Abstract: Since the beginning of commercial cultivation, Kappaphycus
alvarezii is vegetatively propagated, being probably the cause loss of
genetic variation and production decreasing. The aim of this study was
to test the effects of spindle inhibitors and phytoregulators on survival
and growth rates of micropropagules and upright axes formation of this
species. Experiments to analyze the effects of colchicine and oryzalin in
the first of all and after, the effects of combinations among oryzalin and
plant growth regulators were made. Explants were cultivated in these
treatments for two weeks and after this period, they were cultivated in
sterilized seawater enriched with von Stosch 50% for 12 weeks in the
case of the explants treated with colchicine and oryzalin and for 9 weeks
in the case of the explants treated with oryzalin and combinations of
phytoregulators. All explants presented upright axes in the seccion
region or in lateral region of the explant and the treatment with 1.0 mg
L™ oryzalin showed significant increase in upright axes formation and
growth rates, in relation to others treatments with spindle inhibitors.
Explants treated with oryzalin alone or in combination with indolilacetic
acid (IAA) or kinetin (K) promoted significant higher production of
upright axes for explantes while oryzalin in combination with spermine
(S) or with other phytoregulators (IAAe K; IAAe S; Ke S; IAA, Ke S)
promoted significant increase of biomass. This study demonstrated that
oryzalin alone or in combination with the IAA or K phytorregulators can
improve the upright production per explant providing high amounts of
micropropagules. In other hand, oryzalin in combination with spermine
or the others phytorregulators (IAA and K; IAA and S; K and S; IAA, K
and S) may further improve an increase of wet weight. Both cases are
important alternatives to improve the productivity of the seaweed
Kappaphycus alvarezii, without affecting in the survival rates of the
explants.
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1. Introducéo

Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex. P. C. Silva é uma alga de
importancia comercial para o mercado de ficocoloides, por ser a
principal fonte de carragenana tipo kappa. Sua propagacao é comumente
feita atraves da simples fragmentagdo do talo, fato este que pode estar
ocasionando perda na variabilidade genética, redugdo nas taxas de
crescimento e resisténcia a pragas e doencas (Paula et al. 1999). Uma
forma alternativa de propagagdo utilizada para contornar estes
problemas é a utilizacdo de técnicas de micropropagacéo, pelas quais é
possivel obter grande quantidade de individuos em um curto espago de
tempo, em qualquer época do ano, selecionar linhagens com qualidades
superiores para 0 cultivo, por meio de variacBes somaclonais
espontaneas, e a partir do emprego de fitorreguladores e substancias
inibidoras das fibras do fuso (Karp 1995, Titlyanov & Titlyanova 2010).

Fitorreguladores sdo substancias naturais ou sintéticas que
desempenham papel fundamental no controle das funges fisiologicas
em plantas vasculares e em espécies algaceas (Tarakhovskaya et al.
2007), portanto estas substdncias podem ser utilizadas para o
melhoramento de espécimes de interesse comercial. Diversas classes de
fitorreguladores sdo relatadas em macroalgas, de acordo com suas
estruturas moleculares ou fungdes, como as auxinas, as citocininas e as
poliaminas, estas encontradas em concentracdes parecidas as relatadas
para plantas vasculares (Tarakhovskaya et al. 2007).

Em macroalgas as auxinas, como o &cido indolil acético, séo
relatadas como atuantes na formacéao de rizéides na alga verde Bryopsis
plumosa (Berthold) H. Rietema, na aceleragdo do crescimento e
desenvolvimento de calo em algas vermelhas, e no controle da
ramificacdo de talos de algas vermelhas e pardas, em um processo
parecido com a dominancia apical de plantas vasculares (Yokoya et al.
2010; Tarakhovskaya et al. 2007). As citocininas, tal qual a cinetina,
demonstraram efeitos sobre a ativacéo da divisdo celular, acimulo de
proteinas e estimulacdo do processo fotossintético (como o acumulo de
pigmentos e da enzima Rubisco, e ativacdo dos fotossistemas | e Il) e 0
crescimento e formagdo de calo em algas vermelhas (Yokoya et al.
2010, Tarakhovskaya et al. 2007, Stirk et al. 2003). A espermina € um
fitorregulador do grupo das poliaminas, substancias que tém de dois ou
mais grupos amina na sua composicdo molecular, que podem estimular
o0 crescimento e a morfogénese de macroalgas e a esporulagdo em talos
férteis (Tarakhovskaya et al. 2007). Além disso, Marian et al. (2000)
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observaram o aumento de concentracdo de poliaminas em individuos
submetidos ao estresse.

