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RESUMO

A macroalga Gelidium tem grande importincia comercial por ser fonte de agar, um
polissacarideo amplamente utilizado pela industria. Porém, grande parte da produ¢do mundial
¢ obtida quase que exclusivamente da sua extragdo de bancos naturais, estimulando pesquisas
que visem o cultivo deste género. Recentemente, a importancia dos ions de calcio no processo
germinativo de esporos foi demonstrada, promovendo um importante avango no conhecimento
de tecnologias de cultivo. Por outro lado, o cultivo de mexilhdes e ostras no Sul do Brasil,
desempenha um papel significativo na maricultura, gerando grande quantidade de residuos em
forma de conchas. Essas, formadas em sua maior parte por carbonato de calcio, sao descartadas
em vez de serem reutilizadas para produzir material de valor agregado provocando,
consequentemente, impactos ambientais, sociais € econdmicos negativos. Este trabalho teve
como objetivo melhorar as técnicas para o cultivo da espécie G. floridanum, aproveitando os
sais de calcio das conchas. Tetrasporos e explantes foram cultivados em laboratério por 20
dias com agua do mar enriquecida com solugdo von Stosch a 50% nos seguintes tratamentos:
252 mg L' (Os1) e 336 mg L™ (Os2) de p6 de concha de ostra Crassostrea gigas, 252 mg L
(Mx1) e 336 mg L' (Mx2) de p6 de concha de mexilhdo Perna perna e 147 mg L' (Cal) e
295 mg L' (Ca2) de solugdo de cloreto de calcio (CaCl,). No controle, ndo foi acrescentado
sais de calcio nem p6 de conchas. Os resultados mostraram que, para a germinacdo dos
tetrasporos, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos e controle. Os tratamentos com
p6 de concha prejudicaram a viabilidade dos tetrasporos, refletida pela presenca de massa
esverdeada, além de ser observado desorganizagdo celular e atraso no desenvolvimento do
tubo germinativo. As plantulas dos tratamentos Mx1 e Osl apresentaram os menores
comprimentos médios em relagdo ao controle e apenas o tratamento Ox1 apresentou taxa de
crescimento inferior ao controle. Entretanto, em todos os tratamentos, plantulas com rizoides
bem desenvolvidos foram observadas apos 20 dias de cultivo. Em relagdo aos explantes, os
tratamentos Mx1 e Mx2 apresentaram a maior taxa de crescimento com 3,92 ¢ 4,28 % dia™' e
Mx1 apresentou maior formagao de eixos eretos com média de 10,15 eixos eretos em relagao
ao controle. Os resultados indicam que o CaCl, confere melhor desenvolvimento as plantulas,
porém nao trouxe melhora na germinacdo dos tetrdsporos, no comprimento € crescimento
médio das plantulas de Gelidium floridanum. O uso do pd da concha de mexilhdo na
concentracio 252 mg L' é recomendada para otimizar o cultivo de explantes.

Palavras-chave: Aquicultura. Carbonato de cdlcio. Rhodophyta.



ABSTRACT

The red seaweed Gelidium has commercial importance as source of agar, a polysaccharide
widely used by industry. However, the world's production of this genus is based on harvesting
from natural beds, stimulating research to the development of cultivation. Recently, the
importance of calcium ions in the germinative process of spores was demonstrated, promoting
an important advance in the knowledge for the development of cultivation technologies. On
the other hand, the cultivation of mussels and oysters in the South of Brazil plays a significant
role in aquaculture, generating a large amount of shells waste. These shells, composed mostly
by calcium carbonate, are discarded rather than reused to produce added value material. This
work aimed to improve techniques for the cultivation of G. floridanum species, using the
calcium salts of the shells. Tetraspores and explants were cultured in laboratory for 20 days in
seawater enriched with 50% von Stosch solution and the following treatments,: 252 mg L’!
(Os1) and 336 mg L' (Os2) of Crassostrea gigas oyster shell powder, 252 mg L' (Mx1) and
336 mg L' (Mx2) of Perna perna mussel shell powder and 147 mg L' (Cal) and 295 mg L!
(Ca2) of calcium chloride solution (CaCl,). In control, no calcium salt or shell powder was
used. The results showed that there is no significant difference between treatments and control
in the germination of tetraspores. Treatments with shell powder impaired the viability of the
tetraspores, reflected by the presence of green mass, cell disorganization and delay in germ
tube development. The seedlings of treatments Mx1 and Osl had the lowest average lengths
in relation to the control and only the Osl treatment obtained a growth rate lower than the
control. However, in all treatments, seedlings with well-developed rhizoid were observed after
20 days of cultivation period. In relation to the explants, Mx1 and Mx2 treatments showed the
highest growth rates, between 3.92 and 4.28% day™' and Mx1 presented a greater formation of
erect axes with an average of 10.15 axes in relation to the control. The results indicate that
CaCl, gives better development to the seedlings, but it did not improve the germination of the
tetraspores, the average length and growth of the seedlings of Gelidium floridanum. The use
of mussel shell powder at a concentration of 252 mg L™ is recommended to optimize explant
cultivation.

Keywords: Aquaculture. Calcium carbonate. Rhodophyta.
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1 INTRODUCAO

As espécies de Gelidium estdo entre as agardfitas mais importantes do mundo
(SANTELICES & STEWART, 1985). Cerca de 35 espécies sdo colhidas em varias regides,
contribuindo para a explotagdo anual mundial de agaroéfitas, embora dados atualizados ndo
tenham sido encontrados (WHYTE & ENGLAR, 1981; MELO, 2002). Por ano, sio
produzidas 14.500 toneladas (T) de agar que movimentam cerca de 246 milhdes de dolares
(PORSE & RUDOLPH, 2017). Grande parte da produ¢cdo mundial de agar resulta das algas
do género Gracilaria e Gelidium, sendo que apenas uma pequena quantidade ¢ produzida a
partir de agardfitas como Gelidiella e Pterocladia (MARINHO-SORIANO & BOURRET,
2003). Ao contrario do agar de Gracilaria, o 4gar do Gelidium nao precisa de qualquer tipo de
pré-tratamento para a sua extracdo (PORSE & RODOLPH, 2017). Embora o 4gar extraido de
Gelidium represente atualmente apenas cerca de 1,6% da produgdo mundial de ficocoloides,
sua alta resisténcia a gelificagdo natural assim como baixas temperaturas de gelificacdo
dificultam a substitui¢ao por agar extraido de outras espécies (SANTOS & MELO, 2018).

