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RESUMO

Dentre toda a relevancia que as algas tém, uma das principais é a producdo de compostos
indispensaveis para a indastria. A carragenana, um exemplo destes compostos, é extraida
principalmente da alga Kappaphycus alvarezii. No sul do Brasil, essa alga tem seu cultivo
prejudicado pela queda de temperatura da 4gua devido as esta¢cdes mais frias. Assim, o objetivo
do estudo foi avaliar os efeitos da adi¢do de solugGes nutritivas (Von Stosch 50% (Vs50),
efluente de bioflocos (BFT) e bioestimulante de algas (BFA)) no desenvolvimento dos
explantes de K. alvarezii em diferentes temperaturas. Explantes de 5 mm foram cultivados em
agua do mar esterilizada enriquecida com VS 50%, BFT 25% e VS 50% + BFA 4% durante 28
dias, sendo separados em 2 grupos: Controle (C/VS, C/BFT e C/BFA) a 24°C, e Temperatura
(T/VS, TIBFT e T/BFA) a 16°C. Para observar a morfologia e formacéo de eixos eretos foram
feitas micrografias através do microscopio estereoscopio com 14 e 28 dias de experimento.
Semanalmente, os explantes foram pesados para calcular a taxa de crescimento. Ao final do
experimento foram feitas quantificacdes de pigmentos de todos os tratamentos. Com 14 dias de
cultivo, os explantes ndo apresentavam grandes diferencas morfoldgicas, e as taxas de
crescimento dos seis tratamentos se mantiveram constantes, exceto C/VS que se mostrou
superior aos demais. Ao final de 28 dias, no grupo controle C/VS obteve a maior taxa de
crescimento, enquanto no grupo “temperatura” todos os trés tratamentos nao tiveram diferenca
estatistica e estavam perdendo peso. Para todos os pigmentos analisados, explantes com a
solugdo BFT mostraram as maiores taxas em ambos 0s grupos. Por fim, explantes com BFA
obtiveram as menores taxas de pigmentos em todos os grupos. Concluimos que em temperaturas
ideais a solugdo nutritiva von Stosch é mais efetiva para a regeneracdo inicial e
desenvolvimento de explantes de Kappaphycus alvarezii, enquanto a solugdo BFT se mostrou
mais eficaz para sintese de pigmentos e pode ser um substituto em potencial de von Stosch
quando utilizado talos de K. alvarezii. BFA ndo se mostrou eficiente para cultivo de explantes
de Kappaphycus alvarezii. Nenhuma das solucdes teve bons resultados quando usadas em
baixas temperaturas, necessitando assim de outras estratégias para lidar com esse fator de
estresse.

Palavra-chave: Micropropagacéo; Rhodophyta; Pigmentos; Biofloco; Bioestimulante.



ABSTRACT

Among all the relevance that algae have, a key one is the production of compounds
essential for the industry. Carrageenan, an example of these compounds, is mainly extracted
from the algae Kappaphycus alvarezii. In southern Brazil, the cultivation of this algae is
hindered by the decrease in water temperature during colder seasons. Therefore, the study’s
goal was to evaluate the effects of adding nutrient solutions (Von Stosch 50% (VS50), biofloc
effluent (BFT), and algae biostimulant (BFA)) on the development of K. alvarezii explants at
different temperatures. Explants of 5 mm were cultured in sterilized seawater enriched with VS
50%, BFT 25%, and VS 50% + BFA 4% for 28 days, separated into 2 groups: Control (C/VS,
C/BFT, and C/BFA) at 24°C, and Temperature (T/VS, T/BFT, and T/BFA) at 16°C.
Micrographs were taken using a stereomicroscope to observe morphology and erect axis
formation at 14 and 28 days of the experiment. Weekly, the explants were weighed to calculate
the growth rate. At the end of the experiment, pigment quantifications were performed for all
treatments. At 14 days of cultivation, the explants did not show significant morphological
differences, and the growth rates of the six treatments remained constant, except for C/VS,
which showed superiority over the others. After 28 days, the control group C/VS had the highest
growth rate, while in the "temperature” group, all of the three treatments did not show statistical
differences and were losing weight. For all analyzed pigments, explants with the BFT solution
showed the highest rates in both groups. Finally, explants with BFA obtained the lowest
pigment rates from all groups. We concluded that at ideal temperatures, the von Stosch nutrient
solution is more effective for initial regeneration and development of Kappaphycus alvarezii
explants, while the BFT solution proved to be more effective for pigment synthesis and may be
a potential substitute for von Stosch when using K. alvarezii thalli. BFA was not efficient for
cultivating Kappaphycus alvarezii explants. Neither of the solutions yielded good results when
used at low temperatures, requiring other strategies to deal with this stress factor.

