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Resumo

Gelidium floridanum é uma espécie de macroalga vermelha com grande importancia
econdmica, por ser fonte de um agar de alta qualidade. Sua extracdo ocorre exclusivamente
atraves de bancos naturais, tornando necessario estudo de formas de cultivo para aumentar
biomassa e produzir material de alta qualidade. O uso de fitorreguladores € uma area pouco
explorada em cultura de macroalgas e uma provavel alternativa para cultivos massivos.
Assim, o objetivo do estudo foi analisar a regeneracgéo direta de explantes de G. floridanum
sob influéncia do &cido indol-3-acético (AlA), acido jasménico (JA) e do &cido giberélico
(GA). Explantes de 5 mm foram cultivados em meio liquido contendo concentracGes de AlA
(0,57, 5,7 e 57 mM), JA (2, 4 e 8 mM) e GA (10, 15 e 20 mg/L™) durante 48 horas, sendo
posteriormente cultivados até 20 dias. Para observar a morfologia e formacéo de novos eixos
eretos, no 5° dia de cultivo, foram feitas micrografias através do microscopio estereoscopio e
explantes foram processados para microscopia de luz (ML) com realizacdo dos testes
histoquimicos (Reativo de Schiff (PAS) e Azul de Toluidina (ATO), e processados para
microscopia eletronica de varredura (MEV). No final do experimento (20° dia) micrografias
também foram obtidas através do microscopio estereoscopio para a contagem final dos eixos
formados. A regeneracdo direta de Gelidium floridanum, apés 5 dias de cultivo, ja pode ser
visualizada principalmente no tratamento com JA 2mM, com maior formagéo de eixos eretos .
A formacdo dos eixos eretos surge a partir das células medulares dos explantes sendo que ndo
ocorre acumulo de grdos de amido das florideas na regido apical, somente na sua base. Ja apds
20 dias de cultivo, a formacdo de explantes foi maior nos tratamentos com AIA 5,7 mM.
Concluimos que a regeneracdo direta de explantes de Gelidium floridanum ocorre a partir das
células medulares e inicia-se ja na primeira semana de cultivo. Dentre os fitorreguladores
testados, 0 JA contribuiu para a formago mais precoce dos eixos eretos, porém apos 20 dias

0 AlA se mostrou mais eficaz na formacéo e tamanho dos eixos eretos.

Palavras- chave: micropropagacao, fitorreguladores, eixos eretos, macroalga vermelha.



Abstract

Gelidium floridanum is a species of red macroalgae of great economic importance,
being a source of a high quality agar. Its extraction occurs exclusively through natural banks,
making it necessary to study forms of cultivation to increase biomass and produce high quality
material. The use of phytorregulators is an area not widely explored in macroalgal culture and
a probable alternative for massive crops. Thus, the objective of this study was to analyze the
direct regeneration of G. floridanum explants under the influence of indole-3-acetic acid
(AlA), jasmonic acid (JA) and gibberellic acid (GA). Explants (5 mm) were cultured in liquid
medium containing concentrations of AIA (0.57, 5.7 and 57 mM), JA (2, 4 and 8 mM) and
GA (10, 15 and 20 mg / L-1) for 48 hours, cultivated for up to 20 days. To observe the
morphology and formation of new erect axes, on the 5th day of culture, micrographs were
made through the stereoscope microscope and explants were processed for light microscopy
(ML) with histochemical tests (Schiff's Reagent (PAS) and Blue of Toluidine (ATO)), and
processed for scanning electron microscopy (SEM). At the end of the experiment (20th day)
micrographs were also obtained through the stereoscope microscope for the final count of the
formed axes.The formation of the erect axes occurs from the medullary cells two explants and
there is no accumulation of florid starch grains in the apical region, only at its base. Already
after 20 days of culture, the formation of explants was higher in the treatments with 5.7 mM
AlA. We conclude that the direct regeneration of G. floridanum explants occurs from the
medullary cells and starts already in the first week of culture. Among the phytoregulators
tested, the JA contributed to the earlier formation of the erect axes, but after 20 days the
indole-3-acetic acid proved to be more efficient in the formation and size of the erect axes.

