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RESUMO

O cultivo da macroalga Ulva sp. ainda estd em desenvolvimento no Brasil, diferente de outros
paises que dominam sua producdo em escala comercial. O maior desafio em relagdo a
domesticacdo desse género é estabelecer protocolos que induzam a sua esporulacdo. Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de 3 diferentes concentracdes de
solucdo nutritiva de von Stosch para a inducdo a esporulacdo de talos seccionados. O
experimento foi realizado com trés tratamentos utilizando diferentes concentrac@es da solugédo
nutritiva de von Stosch (10, 15 e 20 mL L — T10, T15 e T20, respectivamente) com 4
repeticdes para cada tratamento, durante 17 dias de cultivo separados em duas etapas (0-8 dias
e 8-17 dias). Como controle (C), as algas foram cultivadas apenas em agua do mar. Foram
analisados: a taxa de crescimento (% dia) dos espordfitos apds a inducgdo, a contagem média
de plantulas por mmz2, o percentual de repeticdes com plantulas viaveis e o desenvolvimento
das plantulas cultivadas até 37 dias. O efeito das concentracdes de nutrientes sobre a quantidade
de plantulas e na taxa de crescimento dos esporofitos ap6s inducgdo ndo foi significativo. Os
resultados mostraram que as taxas de crescimento dos espordéfitos de acordo com cada
tratamento durante 17 dias foram 6,61 + 1,42 % dia™ (T10), 6,43 + 2,29 % dia™ (T15) e 2,78 +
2,69 % dia? (T20). Em relacdo a contagem média de plantulas por mm2, T10, T15 e T20
apresentaram na primeira etapa 3,2; 4 e 2,3 plantulas por mm?, respectivamente. Na segunda
etapa, os valores foram 0,074; 0,76 e 0,074 plantulas por mm?2, respectivamente. Esses
resultados sugerem que no T15, houve uma maior alocagdo de tecido vegetativo dos esporofitos
para 0 processo de reproducdo. Em relacdo ao percentual de repeticdes viaveis, na primeira
etapa de quatro réplicas do T10, 2 foram viaveis (50%); em T15 e T20, de quatro réplicas cada,
apenas 1 foi vidvel em cada tratamento (25%). Na segunda etapa, de quatro réplicas dos
tratamentos T10 e T15, 3 foram viaveis para cada tratamento (75%) enquanto T20 teve as quatro
réplicas viaveis (100%). O desenvolvimento das plantulas cultivadas apresentou diferentes
tipos de morfologias, as quais podem ser descritas como estruturas alongadas, rosetas regulares
e irregulares, folhas longas, largas e arredondadas. Considerando que todos os tratamentos,
exceto o controle, apresentaram resultados quanto ao processo de esporogénese, diante dos
resultados obtidos, o T15 é indicado para a indu¢do de esporulacao, porém é necessario que a
metodologia seja aperfeicoada de modo a contribuir para um protocolo definitivo.

Palavras-chave: Aquicultura. Macroalga Ulva sp. Esporulacao.



ABSTRACT

The cultivation of the seaweed Ulva sp. has still been developed in Brazil, unlike other countries
which dominate the production in commercial scale. The biggest challenge regarding the
domestication of this genus is the definition of protocols that induce sporulation. Thus, the
present work aimed to evaluate the effect of 3 different concentrations of von Stosch nutrient
solution in the sporulation induction of sectioned thalli. The experiment was carried out with
three treatments using different concentrations of von Stosch nutrient solution (10, 15 and 20
mL L™ —T10, T15 and T20) with 4 replicates for each treatment, during 17 days of cultivation,
separated in two phases (0- 8 days and 8-17 days). As control, seaweeds were cultivated just in
seawater. The growth rate (% day™) of the sporophytes after induction, the average seedlings
per mm?, the percentage of viable seedling repetitions and the seedling development cultivated
up to 37 days were analyzed. There were no significant differences in the effect of nutrient
concentrations on seedling quantity as well as on the growth rate of sporophytes after
sporulation. Results showed that the growth rates of the sporophytes for 17 days were 10 mL
L? (6.61 + 1.42 % day™), 20 mL L (6.43 + 2.29 % day™) and 15 mL L (2.78 + 2.69 % day"
1. Regarding the average seedling per mmz2, T10, T15 and T20 presented, in the first phase 3.2,
4 and 2.3 seedlings per mm? respectively. In the second phase, the seedlings presented in the
same treatments 0.074; 0.76 and 0.074 seedlings per mm?. These results suggest that in T15
greater allocation of vegetative tissue of sporophytes to the reproduction process had happened.
In relation to the percentage of viable repetitions, in the first stage from four replicates, 2 were
viable (50%) in T10; in T15 and T20, from four replicates only 1 was viable in each treatment
(25%). In the second stage, from four replicates, 3 were viable for T10 and T15 (75%) while
T20 had the four viable replicas (100%). The development of cultivated seedlings presented
different types of morphologies, which can be described as elongated structures, regular and
irregular rosettes, long, broad and rounded leaves. Considering that all treatments, except the
control, presented results regarding the sporogenesis process, according to the results, the T15
is indicated to induce the process of sporulation; however, the improvement of the methodology
IS necessary in order to contribute to a definitive protocol.