Keywords: Micropropagation; Rhodophyta; Pigments; Biofloc; biostimulant.
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1. INTRODUCAO
A busca pela compreensdo e inovacdes tecnologicas referentes as algas vém crescendo

cada vez mais. Este grupo muito diversificado de individuos, aléem de ser a base da cadeia trofica
pela producéo primaria, séo responsaveis pela producéo aproximada de 50% de todo o oxigénio
no planeta (NORTON et al., 1996; CHAPMAN, 2013). Além disso, as macroalgas constituem
uma area de bercario para inimeros invertebrados e peixes, aumentando consequentemente a

biodiversidade dos ecossistemas associados a elas (LIPPERT et al., 2001).

A producéo global de macroalgas marinhas cresceu drasticamente desde 2000 até 2018,
indo de 10,6 milhGes de toneladas para 32,4 milhdes de toneladas, respectivamente, e vem se
mantendo nesse nivel até a atualidade (FAO, 2020). Um dos principais fatores de interesse a
nossa sociedade é o potencial econdmico que as macroalgas proveem, sendo fonte de matéria-
prima para producdo de compostos importantes & vida moderna, como &gar, alginatos e
carragenana, seja para industria farmacéutica, alimenticia, téxtil ou cosmética (PEDRINI,
2010). Contudo sua importancia ndo se limita apenas a isso. O interesse na utilizacdo das algas
para biorremediacdo vem recebendo atencdo nos ultimos anos (HUANG et al., 2010). A ideia
desta estratégia € que as algas utilizem nitrogénio, fésforo, carbono e outros quimicos de corpos
d’agua como fonte de nutrientes para seu desenvolvimento (KUMAR et al., 2011). Por processo
de bioacumulacéo, as algas também podem ser utilizadas para remocdo de metais pesados e
pesticidas agricolas em ambientes marinhos afetados (ANSILAGO; OTTONELLI,
CARVALHO, 2021; CACERES; MEGHARAJ; NAIDU, 2008; JIN et al., 2012). Além disso,
a preocupacao com as mudancas climaticas estimulou pesquisas que visam reduzir/sequestrar
dioxido de carbono (COz) da atmosfera utilizando algas, seja com a criagdo de fotobioreatores
(KUMAR et al., 2011) ou de combustiveis ecolégicos (NAHAK et al., 2011). Outra area de
destaque, é a busca por modelos de otimizag&o do cultivo e producdo de macroalgas (BECHET;
SHILTON; GUIEYSSE, 2013).

Dos compostos provenientes das macroalgas, a carragenana € um dos produtos que mais
se destaca. Esse polissacarideo sulfatado é utilizado principalmente na inddstria alimenticia,
téxtil e cosmética. Alguns de seu uso sdo como agente estabilizante, espessante e emulsificante
(HAYASHI; DE PAULA; CHOW, 2007a; STEINBUCHEL et al. 2005). A carragenana esta
presente como constituinte da parede celular das rodofitas, sendo classificadas em 3 tipos

principais, kappa, iota e lambda. (HAYASHI, 2007b). A carragenana kappa forma um gel mais
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firme e quebradico do que outras duas variantes de importancia econdmica (MILLANE;
CHANDRASEKARAN; ARNOTT, 1988).

Uma das principais macroalgas utilizadas na extracdo de carragenana kappa é a
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex. P.C. Silva, Ordem Gigartinales, Divisdo Rhodophyta
(GUIRY, 2021). Esta espécie possui talo carnoso, multiaxial parenquimatoso, e sua coloracdo
pode variar de vermelho, verde ou marrom, apresentando plasticidade fenotipica (ZITTA,
2012).

Nativa da Regido de Filipinas e Indonésia, ocorrendo em &guas rasas e claras na
temperatura de 20 a 30 °C, Kappaphycus alvarezii foi introduzida no Brasil, no Instituto de
Pesca da Secretaria de Agricultura e Abastecimento (Ubatuba, Sdo Paulo) em 1995 para fins
comerciais e de pesquisa (PAULA; PEREIRA; OHNO, 2002). Em 2008, K. alvarezii foi
introduzida em Santa Catarina na praia de Sambaqui, Floriandpolis, a fim de possibilitar estudos
com a espéecie (HAYASHI et al, 2010). Apds anos de estudo e verificada a viabilidade
ambiental e econémica do cultivo de K. alvarezii, no inicio do ano de 2020 o Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama) publicou a autorizagao para o
cultivo comercial da espécie na Instru¢do Normativa 1, de 21 de janeiro de 2020.