Keywords: micropropagation, phytogulators, erect axes, red seaweed.
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1. INTRODUCAO

O género Gelidium (Rhodophyta, Gelidiales) inclui inimeras espécies que sdo
utilizadas como fontes de agar e agarose. Eles sdo principalmente extraidos no Atlantico
Nordeste, de Marrocos a Portugal e Espanha, e também na Coréia do Sul, Japdo e México,
fornecendo matéria-prima para a industria do agar (MCHUGH, 2003; BIXLER & PORSE,
2011; PORSE & RUDOLPH, 2017).

O é&gar extraido de Gelidium, atualmente, representa apenas cerca de 1,6% da producéo
de ficocolodides do mundo (PORSE & RUDOLPH, 2017), mas seu agar apresenta a melhor
qualidade, maior rendimento e menor temperatura gelificante (34—36°C), sendo especialmente
usado em aplicacdes farmacoldgicas, biomédicas e biotecnoldgicas e, dificil de ser substituido
por agar extraido de outras espécies (PORSE & RODOLPH, 2017).

Porém, a demanda por agar bacterioldgico e agarose de Gelidium aumentou de 250 e
15 toneladas, respectivamente, para cerca de 700 e 50 toneladas. A demanda é atualmente
superior a oferta (CALLAWAY, 2015). Espécies de Gelidium ainda ndo sdo cultivadas e seus
estoques naturais estdo sendo esgotados a um ritmo alarmante (CALLAWAY, 2015).

O principal desafio, do ponto de vista tecnolégico, € cultivar com sucesso as espécies
de Gelidium (PORSE & RODOLPH, 2017). Ensaios experimentais de cultivo de Gelidium
spp. foram realizadas em condicdes de laboratério, em tanques e na costa (por exemplo,
SANTELICES, 1988; FEI & HUANG, 1991; MELO et al., 1991; FRIEDLANDER, 2008),
mas a producdo em massa de culturas ndo € ainda difundido.

Uma alternativa é o desenvolvimento da cultura de tecido da espécie para a obtencédo
de mudas para cultivo e fornecimento constante de linhagens selecionadas com caracteristicas
desejadas (REDDY et al., 2008). A cultura de tecidos de algas marinhas pode ser dividida em
dois métodos: regeneracao direta e indugéo de calos (regeneracéo indireta).

Apesar de todas as vantagens, o desenvolvimento da cultura de tecidos de algas é
muito mais lento comparado ao das plantas (BAWEJA et al., 2009). O conhecimento sobre a
cultura de tecidos de algas é ainda bastante limitado, faltam estudos sobre o desenvolvimento
de protocolos de esterilizagdo de superficie adequados para cada espécie de alga e também o



meio adequado para cultivar as algas na obtencao de formacao de calos ou na regeneracéo de
explantes (MUHAMAD et al., 2018). E dificil manter a esterilidade das algas para ser usado
na cultura de tecidos porque ao contrario das plantas terrestres, algas marinhas ndo tém uma
cuticula cerosa, o que as torna frageis para alguns dos esterilizantes quimicos (BAWEJA et
al., 2009). Geralmente, para culturas de tecidos de algas bem sucedidas, fatores importantes
devem ser considerados, como o protocolo de esterilizacdo da superficie, composicéo e tipos
de meios, concentracdo e combinagcdo de hormonios e condicdo da cultura. Esses fatores
variam entre espécies e também sdo afetados pelos locais onde as espécies sdo coletadas.
(MUHAMAD et al., 2018).

O crescimento e a diferenciacdo de células, tecidos e 6rgaos sdo regulados atraves de
fatores do ambiente fisico, hormonal e genético. Os vegetais produzem moléculas
sinalizadoras (fitohormdnios/ fitorreguladores), que sdo substancias sintetizadas em locais
especificos e em pequenas concentracfes que regulam no proprio local de sintese e/ou a
distancia, inimeros efeitos no desenvolvimento vegetal (RAVEN et al., 2014).

Os efeitos dos fitorreguladores sobre a regulacdo dos processos fisioldégicos em
vegetais vasculares é amplamente discutido, entretanto, o conhecimento da atuacdo destas
substancias em macroalgas ainda é uma area com grandes possibilidades de investigacao.
Estas substancias sdo compostos naturais ou sintéticos que sdo classificados em diversos
grupos de acordo com sua estrutura quimica ou funcdo (NEVES et al., 2015). O mais
utilizado em estudos com macroalgas sao as auxinas, como exemplo o &cido indol-3-acético
(AIA) que induz a divisdo e alongamento celular e formacédo de calos em culturas. Em geral,
as auxinas sao importantes na formacédo e manutencao de meristemas que Sao essenciais para
estabelecer todo o corpo vegetal (TIBUBOS et al., 2017). Nas macroalgas o uso de auxinas
esta bem documentado (REDDY et al., 2007; HAYASHI et al., 2008; TIBUBOS et al., 2017).