A combinagdo entre auxinas e citocininas tem estimulado a
producdo de eixos eretos em explantes de Gracilariopsis tenuifrons
(Bird et Oliveira) Fredericq et Hommersand e K. alvarezii (Yokoya
2000, Hayashi et al. 2008). Entretanto, 0 mesmo efeito ndo é observado
guando os explantes sdo tratados com esses fitorreguladores
isoladamente, sugerindo que existe uma interacao entre estas substancias
e indicando que novas combinagdes com outros grupos de
fitorreguladores  ou  concentragbes  poderiam interferir  na
micropropagacao.

Estudos demonstraram que o tratamento com substancias
bloqueadoras das fibras do fuso, como a colchicina, podem induzir
diferentes respostas em algas. Hayashi et al. (2008) observaram que
explantes de K. alvarezii tratados com colchicina e glicerol
apresentaram maior producdo de eixos eretos. lvanovskii & Kulepanov
(2008) observaram em gametdfitos de Laminaria (=Saccharina)
japonica (J.E. Areschoug) C.E. Lane, C. Mayes, Druehl & G.W.
Saunders, ap0s tratamentos com colchicina, radiacdo e temperatura, a
formacdo de estruturas gametofiticas e sométicas que 0s autores
sugeriram ser resultante de um processo de dihaploidizagéo.

A partir dos efeitos que sdo relatados para estas substancias,
pode-se supor que o emprego destas em diferentes concentragdes e
combinacBes resulte em novas linhagens com melhor desempenho
produtivo. De acordo com Ask e Azanza (2002) o desenvolvimento de
novas linhagens mais produtivas e com maior rendimento de
carragenana poderia acarretar em aumento de até 2% na taxa de
crescimento por dia e triplicar a producéo em seis semanas de cultivo. O
objetivo deste trabalho foi analisar o potencial de micropropagacdo de
explantes de Kappaphycus alvarezii a partir do tratamento com
substancias blogueadoras das fibras do fuso (colchicina e orizalina) em
combinacBes com fitorreguladores (IAA, cinetina e espermina),
avaliando as taxas de sobrevivéncia, producdo de eixos eretos e de
crescimento.
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2. Material e métodos

No presente estudo, foi utilizado o tetrasporéfito de coloracéo
marrom de Kappaphycus alvarezii provenientes do 'USA' Marine
Biological Institute, Kochi University Japan (Paula et al. 2001) e sdo
cultivadas no banco de linhagens da Secdo de Macroalgas do
Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) do Depto. de Aquicultura,
Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC, sob as seguintes condigdes: agua
do mar esterilizada (35 ups) enriquecida com solucdo von Stosch a 50%
(\VS50) (Aveal et al., 1995), fotoperiodo de 12h, temperatura de 25°C
(+1°C), irradiancia de 200 (+10) pmol fétons m™ s™ e aeracéo constante.

1) Obtencéo de cultura unialgal

A cultura unialgal foi obtida segundo metodologia descrita por
Hayashi (2007). Ramos de aproximadamente 5 cm foram incubados por
7 dias com diéxido de germanio a 1 mg L™ para eliminar diatomaceas.
Na sequéncia, os talos foram lavados com solucdo de hipoclorito de
sodio a 0,05% por 5 segundos e, depois, detergente organico a 1% por 5
segundos, ambos diluidos em &gua destilada, seguidos de diversas
lavagens com agua do mar esterilizada. Apds estes procedimentos de
assepsia, o0s talos foram seccionados em fragmentos de 5 mm
(denominados de explantes) na regido intercalar e inoculados nos meios
de cultura. Para todos os tratamentos foram utilizados seis explantes por
unidade amostral em trés repeti¢des (n=3).

2) Condices gerais de cultura

Os meios de cultura utilizados durante todo o periodo
experimental eram compostos de agua do mar esterilizada enriquecida
com VS50. Os tratamentos consistiram na adicdo ao meio de cultura dos
bloqueadores das fibras do fuso colchicina (Ch — Sigma) e orizalina (Oz
- Sigma) e os fitorreguladores acido indolil acético (IAA — Sigma),
cinetina (K - Sigma) e espermina (S - Sigma). A colchicina foi diluida
em dimetilsulféxido (DMSO - Sigma) a 1%; a orizalina, 0 1AA e a
cinetina foram diluidas em 1M de hidréxido de sddio (NaOh — Sigma) a
1% e em agua destilada e a espermina foi dissolvida em agua destilada.
Todos os tratamentos foram administrados por duas semanas, com uma
renovagdo na primeira semana, e apo0s este periodo as unidades
amostrais foram cultivadas em 4gua do mar esterilizada enriquecida com
VS50. Durante todo o periodo experimental, as unidades amostrais
foram mantidas nas seguintes condi¢Ges de cultura: salinidade de 35
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ups, temperatura de 25°C (+1°C), fotoperiodo de 12h e com aeragdo
constante.