O principal meio de propagacao no cultivo dessa espécie é a propagacao vegetativa,
proveniente da fragmentacéao do talo, a qual consiste em dividir o talo em pequenas partes para
obter maior nimero de individuos em desenvolvimento. O problema decorrente desse método
estd na perda de variabilidade genética, tornando-as mais suscetiveis a doencas e pragas, bem
como a uma reducdo na taxa de crescimento e producdo (PAULA, 1999). Para tentar evitar esse
problema, métodos como a cultura de tecidos para micropropagacdo vegetativa, a qual consiste
no cultivo de clones com caracteristicas selecionadas que permite um grande nimero de
replicacdo em um curto periodo de tempo (TITLYANOV; TITLYANOVA, 2010). A
micropropagacdo € uma metodologia segura e acessivel de selecdo de linhagens com
caracteristicas consideradas importantes para o cultivo comercial (HAYASHI, 2008; NEVES
et al.,, 2014). Segundo os autores, essa técnica € uma alternativa para 0 aumento na
produtividade do cultivo de K. alvarezii e possibilita 0 aumento de variabilidade genética, o que
pode levar a selecdo de linhagens mais produtivas. (HAYASHI et al., 2007c; TITLYANOV;
TITLYANOVA, 2010).

Um dos principais fatores limitantes para o desenvolvimento e crescimento das

macroalgas é a temperatura. Sabe-se que alteracOes deste parametro, assim como na
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luminosidade, podem mudar taxas reprodutivas, crescimento e distribuicdo desses organismos
vegetais (LUNING, 1990). Uma pesquisa publicada por Bastos (2013) com Chondracanthus
teedei (Mertens ex Roth) Kutzing mostrou a temperatura como um diferencial tanto na Taxa de

Crescimento Relativa (TCR) quanto na biomassa amostrada.

Na regido de Floriandpolis, onde o clima é subtropical, um estudo feito por Hayashi e
colaboradores (2010) observaram que a sazonalidade pode ser um fator limitante no
desenvolvimento de K. alvarezii, visto que nos meses mais frios a agua pode alcancar
temperaturas de até 16°C, prejudicando o crescimento da espécie. Além disso, dguas com
temperaturas mais altas também influenciam negativamente o desenvolvimento e distribuicdo
de macroalgas, como mostrou o trabalho de Pifieiro-Corbeira (2019), onde, mesmo em casos
com alta taxa de nutrientes na 4gua, a alta temperatura alterava o processo de afloramento e por
conseguinte a disponibilidade de nutrientes disponiveis para as macroalgas. Para minimizar
prejuizos, produtores de K. alvarezzi no sul do Brasil antecipam sua colheita e venda, tornando
a producado total variavel. Os autores Ask e Azanza (2002) sugerem a transferéncia de parte do
cultivo comercial para abrigos fechados e seguros das intempéries até a proxima época

favoravel para producéo.

Se tratando de cultivo laboratorial, 0 meio de cultura von Stosch a 50% apresenta
excelentes resultados para taxas de crescimento em Kappaphycus alvarezii (JOSE DE PAULA
et al., 2001), sendo também muito utilizado em vérias culturas de algas pela mesma razédo.
Contudo, na producdo em escala comercial, 0 meio von Stosch é financeiramente inviavel.
Sabendo disso, estudos com carcinicultura em sistemas de bioflocos (BFT — Biofloc
Technology) em associagdo com macroalgas vém sendo explorados como um dos possiveis
métodos de cultivo financeiramente rentaveis e sustentaveis (PIRES, 2017). Usado em
integracdo com psiculturas e carciniculturas, por exemplo, 0 BFT é uma interagdo de agregados
(bioflocos) de bactérias, microalgas, fungos, protozoarios e outros organismos, dos quais
utilizam do nitrogénio proveniente da aménia dessas culturas em questdo para seu
desenvolvimento, e dessa forma fazem a reciclagem dos residuos presentes na dgua, mantendo
aqualidade desta (CRAB et al., 2012). E necessario também um acréscimo de fontes de carbono
para balancear as proporcfes desses nutrientes. Assim, nesses sistemas superintensivos de
producéo a troca de agua é minima e o efluente gerado dela € rico em compostos nitrogenados
e fosfatados, nutrientes essenciais que podem ser utilizados para o desenvolvimento de
macroalgas (RIOS DA SILVA; WASIELESKY; ABREU, 2013). Pires e colaboradores (2021)
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obtiveram 6timos resultados com K. alvarezii cultivados com efluentes de BFT, apontando este
como um substituto do meio von Stosch 50% para cultivos de K. alvarezii em cultivos fechados.