Keywords: Aquaculture. Macroalgae Ulva sp. Sporulation.
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1 INTRODUCAO

As macroalgas marinhas apresentam uma grande relevancia ndo somente ecol6gica, mas
também do ponto de vista econdmico, pois sintetizam compostos bioativos, proteinas,
vitaminas, minerais, carotenoides e acidos graxos (KUMAR et al., 2008). Por esse motivo, séo
utilizadas mundialmente por diversos setores produtivos tanto de forma direta na alimentacao
quanto indireta, como na producdo de farmacos e cosméticos (McHUGH, 2003; BIXLER &
PORSE, 2010). Na alimentagdo humana, séo utilizadas na forma de salada, cozida, secas e
trituradas para confeccao de temperos, como o "aonori™ ou o “furikake” (MOURITSEN, 2009).
Dessa forma, as macroalgas estdo inseridas num cenario de grande relevancia econdmica
mundial, o qual € evidenciado através dos dados da FAO (2018) que mostram um crescimento
na producdo de macroalgas de 13,5 milhdes de toneladas em 1995 para um pouco mais de 30
milhdes de toneladas em 2016. O principal contribuinte para esse crescimento, segundo a FAO
(2018), foi a demanda por carragenana, matéria-prima extraida de macroalgas como

Kappaphycus alvarezii e Euchema spp.

No Brasil, a producdo de macroalgas por setores produtivos ainda é pequena. Atuamente,
as producbes de que se tem registros sdo voltadas para a espécie introduzida Kappaphycus
alvarezii (cultivada na regido Sudeste) e as espécies nativas de Gracilaria no Nordeste, ambas
cultivadas em pequena escala (HAYASHI et al., 2014; REBOURS et al., 2014; CASTELAR
et al., 2015). O potencial do Brasil para a produgdo de macroalgas é grande, quando se analisa
os fatores importantes para o seu sucesso, como clima tropical e subtropical, condicdes
oceanogréficas favoraveis, ambientes de baias e estuarios e um litoral de 8.000 km de extensdo
(OLIVEIRA, 2006; CASTELAR et al., 2015). Essas condi¢des propiciam, por exemplo, a
ocorréncia de 12 espécies da macroalga do género Ulva pelo Brasil, as quais podem ser
encontradas em &guas marinhas, em estuario e 4guas continentais, dentro dos seus valores de
salinidade tolerantes (MOURA, 2010).

A espécie Ulva sp. pertence ao Filo Chlorophyta, Ordem Ulvales e Familia Ulvaceae.
Conhecida como alface do mar, possui coloragdo esverdeada translucida e talos foliaceos.
Possui organizacdo parenquimatosa, em forma de lamina expandida, composta por duas
camadas de células contendo um grande cloroplasto cada (JOLY, 1965; LEE, 2008; GRAHAM,;
GRAHAM; WILCOX, 2009). Apesar da Ulva ser organizada com pouca diferenciagéo
funcional dentro do talo, este consiste em pelo menos dois tipos de células: células rizoides, nas

partes basais, e células da fronde, nas partes marginais do talo (GAO et al., 2017a). Quanto a
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sua parede celular, é constituida por polissacarideos solUveis em agua, denominados ulvana,
que representam de 8-29% da massa seca da alga (LAHAYE & ROBIC, 2007).

O ciclo de vida da Ulva pode ser diplobionte isomdrfico com uma fase gametofitica
mitdtica e uma fase esporofitica meidtica (Figura 1). A fase gametofitica envolve a liberacdo
de gametas femininos ou masculinos por mitose pelos gametdfitos (n). Os gametas, que sdo
biflagelados, fecundam-se formando um zigoto tetraflagelado, que perdera seus flagelos no
processo de crescimento e se tornard um esporofito (2n). Na fase esporofitica, o espordéfito
forma zodsporos tetraflagelados (n) por meiose. Esses esporos sao liberados no meio aquéatico
e a fase € evidenciada pelo embranquecimento da regido marginal do talo. Os zo6sporos déo
origem entdo ao longo de seu processo de crescimento aos gametdfitos (n). Os gametas possuem

fototaxia positiva enquanto os zodsporos apresentam fototaxia negativa (RAVEN et al., 2008).

Figura 1. Ciclo de vida do género Ulva.
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Fonte: Penn State University, 2002. Modificacdes feitas pela autora.