As aplicacdes de agar sdo principalmente na area alimenticia, farmacéutica e
biotecnoldgica. Na industria alimenticia, por sua capacidade gelificante e espessante, ¢ comum
a aplicacdo em sobremesas gelificantes a base de dgua, gelatinas de baixas calorias, geleias e
compotas, leites achocolatados, pudins, derivados de leite, leite de soja, carne processada e
enlatada, cerveja, molhos, temperos e outros alimentos processados (PEREIRA et al. 2013).
Na industria farmacéutica e biotecnologia, o agar pode ser utilizado em meios de separagao e
purificacdo como eletroforese em gel, cromatografia de granulos de gel, cromatografia de
exclusao de tamanho, em produtos de quimica fina, hormdnios, enzimas, vacinas, suspensao
para radiografar o trato gastrointestinal, dispositivos de liberagdo continua, produ¢do de
moldes utilizados em odontologia, criminologia, substituto de gelatina e refei¢do vegetariana
(RINAUDO, 2008). Em cosméticos naturais bifasicos, o dgar pode ser utilizado como emulsdo
rica em varios componentes naturais, destinados especialmente para o tratamento da pele e do
cabelo. Uma importante aplicagdo do dgar consiste no desenvolvimento de um curativo topico
para o revestimento de uma éarea de queimadura ou outro local da deficiéncia de pele
(VASCONCELOS et al. 2015).

Um dos maiores fatores limitantes da producdo de agar a partir de Gelidium ¢ o fato de
ndo existirem ainda cultivos comerciais massivos. A industria depende dos estoques naturais
em todo o mundo, que estdo sendo exauridos a um ritmo alarmante. O cultivo massivo de

Gelidium ainda esta em fase experimental e poucas tentativas foram realizadas em laboratério
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e campo (SANTELICES, 1987, CALLAWAY, 2015; PORSE & RODOLPH, 2017).
Estratégias para o cultivo de Gelidium em pequena escala em tanques foram realizados no
Chile (SANTELICES, 1976), India (MAIRH & SREENIVA RAO, 1978), California, Estados
Unidos (HANSEN, 1980) e Noruega (FREDRIKSEN & RUENESS, 1989). Cultivo em long-
lines com o método de propagacao vegetativa foram realizados na China, em pequena e grande
escala (FEI & HUANG, 1991), na Africa do Sul, em fazendas experimentais de G. robustum
e G. nudifrons (MELO et al. 1991) e na India, com G. pristoides e G. pusillum (AKEN et al.
1993; VEERAGURUNATHAN et al. 2018).

Para que o cultivo seja expandido em escala comercial, muitos problemas ainda
precisam ser resolvidos, como por exemplo a identifica¢do de locais adequados para o cultivo,
instalagdo das estruturas de cultivo, manutencdo de estoque de esporos e linhagens e um
sistema de plantio e colheita (MELO et al. 1991), além de alteracdao das correntes marinhas,
forga da movimentacdo da dgua, herbivoria, tempo de crescimento, epifitas e parasitas e
eliminacdo da raspagem como forma de colheita (SANTELICES, 1987). Outros fatores
importantes que determinam a viabilidade comercial incluem custos de colheita (mao-de-obra
e/ou equipamento), secagem, transporte, necessidade de utilizacdo de produtos quimicos,
abastecimento de dgua e medidas de prote¢ao ao meio ambiente (MCHUGH, 1991).

A espécie Gelidium floridanum W. R. Taylor (1943) ¢ caracterizada pela presenca de
um talo com coloragdo vermelho vinaceo com eixo principal evidente e ramificado (TAYLOR,
1960) e o agar presente na parede celular possui funcao biologica analoga a hemicelulose em
plantas terrestres (LEE et al. 2017). Seu crescimento ¢ dificilmente isolado, formando tufos
fortemente fixados ao substrato por apressorios especializados, podendo medir entre 6,0 a 15,0
cm de altura.

A espécie apresenta o ciclo de vida trifdsico isomorfico (Figura 1) constituido por uma
fase gametofitica haploide (gamet6fito) e duas fases esporofiticas diploides: o carposporéfito
e o tetrasporofito (SCARIOT et al. 2012). Os esporos viaveis sdo de coloragdo vermelho
escuro devido a presenga de muitos cloroplastos e os esporos invidveis apresentam cloroplastos
esverdeados (SIMIONI et al. 2015). Os tetrasporos se originam do tetrasporangio apos a
meiose espodrica. Os carpdsporos estdo localizados no carposporofito, formado apds a
fecundacdo no carpogonio e germinacao do zigoto (OLIVEIRA, 2003).

A germinacdo dos tetrdsporos e carpOporos passa por eventos iniciais bem
caracterizados. O processo se inicia com a liberag¢ao dos tetrasporos ou carpdsporos que ficam
isentos de parede celular e sdo recobertos por uma mucilagem transparente, composta por

glicoproteinas e polissacarideos sulfatados (BOUZON et al. 2006). Apds a fixagdo ao substrato
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e a formacao da parede celular, o tetrasporo (ou carpdosporo) inicia os processos metabolicos
de germinacgao, sendo possivel observar a polarizagdo do contetido citoplasmatico (BOUZON

et al. 2006; FERARU et al. 2011).

Figura 1- Esquema do ciclo de vida do Gelidium floridanum.

Meiose espdrica

Liberacio de =:>

carpdsporos
(2n)

Liberacéo dos tetrasporos (n)

Carpospordfito (2n)

{t
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Tetrasporo(n}

Liberagédo de
<: gametas ﬂ:

Gametdfito feminino (n)

Gametdfito masculino (n)

Fonte: Prépria autora (2019).

A germinacdo comeca com a producdo de uma estrutura semelhante a um tubo para o
qual o conteudo do tetradsporo ou carposporo migra. O tetrasporo ou carposporo original
permanece como um saco aparentemente vazio, ligado ao crescente tubo germinativo. Ao
mesmo tempo, uma fina camada de parede celular € sintetizada envolta do tubo. Em seguida,
hé a formacgao de um septo, o qual separa o tetrasporo ou carposporo inicial do tubo (BOUZON
et al. 2005; SIMIONI et al. 2015).

Para que a plantula seja formada, € necessario que o tubo germinativo inicie sucessivas
divisdes celulares, obliquas e depois em varios planos. Na sua regido distal surgira uma célula
rizoidal que dard origem ao sistema de rizoides. A partir da fixacdo do rizoide ao substrato,
origina-se a parte ereta da planta na regido oposta (BOUZON et al. 2005; 2006; SIMIONI et

al. 2015). A divisdo celular apical ¢ responsavel pelo aumento do nimero de células em um
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filamento, definindo a orientagdo, a taxa de crescimento, a ramificagdo e morfologia do talo.
A regido apical apresenta intensa atividade metabolica e ¢ estruturalmente diferenciada do
resto do talo (SCARIOT et al. 2012). Nessa fase de desenvolvimento, o crescimento das
plantulas se da por proliferacdo das células nessa regido, com estrutura em forma cilindrica na
base e achatada em dire¢ao ao apice. O talo € constituido por numerosas células pigmentadas,
e sua base se fixa ao substrato pelos rizoides hialinos em diferentes quantidades por plantula
(SANTOS, 2009).