O biofertilizante de algas (BFA) é outra possivel suplementacéo a ser usada no cultivo
de macroalgas. Apesar do nome, esse composto ndo pode substituir o uso de fertilizantes ou
outras solugdes de nutricdo, sendo melhor denominado como bioestimulante. Esse composto
consiste principalmente de diversos nutrientes minerais e organicos, fatores de crescimento
vegetal e aliviadores de estresse, como betainas (BLUNDEN et al., 1986). Feito essencialmente
por extrato de algas marrons, seu uso ja é bem estudado e aplicado em culturas de plantas de
importancia econdémica, como soja (MEYER etal., 2021), milho (KUMAR et al., 2020), tomate
(HERNANDEZ-HERRERA et al., 2014) e alface (ROVER, 2020), contribuindo de forma geral
em um excelente crescimento dessas culturas mesmo sob condi¢Bes de estresse. Contudo,
estudos sobre sua aplicabilidade no cultivo de macroalgas é um pouco limitado. Sabendo da
importancia de K. alvarezii para producéo de kappa carragenana, um processo foi desenvolvido
para extracdo de carragenana e producdo de bioestimulante simultaneamente (ESWARAN et
al., 2005). Diversos estudos mostraram melhoras na produtividade das culturas de vegetais
terrestres com uso de BFA de K. alvarezii (MONDAL et al., 2015; RATHORE et al., 2009).
Apesar de ser a principal fonte de carragenana kappa, em Santa Catarina a producdo de
Kappaphycus alvarezii € voltada totalmente para producéo de BFA, pela empresa Algas Brasil
(Agéncia AL, 2023).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos das soluc@es nutritivas no cultivo de explantes de Kappaphycus alvarezii em

diferentes temperaturas.

2.2 Objetivos Especificos
- Avaliar a Taxa de Crescimento dos explantes durante o cultivo;

- Verificar a formacéo de eixos eretos apos o cultivo;

- Determinar as alteracbes na concentracdo de pigmentos fotossintetizantes (clorofila a e

ficobiliproteinas) ap6s o cultivo;

- Verificar a variacéo de carotenoides apés o cultivo.

13



3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Biologia Celular Vegetal (LABCEV), da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), localizado no Cérrego Grande em

Florianopolis, Santa Catarina — Brasil, ao longo de 28 dias.

3.1 Obtencéao do material bioldgico

Foi utilizada nesse experimento uma linhagem marrom de Kappaphycus alvarezii,
cultivada na se¢cdo de Macroalgas do Laboratorio de Camardes Marinhos (LCM), localizado na
Barra da Lagoa, em Floriandpolis. A linhagem foi mantida na sala de cultivo, nas seguintes
condicBes: agua do mar esterilizada (35%.), enriquecida com von Stosch a 50% (VS50),

fotoperiodo de 12 h, temperatura a 25°C (+1°C) e irradiancia de 100 (+10) pmol fétons m™?

s~! e aerago constante.

3.2 Cultivo em diferentes temperaturas com adi¢ao de solu¢des nutritivas

Os talos de Kappaphycus alvarezii foram seccionados em aproximadamente 5 mm para

obtencdo de explantes, evitando sempre partes muito jovens ou velhas da macroalga.

Para avaliar o efeito da temperatura, explantes foram colocados em Erlenmeyers de 200
ml, e separados em dois grandes grupos baseados na temperatura desejada; “Controle” e
“Temperatura”. O grupo Controle permaneceu a 24°C durante 28 dias, e o grupo “temperatura”
inicialmente comecou seu cultivo a 24°C sendo diminuido para 16°C nos primeiros 14 dias (a
cada 3 dias foi decrescida a temperatura em 2°C), sendo que permaneceu nesta temperatura até

a finalizag&o experimental.

Temperatura (°C)

dias |GrupoC |GrupoT
19/abr 0 24 24
26/abr 7 24 20
03/mai| 14 24 16
10/mai 21 24 16
16/mai 28 24 16

Figura 1: Esquema representativo mostrando a temperatura do grupo controle (C) e grupo “temperatura” (T)
durante 28 dias de experimento. A temperatura do grupo T foi decrescida em dois graus com 3, 6, 9, e 12 dias de

experimento.
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A fim de testar a efetividade de efluentes de biofloco (BFT- Biofloc Technology
System) e do bioestimulante de alga (BFA) (Aditivo de extrato de alga marinha Kappaphycus
alvarezii, produzido pela ALGAS BRASIL) para desenvolvimento dos talos e compara-los com
a solucédo nutritiva von Stosch 50% foram estabelecidas trés variagdes do grupo “Controle” e
do grupo “Temperatura”: C/VS, C/BFT, C/BFA; e T/VS, T/BFT, T/BFA, respectivamente.

As condigdes gerais de cultivo para o C/VS e T/VS seguiram a metodologia utilizada
por Hayashi e colaboradores (2007a) onde se utilizou 50% de von Stosch. Para o C/BFT e
T/BFT foi adicionada a solucao nutritiva BFT na concentracdo de 25% (DE MARTINO et al.
2021). Para o C/BFA e T/BFA foi utilizada a concentracdo de 4% do bioestimulante BFA
juntamente com a adicdo de von Stosch (50%) conforme descrito no trabalho de Deolu-Ajayi
et al (2021). Todos permaneceram a um fotoperiodo de 12 horas, aera¢do constante, salinidades

2

35%, controladas e irradiancia 50 (+20) pmol fotons m~* s~. Trocas dos meios de cultura

foram realizadas a cada 7 dias. Todos os trés controles e trés tratamentos foram feitos em

quintuplicatas, contendo 10 explantes em cada uma.