Espécies do género Ulva possuem crescimento rapido e sdo capazes de formar bancos
naturais em costdes rochosos na zona de entremarés, devido a sua alta eficiéncia em absorver
compostos nitrogenados e fosforo — provindos em sua maior parte de escoamento terrestre. Essa
capacidade confere ao género a oportunidade de colonizar e dominar facilmente ambientes
eutrofizados. Os ambientes, como orlas marinhas, acabam por muitas vezes em provocar
“blooms” em decorréncia do aumento rapido de sua biomassa no ambiente (YE et al., 2011).

Dessa forma, as espécies do género Ulva possuem grande potencial no desenvolvimento
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sustentavel da aquicultura, podendo ser utilizadas de forma a biorremediar ambientes com
excesso de nutrientes como amonia e fosforo - produtos do efluente de cultivo de organismos
aquaticos - demonstrando alto potencial de uso em sistemas multitroficos integrados com
sistema de recirculacdo (HAYASHI et al., 2008; NEORI, 2008; MARINHO et al., 2013).
Segundo trabalho realizado por Cohen & Neori (1991) utilizando a macroalga Ulva
lactuca como biofiltro para a remocéo de amonia provinda de efluentes de viveiros de cultivo
intensivo de peixes, os resultados obtidos indicam que 10 m? de macroalga podem remover
mais de 90% de aménia produzida para cada 1 kg de ragdo diéria. Segundo Alencar (2005), em
um trabalho de cultivo integrado de Ulva e camar&es marinhos usando sistema de recirculagéo,
observou uma melhora no crescimento dos camardes em 7,5% em densidade de 1,5g L *; além
disso, foi observado que a alga reduziu, durante 50 dias, as concentracdes de amdnia em 94%
e ortofosfato em 39,5% do sistema. Costa (2006), obteve resultados de 83% de remocdo de
NH4* e NO3s em viveiros de camardo, demonstrando assim a eficiéncia da macroalga para a

biofiltracdo.

Embora a Ulva sp. tenha todos esses potenciais mencionados, a producéo desse género
ainda é restrita a Asia, em paises como China, Jap3o e Coréia (OHNO, 2006), por trés principais
motivos: consumo alimentar cultural, baixa producéo de biomassa (alga foliacea) e necessidade
de recrutamento de esporos para reproducdo, seja no ambiente natural ou de forma induzida em
laboratdrio, pois o cultivo nesses paises ndo sdo feitos apenas por propagacdo vegetativa
(ruptura e crescimento do talo) (CASTELAR et al.,, 2014). Dessa forma, é importante
compreender os principais fatores que induzem a Ulva sp. a reproducdo. Segundo Hiraoka &
Enomoto (1998), as células vegetativas sao transformadas em células reprodutivas de forma
induzida por fatores intrinsecos e extrinsecos. De acordo com Lobban & Harrison (1994), os
principais fatores que promovem a esporulacdo em grande parte das espécies de macroalgas
estdo ligados principalmente a qualidade e quantidade de luz, fotoperiodo e a temperatura.

Em espécies como Ulva lactuca, até 60 % da biomassa total pode ser alocada
mensalmente para reproducdo, dependendo da estagdo do ano (NORDBY & HOXMARK,
1972; NIESENBAUM, 1988). Niesenbaum (1988) observou que quando as temperaturas
atingiram maximas sazonais em Groton, EUA, a biomassa de Ulva lactuca para a formagéo e
liberacdo de gametas e zoosporos foi maior, enquanto a taxa de substituicdo vegetativa diminuiu
guando as temperaturas se tornaram subdtimas e depois inibitéria para o crescimento. 1sso
poderia explicar os aumentos em porcentagem de tecido reprodutivo durante agosto e setembro,

Ou seja, nos meses mais quentes nos EUA. Além disso, a liberag&o de esporos para a espéecie
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Ulva intestinalis sdo impulsionadas por ciclos lunares (CHRISTIE & EVANS, 1962,
PRINGLE, 1986). A formacéo e liberacdo de zoosporos e gametas de Ulva, em ambientes
temperados, sdo induzidos por estimulos incluindo desidratagdo (SMITH, 1947; CORRADI et
al., 2006), escuriddo estendida durante varios dias (CORRADI et al., 2006; THIADENS et al.,
1967), fragmentacdo (DAN et al., 2002; NORDBY et al., 1972; GAO et al., 2010), renovacao
do meio de cultura (THIADENS et al., 1967; KUWANO et al., 2012), salinidade (DAN et al.,
2002) e mudanca de temperatura (NORDBY et al., 1972; NORDBY et al., 1974; BRATEN et
al., 1973; NIESENBAUM, 1988).