Para que todo este processo aconteca, a presenca de sais de calcio (Ca*") é de suma
importancia (SIMIONI et al. 2015). O Ca?" entra através de canais de célcio aumentando seu
gradiente de concentragdo na regido de formagio do tubo. E responsavel pela sinalizagdo e
organizacao dos filamentos de actina que direcionam as organelas e vesiculas do Golgi durante
a formagdo do tubo germinativo e participa indiretamente na formacao da parede celular
(DERKSEN et al. 1995; HABLE & HART, 2010). O papel do Ca* ¢ fundamental para a
formacdo do tubo germinativo durante o desenvolvimento de tetrdsporos do Gelidium sp.
(BOUZON et al. 2006; SIMIONI et al. 2015), conchosporos de Porphyra yezoensis (LI et al.
2009) e na polarizagao de zigotos de algas fucdides (ROBINSON, 1996).

Mesmo sabendo da importancia do calcio no desenvolvimento de Rhodophyta, existem
poucos trabalhos relacionados a sua utilizagao em cultivo em campo ou em laboratorio. Bouvie
(2018) realizou experimentos com esporos de Gelidium floridanum utilizando diferentes
concentracdes de CaCl, e observou aceleragao no tempo de formagao do tubo germinativo em
comparacao a amostra controle. Otaiza & Fonseca (2011) realizaram experimentos para avaliar
os possiveis efeitos do calcio na formacao de estruturas secundarias de adesao (SAS) em talos
de Chondracanthus chamissoi. Os resultados mostraram que a adi¢do de calcio aumentou
significativamente a propor¢do de fragmentos que desenvolveram SAS nesta espécie,
acelerando o estagio de desenvolvimento dessas estruturas e contribuindo para a propagacao
vegetativa apos a fragmentagao dos talos.

Conchas de moluscos podem fornecer calcio ao meio além de serem parte do
firmamento do substrato marinho (van den HOEK ez al. 1979; OTAIZA & FONSECA, 2011).
De acordo com a FAO (2018), a produ¢cdo mundial de moluscos foi de 17,1 milhdes de
toneladas, gerando 29.200 bilhdes de dolares. No Brasil, o estado de Santa Catarina ¢
responsavel por quase 95% da produgao brasileira de moluscos bivalves, que inclui mexilhdes
marrons (Perna perna), ostras do Pacifico (Crassostrea gigas) e vieiras (Nodipecten nodosus).
O estado possui baias espalhadas por 561 km de costa de frente para o Oceano Atlantico e o

cultivo estd concentrado em torno da Ilha de Santa Catarina, municipio de Floriandpolis
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(SUPLICY et al. 2017). A produgao destes moluscos comercializados em 2017 no Estado foi
de 13.466 toneladas (EPAGRI, 2017).

Quando jogados ao mar, os residuos do cultivo de moluscos podem modificar o hébitat
dos organismos bentonicos e alterar seu equilibrio ecoldgico, além das possiveis reclamagoes
dos usuarios das praias, provocando odores e turvando os primeiros metros da dgua do mar
(SANTOS et al. 2014). Além disso, podem tornar as baias rasas e assim impedir a circulagao
normal da 4dgua, provocar o esgotamento de oxigénio no fundo dos sedimentos e promover o
aparecimento de gas sulfidrico. Isso altera drasticamente a fauna e flora marinha dessas
localidades. Em terrenos baldios, podem atrair animais e insetos transmissores de doencas,
como ratos, baratas e moscas e provocar mau cheiro devido a matéria organica (ARANA &
VIEIRA, 2005). Pela grande quantidade de conchas e a sua natureza calcaria, estes residuos
podem ser fonte de matéria-prima em varios processos, desde que suas propriedades fisico-
quimicas sejam conhecidas, para produzir produtos nobres e de interesse comercial (KWON
et al. 2004; SILVA et al. 2010; CHIERIGHINI et al. 2011).

Conchas de moluscos ja sao utilizadas em grande escala nos cultivos de Pyropia sp.
(PEREIRA & YARISH, 2008). Pariona & Gil-Kodaka (2011) realizaram experimentos de
colonizagdo de Chondracanthus chamissoi sobre substratos feitos com conchas do gastropode
Stramonita chocolata. Foi observado que a porosidade das conchas de S. chocolata favoreceu
o estabelecimento, adesao e germinacao de esporos de varias espécies de macroalgas, as quais
competiram entre si, evidenciando processos e sucessdes que estimularam no final o
desenvolvimento de C. chamissoi. A utilizacdo de conchas também foi relatada no trabalho de
Otaiza et al. (2018), que compararam a frequéncia com que diferentes partes do talo de
Gelidium lingulatum produziriam SAS, utilizando trés tipos de substratos: rocha, cascas
escuras do mexilhdo Perumytilus purpuratus e conchas claras da craca Austromegabalanus
psittacus. Os resultados mostraram que os eixos basais de G. lingulatum formaram altas
densidades de SAS nos trés substratos testados, mas nenhuma diferenca consistente entre as
conchas claras (craca) e escuras (mexilhdo) foi detectada, ou entre as conchas e o substrato

rochoso.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de sais de calcio proveniente de conchas de moluscos bivalves

cultivados no desenvolvimento de Gelidium floridanum.

1.1.2 Objetivos especificos

Analisar e comparar a morfologia e processos de germinacao dos tetrasporos
cultivados nas diferentes fontes de calcio de conchas de moluscos e solugao de

cloreto de calcio

- Analisar e comparar a morfologia e taxa de crescimento das plantulas e explantes
cultivados nas diferentes fontes de calcio de conchas de moluscos e solugao de

cloreto de calcio.
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2.1 DESENVOLVIMENTO

As espécies de Gelidium estdo em uma posi¢cdo importante no mercado devido a
demanda por agares purificados de grau superior utilizados em aplicagdes farmacologicas,
biomédicas, biotecnologicas e outras especificas, que sdo extraidos exclusivamente desse
género (ARMISEN, 1991; SANTOS & MELO, 2018). A produgdo mundial de agar
proveniente de Gelidium vem das populagdes existentes em Portugal, Espanha, Marrocos,
Chile, Japao, Indonésia e México (SANTELICES, 1991; MELO, 2002; SANTOS & MELO,
2018). Um dos maiores fatores limitantes da producdo de agar a partir de Gelidium, ¢é o fato
de ndo existirem ainda cultivos comerciais massivos. A induastria depende dos estoques
naturais em todo o mundo, que estdo sendo exauridos a um ritmo alarmante (CALLAWAY,
2015; PORSE & RODOLPH, 2017).

A expansdo do cultivo de Gelidium em fazendas comerciais depende de locais
adequados para o cultivo, instalacdo das estruturas, manutencao de estoque de linhagens
(MELO et al. 1991), movimentacao da agua, herbivoria, tempo de crescimento, presenga de
epifitas e parasitas e eliminagao da raspagem como forma de colheita (SANTELICES, 1987),
além de custos de colheita (mao-de-obra e/ou equipamento), secagem, transporte, necessidade
de produtos quimicos, abastecimento de agua e medidas de protecdo ao meio ambiente
(MCHUGH, 1991).