Semanalmente, os explantes de cada tratamento foram pesados e, ao final do
experimento, foram feitas as analises de taxa de crescimento, a quantificacdo de pigmentos e
carotenoides. Com 14 e 28 dias de experimentos, foi escolhido ao acaso um explante de cada
quintuplicata de todos os tratamentos para fotografar no estereomicroscépio do Laboratério
Multiusuarios de Estudo em Biologia (LAMEB), a fim de analisar o crescimento e formacéo

de eixos eretos.

3.3 Taxa de Crescimento
A anélise sobre a taxa de crescimento foi realizada utilizando a férmula descrita por

Yong e colaboradores (2013), Tc(%diat) = [(Bf/Bi)Y/t-1] x 100, na qual Tc: porcentagem diéria

de crescimento; Bf: biomassa final; Bi: biomassa inicial e t: tempo.

3.4 Analise de pigmentos

Para extrair pigmentos fotossintéticos, foram utilizados 0,3 gramas de explantes de
Kappaphycus alvarezii de cada tratamento. Clorofila a (Chla) e carotenoides foram extraidos
em 2 ml de dimetil sulfoxido (DMSO, Merck, Darmstadt, FRG) a 40 °C, durante 30 min, usando
um homogeneizador de tecidos, e quantificado a absorbancia com um espectrofotometro de
microplacas TECAN (PRO Infinito M200) a 665, 649 e 651nm e calculadas a equacdes de
acordo com Wellburn (1994).
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Para quantificar o teor de ficobiliproteinas, 0,3 gramas de explantes de Kappaphycus
alvarezii de cada tratamento também foram utilizados. No entanto, a extrac&o foi realizada em
tampéo fosfato 0,05 M, pH 6,4, a 4 °C no escuro, as amostras foram trituradas usando o Ultra-
turrax Dremel 3000 seguido por centrifugacdo a 7 rpm durante 5 min. Depois de um segundo
ciclo de centrifugagao, um pellet foi obtido a partir do qual 0,200 pl foi pipetado para cada poco
da placa. Niveis de ficobiliproteina [aloficocianina (APC) a 651 nm (APC = 181.3 A651 - 22.3
A614), ficocianina (PC) a 614 nm (PC= 151.1 A614 -99.1 A651) e ficoeritrina (PE) a 498 nm
(PE = 155.8 A498.5- 40.0 A614 - 10.5 AG651)], a absorbéancia foi obtida com um
espectrofotdbmetro de microplacas TECAN (PRO Infinito M200) e calculados utilizando as

equacOes de Kursar et al (1983).

3.5 Analise dos dados

Dos resultados obtidos foram realizados os testes de Analise de Variancia multifatorial
(ANOVA) e o teste Tukey A posteriori. As analises estatisticas foram feitas usando o software

Statistic, considerando p < 0,05 como grau de significancia.

4. RESULTADOS
A curva de crescimento dos explantes de Kappaphycus alvarezii durante os 28 dias

(Figura 2) apresentou, nos primeiros 14 dias de cultivo, uma taxa de crescimento similar entre
todos os tratamentos, porém o grupo “temperatura” nao havia atingido 16°C até esse momento.
J& nas semanas finais a diferenca se torna estatisticamente relevante. Com 21 dias todos os trés
tratados do grupo “temperatura” comegaram a diminuir sua taxa de crescimento, com T/BFA
apresentando valores negativos nesse momento. No grupo controle, o C/VS tem um pico de
crescimento em relacdo aos outros dois controles, C/BFT e C/BFA, dos quais o C/BFT mantém
sua taxa de crescimento relativamente constante, enquanto C/BFA apresentou uma queda
consideravel em relacdo a semana anterior (14 dias). No final do experimento, o C/VS
apresentou um aumento constante na taxa de crescimento em relacdo a todos os tratados. O
C/BFT manteve seu crescimento ao longo de todo o experimento, enquanto C/BFA recupera
sua taxa de crescimento em relacdo a 21 dias de experimento. Todos os tratamentos do grupo
“temperatura” mostraram respostas similares ao frio, obtendo valores negativos de taxa de

crescimento independente do meio nutritivo utilizado.
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Figura 2: Taxa de crescimento de explantes de Kappaphycus alvarezii cultivados durante 28 dias em diferentes
temperaturas, 24°C (C/VS, C/BFT e CBFA) e 16°C (T/VS, T/BFT e T/BFA). Note que todos os trés controles
obtiveram taxas de crescimento positivas até o fim do experimento, com o controle de von Stosch se diferenciando
dos demais. J4 para os trés grupos “temperatura” conforme a temperatura foi diminuindo a taxa de crescimento

também decaiu, chegando a valores negativos no final do experimento.