Dentro os fitorreguladores pouco estudados destacam-se o acido jasmonico (JA) e o
acido giberélico (GA). Grande quantidade de JA foi encontrada em praticamente todos 0s
grupos de algas (TARAKHOVSKAYA et al., 2007). Este fitohorménio foi detectado em algas
verdes (Dunaliella tertiolecta, D. salina e Chlorella sp.), em algas vermelhas (Gelidium
latifolium) e também em cianbactérias (Spirulina sp.) Em plantas terrestres, JA modula varios
eventos fisioldgicos, tais como resisténcia a patdgenos e insetos e a diversos tipos de estresses
(CREELMAN & MULLET, 1997; KUPPER et al., 2009; HOLOPAINEN, 2004). Ele também



regula aspectos do desenvolvimento das plantas e seu crescimento, tais como amadurecimento
de frutos, e eventos relacionados a maturacdo e producdo de pélen viaveis (AVANCI et al.,
2010), germinagéo de sementes (HAUSE et al., 1996), e desenvolvimento de anteras e gréos
de pélen (MCCONN, 1996). Em macroalgas, o JA mostrou estar relacionado ao estado
reprodutivo, talos férteis liberaram quantidades significativas deste composto volatil
comparado com talos inférteis (PILAR et al., 2016).

As giberelinas s&o um grande grupo de fitorreguladores que tém importancia nas
respostas sobre o ciclo de vida das plantas. Elas podem estimular principalmente a
germinacéo, expansdo celular e regulam o tempo de reproducdo (VANDENBUSSCHE et al.,
2007). As giberelinas estdo envolvidas em todas as fases de crescimento e desenvolvimento
das plantas, desde a germinagédo das sementes, o alongamento caulinar, expansao das folhas e
flores e desenvolvimento do pdlen até a sua senescéncia (FALKOWSKA et al., 2011). Além
disso, as giberelinas estdo envolvidas na adaptacdo da planta ao estresse abidtico, quando o
GA esta ativo, melhora a permeabilidade da membrana e a absor¢do dos nutrientes,
permitindo uma alta tolerancia a solos salinos, assegurando um desenvolvimento da planta
mesmo sob condicdes tdxicas (TUNA et al., 2008). Em cultura de tecido de Hypnea valentiae,
Gracilaria corticata e Ulva fasciata, o uso de GA favoreceu o aumento da biomassa (JOSEPH
& CHENNUBLOTLA, 1999) nas maiores concentragdes utilizadas (16 a 20 mg L™).

Estudos com os fitorreguladores AlA, JA e GA na espécie Gelidium floridanum W.R.
TAYLOR ainda nao foram documentados. Gelidium floridanum é uma macroalga vermelha
encontrada nas areas costeiras das Américas do Norte, Central e do Sul (GUIRY & GUIRY,
2018). No Brasil, a distribuicdo desta macroalga ocorre da costa do Espirito Santo ao Rio
Grande do Sul, sendo encontrada frequentemente entre rochas na zona entre-marés
(SCARIQT, 2010).

Assim, tendo em vista 0 aumento da demanda por macroalgas, principalmente do
género Gelidium, o qual apresenta um &agar de melhor qualidade, e considerando que sua
extracdo e feita exclusivamente de bancos naturais, tem-se por objetivo verificar a regeneracéo

direta a partir de explantes de G. floridanum cultivados com diferentes fitorreguladores.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Analisar a regeneracao direta de explantes de Gelidium floridanum cultivados com o0s
fitorreguladores acido indol-3- acético (AlA), acido jasmoénico (JA) e o acido
giberélico (GA).