3) Efeitos de diferentes concentragdes de colchicina e orizalina na
regeneracao direta
Explantes do tetrasporofito marrom foram cultivados por 2
semanas em irradiancia de 40 (+10) umol fotons m? s™, nos seguintes
tratamentos:
a) controle sem adigdo de colchicina e orizalina (C)
b) colchicina 0,1 mg L™ (Cho,1)
c¢) colchicina 0,5 mg L™ (Cho,5)
d) colchicina 1,0 mg L™ (Ch1,0)
e) orizalina 0,1 mg L™ (0z0,1)
f) orizalina 0,5 mg L™ (0z0,5)
g) orizalina1,0 mg L™ (0z1,0)
ApoOs esse periodo, os explantes foram mantidos em agua do mar
esterilizada enriquecida com VS50 por 12 semanas. As renovagdes dos
meios de cultura foram feitas semanalmente.

4) Efeitos de combinacBes de fitorreguladores e orizalina na
regeneracao direta
Explantes do tetrasporofito marrom foram cultivados por 2
semanas em irradiancia de 15 (+5) umol fétons m? s, nos seguintes
tratamentos:
a) controle sem adigdo de fitorreguladores e de orizalina (C)
b) controle com orizalina e sem adi¢&o de fitorreguladores (Oz)
c) IAA0,1 mg L™ e orizalina 1,0 mg L™ (IAA0,1)
d) IAA1,0mg L™ e orizalina 1,0 mg L™ (IAA1,0)
e) cinetina 0,1 mg L™ e orizalina 1,0 mg L™ (K0,1)
f) cinetina 1,0 mg L™ e orizalina 1,0 mg L™ (K1,0)
g) espermina 0,018 mg L™ e orizalina 1,0 mg L™ (S)
h) 1AA 0,1 mg L cinetina 1,0 mg L™ e orizalina 1,0 mg L*
(IAA0,1:K1,0)
i) 1AA 1,0 mg L, cinetina 0,1 mg L™ e orizalina 1,0 mg L™
(IAAL,0:K0,1)
i) 1AA1,0mg L™ espermina 0,018 mg L™ e orizalina 1,0 mg L™
(IAA:S)
k) cinetina 1,0 mg L™, espermina 0,018 mg L™ e orizalina 1,0 mg
L (K:S)
) 1AA 1,0 mg L™ cinetina 1,0 mg L™, espermina 0,018 mg L™ e
orizalina 1,0 mg L™ (IAA:K:S)
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Ap0s esse periodo, os explantes foram mantidos em agua do mar
esterilizada enriquecida com VS50 por 9 semanas. Nas primeiras 5
semanas, a irradiancia foi mantida em 15 (+5) pmol fétons m? s sendo
alterada para 50 (+10) pmol fétons m? s nas 4 Gltimas semanas. As
renovagdes dos meios de cultura foram feitas semanalmente.

5. Analise de dados e estatistica

As medicOes foram feitas semanalmente durante as renovagdes
dos meios de cultura. As contagens dos eixos eretos foram feitas a partir
da primeira semana até que os explantes ndo apresentassem novas
regeneragcdes, O Que ocorreu na oitava Ssemana para 0 primeiro
experimento e na sétima semana para 0 segundo. Apds este periodo, a
pesagem da biomassa passou a ser realizada. As contagens das
regeneracOes diretas foram feitas a olho nu ou com auxilio de
estereomicroscopio (Tecnival), e a pesagem da biomassa com balanca
analitica com quatro casas decimais (Denver Instrument). A taxa de
crescimento foi calculada segundo a formula: TC = [(Bo/By)™" -1] 100,
onde Bg: biomassa inicial, B;: biomassa final e t: tempo (Lignell &
Pedersen 1989). Os valores foram expressos em média com intervalo de
confianga, considerando a significancia de p< 0,05. A analise estatistica
das taxas de sobrevivéncia, formagdo de eixos eretos e crescimento
foram feitas pela Analise de Variancia (ANOVA) Unifatorial e teste a
posteriori de Fisher para indicar a diferenca entre os tratamentos. Toda a
analise estatistica foi feita com o auxilio do programa Statistica (versao
7.0)
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3. Resultados

1) Efeitos de diferentes concentracdes de colchicina e orizalina na
regeneracao direta

Todos os tratamentos apresentaram talos regenerados a partir do
explante (Fig. 1). Durante o periodo de tratamento, todas as
concentragbes de colchicina, 0z0,1 e o grupo controle apresentaram
regeneracdo dos talos apos a 12 semana. Os tratamentos com 0z0,5 e
0z1,0, apresentaram regeneracOes ap0s a 22 semana e 3* semana,
respectivamente. Apds a 82 semana de cultivo, ndo foram observadas
novas regeneracdes (Fig. 2).