Quando observada a morfologia dos explantes de Kappaphycus alvarezii (Figura 3),
bem como a formacdo de eixos eretos nas regides seccionadas (Figura 4) € possivel notar
algumas diferengas entre o grupo controle e o grupo “temperatura”. Com 14 dias de
experimento, todos os tratados apresentaram diferencas sutis em sua morfologia, contudo ja era
perceptivel que os explantes que estavam sendo cultivados em baixa temperatura (Figs 3 g, i,
k) mostraram uma perda da pigmentacdo caracteristica da linhagem marrom. Ja com 28 dias,
as diferencas ficam mais evidentes. Em relagéo a cor, todos os tratamentos do grupo controle
estavam bem pigmentados (Figs 3b, d, f) e apresentaram formagé&o de eixos eretos. C/VS obteve
uma média superior de eixos eretos amostrados em relacdo ao C/BFT e C/BFA, como mostra a
Figura 3. Entre os tratamentos do grupo “temperatura” com 28 dias de experimento a perda de
pigmentacdo é mais agravada, com explantes de T/BFA mais esverdeados do que T/VS e
T/BFT. A quantidade de eixos eretos também ¢ reduzida no grupo “temperatura” em relacao ao

controle, com poucos eixos encontrados em T/VS e T/BFT, e nenhum em T/BFA.

17



14d 28d

CIvs 4

C/BFT ‘

C/BFA E /]

ws| g ==

T/BFT = .

T/BFA = =

Figura 3: Morfologia dos explantes de Kappaphycus alvarezii com 14 dias (a,c,e,g,i,k) e 21 dias (b,d,f,h,j,I).
(a,b) explantes controle tratados com meio von Stosch a 24°C. (c,d) explantes controle com efluentes de BFT a
24°C. (e,f) explantes controle com BFA a 24°C. (g,h) explantes com von Stosch a 16°C. (i,j) explantes com
efluentes de BFT a 16°C. (k,l) explantes com BFA a 16°C. Note que todos os tratamentos “controle” tiveram
formacdo de eixos eretos ao final do experimento. Todos do grupo “temperatura” ficaram com aspeCto mais

esverdeado em 28 dias, principalmente T/BFA (1).
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Figura 4: Formacao de eixos eretos nos explantes de Kappaphycus alvarezii apds 28 dias de cultivo (n=4, média
+ DP). As letras associadas as barras representam diferengas estatisticas entre cada amostra, segundo teste ANOVA
multifatorial (p< 0,05).

Os resultados obtidos com a quantificacdo de clorofila a e carotenoides (Figura 5) ap6s
28 dias de cultivo mostram gque houve diferencas consideraveis entre os tratamentos. Na Figura
5a 0 C/BFT obteve a maior quantidade de clorofila a do que C/VS e C/BFA, também o T/BFT
superou os outros dois tratados do grupo “temperatura”. Os tratamentos com von Stosch, apesar
de ter um bom resultado no controle, obteve uma queda consideravel para o T/VS. Por fim, os
tratamentos com BFA tiveram a menor quantificacdo de clorofila a entre os tratamentos, com
T/BFA sendo a menor amostrada. Para os carotenoides (Figura 5-b), notam-se algumas
semelhangas com as andlises estatisticas. Explantes cultivados com efluentes de BFT e von
Stosch obtiveram a maior quantificacdo para o grupo controle, contudo BFT obteve uma maior
quantificagdo no grupo “temperatura”. Por fim, tanto os tratamentos T/VS e T/BFA quanto o
controle C/BFA ndo mostraram diferencas estatisticas, apresentando os menores valores em

quantidade de carotenoides.
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Figura 5: (a) Quantificacdo de clorofila a e (b) carotenoides amostrados apds 28 dias de experimento de explantes
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de Kappaphycus alvarezii. Tratamentos com efluentes de BFT mostraram a maior taxa, tanto entre o grupo controle
quanto entre o grupo “temperatura” para clorofila. Para carotenoides, a solu¢do von Stosch e BFT obtiveram a
maior quantificacdo para o grupo controle, e BFT se destacou no grupo temperatura. Por fim, tratamentos com
BFA mostraram a menor taxa em ambos 0s grupos para 0s dois pigmentos. As letras associadas as barras

representam diferencas estatisticas entre cada amostra, segundo teste ANOVA multifatorial (p< 0,05).