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a morfologia de eixos eretos nos explantes apos o uso dos fitorreguladores;

e Analisar a regido de formagéo dos novos eixos eretos;

e Analisar a presenca de grdos de amido e polissacarideos &cidos nas células dos eixos
eretos e dos explantes ap0os o uso dos fitorreguladores;

e Quantificar a producdo de novos eixos eretos apds o uso dos fitorreguladores;

e Verificar o crescimento dos novos eixos eretos apds o uso dos fitorreguladores;

11



3. METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia Celular Vegetal (LABCEV)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

3.1 Material Algaceo

Talos tetrasporofiticos de G. floridanum foram coletados na Praia da Ponta do
Sambaqui (27°29'18.8” S e 48°32'12.9” 0), Florianépolis, Santa Catarina, de setembro a
dezembro de 2018. As amostras de algas foram coletadas a partir do costdo rochoso e
transportadas & temperatura ambiente em recipientes para o LABCEV. Realizou-se
minuciosamente a limpeza das algas coletadas com auxilio de uma escova e dgua do mar

filtrada para eliminar macroepifitas e caprelideos (invertebrados do género Caprella).

3.2 Regeneracédo de Explantes

As algas foram aclimatadas em béqueres de 500mL, com &gua do mar autoclavada,
salinidade 35 %o, enriquecida com solucdo de nutrientes von Stosch a 50 % (MCLACHLAN,
1973) durante 7 dias. A sala de cultura foi mantida com uma temperatura de 24 = 2 °C,
irradiancia de 50 + 10 pmol fotons m™s-*, aeracéo continua e fotoperiodo de 12h.

O método de cultura axénica foi obtido segundo metodologia descrita por Hayashi
(2007), com modificacdes. Ramos de G. floridanum foram incubados com 0,1 mg L™ de
nistatina (Sigma) e 2 mL L™ solucéo antimicética e antibiética (composta por 10.000 unidade
mL™" de penicilina G, 10 mg mL™ de sulfato de estreptomicina e 25 ug.mL™ de anfotericina B
- Sigma) diluidas em agua do mar autoclavada enriquecida com solucdo von Stosch a 50 %
por 2 dias.

Apds a assepsia, 0s ramos foram seccionados em explantes de aproximadamente 5 mm
e colocados em Erlemeyers (20 explantes cada) com 250 mL de meio de cultura contendo
agua do mar autoclavada enriquecida com solucdo von Stosch a 50%. Realizou-se 0s
tratamentos em quadruplicatas nas seguintes concentracdes: JA (2; 4 e 8 mM) (PILAR et al.,
2016), GA (10; 15 e 20 mg.L™") (JOSEPH & CHENNUBHOTLA, 1999) e AIA (0,57; 5,7 e
57 mM) (HAYASHI et al.,, 2007). Para o controle foi utilizado apenas &gua do mar
autoclavada enriquecida com a solugdo von Stosch a 50%. Apoés a aclimatacéo e assepsia, 0S

explantes permaneceram 48h nos tratamentos com os fitorreguladores sob a mesma condigao
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de cultura da aclimatagédo. Passado esse tempo, trocou-se 0 meio de cultura inserindo apenas
agua do mar autoclavada enriquecida com solucdo von Stosch a 50 %, sendo mantido em

cultura por 20 dias realizando a troca do mesmo a cada 5 dias.

3.3 Analises Morfoldgicas dos Explantes

No 5° e no 20° dia foram retirados trés ramos, de cada réplica de cada tratamento, para
realizar analises morfologicas dos explantes e formacdo de novos eixos eretos. As analises
ocorreram no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB-UFSC), através de
um microscépio estereoscopio com sistema de captura de imagens embutido
(Estereomicroscopio Olympus SZX16).

A formacdo inicial de novos eixos nos explantes, no 5° dia, também foi observada
através da microscopia de luz (ML) com andlise citoquimica e através do microscépio
eletronico de varredura (MEV).

Na ML, os explantes foram fixados em solu¢édo de paraformaldeido a 2,5 % em tampéo
fosfato de sdédio 0,1 M, pH 7,2, a temperatura de 4° C, overnight. Posteriormente, foram
lavados no mesmo tampdo e desidratados em séries crescentes de alcool etilico. O material foi
infiltrado em historesina (Leica Historesin) e as amostras foram seccionadas, com espessura
de 4 um, em micrétomo rotativo modelo Leica RM 2135, com navalhas de tungsténio. O
material foi submetido aos seguintes testes citoquimicos:

e Azul de Toluidina (ATO), para identificar polissacarideos &cidos através da reacdo de
metacromasia. As laminas contendo as sec¢Oes foram tratadas com solugdo aquosa de
ATO a 0,5 %, acidificada com HCI 1 N para pH 3,0 por 30 s, lavadas em agua
destilada e secas ao ar (MCCULLY, 1970; GORDON & MCCANDLESS, 1973).

e Acido Periddico de Schiff (PAS), para identificar a presenca de polissacarideos
neutros. As seccOes foram oxidadas com solucdo aquosa de &cido periodico a 1 %
durante 20 min, lavados em &gua corrente e corados com reativo de Schiff por 20 min
(GAHAN, 1984).