Dessa forma, segundo Castelar et al., (2014), os estresses abioticos sdo capazes de induzir
a Ulva a esporulacdo em ambientes tropicais. Esse trabalho testou alguns métodos para a
inducdo de formacdo de esporos em condi¢bes controladas de laboratério como choque
osmatico; dessecacdo, (também avaliado por Carl et al., 2014); alta concentracdo de nutrientes
(como testado também por Barbosa, 2014); ruptura do talo (realizado também por Nordby,
1977 e Carl et al., 2014); e alta irradiancia. O tratamento que proporcionou maior nimero de
esporos liberados foi através da utilizacdo de alta concentragdo de nutrientes (CASTELAR et
al., 2014). Ja a temperatura associada a fragmentacgéo do talo foi verificada por Nordby (1977)
para a Ulva mutabilis e mostrou bons resultados para as temperaturas de 21 a 22 °C. Para a
salinidade, Mantri et al., (2011) mostrou bons resultados para a Ulva fasciata na salinidade de
15%o. Portanto, choques utilizando estresses abidticos sdo métodos eficientes de indugdo a
esporulacdo e obtencéo de recrutas de Ulva sp. in vitro (OHNO, 2006).

O Laboratério de CamarBes Marinhos da UFSC, trabalha com linhas de pesquisas
voltadas a cultivos multitréficos integrados (IMTA). Dessa forma, a utilizacdo da Ulva sp. como
componente biorremediador de compostos nitrogenados nesses tipos de cultivo vem
apresentando uma forte demanda. Por conta disso, surge a necessidade de cultivar a propria
Ulva sp., possibilitando a formacdo e manutencdo de cepas em laboratério na Secdo de
Macroalgas. Para tanto, é necessario compreender quais sao os parametros que influenciam no

processo de esporulacdo da Ulva para estabelecer um protocolo de cultivo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
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Determinar a influéncia da quantidade de nutrientes no processo de esporulacdo, de modo
a contribuir futuramente para o estabelecimento de um protocolo de reproducéo e manejo para

a macroalga Ulva sp. na Se¢do Macroalgas do LCM-UFSC.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar e comparar 3 diferentes concentracdes de solucao nutritiva de von Stosch para

a induc&o a esporulagdo (10, 15 e 20 mL LY);
e Avaliar a taxa de crescimento dos esporofitos apds a esporulacao;

e Analisar o desenvolvimento das plantulas cultivadas nos diferentes tratamentos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCAL DE ESTUDO

O presente trabalho foi realizado na Secdo de Macroalgas pertencente ao Laboratorio
de Camarfes Marinhos da UFSC, localizado na Estacdo de Maricultura Professor Elpidio
Beltrame, situado no bairro Barra da Lagoa em Florianépolis — SC.

2.2 LOCAL DE COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

As algas foram coletadas em setembro de 2019 na praia da Armacédo do Pantano do
Sul, localizada na cidade de Florianopolis — SC (Figura 2). A temperatura da agua do mar se
encontrava por volta dos 19 °C e a maré a 0,6 m.

Os espécimes de Ulva sp. foram acondicionadas em uma caixa de isopor contendo
agua do mar e transportada de carro para o laboratorio. No laboratorio, foram transferidas para
uma caixa de plastico de 60 L com agua do mar esterilizada a temperatura de 19 °C para a
retirada de epifitas e macrofauna presentes. Apos a triagem, as algas foram separadas para o

inicio do experimento no laboratorio.
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Figura 2. Coleta das algas na praia da Armagao, Florianépolis-SC.

2.3 INDUCAO A ESPORULACAO

Delineamento experimental

Para induzir a esporulacdo, diferentes concentracdes de nutrientes foram testadas,
com base em Castelar et al., (2014), com modificagdes. A esporulacdo foi evidenciada pelo
esbranquicamento das células da regido periférica do talo, visiveis a olho nu (Figura 3a).

As algas foram cultivadas em temperatura de 24 £ 1 °C, irradiancia de 100 £ 20 pumol
fotons m? s%, salinidade de 35 * 1 %o, fotoperiodo de 12 horas em &gua do mar esterilizada
enriquecida com solucdo nutritiva von Stosch (Tabela 1) em 3 diferentes concentrag¢fes: 10 mL
L1 (T10); 15 mL L1 (T15)e 20 mL L™ (T20). No controle (C), as algas foram cultivadas apenas
em &gua do mar esterilizada. Foram realizadas 4 réplicas para cada tratamento e controle (n=4).
Foram utilizados frascos de vidro de 100 mL, com um volume util de 50 mL &gua do mar
esterilizada em luz U.V. Foram realizadas sec¢Oes de diferentes talos tendo como base um
comprimento padrdo de 1,8 cm e, a partir dessa medida, foi cortado seu entorno (Figura 3b).
Esses talos foram secos com auxilio de papel absorvente para remocao do excesso de agua e
pesados (g) através de uma balanca analitica de precisdo para acompanhar as possiveis perdas
de biomassa ao longo do processo de esporulacdo. Essa pesagem ocorreu uma vez por semana,
assim como a troca de meio de cultura, durante os 17 dias de cultivo.
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Figura 3. a: A seta indica o esbranquicamento da regido marginal do talo. b: A seta indica o corte realizado ao
redor do comprimento padronizado. Escala: 1 cm.