O Gelidium ¢ cultivado na China (FEI & HUANG 1991) e na Coréia do Sul desde 1989
(MELO, 1998), porém foi também descrito na Espanha e Portugal (SALINAS 1991;
SEOANE-CAMBA 1997; MELO, 1998). Duas principais tecnologias foram sugeridas: em
fazendas marinhas e em tanques, onde a espécie ¢ cultivada a partir de fragmentos para o inicio
das culturas (FRIEDLANDER, 2007). Tentativas de crescimento do Gelidium no mar foram
feitas em Israel, com o uso de long-lines e cestos (FRIEDLANDER & LIPKIN, 1982), no
Chile, com remog¢@o manual de algas concorrentes e uso de culturas liquidas em vogorocas
entre marés e corredeiras, ¢ com talos e esporos de G. rex cultivados sobre conchas
(SANTELICES, 1987; ROJAS et al. 1996), na China com o método de jangada (FEI &
HUANG, 1991), na Africa do Sul com cultura de cordas e saco de rede (AKEN et al. 1993),
na Espanha com fragmentos de G. sesquipedale presos a cilindros de calcario colocados no
mar (SEOANE-CAMBA, 1997). Estratégias para cultivo em sistema fechado, foram relatados
no Chile (SANTELICES, 1976), na Califérnia, Estados Unidos (HANSEN, 1980), Noruega
(FREDRIKSEN & RUENESS, 1989), Israel (BOULUS et al. 2007) e Espanha (SOSA et al.

2006). Entretanto, nenhum dos experimentos com Gelidium citados conseguiu expandir para



22

grande escala, mesmo com métodos mostrando resultados para justificar estas tentativas
(PEREIRA & YARISH, 2008).

O ciclo de vida do Gelidium ¢é complexo, com trés fases distintas: a fase
tetrasporofitica, a fase gametofitica e a fase carposporofitica (HAWKES, 1990). Além desses,
ocorre ainda a reprodugdo vegetativa, que consiste na emissdo de eixos eretos a partir do
sistema de eixos prostrados. Os eixos se desenvolvem e se fixam ao substrato através de
rizoides (DIXON, 1958). Os rizoides sdo responsaveis pela reposi¢ao dos talos destruidos por
tempestades, herbivoria ou outros fatores (SANTELICES, 1991), permitindo assim a
perenizacao das populagdes, inclusive nas areas explotadas comercialmente (SANTOS, 1994).

Para que o desenvolvimento aconteca, em esporos ou na propagacdo vegetativa, a
presenca do ion calcio (Ca®") é de suma importancia (SANTELICES, 1991; SIMIONI et al.
2015). O Ca*" entra através de canais de calcio aumentando seu gradiente de concentragdo na
regido de formagdo do tubo, sendo responsavel pela regulacdo dos filamentos de actina,
induzindo o crescimento da alga (DERKSEN et al. 1995). O Ca** é fundamental também na
formacdo do tubo germinativo durante o desenvolvimento de conchosporos de Porphyra
yezoensis (LI et al. 2009) e na polarizagao de zigotos de algas fucoides (ROBINSON, 1996).
Segundo Honisch et al. (2012), o calcio esta disponivel nos oceanos na forma idnica, sendo
um dos principais sais utilizados por organismos calcificadores, como alguns tipos de algas,
corais, planctons e mariscos. Rea¢des quimicas favorecem a transformacdo do Ca*" em
carbonato de calcio (CaCOs), que sera utilizado no estagio inicial de vida desses organismos
em sua fisiologia, reprodugdo, distribuicdo geografica, morfologia, crescimento,
desenvolvimento e tempo de vida.

Conchas de moluscos bivalves podem ser excelentes fontes de calcio. De acordo com
a FAO (2018), a produ¢dao mundial de moluscos foi de 17,1 milhdes de toneladas, gerando
29.200 bilhdes de dolares. No Brasil, 95% da producdo nacional de moluscos bivalves do pais
localiza-se em torno da Ilha de Santa Catarina, municipio de Florian6polis (EPAGRI, 2017).
As espécies mais cultivadas sao os moluscos bivalves da familia Myitilidae, representada pelo
mexilhdo nativo Perna perna (CUNHA et al. 2016) e da familia Ostreidae, representada pela
ostra-do-pacifico Crassostrea gigas (POLI et al. 2004). A produgdo destes moluscos
comercializados em 2017 no Estado foi de 13.466 toneladas (EPAGRI, 2017). Mas existe uma
dificuldade em relagdo a destinacdo dos residuos provenientes do cultivo. As conchas
equivalem a aproximadamente 70% do peso total dos moluscos bivalves gerando grande
volume de residuo. Além disso, a maior parte desses ndo recebe o processamento adequado

(SILVA et al. 2010). Estes residuos, quando sdo descartados inadequadamente, modificam o
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habitat aquatico, alterando o equilibrio ecologico (SANTOS et al. 2014). Podem tornar as baias
rasas impedindo a circulagdo normal da dgua e provocar o esgotamento de oxigénio no fundo
dos sedimentos, alterando a fauna e flora marinha desses ambientes. Em terrenos baldios,
animais ¢ insetos transmissores de doencas, como ratos, baratas e moscas sao atraidos
(ARANA & VIEIRA, 2005). Devido a grande quantidade de conchas e a sua natureza calcaria,
estes residuos podem ser fonte de matéria-prima em varios processos, para produzir produtos
nobres e de interesse comercial (KWON et al. 2004; SILVA et al. 2010; CHIERIGHINI ef al.
2011).

Uma alternativa de mitigar os impactos gerados pelo residuo da malacocultura ¢ a
utilizacao das conchas como substrato e ou fonte de célcio no cultivo de Gelidium floridanum.
Substratos calcarios demonstraram melhorar a formacgao e fixa¢dao das estruturas secundarias
de adesdao (SAS) em espécies de Gelidium e em outras agarofitas (SALINAS 1991; JUANES
& PUENTE, 1993), assim como o calcio adicionado ao meio de cultura (SANTELICES &
VARELA, 1994). Trabalhos em cultivos experimentais mostraram a adesao dos fragmentos
de Chondracanthus chamissoi em substratos formados por conchas de moluscos e cordas de
polipropileno (MACCHIAVELLO et al. 2003; BULBOA et al. 2005; FONCK et al. 2008;
SAEZ et al. 2008). Segundo Otaiza et al. (2018), o uso de rocha, cascas escuras do mexilhio
Perumytilus purpuratus e conchas claras da craca Austromegabalanus psittacus foi eficiente
para que os eixos basais de Gelidium lingulatum formassem altas densidades de SAS, sem
haver diferenca entre as conchas claras (craca) e escuras (mexilhdo) ou entre as conchas e o
substrato rochoso. Bruzinga et al. (2019) observaram maior presenca de Gracilaria sp. no
substrato com predominancia calcaria, formado principalmente por conchas de
Anomalocardia brasiliana na Reserva Extrativista Marinha do Pirajubaé¢ (RESEX), em
Florianopolis/SC. van den Hoek et al. (1979) também verificaram o crescimento de varias
espécies de algas vermelhas e pardas sobre conchas do mexilhdo azul Mytilus edulis na zona
entremarés do Mar de Wadden. Conchas de ostra sdo utilizadas nos cultivos de Pyropia sp. em
grande escala (PEREIRA & YARISH, 2008). Por ainda existirem poucos trabalhos
relacionados a eficacia do célcio no desenvolvimento de Gelidiales e pela grande oferta de
calcio presente nos residuos da malacocultura, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
do uso de sais de calcio provenientes de conchas de moluscos cultivados, no cultivo de

tetrasporos e explantes da espécie Gelidium floridanum.
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2.2 MATERIAL E METODOS