4y
vy

Figura 1 — Explantes de Kappaphycus alvarezii apés 70 dias de cultura. a)
Controle; b) Colchicina 0,1 mg L™; ¢) Colchicina 0,5 mg L™; d) Colchicina 1,0
mg L™; e) Orizalina 0,1 mg L™; f) Orizalina 0,5 mg L™ e g) Orizalina 1,0 mg L’
', Escala 0,5 cm.




68

Em relacdo a formacdo de eixos eretos (Fig. 2), ndo foram
observadas diferencas significativas entre o grupo controle, os
tratamentos com colchicina e os tratamentos com 0z0,1 e 0z0,5. J4 0
tratamento com Oz1,0 apresentou diferencas significativas em relacéo a
todos os tratamentos e o controle, apresentando uma maior formagédo de
eixos eretos.

Média de formacao de eixos eretos

<& O
O

- C

—o- ChO0,1
-+ Ch0,5
—&— Ch1,0
o+ 0z0,1
o 0z0,5
o+ 0z1,0

Média de eixos eretos por explante

Semanas

Figura 2 - Média de formagéo de eixos eretos por explante de Kappaphycus
alvarezii tratados com colchicina e orizalina em concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0
mg L. Periodo compreendido entre 12 e 82 semana, considerando 2 semanas de
tratamento e 6 semanas de cultura. Valores apresentados em média de eixos
eretos formados por explante e trés repeticdes (n=3).

A taxa de sobrevivéncia (Tab. 1) foi alta em todos os tratamentos
e ndo apresentou diferencas significativas entre eles. Somente na
primeira semana de tratamento, foi observada a perda de dois explantes
dentre seis de uma repeticdo do tratamento C e de um explante dentre
seis de uma repeti¢do do grupo tratado Oz0,5.
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Tabela 1 - Taxa de sobrevivéncia de explantes tratados com colchicina e
orizalina por 2 semanas. Periodo compreendido entre 12 e 8% semana. Valores
apresentados como média (n=3) * intervalo de confianca (p<0,05).

Tratamentos  Sobrevivéncia (%)

C 88,89 +0,22
Cho0,1 100
Ch0,5 100
Ch1,0 100
0z0,1 100
0z0,5 94,44 + 0,11
0z1,0 100

A taxa de crescimento (Fig. 3) para o periodo compreendido entre
a 8 e a 142 semana apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos, sendo que Ozl1,0 obteve a maior taxa de crescimento
(4,31+0,63% dia™), diferindo de todos os outros tratamentos. A menor
taxa de crescimento observada foi em Ch1,0 (2,73+0,92% dia™) que
apresentou diferenca significativa dos tratamentos 0z0,5 e 0z1,0. Os
demais tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas.
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Taxa de crescimento

ab b
ab

ab ab

Taxa de crescimento (% dia™)

(03 Cho,1 Cho,5 Ch1,0 0z0,1 0z0,5 0z1,0

Figura 3 - Taxa de crescimento de eixos eretos produzidos por explantes
tratados com colchicina e orizalina por 2 semanas. Periodo compreendido entre
8% a0 142 semana de cultura. Valores apresentados como média (n=3); as barras
representam o intervalo de confianca (p<0,05) e as letras representam as
diferencas significativas entre os tratamentos.

2) Efeitos de combinacbes de fitorreguladores e orizalina na
regeneracao direta

Assim como nos resultados anteriores, todos os tratamentos
apresentaram talos regenerados a partir do explantes. Dois tipos de
regeneracdo foram observados: formacgdo de eixos eretos provenientes
da regido do corte (denominados de regeneracGes apicais) e da regido
perpendicular a regido do corte (denominados de regeneracdes laterais)

(Fig. 4).
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Figura 4 — Explantes de Kappaphycus alvarezii com 70 dias de cultura
apresentando regeneracfes apicais e laterais. a) Controle; b) tratamento com
IAA 1,0 mg L™ e orizalina 1,0 mg L™ (IAA1,0). Escala: 0,5 cm.

Foram observadas regeneragbes apicais primeiramente nos
tratamentos C (1 0 eixos eretos por explante), K0,1 (0,06 £0,11 eixos
eretos por explante) e IAA:K:S (0,11 0,22 eixos eretos por explante),
apo6s a primeira semana (médiazintervalo de confianga) (Fig. 5) Os
demais tratamentos s6 apresentaram regeneracfes apicais nas semanas
seguintes, sendo que explantes cultivados no tratamento Oz sO
comegaram a formar eixos eretos apds a terceira semana.