.
. .L}

Fonte: autora.

Tabela 1. Composi¢do quimica da solugdo von Stosch (Edwards, 1970), modificado por Yokoya (2000).

Componentes Quantidade para cada L de solucao
NaNOs 53125¢g

Na2HPO4 1,3438 ¢

MnCl,, 4H,0 0,0248 g

Na;EDTA.2H.0 0,4650 g

FeSQO4, 7TH20 0,0348 ¢

Tiamina 0,0125 g*

Biotina 0,000625 g*

Cianocobalamina 0,000625 g*

*Quantidade equivalente a 50% em relagdo a composicao original proposta por Edwards (1970).

Para o calculo da taxa de crescimento dos talos (TC) foi utilizada a formula proposta
por Yong, Yong & Anton (2013).

TC = [(Bf /Bl_)l/' - 1] x 100

Onde, Bf = biomassa final; Bi = biomassa inicial; t = tempo em dias
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Primeira etapa de inducéo (0 — 8 dias)

Cada talo seccionado foi introduzido em um frasco de vidro (Figura 4a) e, ap6s 7 dias
de cultivo, foram mantidos no escuro por 24 horas conforme Ohno (2006), para o assentamento
dos esporos (FLETCHER & CALLOW, 1992). Apos o periodo de assentamento (Figura 5a),
0s esporos assentados foram desprendidos do fundo dos frascos com o auxilio de uma haste de
madeira (Figura 5b), homogeneizados (Figura 5c) e uma amostra de 1 pL foi retirada para a
contagem na cAmera de Neubauer. Posteriormente, seus meios de cultivo foram renovados e 0s

esporos cultivados nas mesmas condicdes.
Segunda etapa de inducdo (8 — 17 dias)

Os talos (esporofitos) retirados dos frascos da primeira etapa foram secos em papel
toalha para a remocdo de excesso de agua, pesados, e colocados em novos frascos nas mesmas
condigdes anteriores, com as mesmas concentraces de von Stosch, para inducdo da segunda
etapa de esporulacdo, por mais 9 dias (Figura 4b). Todos os procedimentos da primeira etapa
foram realizados de forma igual para a segunda etapa. Ap6s a contagem na camara de Neubauer,
0s esporos da segunda etapa também foram cultivados com as mesmas concentragdes de von
Stosch. Posteriormente, ambas as etapas tiveram suas plantulas transferidas para Erlenmeyers
de 250 mL para dar continuidade aos cultivos.

Figura 4. a: Primeira etapa de inducdo. b: Segunda etapa de indug&o.
. ’ i = q_
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Figura 5. a: Esporos germinados assentados no frasco. b: Desprendimento dos esporos. c: Esporos livres.

O efeito dos nutrientes na esporulacéo foi avaliado pela contagem média de plantulas
para cada repeticdo por tratamento. Para isso, foram realizadas trés contagens para cada

repeticdo, utilizando uma camara de Neubauer com uma area total de 9 mma2,

Figura 6. Plantulas na camara de Neubauer em microscépio (aumento 4x).
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2.4 DESENVOLVIMENTO DAS PLANTULAS

As plantulas resultantes da primeira e segunda etapas de esporulagdo foram cultivadas
nos diferentes tratamentos, com trocas de cultura semanalmente, por 37 e 30 dias,
respectivamente. Apds esse periodo, a morfologia das plantulas nos diferentes tratamentos foi
descrita e o percentual de repeticbes com plantulas viaveis foi contabilizado. O percentual foi
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verificado em relacdo a quantidade de réplicas totais viaveis por tratamento, ao final do

experimento, pela quantidade de réplicas iniciais totais por tratamento, exceto o controle.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Analise de variancia unifatorial (ANOVA) foi utilizada para verificar se as diferentes
concentragdes de von Stosch tiveram efeito significativo no ganho de biomassa (mg) dos
esporofitos ao longo do experimento, bem como na quantidade de esporos germinados. Os
dados foram analisados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Cochran) para
que a realizacdo da ANOVA fosse valida. Para isso, foi utilizado o Programa PAST 2001
(HAMMER et al., 2001).

3 RESULTADOS

Taxa de crescimento dos talos induzidos

A Tabela 2 mostra a biomassa média umida (g) dos talos seccionados por tratamento

no inicio e ao longo dos 17 dias de experimento.