O cultivo foi realizado na Se¢do de Macroalgas do Laboratério de Camardes Marinhos
da Universidade Federal de Santa Catarina — LCM/UFSC. O cultivo de tetrasporos e de
explantes foi realizado com po6 de conchas proveniente de conchas de ostras Crassostrea gigas

e mexilhdes Perna perna ¢ em duas concentragdes de CaCl (solugdo).

2.2.1 Material Biologico

Talos tetrasporofiticos de Gelidium floridanum foram coletados durante a maré baixa,
no costao rochoso da praia de Sambaqui (27° 29'18.8” S e 48° 32°12.9" W), localizada em
Florianopolis, Estado de Santa Catarina (Figura 2a). Os talos foram acondicionados em um
recipiente escuro e transportados em temperatura ambiente até a Secdo de Macroalgas do
Laboratorio de Camardes Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LCM/UFSC).

Os talos férteis foram limpos e selecionados, livres de epifitas e invertebrados (Figura 2b).

Fonte: Propria autora (2019).
2.2.2 Processamento das Conchas de Moluscos Bivalves
As conchas utilizadas foram das espécies Crassostrea gigas (ostra do Pacifico) (Figura

3a) e Perna perna (mexilhdo) (Figura 3b), provenientes da Fazenda Marinha Atlantico Sul -

Ribeirdo da I1ha/SC e da empresa Marpesc — Palhoca/SC, respectivamente.
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Figura 3 — a) Crassostrea gigas. b) Perna perna.

Fonte: Propria autora (2019).

As conchas foram limpas, sanitizadas com hipoclorito de sddio a 2%, enxaguadas
abundantemente em agua doce e colocadas na estufa por 48 horas a 100 °C. Apds a secagem,
foram levadas ao Laboratorio de Materiais Vitroceramicos (VitroCer) no Departamento de
Engenharia Mecanica — UFSC para o processo de moagem. Para a transformagao das conchas
em pod foram utilizados o Moinho de Martelos (SERVITECH CT-058) para a obtengao de
partes menores € do Moinho Planetario (SERVITECH CT-242) para a transformagao das

particulas em po.

2.2.3 Preparaciio da Agua do Mar Esterilizada

A 4gua do mar utilizada foi adquirida pelo sistema de captagdo angular de agua salina,
localizada na Praia da Barra da Lagoa, em Floriandpolis/SC, que abastece o Laboratorio de
Camardes Marinhos (LCM/UFSC). A esterilizacdo da 4gua do mar foi através de uma
sequéncia de filtros de 25, 10 e 5 um seguidos por esterilizagdo com lampada ultravioleta (UV)

(UCEDO, 2019).

2.2.4 Tratamentos

Quatro solucdes padrao de pé de concha de bivalves (CaCQs3) foram preparadas,
adaptadas com base nos dois melhores resultados do trabalho de Zhou et al. (2016):
e Osl e Os2, correspondente a 4gua do mar esterilizada enriquecida com p6 de concha

de ostra a 252 e 336 mg L', respectivamente,
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e MxI1 e Mx2, correspondente a agua do mar esterilizada enriquecida com po6 de

concha do mexilhdo a 252 e 336 mg L', respectivamente.

As solugdes foram colocadas em béqueres com aeragdo durantes 5 dias. Apos este
periodo, foram filtradas com o auxilio da bomba a vacuo e microfiltro de fibra de vidro 47 mm
para a retirada dos residuos de po.

Duas solugdes padrao Cloreto de calcio (CaCly) foram preparadas, adaptadas com
base nos dois melhores resultados do trabalho de Bouvie (2018):

e Cal e Ca2, correspondente a 4gua do mar esterilizada enriquecida com cloreto de

calcio (CaCly)a 147 mg L' (1 mM) e 295 mg L' (2 mM), respectivamente.

Como controle, foi utilizado somente d4gua do mar esterilizada enriquecida com solugao
de von Stosch (50%) (MCLACHLAN, 1973).

Amostras das solucdes padrao e da 4gua do mar da Se¢do de Macroalgas — LCM/ UFSC
foram recolhidas e levadas a Central de Analises do Laboratério de Quimica (EQA) — UFSC
para analise de concentracdo de ions calcio (Ca*") (Tabela 1).

A concentragio de Ca®" presente na 4gua do mar esterilizada foi de 360 mg L!. Apds
a analise das amostras das solugdes, foi possivel verificar que em todas ocorreu um acréscimo
de célcio na agua do mar esterilizada que foi utilizada (Tabela 1). O p6 de concha de ostra
disponibilizou mais calcio em comparagdo ao p6 de concha de mexilhao. As solugdes de CaCl,

disponibilizaram uma quantidade calcio menor em comparagao ao p6é de conchas.

Tabela 1 - Concentragio de Ca*" (mg L) das solugdes.

Po6 de concha Po6 de concha Ostra CaCl,
Mexilhao
252 mg L! 68 84 -
336 mg L! 106 133 -
1 mM - - 39,2
2 mM - - 78,4

Fonte: Prépria autora (2019).

2.2.5 Cultivo de Tetrasporos

Talos tetrasporofiticos férteis foram dispostos sobre ldminas (4 laminas por repeti¢ao)
com o auxilio de uma pinga, dentro de caixas plasticas brancas de 2 L para a liberacdo e
germinacdo de tetrasporos, sendo cultivados em 500 mL de acordo com cada tratamento ou
controle. Todos os tratamentos foram enriquecidos com solucdo von Stosch (50%)
(MCLACHLAN, 1973). Durante as primeiras 24 h, os talos foram cuidadosamente retirados

com o auxilio de uma pinga. Uma lamina de cada repeticdo foi coletada para as analises
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morfoldgicas e taxa de germinagdo. Foi acrescido aeracdo leve e constante, durante um periodo
de 20 dias. Apos este periodo de cultivo em laboratorio, foram novamente realizadas as
analises morfologicas, taxa de crescimento percentual e comprimento médio. O cultivo foi
realizado em triplicata (n=3), com troca do meio de cultura a cada cinco dias nas seguintes
condicdes: temperatura de 24 °C £ 1 °C, irradiancia de 37 + 3 umol de fotons m 2 s, salinidade

33%o, pH 7,4 e fotoperiodo de 12 h.