72

Média de eixos eretos por explante

- C

-o- 0Oz

0 1AA0,1
I1AA1,0
KO,1

1 2 3 4 5 6 7
semanas

Média de eixos eretos por explante

¥ + > o

semanas

K1,0

- C
-0- 0z

IAA0,1:K1,0
1AA1,0:K0,1
IAA:S

K:S

IAAKK:S

Figura 5 — Média de formag&do de eixos eretos por explantes de Kappaphycus
alvarezii tratados com orizalina e fitorreguladores. Periodo compreendido entre
12 e 72 semana, considerando 2 semanas de tratamento e 5 semanas de cultura.
a) tratamentos com fitorreguladores isolados e tratamentos controles; b)
tratamentos com combinagBes de fitorreguladores e tratamentos controles.
Valores apresentados em média de eixos eretos por explante em trés repeticfes

(n=3).
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As regeneragdes laterais foram observadas em todos os
tratamentos apOs a primeira semana, exceto o tratamento controle que
ndo apresentou este tipo de regeneracdo durante todo o periodo
experimental. O tratamento 1AA1,0 apresentou a maior formagdo de
eixos eretos laterais, com valor médio de 1,61 +1,91 eixos eretos por
explante. Somando as regeneracOes laterais e apicais, foram obtidos
valores médios entre 1,33 +0,41 e 4,43 +0,63 eixos eretos por explante
respectivamente para os tratamentos controle e IAA1,0 (Tab. 2).

Todos os explantes tratados com orizalina e fitorreguladores
apresentaram maior quantidade de eixos eretos formados por explante
em relacdo ao controle e os tratamentos com apenas orizalina e
fitorreguladores isolados (IAA 1,0; KO,1 e K1,0) apresentaram formag&o
de eixos eretos significativamente maior em relacdo aos demais
tratamentos. Apds sete semanas de cultura os explantes ndo
apresentaram novas regeneracdes laterais ou apicais.

Tabela 2 - Média de eixos eretos apicais, laterais e totais formados por explante
tratados com 12 combinagBes de fitorreguladores (IAA, cinetina e espermina) e
orizalina. Os valores estdo expressos em média + intervalo de confianca para
p<0,05 e as letras representam as diferencas significativas entre os tratamentos.

Apicais Laterais Totais
G 1,33 +0,41° " 1,33 +0,41°
0z 3,50 +1,90™° 0,28 +0,48"" 3,78 228"
IAAD,1 3,28 +0,24"¢ 0,06 10,24" 3,33 +0°°
IAA1,0 2,04 +2 43¢ 1,61 21,91° 4,56 +0,63°
KO, 1 2,67 2,59 1,17 20,83°° 382 1252"°
K1,0 2,72 1,335 0,67 £t0,41°® 339 +0.96""
S 3,28 +2,94*° 0,11 +0,48"7 3,39 +2,50°°
IAAD,1:K1,0 2,28 +0,86"%" 0,94 +1,87° 3,22 +1,04*°
IAA1,0:K01 2,61 +0,63"5° 0,72 +1,26°" 3,33 £1,90™°
IAA:S 261 £1,72°% 0,11 10,48"" 2,72 +1,26°
K:S 272 +1,45"% 0,06 10,24" 2,78 +1,45"°
IAAK:S 2,06 +0,24% 0,61 20,48"°° 267 +0.41"C
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Com relagdo as taxas de crescimento, o tratamento C apresentou
o menor valor (3,59 +0,22% dia™), diferindo significativamente de todos
0s outros tratamentos. Os tratamentos com S e todos que utilizaram
fitorreguladores em combinacdo, apresentaram taxas de crescimento
significativamente maiores que os demais (variando entre 4,72 +0,84 a

5,02 +0,56% dia™) (Figura 6)

Taxa de crescimento

bed

cd

Taxa de crescimento (%dia®)

cd

bed

ab

abc

ab

T1 T2 T3 T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10 Ti11 T12

T1C

T2 0z

T3 1AA0,1

T4 1AA1,0
T5K0,1

T6 K1,0

T7S

T8 1AA0,1:K1,0
T9 1AA1,0:KO,1
T10 IAA:S
T11KS

T12 IAAKK:S

Figura 6 - Taxa de crescimento de eixos eretos formados por explantes tratados
com orizalina e fitorreguladores por 2 semanas. Periodo compreendido entre 72
e 10% semana. Valores apresentados como médias (n=3); as barras representam
o intervalo de confianga (p<0,05%).
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4. Discussao

O processo de regeneragdo direta em Kappaphycus alvarezii é
apresentado em diversos estudos anteriores (Azanza-Corrales & Dawes,
1989; Dawes & Koch, 1991, Mundz et al. 2006; Hayashi et al. 2008,
Hurtado & Yunque 2009). Nesses trabalhos, foram relatados apenas a
formagdo de eixos eretos apicais. Ndo foram observadas ou relatadas
regeneraces provenientes de regides laterais ou na regido de seccéo
oposta & apical.