Apbs as laminas prontas e coradas, as imagens foram obtidas no sistema de captura
Image Q Capture Pro 5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, Estados Unidos da
Ameérica) do microscopio de Epifluorescéncia (Olympus BX 41, Tokyo, Japan) no LAMEB.
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Para o MEV, os explantes foram fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato
de sddio (0,1M), pH 7,2, a temperatura de 4° C, overnigh. Lavados no mesmo tampao,
desidratados em séries crescentes de alcool etilico e, em seguida as amostras foram secas com
0 ponto critico EM-DPC-030, e, revestidas com ouro antes da andlise. As amostras foram
examinadas no MEV JSM 6390 LV do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica
(LCME) da UFSC.

3.4 Andlise dos Novos Eixos Eretos Formados

Ap0s obtidas as imagens das amostras frescas no sistema de captura Image Q Capture
Pro 5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, Estados Unidos da América) do
microscopio de Epifluorescéncia (Olympus BX 41, Tokyo, Japan), foram utilizadas 3 imagens
de explantes, de cada réplica (n=4), de cada tratamento para a contagem dos novos eixos
formados nas extremidades (regido seccionada). Ap6s foram realizadas medigdes de tamanho

de cada eixo ereto formado.

3.5 Andlise dos dados

Realizou-se as andlises descritivas (média e erro padrdo), com posterior anélise
Unifatorial (ANOVA), seguida por teste de comparacdo de Tukey (5%). Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa Statistica (versdo 7.0) considerando-se p <

0,05 como estatisticamente significativo.

4. RESULTADOS

Apobs 5 dias de cultura, a formacdo dos eixos eretos ja pode ser visualizada, com
presenca de pequenas protuberancia na regido seccionada (Fig. 1). Diferencas estatisticas
foram observadas na formagdo de novos eixos eretos (Fig. 2a), onde a maior quantidade de
eixos eretos formados foi no cultivo com o JA 2 mM com formacgdo média de 6,25 eixos
eretos, seguido do controle, do cultivo com JA 4 mM e do AIA 0,57 uM que apresentaram
respectivamente 5,67, 5,42 e 4,92 eixos formados. Nao ocorreu formagdo de nenhum eixo
ereto no tratamento com AIA 57 uM (Fig. 2a). Dos que apresentaram a formacao de eixos
foram observadas diferengas estatisticas na média geral de tamanho dos eixos eretos

formados, sendo que o controle apresentou 0 maior tamanho e manteve uma média geral de
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tamanho entre os eixos eretos formados seguido de todos os tratamentos com JA (Fig. 2b),
sendo bem visiveis na regido seccionada (Fig 1).

Quando observados através da microscopia de varredura, eixos eretos puderam ser
observados no inicio de sua formacdo (Fig. 3). Pequenos eixos eretos se formaram na regido
medular dos explantes, na regido seccionada. Ndo foram observadas formacgdes na regiao
cortical dos talos. Os tratamentos de GA (10, 15 e 20 mg. L™) apresentaram as menores

formacdes de eixos eretos sendo somente visualizados através da microscopia de varredura.
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Figura 1: Regeneracgdo direta de explantes de Gelidium floridanum apds 5 dias de cultivo. Observe a formacéao
dos eixos eretos (setas) (a, b, c, d, h, i). Tratamentos com GA (e, f, g) e com AIA 57 uM (j) ndo houve formacédo

de eixos eretos.
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Figura 2: (a) Formacdo de eixos eretos e (b) Tamanho médio dos eixos eretos formados de explantes de
Gelidium floridanum apds 5 dias de cultivo (n=4, média + EP). Letras distintas indicam as diferencas
significativas de acordo com ANOVA unifatorial e teste de Tukey (p< 0,05).
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Figura 3: Microscopia eletronica de varredura de explantes de Gelidium floridanum apés 5 dias de cultivo.
Visdo geral da regido apical do explante com formagéo de eixos eretos (setas) na regido medular (a, c, €, g, K,
m). Detalhe do eixo ereto formado na regido medular (b, d, f, h, I, n). Visdo geral de explantes sem a formacéo