2.2.6 Cultivo de Explantes

Talos saudaveis foram selecionados e aclimatados por 7 dias, sendo que nos ultimos 2
dias foram adicionados com 2 mL L' de solugdo antimicética e antibiotica (SIGMA).
Posteriormente, os ramos laterais foram retirados com o auxilio de um bisturi e apenas os talos
principais foram seccionados em 5 milimetros (explantes), segundo a metodologia descrita por
Yokoya & Handro (1996). Dez explantes foram colocados em Erlenmeyers de 250 mL com
agua do mar esterilizada enriquecida com solu¢do von Stosch (50%) (MCLACHLAN, 1973)
e aeracao constante de acordo com os tratamentos e controle descritos anteriormente durante
20 dias. O cultivo foi realizado em quadruplicata (n=4), com troca de meio de cultura. Ao final
deste periodo, foram realizadas as analises morfologicas, comprimento médio dos eixos eretos

e taxa de crescimento das plantulas.

2.2.7 Analise da Morfologia e Taxa ee Germinac¢ao dos Tetrasporos

Dois pontos de amostragem foram selecionados ao acaso, das laminas retiradas de cada
tratamento e controle, para avaliar os esporos liberados. Estas foram fotografadas com o
auxilio do microscépio Leica DM500 e do software OPTHD 3.7. Para avaliar a germinagao,
foram selecionados 100 tetrasporos ao acaso, visualizados e classificados de acordo com as
seguintes caracteristicas: 1) tetrdsporos germinados (com formagao do tubo germinativo); 2)

tetrasporos ndo germinados, mas viaveis e 3) tetrasporos inviaveis, com pigmentagao verde.

2.2.8 Analise da Morfologia, do Comprimento Médio e Taxa de Crescimento de Plantulas

e Explantes

Apds 20 dias de cultivo, as andlises das caracteristicas morfologicas das plantulas e

explantes foram feitas com o auxilio do estereoscopio Olympus SZX16, acoplado com sistema



28

de captura de imagens CellSens Dimension 1.12 no Laboratdério Multiusuario de Estudos em
Biologia (LAMEB).

As plantulas foram analisadas a partir de trés 1aminas de cada réplica, sendo observados
30 plantulas em cada lamina e realizadas as medidas de comprimento.

Para os explantes foram realizadas as medidas do comprimento de todos os eixos eretos
nas extremidades e numero de ramos desenvolvidos em cada extremidade.

A taxa de crescimento das plantulas e dos explantes foi avaliada por meio da seguinte

equacao:

= x 100

(Ian t— InCi)

onde 7C = taxa de crescimento; /nCi = comprimento inicial e /nCf = comprimento final; ¢ =

total de dias (ALTAMIRANO et al. 2003).
2.2.9 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia one-way (ANOVA) e teste de Tukey.
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote de software Statistica

(versao 10.0) considerando p<0,05.
2.3 RESULTADOS
2.3.1 Morfologia e Taxa Percentual de Germinacio dos Tetrasporos

ApOs 24 horas, foi possivel observar através da microscopia de luz tetrasporos viaveis
e tubo germinativo bem desenvolvido no controle e no tratamento Ca2 (Figura 4). Tanto o
controle quanto Ca2, apresentaram o maior percentual médio de germinagao foi de 53,3 = 10%
e 66 = 7%, respectivamente, significativamente diferente em comparacdo aos outros
tratamentos (Figura 5).

No tratamento Cal também foi possivel visualizar a formagdo do tubo germinativo
(Figura 4). Esse tratamento apresentou percentual de esporos viaveis significativamente maior
que o controle e Mx 1, com 37,16 £ 8. Nao foram observadas diferencas significativas em

relacdo aos demais tratamentos (Figura 5).
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Nao foram observadas diferencas significativas na porcentagem de tetrasporos
invidveis nos tratamentos em relacdo ao controle (Figura 5). Nos tratamentos com p6 de
conchas os tetrdsporos apresentaram desorganizagdo celular e atraso na formagdo do tubo

germinativo além de pouca quantidade de esporos germinados (Figura 4).

Figura 4 - Tetrasporos de Gelidium floridanum apds 24 horas cultivados em agua do mar enriquecida com
soluc@o von Stosch 50% e diferentes fontes de calcio. a: Controle (sem adi¢do de fontes de Ca); b: Cal (147 mg
L de CaCl,); c: Ca2 (295 mg L' de CaCly); d: Mx1 (252 mg L™ de p6 de concha do mexilhdo a); e: Mx2 (336
mg L' de p6 de concha do mexilhdo a); f: Os1 (252 mg L' de p6 de concha de ostra a); g: Os2 (336 mg L' de
p6 de concha de ostra). Presenca de tetrasporos viaveis e maior presenga de tetrasporos com o tubo germinativo

desenvolvido no controle (a) e em Ca2 (c). Maior quantidade de tetrasporos com o inicio da formac¢ao do tubo
germinativo foram visualizados no tratamento Cal (b). Tratamentos com p6 de conchas apresentaram
desorganizagdo celular e atraso na formag@o do tubo germinativo (d, e, f e g). Maior presenca de tetrasporos
inviaveis (e e g). Tratamentos com p6 de conchas apresentaram poucos tetrasporos germinados. (A ) indica
tubos germinativos desenvolvidos; (*) indica esporos viaveis; (m) indica esporos inviaveis. Escala: 15 pm.
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Figura 5- Percentual de germinagdo dos tetrasporos de Gelidium floridanum cultivados em
diferentes fontes de calcio apos 24 horas. As letras indicam as diferencas significativas. Os
valores estao apresentados em média e as barras verticais representam o desvio padro.
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Fonte: Propria autora (2019).

2.3.2 Morfologia, Comprimento Médio e Taxa Percentual de Crescimento das Plantulas

Ap0s os 20 dias de experimento, foi visualizado formacao de agrupamentos e plantulas
bem desenvolvidas no controle. Foi possivel observar dois padrdes especificos entre as
plantulas tratadas com conchas e CaCl, (Figura 6). O primeiro padrao € relacionado a presenca
de agrupamentos desorganizados com pouca densidade e ao encurtamento das plantulas,
observado nos tratamentos com pd de conchas. O segundo padrdo esta relacionado a presenca
de agrupamentos organizados e ao aumento do tamanho das plantulas, observado nos

tratamentos Cal e Ca2. Em todos os tratamentos houve a formagao de rizoides (Figura 7).
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Figura 6 - Plantulas derivadas de tetrasporos de Gelidium floridanum apés 20 dias de
cultivo em dgua do mar enriquecida com solugdo von Stosch 50% e diferentes fontes de
célcio. a: Controle (sem adigdo de fontes de Ca); b: Cal (147 mg L de CaCl,); c: Ca2
(295 mg L' de CaCl); d: Mx1 (252 mg L' de p6 de concha do mexilhdo); e: Mx2 (336
mg L' de p6 de concha do mexilhdo a); f: Os1 (252 mg L' de p6 de concha de ostra a); g:
0s2 (336 mg L' de p6 de concha de ostra). As setas indicam os agrupamentos de
plantulas. Controle e Cal com semelhangas na formagao de agrupamentos e tamanho das
plantulas (a e b); Ca2 formac¢@o de agrupamentos mais densos e plantulas maiores (c);
formacdo desorganizada e menos densa de agrupamentos com desenvolvimento tardio das
plantulas (d, e, fe g). Escala: 500 pm.