No presente trabalho, a taxa de sobrevivéncia foi alta (<88%) em
explantes tratados com blogueadores de fibras do fuso, e ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos, 0 que mostra que estas
substancias ndo interferiram na viabilidade dos explantes para as
concentraces utilizadas.

Os efeitos de diversas substincias sobre a formacdo de eixos
eretos sdo descritos para a espécie. Trabalhando com diferentes
concentracbes de AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder) em
combinacdo com fitorreguladores, Yunque et al. (2011) observaram a
iniciacdo de regeneracOes entre 17 e 49 dias, e Dawes et al. (1993)
relataram que 0 processo se iniciou em 4 a 6 semanas para K. alvarezii e
Eucheuma denticulatum (N.L.Burman) F.S. Collins & Hervey tratadas
com fitorreguladores, extratos comerciais de algas (AMPEP e Algafer) e
extrato de dgua de coco e extrato de solo.

Neste trabalho foi observado que concentracbes mais altas de
orizalina inibiram o processo de regeneracdo, que foi observada apds o
periodo de tratamento, a partir da segunda semana para 0z0,5 e terceira
para 0z1,0. Os demais tratamentos apresentaram a formagdo de eixos
eretos ap6s a primeira semana. Em plantas, a inibicdo do processo de
regeneracdo é explicado pela andlise da organizagdo das organelas.
Wacker (1987) em estudo sobre a influéncia do herbicida orizalina no
citoesqueleto e crescimento de protonemas de Funaria hygrometrica
Hedw (Funariaceae, Bryophyta) observaram alteracdes no arranjo dos
plastideos apos a aplicagdo de orizalina, sendo este o primeiro sinal da
enibicdo, e consequentemente a taxa de crescimento reduziu, no entanto
as células continuaram a crescer. A recuperagdo completa, a
redistribuicdo e orientacdo longitudinal dos plastideos tiveram inicio
duas horas apds a transferéncia para um novo meio de cultura, quando a
taxa de crescimento aumentou ap6s a remocdo do inibidor.

Com relacéo a taxa de regeneracdo, Hayashi et al. (2008) relatam
que a producdo de eixos eretos foi significativamente maior para o
grupo tratado com colchicina por 14 dias em relagdo ao controle. Esses
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dados néo foram corroborados no presente trabalho, onde os tratamentos
com colchicina, apesar de apresentarem maior producdo de eixos eretos,
ndo apresentaram diferengas significativas em relagdo ao grupo controle
e os tratamentos 0z0,1 e 0z0,55. Somente o tratamento com
concentragcdo mais elevada de orizalina (0z1,0) apresentou diferengas
significativas em relacdo aos demais tratamentos, com uma média de
formacéo superior a 4 eixos eretos por explante. Hayashi et al. (2008)
observaram que a formacéo de regeneragfes foi de aproximadamente 3
eixos eretos por explante para o tratamento com colchicina por 14 dias,
enquanto no controle, a formagdo foi de aproximadamente 1 eixo ereto
por explante.

Apesar dos trabalhos que apontam que a colchicina apresenta
melhor eficacia na indugdo de polipldides em relacdo a orizalina
(Pickens et al. 2006), neste estudo ndo foram realizados testes que
comprovem a formacéo de individuos polipléides, assim como néo foi
perceptivel qualquer alteracdo morfoldgica. Entretanto, o tratamento
0z1,0 apresentou maior taxa de crescimento em relacdo a todos os
tratamentos.

Assim, foram realizados experimentos com explantes tratados
com orizalina 1,0 mg L™ em combinacéo com fitorreguladores. Nesse
caso, todos os tratamentos testados produziram eixos eretos a partir da
regido de sec¢do e ndo foram observadas regeneracfes opostas & sec¢o
apical do explante, semelhante ao observado no experimento anterior, e
sugerindo que a espécie apresenta polaridade no crescimento em sentido
Unico. Entretanto foram observadas regenerac@es provenientes da regiao
lateral do explante.

Tanto a orizalina quanto os fitorreguladores ndo influenciaram na
viabilidade dos explantes e a taxa de sobrevivéncia foi de 100% para
todos os tratamentos. Apesar de Mufioz et al. (2006) ressaltar que a taxa
de sobrevivéncia para explantes submetidos aos protocolos de obtengédo
de cultura axénicas a partir da administragdo de antibidticos e
antimicoticos, podem influenciar significativamente na sua viabilidade,
isso ndo foi observado no presente trabalho.

A formacdo de eixos eretos foi observada ap6s a primeira
semana, sendo que no tratamento controle essas regeneragdes foram
apicais. No tratamento com concentracdo mais alta de orizalina (Oz) a
formacéo foi observada apenas ap6s a terceira semana, seguindo o
mesmo padrdo observado no experimento anterior, e fortalecendo a
hipétese de que esta substancia atua no retardo da regeneracao apical.
Entretanto, nos demais tratamentos com orizalina em combinagdo com
fitorreguladores, foram observados eixos eretos apds a primeira semana
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em KO0,1 e IAAK:S, e na segunda semana nos demais tratamentos.
Estes dados sugerem que os fitorreguladores atuaram estimulando o
processo de regeneracao.