ApoOs 28 dias de experimento também foram quantificadas as ficobiliproteinas:
ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina (Figura 6). Similar a quantificacdo de clorofila a, os
tratamentos com efluentes de BFT obtiveram a maior taxa dentro de cada grupo (controle e
“temperatura’) desses trés pigmentos, nao havendo diferenca estatistica entre C/BFT e T/BFT.
Para ficoeritrina (Fig. 6a) o C/BFA obteve quantidades idénticas de pigmentos ao C/VVS e T/VS,
mostrado pela diferenca estatistica abaixo. Por fim, o T/BFA ficou abaixo obteve a menor
guantidade amostrada para ficoeritrina. Para ficocianina (Fig. 5b) e aloficocianina (Fig. 6¢) os

tratamentos com efluentes de BFT também se destacaram dos demais. N&o houve diferenca
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estatistica para C/VS, C/BFA e T/VS e, em ambos pigmentos, o T/BFA obteve a menor

amostragem de ficocianina e aloficocianina.
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Figura 6: Quantificacdo de ficobiliproteinas: ficoeritrina (a), ficocianina (b) e aloficocianina (c) ap6s 28 dias de
experimento de explantes de Kappaphycus alvarezii. Explantes cultivados com efluentes de BFT obtiveram as
maiores taxas nos trés tipos de ficobiliproteinas, tanto nos grupos controle quanto nos grupos “temperatura”.
Explantes com von Stosch e BFA obtiveram resultados semelhantes em grande parte, exceto nos grupos
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“temperatura”, onde T/BFA ainda apresentou a menor amostragem dentre as solu¢@es nutritivas em estudo. As
letras associadas as barras representam diferengas estatisticas entre cada amostra, segundo teste ANOVA
multifatorial (p< 0,05).

5. DISCUSSAO

A macroalga Kappaphycus alvarezii ¢ uma das algas mais utilizadas para producéo de
carragenana kappa, contudo seu cultivo no sul do Brasil se torna complicado devido a queda de
temperatura da dgua (HAYASHI et al., 2010). O efluente de BFT (biofloc Technology) vem
mostrando excelentes resultados para substituicdo de von Stosch em sistemas indoor (CRAB et
al., 2012; PIRES et al., 2021). Além dele, o bioestimulante de algas (BFA) ja mostrou
efetividade no cultivo de plantas quando em ambientes de estresse (DEOLU-AJAYI1 et al.,
2022; KUMAR et al., 2020; MEYER et al., 2021).

No presente estudo, comparando os trés tratamentos controle percebe-se que 0 meio
von Stosch se destacou tanto na taxa de crescimento (6,905 %dia™, em 28 dias de experimento)
quanto na formacao de eixos eretos para os explantes de Kappaphycus alvarezii. Contudo, no
trabalho de Pires e colaboradores (2021) com talos de K. alvarezii, a taxa de crescimento obtida
com von Stosch 50% e BFT 25% ndo mostrou diferenca estatistica. A concentracdo de BFT
poderia ser um motivo, porém De Martino (2021) e Pires (2021) concluiram que BFT a 25%
mostrava melhores resultados para desenvolvimento de K. alvarezii. Nos trabalhos destes
autores foram utilizados talos de K. alvarezii para avaliar os efeitos da solugéo von Stosch e
BFT, contudo no estudo atual foram utilizados explantes desta macroalga. 1sso pode mostrar
gue o meio von Stosch 50% fornece mais nutrientes para a regeneracao inicial dos explantes do
que BFT e dessa forma possibilitou maiores taxas de crescimento para K. alvarezii quando
tratados com von Stosch. Porém vale ressaltar que os explantes tratados com efluentes de BFT
em temperaturas ideais obtiveram taxas de crescimento superiores (2,291 %dia*) as observadas
nos estudos de Hayashi e colaboradores (2008) (0,8% dia?), Li e colaboradores (1990) (0,8%
dial), Pires (2014) (2,23 %dia?) e inferiores as taxas amostradas por Rodrigueza e Montafio
(2007) (2,75% dia™), mostrando sua eficiéncia mesmo no desenvolvimento de explantes de K.
alvarezii. O modo de uso do BFT pode também ter afetado as taxas de crescimento. No estudo
atual o biofloco foi decantado para remocao de particulas em suspensdo, contudo no estudo de
Carvalho e colaboradores (2023) com Ulva lactuca, quando decantado o efluente de BFT
mostrou uma taxa de crescimento um pouco menor do que VS50, enquanto seu uso com

particulas em suspensao resultou em taxas de crescimento semelhantes ao von Stosch.
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Os resultados em relagcdo a solugdo nutritiva BFA demonstraram que a mesma nao
contribuiu para o desenvolvimento dos explantes de K. alvarezii em ambas as temperaturas.
Bioestimulantes de algas sdo muito estudados para aplicacdo em culturas de plantas, porém seu
uso para desenvolvimento em algas precisa ser mais elucidado. Os explantes cultivados com
BFA mesmo tendo a adicdo da solucdo nutritiva von Stosch, pareceu prejudicar o seu
desenvolvimento, visto que a formacdo de eixos eretos para C/BFA foi bem discreta, e para
T/BFA houve total auséncia. A adicdo de BFA alterou a coloracdo da agua, deixando-a
esbranquicada, além de acumular residuos sobre os explantes, o que pode ter afetado o seu

desenvolvimento.