Fonte: Propria autora (2019).
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Figura 7 - Plantulas derivadas de tetrasporos de Gelidium floridanum apos 20 dias de
cultivo. A seta mostra a formagao de rizoides aderidos a lamina apds 20 dias de cultivo.
Escala: 200 um.

Fonte: Propria autora (2019).

Em relagdo ao comprimento médio das plantulas, ndo houve diferenga significativa
entre o controle (805,9 + 8 um) e os tratamentos Cal, Ca2, Mx2 e Os2 (697,1 £ 1; 847,7 £+ §;
560,7 = 6 € 592,6 £ 4 um, respectivamente). Os tratamentos Mx1 e Osl tiveram as menores
médias de crescimento em comparacdo ao controle com 507,5 £ 3 um e 389,7 + 4 pum,
respectivamente (Figura 8). Em relagdo a taxa de crescimento das plantulas, os tratamentos
controle, Cal, Ca2, Os2 e Mx2 apresentaram as maiores taxas com 19,19 £+ 0,0; 20,13 + 0,5;
19,87 + 0,5; 18,36 + 0,4 e 18,04 + 0,6% dia™!, respectivamente, ndo havendo diferencgas
significativas entre eles. O tratamento Osl apresentou menor taxa de crescimento (16,20 + 0,7

% dia') quando comparado ao controle e aos tratamentos Cal e Ca2 (Figura 9).
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Figura 8 - Comprimento médio das plantulas derivadas de tetrasporos de Gelidium
floridanum ap6s 20 dias de cultivo em diferentes fontes de calcio. As letras indicam as
diferencas significativas. Os valores estao apresentados em média (n=3) e as barras
verticais representam o desvio padréo.
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Figura 9 - Percentual do crescimento das plantulas derivadas de tetrasporos de
Gelidium floridanum, ap6s 20 dias de cultivo em diferentes fontes de calcio. As
letras indicam as diferengas significativas. Os valores estdo apresentados em
média (n=3) e as barras verticais representam o desvio padrio.
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Fonte: Prépria autora (2019).

2.3.3 Morfologia, Numero Médio de Eixos Eretos e Taxa Percentual de Crescimento dos

Explantes

Ao longo dos 20 dias do experimento, foi possivel observar que os explantes do
controle, Cal e Ca2 concentraram o crescimento dos eixos eretos em uma das extremidades.

Os tratamentos Mx1 e Mx2 tiveram os eixos eretos formados nas duas extremidades e
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visivelmente maiores em comparagdo aos outros tratamentos (Figura 10). A concentracio de
eixos eretos formados nas extremidades foi maior nos tratamentos Mx1 e Mx2 (Figura 10 d e
e). Nos grupos tratados com p6 de concha de ostra, foi observado degradacao de algumas
partes do talo com posterior mortes dos explantes. Devido a isso, ndo ha resultados para Osl

e Os2 a seguir.

Figura 10 - Explantes de Gelidium floridanum apds 20 dias de dias de cultivo em agua do mar
enriquecida com solugdo von Stosch 50% e diferentes fontes de calcio. a: Controle (sem
adicdo de fontes de Ca); b: Cal (147 mg L' de CaCly); c: Ca2 (295 mg L' de CaCly); d: Mx1
(252 mg L' de p6 de concha do mexilhdo); e: Mx2 (336 mg L' de pd de concha do mexilhdo
a); f: Os1 (252 mg L' de p6 de concha de ostra a); g: Os2 (336 mg L' de p6 de concha de
ostra). Desenvolvimento concentrado dos eixos eretos em apenas uma das extremidades dos
explantes no controle, Cal e Ca2 (a, b e ¢); presenca de eixos maiores ¢ com mais quantidade
nas extremidades dos explantes Mx1 e Mx2 (d e e); degradac@o nos talos Osl e Os2 (fe g).
Setas mostram a maior concentragdo de eixos eretos formados (d e e). Escala: 1 mm.

a

- —

Fonte: Propria autora (2019).

Diferengas significativas foram observadas na formacao de novos eixos eretos, onde a

maior quantidade foi presente no tratamento Mx1 com formagdo média de 10,15 eixos em
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relacdo ao controle, Cal e Ca2 (Figura 11). Em relacdo ao percentual de crescimento dos
explantes, os que foram cultivados com os tratamentos Mx1 e Mx2 apresentaram taxas
percentuais de crescimento significativamente maiores em relagdo ao controle e aos demais
tratamentos com 3,92 + 0,1 e 4,29 + 0,2 %dia!, respectivamente, ndo havendo diferenca

significativa entre eles (Figura 12).

Figura 11 - Nimero médio de eixos eretos formados nas extremidades dos
explantes de Gelidium floridanum com 20 dias de cultivo em diferentes fontes de
calcio. As letras indicam as diferencas estatisticas. Os valores estdo apresentados

em média (n=4) e as barras verticais representam o desvio padrao.
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Figura 12 - Taxa de crescimento dos explantes de Gelidium floridanum com 20
dias de cultivo em diferentes fontes de calcio. As letras indicam as diferengas
significativas. Os valores estdo apresentados em média (n=4) e as barras verticais
representam o desvio padrao.
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2.4 DISCUSSAO

Para a germinagdo dos tetrasporos de Gelidium floridanum a adi¢cdo de CaCl, ndo
apresentou melhora no desenvolvimento, pois ndo houve diferenga significativa em
comparagdo ao controle. Este resultado difere do observado por Bouvie (2018) onde o
percentual dos tetrasporos tratados com 2 mM de CaCl, apresentou melhor taxa de germinacao
em comparacao ao grupo controle. Segundo a autora, os grupos tratados com CaCl, tiveram a
formacdo do tubo germinativo favorecida, ocorrendo em apenas 4 horas de cultivo em
comparagdo ao grupo controle.