Tabela 2. Biomassa (mg) dos talos seccionados (média + desvio padrao)
Biomassa média umida dos talos seccionados (mg)

Tratamento 0 dia 8 dias 17 dias
Controle 17,43 + 1,87 40,03 £ 6,55 49,00 £ 9,89
10 19,08 + 4,23 40,88 + 6,84 55,63 + 8,07
15 20,28 + 3,62 31,98 + 10,29 34,98 + 15,07
20 17,85 + 4,50 38,55 + 5,38 50,03 £ 6,71

A Figura 7 apresenta os dados de crescimento na primeira etapa de experimento, onde
0 controle e os tratamentos obtiveram os seguintes valores em relacdo a taxa de crescimento:
10,83 + 1,11 % dia* (C); 10,23 + 3,72 % dia™* (T10); 5,37 + 5,20 % dia* (T15) e 10,52 + 5,12
% dia™ (T20).
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Figura 7. Taxa média de crescimento (% dia) dos espordfitos por controle e tratamento na primeira etapa (0-8
dias). As barras representam os desvios padroes.
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Na segunda etapa os valores foram: 2,21 + 1,24 % dia* (controle); 3,53 + 0,81 % dia™
(T10); 0,59 + 2,00 % dia* (T15) e 2,98 + 1,59 % dia* (T20) (Figura 8).

Figura 8. Taxa média de crescimento (% dia™*) dos esporéfitos por controle e tratamento na segunda etapa (8-17
dias). As barras representam os desvios padres.
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De forma geral, ao longo de todo o experimento, as taxas de crescimento foram: 6,18
+ 0,83 % dia® (C); 6,61 + 1,42 % dia™ (T10); 2,78 + 2,69 % dia™ (T15) e 6,43 + 2,29 % dia™
(T20) (Figura 9).

Figura 9. Taxa média de crescimento (% dia*) dos espordfitos por controle e tratamento ao longo do

experimento (0-17 dias). As barras representam os desvios padrdes.
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As concentracdes de nutrientes utilizadas nao influenciaram significativamente na taxa
de crescimento dos talos ao longo do experimento (F calculado= 2,62 < F critico = 3,49; p
calculado = 0,098 > p = 0,05).

Contagem média das plantulas

O controle foi 0 Unico que ndo apresentou nenhum processo de esporulacdo em todo o
experimento. As figuras 12 e 13 mostram as contagens médias das plantulas por mm? de acordo
com cada tratamento e o controle.

Em relagdo a primeira etapa, os tratamentos 10, 15 e 20 mL L, demonstraram as
seguintes contagens média: 3,24 + 5,52 plantulas por mmz (T10), 4,00 + 4,30 plantulas por mm?
(T15), e 2,41 + 2,85 plantulas por mm2 (T20) (Figura 10).
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Figura 10. Contagem média de plantulas por mm2 por tratamento e controle (12 etapa). As barras representam os
desvios padrdes.
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Na segunda etapa foram contabilizados: 0,07 + 0,12 plantulas por mm? (T10), 0,77 + 1,16
plantulas por mm? (T15) e 0,07 + 0,06 plantulas por mm? (T20) (Figura 11).

Figura 11. Contagem média de plantulas por mm?2 por tratamento e controle (22 etapa). As barras representam os

desvios padrdes.
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Os resultados indicaram que ndo houve diferencas significativas entre a concentracéo
de nutrientes na quantidade de plantulas por mm2 (F calculado = 1,184 < F critico = 4,06; p
calculado = 0,37 > p = 0,05).

Percentual de repeti¢bes contendo plantulas viaveis

Em relagcdo a quantidade de repeticbes contendo plantulas viaveis ap6s 37 dias
(primeira etapa) e 30 dias (segunda etapa), algumas repeticdes apresentaram contaminagdes, as
quais interferiram na continuidade do cultivo. Assim, no tratamento T10, de quatro réplicas, 2
foram viaveis (50%); T15 e T20, de quatro réplicas cada, apenas 1 foi viavel em cada tratamento
(25%). A segunda etapa, nos tratamentos T10 e T15, de quatro réplicas cada, 3 foram viaveis
para cada tratamento (75%) enquanto T20 as quatro réplicas foram viaveis (100%). Além da
viabilidade, as plantulas da segunda etapa tiveram, visivelmente, melhores performances em

crescimento e robustez.

Descricdo das morfologias

As plantulas foram cultivadas e, conforme seu crescimento, as morfologias foram se
apresentando de forma diversa (Figuras 12-15). Portanto, uma descricdo foi realizada para

comparar os diferentes tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas descritivas e comparativas de desenvolvimento.
Tratamento  Formato (Figura) Coloragdo =~ Tamanho Crescimento Quantidade

Primeira etapa

Alongado, “fitas
lobadas” Verdeclaro >10cm Rapido Média
10 (Figura 12b)
Fronde longa o o
] Verde claro >8cm Rapido Média
(Figura 12a)

Rosetas finas _
15 ) Claro/escuro <1 cm Lento Muita
(Figura 12c¢)
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Roseta irregular