de eixos eretos (i, j, 0, p).
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Quando analisados na microscopia de luz, as sec¢des longitudinais dos explantes de G.
floridanum submetidas ao PAS (Fig. 4) exibiram uma reacdo na parede celular, o que sugere a
presenca de compostos de celulose, essa reagdo também ocorreu no citoplasma pela presenca
dos polissacarideos neutros, os graos de amidos das florideas. No controle (Fig. 4a-c) os eixos
eretos foram visualizados com maior quantidade de grdos de amido nas células da sua base
sendo que as células do apice ndo possuiam esse acumulo de gréos no citoplasma (Fig. 4a,b).
As células do explante controle (Fig. 4c) apresentavam intensa reacdo na parede celular bem
como grande quantidade de amido das florideas em seu citoplasma. Os tratamentos com JA
(Fig. 4d-f) apresentaram eixos eretos com as mesmas caracteristicas que o controle. Os

tratamentos com GA ndo foram visualizados com formacgdo de eixos eretos, mas na regido
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seccionada foi possivel observar uma intensa proliferacdo celular e células com presenca de
grdos de amido (Fig. 4g-i). Nos tratamentos com AIA (Fig 4j-1) ocorre a formacdo de
pequenos eixos eretos com as mesmas caracteristicas do controle, presenca de células com
grdos de amido somente na base do eixo. No tratamento AIA 5,7 uM foi visualizada uma
camada de células que se forma anteriormente a formacédo da regeneracéo e, esta apresentou
reacdo ao PAS com presenca de compostos de celulose (Fig. 4k).

Quando submetidas a reacdo histoquimicas de ATO (Fig. 5), todas as seccles
longitudinais apresentaram reagdo positiva na parede celular indicando a presenca de
polissacarideos &cidos. Tanto nas amostras controle (Fig. 5 a-c), nas amostras tratadas com
JA (Fig. 5 d-f) e nas amostras com AIA (Fig. 5 j-l) os eixos eretos apresentaram uma reacao
menos intensa na regido das células medulares que das corticais. Ja no tratamento com GA
(Fig. 5 g-i) que ndo apresentaram a formacg&o de eixos eretos, na regido seccionada as células
apresentaram intensa reagdo ao ATO. No tratamento AIA 5,7 uM também foi visualizada a
camada de células que se forma anteriormente a formacédo da regeneracdo com reacdo ao ATO
(Fig. 4K).

Em todas as sec¢des observadas através da Microscopia de Luz ndo foi observado a
formacdo de eixos eretos a partir de células corticais, a sua formacéo so foi visualizada a partir