A utilizacao de p6 de conchas obteve a menor taxa de germinacao em comparagdo ao
controle. Estes tetrasporos apresentaram forma¢ao de tubo germinativo limitada ou tardia,
além de poucos tetrasporos viaveis e desorganizagdo celular. Os tratamentos com po de
conchas de ostras, também nao resultaram em um bom desenvolvimento dos tetrasporos. Estes
apresentaram tubos germinativos menos desenvolvidos e poucos tetrasporos vidveis foram
encontrados. Alguns iniciaram a germina¢ao, mas morreram durante o processo. A presenca
de uma massa esverdeada indicou a morte precoce de mais tetrdsporos além dos que foram
contabilizados. Estima-se que a presenca dessa massa esverdeada seja proveniente de
tetrasporos que nado se aderiram, morrendo e se desintegrando, sobrando poucos inteiros para
a contagem. E possivel que, mesmo apds a filtragem, as solu¢des com pds continham
microparticulas que se depositaram nas laminas dificultando a adesdao dos tetrasporos,
causando a inviabilidade destes e sua consequente degradacao. Devido a concha de ostra ter
em sua composi¢do como elemento principal a calcita, que possui uma estrutura menos
organizada e ligagdes frageis, o pod se tornou mais fino, o que pode ter influenciado na
formagdo de uma pelicula mais densa sobre as laminas, em comparagdo ao tratamento com po
de concha de mexilhdo. Foi visivel a diferenca na morfologia de tetrasporos entre os
tratamentos com po6 de concha de ostra e mexilhao.

Apds os 20 dias de cultivo, a morfologia das plantulas apresentou melhor
desenvolvimento no tratamento Ca2 com formagao de densos agrupamentos de plantulas em
comparagdo ao controle. As plantulas do tratamento Cal e controle foram semelhantes na
formacgdo e densidade desses agrupamentos. O comprimento médio e taxa percentual de
crescimento ndo apresentaram diferencas significativas. Nos tratamentos onde foram utilizados
o p6 de conchas, as plantulas apresentaram agrupamentos menores € desorganizados com
densidade bem menor ao comparado ao controle, além de encurtamento das plantulas em Osl,

Mx1 e Mx2. Estes resultados sdo consequéncia do que ocorreu na primeira fase de
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desenvolvimento dos seus respectivos tetrasporos, confirmando a importincia de uma
superficie adequada para a adesdo destes. Com relagdo ao comprimento médio, os tratamentos
Mx1 e Osl apresentaram valores menores ao serem comparados ao controle. Sobre a taxa
percentual de crescimento das plantulas, apenas o tratamento Osl obteve valor inferior ao
controle. Apesar das diferengas morfoldgicas entre os tratamentos com CaCl, e p6 de concha,
em todos os tratamentos houve a formacao de rizoides nas laminas de vidro. O mesmo foi
observado por Otaiza & Fonseca (2011), com Chondracanthus chamissoi que produziu SAS
em laminas de vidro e placas de ceramica.

Nos explantes, os tratamentos Mx1 e Mx2 tiveram as melhores taxas de comprimento
médio e percentual de crescimento. No tratamento Mx1 foi observada a melhor média em
ramos formados em comparacgao ao controle. Uma caracteristica observada na morfologia em
todos os tratamentos, foi a formacao de novos eixos eretos que ocorreram nas regides
seccionadas. Essa formacdo comecou a ser visualizada na primeira semana de cultivo. O
controle, Cal e Ca2 concentraram o desenvolvimento de eixos eretos em uma das
extremidades do explantes. Nos tratamentos Mx1 e Mx2, foi observado desenvolvimento de
eixos eretos nas duas extremidades do explante. Para que haja a organizagao e formacao dos
eixos eretos nos explantes, como resultado da injuria, inicialmente ocorre a formagao de uma
camada de células na regido (ZITTA et al. 2013). Isso pode ser visto em toda a regido onde o
explante sofreu injuria, ndo somente em suas extremidades, mas também por todo o talo.

O maior aporte de célcio na agua dos tratamentos Mx1 e Mx2 pode ter contribuido na
formacao de cristais de oxalato de calcio nos talos seccionados. Relatos da presenca de oxalato
de calcio foram feitos pela primeira vez em algas vermelhas por Klein (1877), que observou
cristais piramidais e octaédricos presentes em Spyridia filamentosa, S. hypnoides € S. aculeata
e, posteriormente, em outras algas vermelhas como espécies de Antithamnion (PUESCHEL,
1995; PUESCHEL & WEST, 2007a). Pueschel & West (2007b) observaram que em talos da
alga vermelha S. filamentosa cultivados com 1,0 mM e 2,5 mM de cloreto de célcio, houve
pouco deposito de cristais de oxalato, mas quando foram tratados com concentra¢des mais
altas (20 mM), os cristais se formaram rapidamente e deram origem a maior quantidade de
ramos formados. Isto pode explicar o motivo do melhor desenvolvimento dos eixos eretos nos
explantes tratados com p6 de concha de mexilhdo. De acordo com a Tabela 1, a concentragdo
de célcio nestes tratamentos foi mais alta em comparacdo aos de cloreto de célcio e ao p6 de
conchas de ostras. Atualmente, estudos sobre a presenca desses cristais sdo escassos € ainda

ndo ha relatos em espécies de Gelidium. Os efeitos do suprimento de calcio e a presenga desses
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cristais devem ser verificados para o melhor entendimento do desenvolvimento das espécies
de Gelidium.

Em Santa Catarina, a produgdo de mexilhdo ¢ superior producao de ostra do Pacifico,
além de ser um produto mais barato, sendo vendido por quilo, ao contrario da ostra que € mais
cara e ¢ vendida a duzia (EPAGRI, 2017). Devido a esses fatores, a quantidade de residuos
proveniente do consumo do mexilhdo Perna perna cultivado é maior. Estes residuos podem
ser adquiridos gratuitamente € ndo precisam passar por processo quimico durante a
transformagdo em po, ja que nao passa por pirdlise (SILVA et al. 2010).

Além disso, a macroalga Gelidium apresenta um crescimento lento e a obtengdo de
plantas a partir de tetrasporos para cultivo demanda tempo. A utilizagdo de talos fragmentados
para iniciar culturas tem uma importancia econdmica consideravel. O conhecimento do
processo de propagagao através de regeneragdo, permite uma melhor interpretacao dos padrdes
de dispersao, processo reprodutivo e ciclo de vida da alga (SANTELICES, 1991).

Sabendo que o Gelidium floridanum se desenvolve melhor entre final da primavera,
estendendo-se até o inicio do outono (FREILE-PELEGRIN et al. 1995), a fragmentacio de
seus talos nesse periodo, em conjunto com a adi¢ao de uma fonte de calcio pode ser de grande

importancia para técnicas de cultivo.

2.5 CONCLUSAO

O CaCl, promove melhor desenvolvimento as plantulas, porém no presente trabalho,
nao foi observado melhora na germinagdo dos tetrasporos Gelidium floridanum. Em relagao
aos explantes, o p6 da concha de mexilhdo promoveu o melhor desenvolvimento dos cultivos.

Assim, recomenda-se utilizar a 4gua do mar enriquecida com p6 de concha de Perna

perna na concentragio de 252 mg L.
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