Observando a taxa de clorofila a em cada tratamento, o BFT obteve a maior quantidade
amostrada dentro de cada grupo (controle e “temperatura”). A clorofila a é o principal pigmento
fotossintético, encontrada em associacdo com complexos multiproteicos dentro de cloroplastos,
sua estrutura consiste de um anel porfirinico composto por quatro anéis pirrélicos associados a
um ion Magnésio (NOBEL, 2009; FALKOWSKI, RAVEN, 2013). Sabendo que efluentes de
biofloco s&o ricos em compostos nitrogenados, percebe-se um aumento na producéo de clorofila
a em explantes K. alvarezii quando cultivados nesta solucéo nutritiva, mesmo quando mantida
em temperaturas mais baixas. O uso da solucdo nutritiva von Stosch manteve a concentracao
de clorofila a somente em condicGes ideais de temperatura. Os tratamentos com BFA tiveram
a menor quantificacdo de clorofila a de cada grupo, corroborando com a ideia de que, além de
prejudicar o crescimento desta macroalga, também interfere na sintese desse pigmento téo
importante. Essas taxas de clorofila baixas podem explicar o porqué dos explantes tratados com

BFA terem crescido pouco, além de haver pouca formacéo de eixos eretos.

Para a taxa de carotenoides, resultados semelhantes foram obtidos. Esses pigmentos
acessorios sao componentes essenciais para fotossintese devido a sua capacidade fotoprotetora
e antioxidante (HARRIS, STERN, WITMAN, 2009). Tratamentos com efluentes de BFT
apresentaram uma taxa maior de carotenoides em relacdo ao BFA e idénticas a von Stosch,
mostrando como essa solugdo nutritiva otimiza a produgdo de pigmentos em Kappaphycus
alvarezii. Semelhante a analise de clorofila a, T/VS mostrou que a temperatura dificulta

também a producéo de carotenoides quando essa macroalga é cultivada em von Stosch.

Explantes de K. alvarezii com a solucao nutritiva BFT também apresentaram as maiores
taxas de ficobiliproteinas. Ficobiliproteinas séo pigmentos fotossintéticos que se encontram em
complexos multiproteicos denominados ficobilissomos. Elas permitem que cianobactérias e
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algas vermelhas absorvam um maior espectro luminoso do que o possivel apenas com clorofila
a, permitindo a esses organismos a ocupacao de ambientes e nichos que ndo seriam possiveis
apenas com clorofila (DAGNINO-LEONE et al, 2022). Diferente das taxas de clorofila a e
carotenoides, a producdo de ficobiliproteinas nos explantes de K. alvarezii nédo foi tdo afetada
pela temperatura baixa. Comparando o efeito das solugdes nutritivas no grupo controle e no
grupo “temperatura” se percebe que ndao houveram diferencas estatisticas, exceto para
tratamentos com BFA. Esses resultados juntamente com as taxas de clorofila e carotenoides
corroboram com a coloragéo observada nos explantes cultivados com BFA, com varios bastante

despigmentados e alguns comecando a perder totalmente a pigmentacao.

Dessa forma, quando submetidos a temperaturas inferiores a ideal, os explantes de
Kappaphycus alvarezii ndo tiveram sucesso, independente de qual solucdo nutritiva foi
utilizada. 1sso pois com 28 dias de experimento todos os tratamentos estavam com perdendo
peso. Por outro lado, quando cultivados em temperaturas ideais, 0s explantes cultivados com a
solucdo nutritiva von Stosch tiveram as melhores taxas de crescimento, enquanto BFT obteve
resultados favoraveis para todas as taxas de pigmento, mesmo em baixas temperaturas.
Contudo, o uso de bioestimulante neste trabalho se mostrou ineficiente para o desenvolvimento

de explantes de K. alvarezii.

De maneira geral, ambas as solu¢des nutritivas von Stosch e efluentes de BFT se
mostraram promissoras em temperaturas ideais, assim concluimos com este trabalho que,
quando utilizada técnicas de micropropagacao com Kappaphycus alvarezii, 0 meio von Stosch
possibilita uma maior regeneracdo dos explantes em vista de sua composigdo, e
consequentemente 0s explantes conseguem obter taxas de crescimento mais elevadas. Da
mesma forma, a solucdo nutritiva BFT se mostrou promissora como substituta para o meio von
Stosch quando usada no cultivo de talos de K. alvarezii, considerando os resultados de Pires e
colaboradores (2021) bem como analises de pigmentos deste estudo. Apesar da solucdo
nutritiva BFA se mostrar ineficaz para cultivos de explantes de K. alvarezii, estudos com cultivo

de talos devem ser realizados para maior assertividade sobre o potencial deste meio.
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