das células medulares do explante.
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Figura 4: Microscopia de luz de seccbes longitudinais de explantes de Gelidium floridanum apds 5 dias de
cultivo corados com Reativo de Schiff (PAS). Amostras controle (a-c) com formacéo de eixos eretos (EE) com
reacdo mais intensa na sua base indicando a presenca de grdos de amido (setas), sendo que os apices dos
explantes (*) foram visualizados reacdo ao PAS somente na regido da parede celular (a,b). Note que nas células
do explante (c) ocorre intensa reagdo ao PAS no citoplasma, indicando a presenca de grande quantidade de gréos
de amido das florideas. Amostras tratadas com JA 2 (d), 4 (e) e 8 mM (f) com reacdo ao PAS nos eixos eretos
semelhante ao controle. Amostras tratadas com GA 10 (g), 15 (h) e 20 mg.mL™ (i) sem formacao de eixos eretos,
sendo que na regido da injdria tem proliferacdo celular com acimulo de grdos de amido de florideas, note (i)
organizacao celular para a formacéo do eixo ereto (seta branca). Amostras tratadas com AIA 0,57 (j), 5,7 (k) e 57
mM (I) com reacdo positiva ao PAS, note (k) formacdo de uma camada de células (seta azul) que ocorre
anteriormente a formac&o dos eixos eretos. Células medulares (CM); Células corticais (CC); Células subcorticais
(CS); Célula apical (CA). Escala: 100 uM.
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Figura 5: Microscopia de luz de secgBes longitudinais de explantes de Gelidium floridanum apds 5 dias de
cultivo corados com Azul de Toluidina (ATO). Amostras controle (a-c) e amostras tratadas com JA 2 (d), 4(e) e
8 mM (f) com reacdo positiva ao ATO mais intensa no explante, nos eixos eretos (EE) (b, ¢) a reagdo é menos
intensa nas células medulares (CM) do que nas corticais (CC). Amostras tratadas com GA 10 (g), 15 (h) e 20
mg/mL™" (i) sem formagdo de eixos eretos, mas com intensa reacéo ao ATO na regido seccionada. Amostras
tratadas com AIA 0,57 (j), 5,7 (k) e 57 mM (I) com reagdo positiva a0 ATO menos intensa nas células
medulares dos eixos eretos (j, i), note (k) na camada de células (seta azul) que ocorre anteriormente a formacéao
dos eixos eretos ocorre reacdo ao ATO. Células medulares (CM); Células corticais (CC); Células subcorticais
(CS); Célula apical (CA), (EE) Eixos eretos. Escala: 100 uM.
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Apds 20 dias de cultivo, a formacdo de novos eixos eretos foi visualizada tanto na
regido seccionada como em toda a regido do explante (Fig. 6). Quando analisamos 0s eixos
eretos formados na regido seccionada, diferencas estatisticas foram observadas (Fig. 7a). O
AIlA 5,7 uM foi o tratamento que apresentou o maior niumero de eixos eretos formados com
uma média de 14,33 seguido dos tratamentos AIA 0,57 uM (12,66 eixos), AIA 57 uM (11,25
eixos), JA 4 mM (10,25 eixos), GA 20 mg. L™ (10,08 eixos), GA 15 mg L™*(9,91) e JA 2 mM
(9,58) (Fig. 7a). Porém em relacdo a média de tamanho dos eixos formados (Fig. 7b), o
tratamento que apresentou a melhor média foi JA 8 mM com 2,76 mm de tamanho. J& em
relacdo ao tamanho maximo observado dos eixos formados ndo foi visualizada diferencas

estatisticas entre os tratamentos e o controle (dados ndo mostrados).
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Figura 6: Regeneracdo direta de explantes de Gelidium floridanum apds 20 dias de cultivo. Observe a formacéo

dos eixos eretos (setas).
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Figura 7: (a) Formacdo de eixos eretos e (b) Tamanho médio dos eixos eretos formados de explantes de
Gelidium floridanum apés 20 dias de cultivo (n=4, média + EP). Letras distintas indicam as diferencas

significativas de acordo com ANOVA unifatorial e teste de Tukey (p< 0,05).
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5. DISCUSSAO

Em macroalgas, o desenvolvimento de cultivo in vitro é um dos potenciais
tecnoldgicos para proliferacdo em massa e producdo de compostos sob condicBes controladas
(CHARRIER et al., 2015). Esses clones micropropagados poderiam ser usados como mudas
para o0 cultivo de algas marinhas, evitando a coleta de leitos naturais (YOKOYA &
YONESHIGUE-VALENTIN, 2011).

No presente estudo, a regeneracdo direta dos explantes de G. floridanum ocorreu
somente na regido das células medulares. Dependendo do tipo de regeneracdo, direta ou
indireta, a formacdo pode ocorrer também de células corticais, como no caso da formacéo de
calos de Kappahycus alvarezii (ZITTA et al., 2013).

Para a organizacdo e formacdo dos eixos eretos, nos explantes, inicialmente ocorre
uma formacédo de uma camada de células na regido seccionada como resultado da injdria. Essa
injaria é um fator fundamental na producdo de novos eixos eretos, visto que observamos a
formacdo em qualquer regido que sofreu injuria, ndo somente nas extremidades do explante,
mas também por toda a regido do talo o qual apresentava alguma injaria.

As células dos eixos eretos de G. floridanum apresentam acimulo de reserva, 0s graos
de amido das florideas, observadas pela reacdo PAS positiva, somente na base dos eixos sendo
ausente no seu apise. Segundo Bouzon e colaboradores (2011) o acimulo de reserva de graos
de amido das florideas esta relacionado a capacidade que essas células possuem de sintetizar
seu material organico, porém no estudo o ndo acimulo na regido do apice pode ser explicado
pela mobilizacéo destes grdos para formacdo de novas células e producédo de parede celular.