Com excecdo do controle, todos os tratamentos apresentaram
regeneracdes laterais, observadas a partir da segunda semana para 0s
tratamentos com espermina e primeira semana para 0s demais
tratamentos. Mesmo o tratamento com orizalina sem fitorreguladores,
apesar da baixa freqliéncia, apresentou eixos eretos provenientes de
regiGes laterais, fato este ndo foi observado no primeiro experimento.
Collantes et al. (2004) relataram que explantes de Gracilaria chilensis
Bird, McLachlan and Oliveira produziram apenas regeneracdes diretas
em um dos planos de sec¢do além de regeneracOes laterais. Os autores
citam que este padrdo de regeneracdo é comum em macroalgas
vermelhas. Yokoya & Handro (1996) constataram que as auxinas I1AA e
acido 2,4-diclorofenoxilacético (2,4-D) inibiram a producdo de
regeneracdes laterais, enquanto que a citocinina BAP promoveu este
tipo de regeneracdo em Grateloupia dichotoma J. Agardth. Estes dados
ndo foram corroborados neste trabalho, quando o IAA estimulou a
producdo de regeneracdes laterais.

Explantes tratados com orizalina e os fitorreguladores 1AA1,0;
KO0,1 e K1,0 apresentaram formagdo de eixos eretos significativamente
maior em relagdo aos demais tratamentos, indicando que esses
tratamentos seriam os mais eficazes para a produgdo de grande
quantidade de individuos em curto espago de tempo.

Com relacdo a taxa de crescimento, todos os tratamentos com
orizalina, com excecdo de 1AAL0, apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle, sendo que aqueles com espermina
e em combinacéo com os fitorreguladores apresentaram as maiores taxas
de crescimento.

A maior taxa de crescimento foi observada em IAA:S, com valor
médio de 5,02% dia™, enquanto que Paula et al. (2001), obteviveram
valores médios aproximados de 3% dia® para a espécie, quando
cultivada in vitro com VS50 continuamente, as mesmas condigdes
adotadas neste estudo. Mufioz et al. (2006) observaram que a espermina
em combinagdo com outros fitorreguladores acelerou o processo de
formagdo do calo. Neste trabalho ndo foi analisado este processo,
entretanto este fitorregulador apesar de ndo acelerar o processo de
regeneracdo direta, promoveu a taxa de crescimento. Além deste citado
ndo foram observados outros estudos que apresentem o desempenho da
espermina em K. alvarezii, assim como estudos com orizalina ndo séo
relatados para espécies algaceas.
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O presente estudo contribuiu para o conhecimento dos efeitos de
fitorreguladores e substancias bloqueadoras das fibras do fuso sobre o
processo de micropropagacdo através da regeneracdo direta em
Kappaphycus alvarezii. Pela primeira vez foi utilizada a orizalina em
macroalgas e espermina administrada via meio de cultura liquido,
contribuindo com o0s estudos em micropropagacdo. Os resultados
indicam que a orizalina sozinha ou combinada com fitorreguladores
IAA ou K podem estimular a maior producdo de eixos eretos por
explante, garantindo maior nimero de microprodgulos. Por outro lado, a
orizalina em combinagdo com a espermina ou com outros
fitorreguladores (IAA e K; IAA e S; K e S; IAA, K e S) podem
promover um aumento de biomassa. Ambos 0s casos sdo importantes
alternativas para aumentar a produtividade da macroalga K. alvarezii,
sem afetar na taxa de sobrevivéncia dos explantes.
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Capitulo 1V

Discussao Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral analisar o potencial
de micropropagacao de Kappaphycus alvarezii a partir dos processos de
regeneracdo direta e indireta, utilizando inibidores da formacéo de fibras
do fuso e fitorreguladores.

Para tanto, inicialmente, o calo formado pela espécie foi
analisado através da microscopia confocal de fluorescéncia, uma vez
que foi observado na literatura que calos de vertais vasculares
apresentam diversos niveis de ploidia decorrente do proceso de
desdiferenciacdo (Ogura 1990, Kumar & Mathur 2004). Grande
variacdo de intensidade de fluorescéncia foi observada nas células
indiferenciadas do calo, o que pode sugerir que os nlcleos apresnetem
diferentes niveis de ploidia. Esta variacdo foi maior em calos com 30
dias de cultura quando comparados com calos de 60 dias, gerando a
hipétese de que a ploidia esteja entrando em estabilizacdo com o
processo de diferenciacdo celular. Estas informagdes sdo de grande
importancia para 0 aumento da variabilidade genética da espécie e
encorajaram o estudo seguinte que teve como objetivo o melhoramento
do proceso de regeneracao indireta (Reddy et al., Hayashi et al. 2008).