(Figura 12d), >3cm; o o
20 Verde claro Rapido Média
“fitas lobadas” >15cm
(Figura 12e)
Segunda etapa
Frondes
irregulares, .
Verde claro >3cm Rapido Pouca
“pontiagudas”
(Figura 13a)
10 Rosetas regulares o
_ Verde claro <2cm Moderado Média
(Figura 13b)
Fronde longa,
larga, robusta Verde escuro  >7cm Répido Pouca
(Figura 13c)
Fita lobada longa,
robusta Verde escuro  >7cm Rapido Média
(Figura 14a)
Frondes largas,
15 arredondadas Verde claro >4.cm Rapido Média
(Figura 14b)
Frondes finas,
irregulares Claro/escuro  <1cm Lento Muita
(Figura 14c¢)
Fronde larga . o
_ Verde claro >3cm Rapido Média
(Figura 15a,b)
Rosetas alongadas ) _
) Verde claro >3cm Rapido Media
20 (Figura 15¢)
Roseta finas,
Verde claro >3cm Rapido Média

alongadas
(Figura 15d)
*Quantidade: Muita: > 16 plantulas por Erlenmeyer. Média: > 8 plantulas. Pouca: < 4 plantulas.

* Crescimento: Rapido: > 3 cm. Moderado: <2 cm. Lento: < 1cm.
*As fotos e a analise foram realizadas pela autora em 17/10/2019.



Figura 12. Morfologias por tratamento referentes a primeira etapa, com 37 dias de cultivo. a, b: T10; c: T15; d,
e: T20. Escala: 1 cm.

Figura 13. Morfologias referentes ao T10 apresentadas na segunda etapa, com 30 dias de cultivo. Escala: 1 cm.
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Figura 14. Morfologias referentes ao T15 apresentadas na segunda etapa, com 30 dias de cultivo. Escala: 1 cm.

l »

Figura 15. Morfologias referentes ao T20 apresentadas na segunda etapa, com 30 dias de cultivo. Escala: 1 cm.
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4 DISCUSSAO

O processo de esporulacdo foi verificado no experimento levando-se em consideragéo
a perda de coloracdo da regido marginal dos talos apds a incluséo de nutrientes. Esse processo
foi desencadeado em algumas repeticdes do T15 logo no dia seguinte, enquanto nos demais
tratamentos, a esporulacao ocorreu ap6s alguns dias (T10 e T20). No T15, isso pode ter ocorrido
ndo apenas pela estimulacdo das condigdes expostas aos talos, mas por estes ja se apresentarem
em um estado pre-fértil acelerando o processo de liberacdo de células reprodutivas, como
demonstrado por Niesenbaum, (1988) e Carl et al., (2014). Segundo Wichard & Oertel (2010),
um tempo sugestivo para esse processo de mudanca do estado vegetativo para o reprodutivo
seria de no minimo dois dias. Essa falta de sincronismo observada no processo de esporulacdo
entre os talos, resultou em germinacOes rapidas e tardias entre algumas repeticGes, inclusive
dentro do mesmo tratamento, interferindo posteriormente no método de contagem, ja que em
algumas repeticdes as plantulas se apresentavam em fases mais desenvolvidas.

Em relacdo ao controle, provavelmente a falta de nutrientes ao longo de todo o periodo
experimental ndo foi limitante para o seu desenvolvimento, demonstrado através da sua
crescente taxa de crescimento. Além disso, por ndo ter esporulado, a energia dos talos pode ter
sido utilizada para a formacéo de tecido vegetativo de modo a garantir a sua sobrevivéncia.

A perda de biomassa dos espordfitos foi evidente apds o processo de esporulacdo. De
forma geral, ao longo de todo o0 experimento, os espordéfitos do T15 apresentaram a menor taxa
de crescimento. Isso pode ser justificado por ter sido o primeiro tratamento a esporular e em
grande quantidade. Além disso, o T15 foi o tratamento com maior média de biomassa Umida
de espordfito (mg), sugerindo uma vantagem em relacdo aos demais tratamentos, por
disponibilizar uma maior area tecidual para o processo de transformacéo das células vegetativas
em reprodutivas.

Esse resultado corrobora com os encontrados por Barbosa (2014) para a Ulva lactuca,
nos quais as macroalgas tratadas em maiores concentracfes de nutrientes von Stosch (16, 32 e
64 mL L) foram as que também tiveram as menores taxas de crescimento.

Em contrapartida, os esporéfitos do T10 apresentaram esporulacdo mais tardias. Essa
discrepancia no tempo para iniciar a esporogénese pode estar ligada as diferentes regides dos
talos utilizadas no presente experimento. Em Ulva pertusa, discos excisados da regido apical
do talo esporularam em mais de 90%, enquanto os discos excisados da regido basal nédo
entraram em processo reprodutivo apds trés dias (HIRAOKA & ENOMOTO, 1998). Lining et



32

al., (2008) tambem observaram uma tendéncia no aumento do grau de maturidade do talo de
forma ascendente. Essas diferencas podem estar associadas a distribuicdo desuniforme de
inibidores de esporulacdo dentro do talo, onde a concentracdo maior tende a estar na regido
basal de fixacdo (STRATMANN et al., 1996).