A parede celular dos eixos eretos diferiu quanto a intensidade da coloracdo do ATO,
apresentando na regido das células medulares uma reacdo menos intensa, sugerindo ser a
porcdo com menor quantidade de grupamentos sulfato ou carboxil. A reagdo metacromatica ao
ATO, segundo McCully (1968), ocorre pela ligacdo desse corante aos grupos carboxil e
sulfato de polissacarideos acidos, produzindo uma cor violeta. No presente estudo, essa
marcacgdo ocorre pela presenca de &gar, como observado também em calos de Gracilaria
tenuifrons (BOUZON et al., 2011).
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A regeneracdo direta de G. floridanum ja comecou a ser visualizada na primeira
semana de cultivo, sendo que a utilizacdo do acido jasmonico (2 mM) apresentou a maior
quantidade e também a melhor média de tamanho dos eixos eretos. Os JAs desempenham
papéis centrais no crescimento das plantas e processos de desenvolvimento, incluindo
crescimento de raizes, germinacdo de sementes, desenvolvimento de flores, senescéncia foliar
e defesa de plantas em respostas a estresses bioticos e abioticos (WASTERNACK, 2007). A
visualizagdo de um maior numero de eixos eretos com JA resulta da sua contribui¢do a
tolerancia ao estresse diminuindo a quantidade de espécies reativas de oxigénio (GARCIA-
JIMENEZ & ROBAINA, 2017), formadas provavelmente pela injaria na regido seccionada,
favorecendo a formacdo inicial dos eixos.

Enzimas envolvidas na biossintese de jasmonatos foram identificados em varias algas
vermelhas, incluindo Lithothamnion corallioides e Gracilariopsis sp. (HAMBERG et al.,
1992; HAMBERG & GERWICK, 1993). Além disso, o jasmonato e a JA foram isolados da
macroalga Gelidium latifolium (KRUPINA & DATHE, 1991) e das algas verdes unicelulares
Dunaliella tertiolecta e D. salina (FUJII et al., 1997). Os principais componentes volateis de
Porphyra yezoensis variam em resposta a tratamento externo com JA (LIHONG et al., 2018).
Em Grateloupia imbricata, liberacdo de jasmonato esta relacionada ao estado reprodutivo,
talos férteis liberaram quantidades significativas deste composto volatil comparado com talos
inférteis. A aplicagdo de JA exdgeno em talos de G. imbricata aumentou significativamente o
namero de cistocarpos ap6s 48 h, indicando que talos de G. imbricata respondem ao JA
(PILAR et al., 2016).

A formacdo de eixos eretos em G. floridanum foi maior a partir do 15° dia, com maior
namero de eixos eretos com adi¢do do AIA 5,7 mM com um total de 14,33 no 20° dia. Em um
dos Unicos trabalhos com regeneracgdo direta de Gelidium crinale, a producdo maior de eixos
eretos foi a partir de 28° dia, sendo observado uma média de 16,3 eixos eretos por explantes e
sem adi¢do de nenhum fitohorménio (CROCE et al., 2015). O AIA é um fitohormonio muito
utilizado em cultura de tecido, estudos com regeneragédo direta mostram que a acao conjunta
do AIA com inibidores do fuso (TIBUBOS et al., 2017, NEVES et al., 2015) favorece a
maior producdo de eixos eretos em K. alvarezii. No presente trabalho a utilizagdo somente
deste fitohormonio favoreceu a produgdo de novos eixos eretos. Além disso, o AIA tem se

mostrado eficaz na formacdo de rizdides em diversas algas em cultura como Bryopsis, Ulva e

26



Caulerpa (MOSS, 1974), porém nao observado neste estudo, talvez devido ao pouco tempo de
cultivo.

Ja em relacdo a utilizacdo do acido giberélico, uma classe de fitohorménio que
desempenha um papel importante no crescimento e desenvolvimento das plantas (GE et al.,
2007), no presente trabalho ndo apresentou uma resposta efetiva nem inicialmente nem apds
0s 20 dias quando comparado ao controle. A utilizacdo de GA na regeneracdo indireta da alga
marrom Sargassum horneri também ndo obteve resultado na formagéo de calos (UJI et al.,
2016).

Concluimos que a regeneracdo direta de explantes de Gelidium floridanum ocorre a
partir das células medulares e inicia-se ja na primeira semana de cultivo. Dentre o0s
fitorreguladores testados, o &cido jasmonico contribuiu para a formacdo mais precoce dos
eixos eretos, porém apods 20 dias o AIA se mostrou mais eficaz na formacdo e tamanho dos

eixos eretos.
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