Diversos estudos foram realizados antes do presente trabalho,
com objetivo de obter micropropdgulos de K.alvarezii via regeneracdo
indireta. Desta forma, varios fatores que promove este processo foram
testados, como uso de fitorreguladores, aplicacdo de glicerol e outras
fontes de carbono, agitagdo mecénica e alteracdo do estado fisico do
meio de cultura (Reddy et.al 2003, mufioz et al.2006, Hurtado & Bitter
2007, Hayashi et. al 2008, Hurtado et. al 2008). No presente trabalho, os
efeitos de blogueadores das fibras do fuso e de fitorreguladores foram
analisados, associados & agitacdo mecénica e mudanga do estado fisico
do meio de cultura. Apesar dos tratamentos nao terem interferido na taxa
de sobrevivéncia dos explantes com calos, ndo induziram a regeneragdo
indireta, corroborando com os dados apresentados pela literatura que
demonstram a baixa ocorréncia deste processo.

Apesar da regeneracdo indireta ndo ter ocorrido, todos o0s
tratamentos apresentaram eixos eretos formados a partir do explante,
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indicando que a regeneracdo direta € 0 processo mais promissor para a
propagacdo da espécie.

Devido a este fato, outro estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar os efeitos dosbloqueadores das fibras do fuso sobre a
regeneracdo direta. Foram testadas trés concentracdes de colchicina e
trés concentracbes de orizalina e foram avaliadas as taxas de
sobrevivéncia, formagdo de eixos eretos e de crescimento.

Os tratamentos com colchicina e orizalina ndo interferiram na
taxa de sobrevivéncia e de modo geral induziram a formacdo de eixos
eretos. A orizalina aumentou consideravelmente a formacgéo de eixos
eretos em concentracdo de 1,0 mg L™, assim como também promoveu o
aumento significativo da taxa de crescimentoem relacdo aos outros
tratamentos. Estudos com a utilizacdo de orizalina em espécies de
macroalgas ndo foram observados.

Partindo do melhor resultado obtido no experimento anterior,
novo experimento foi realizado associando este resultado (orizalina 0,1
mg L™) com diferentes combinacées de fitorreguladores. No controle
com orizalina sem fitorreguladores, 0 mesmo retardo do experimento
anterior foi observado e a formacéo de eixos eretos se iniciou apés a
terceira semana. Porém, os tratamentos com a orizalina quando em
combinacdo com fitorreguladores 1AA e cinetina (K), a formacdo de
eixos eretos pode ser observada apds a primeira ou segunda semana.

Com excecdo do controle, todos os tratamentos apresentaram
regeneracOes laterais, além das apicais, 0 que pode sugerir que 0s
fitorreguladores atuem estimulando este processo. Ao verificar as
regeneraces totais, foi constatado que os explantes tratados com
orizalina e os fitorreguladores IAA 1,0 mg L™ K 0,1 mg L™ e K 1,0 mg
L™ apresentaram formagao de eixos eretos significativamente maior em
relacdo aos demais tratamentos.

Com relacdo a taxa de crescimento, todos os tratamentos com
orizalina, com excegdo de IAA a 1,0 mg L™, apresentaram diferencas
significativas em relagcdo ao controle, e aqueles com espermina e em
combinacdo dos fitorreguladores apresentaram as maiores taxas de
crescimento, sendo que o tratamento com IAA combinado com a
espermina apresentou o maior valor (5,02% dia™) e orizalina. O presente
estudo apresenta pela primeira vez a andlise da ploidia de células do
calo, os efeitos da orizalina no processo de regeneracdo direta e indireta
e os efeitos da espermina adicionada no meio de cultura liquido de
Kappaphycus alvarezii, contrinbuindo com o0s estudos em
micropropagacdo. Foi observado que células do calo podem apresentar
diferentes niveis de ploidia e possuem potencial para produzir linhagens
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poliploides por meio da regeneracdo direta, porém este processo
mostrou-se de dificil de obtengdo. Por outro lado, a regeneracdo direta
ocorre com facilidade sem a necessidade de utilizacio de qualquer fator
de promocdo. Este processo foi aumentado significativamente com o
uso de orizalina sozinha ou em combina¢do com fitorreguladores,
principalmente 1AA e K, estimulando a formacéo de eixos eretos por
explante. Em contrapartida, a orizalina sozinha ou em combinacéo com
fitorreguralores, principalmente a espermina promoveram 0 aumento
consideravel na taxa de fresimento. Ambos os casos sdo tmportantess
alternativas para aumentar a produtividade da macroalga K. alvarezii.
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