Stratmann et al. (1996) identificaram dois fatores reguladores que mantém U.
mutabilis no estado vegetativo: uma glicoproteina denominada inibidor de esporulacéo-1 (SI-
1) e um composto ndo proteico denominado inibidor de esporulacdo-2 (SI-2). SI-1 é um
componente da parede celular, cuja excrecdo diminui com a maturacéao do talo, enquanto o SI-
2 ocorre no espaco entre as duas camadas de células da lamina. A concentracdo total de SI-2 no
talo permanece constante durante todo o ciclo de vida. Além disso, liberacdo de gametas apds
gametogénese em espécies de Ulva, poderia ser controlada por uma terceira substancia,
denominada inibidor de gametas (WICHARD & OERTEL, 2010; VESTY et al., 2015).

Compreender os fatores intrinsecos € de extrema relevancia quando o cultivo em
laboratdrio ou em escala comercial é considerado. Um trabalho realizado com espécimes jovens
(menos de 60 dias apds germinagdo) e adultas (mais de 60 dias apds germinacao) de U. rigida,
mostrou que nenhum evento reprodutivo ocorreu durante 60 dias de cultivo em rela¢do as
jovens. Porém, as adultas cultivadas em temperaturas mais altas e condicdes de alta
concentracdo de nutrientes (nitrato), tiveram uma taxa de reproducdo de 64 + 5% no décimo
segundo dia (GAO et al., 2017b). Assim, jovens Ulvas séo consideradas preferenciais ao cultivo
comercial quando comparada as adultas, pois poderiam evitar a reproducdo periddica
(HIRAOKA & OKA, 2008).

Quanto aos tipos de morfologias encontradas no presente trabalho, foi possivel
descrever estruturas alongadas, em formas de roseta regulares e irregulares, frondes
arredondadas e largas. Em Ulva fasciata Delile foi descrita a morfologia dos talos como
tipicamente longa em forma de cinta (PHILLIPS, 1988). Porém, para a mesma espécie talos
pequenos foram observados além de morfologias parecidas com rosetas e irregularmente
lobadas, quando expostas a ambientes com ondas. (MSHIGENI & KAJUMULO, 1979).

O género Ulva possui alto grau de plasticidade fisiologica e morfoldgica em diversos
ambientes (LOBBAN & HARRISON, 1997). As condi¢des ambientais influenciam no
processo de diferenciagdo, como a estacdo do ano, energia das ondas, latitude e localizacéo
geografica dentro de uma mesma populacdo (STEFFENSEN, 1976; TANNER, 1986;
WOOLCOTT & KING, 1999). Verificou-se, por exemplo, que a energia das ondas provocava
crescimento atrofiado em Ulva fasciata (MSHIGENI & KAJUMULO, 1979), enquanto a
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morfologia da Ulva lactuca foi alterada quando cultivada de forma axénica (PROVASOLI &
PINTNER, 1980). Muitos trabalhos utilizando culturas axénicas ja demonstraram que o
crescimento, desenvolvimento e morfogénese em Ulvales séo controlados por fatores
bacterianos (FRIES, 1975; BONNEAU, 1977; PROVASOLI & PINTNER, 1980;
NAKANISHI et al., 1996; MATSUO et al., 2005; MARSHALL et al., 2006; SINGH et al.,
2011; SPOERNER et al., 2012).

Trabalhos voltados a genética vem sendo realizados para o melhor entendimento sobre
0 genoma e perfis de expressao génica durante o desenvolvimento de Ulva. Compreender os
mecanismos que controlam a morfogénese de algas verdes pode ser uma importante ferramenta
de identificacdo de genes que dao caracteristicas Unicas e que poderao ser rastreados através de
linhagens celulares (WICHARD et al., 2015).

Os resultados estatisticos reforcam a necessidade de melhorias na metodologia,
principalmente no nimero de amostras a serem utilizadas, como também no método de
contagem num menor espaco de tempo, de modo a diminuir o erro causado pelos fatores ndo

controlaveis que regem o desenvolvimento dos esporos.

5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente trabalho, as plantulas formadas em todos 0s
tratamentos, exceto o controle, podem indicar que a modificagdo na concentracéo de nutrientes
seja um método eficiente na inducdo a esporulacdo. Além disso, a inducdo em laborat6rio na
concentracdo de 15 mL L, é a mais indicada a curto prazo, dentro dos pardmetros e métodos
utilizados. Todavia, é necessario que mais estudos sejam realizados, principalmente acerca da
influéncia de outras variaveis no processo de esporulacdo - fundamentais para o

estabelecimento de um protocolo futuro.
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