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CapPiTuLO 1

INTRODUCAO GERAL

1. Introducgao

1.1. Panorama do cultivo de macroalgas no mundo

As macroalgas marinhas vém sendo utilizadas ha milénios pelos povos orientais como
parte importante de sua dieta alimentar. Além de fonte de alimentos, algumas espécies
podem ser utilizadas como matéria-prima para a producao de ficocoloides, alcangcando assim
um alto valor no mercado mundial (ARMISEN, 1995; TRONO JR., 1999; TSENG, 2001). Embora em
menor escala, as algas podem também ser utilizadas para outros fins, como por exemplo, no
complemento para racao animal (NAIDOO et al., 2006; MARINHO-SORIANO et al., 2007; ROTHMAN
et al., 2009), adubo, fertilizantes liquidos e produtos cosméticos e terapéuticos (SiLvA et al.,
1998a, DRUEHL, 2003; CARDOZO et al., 2007; ALMEIDA et al, 2011) ou como filtros biolégicos no
tratamento dos residuos gerados pela aquicultura (MARINHO-SORIANO et al., 2002, 2009; NEORI
et al., 2004; MaTos et al., 2006; MARINHO-SORIANO, 2007; ZHou et al., 2006).

A industria mundial de algas marinhas é responsavel por um valor estimado de USS
7,4 bilhdes por ano, sendo 93,8% oriundos da aquicultura e grande parte destinada aos
géneros utilizados diretamente na alimentacdo humana. Os paises do leste e sudeste da Asia
dominam a produg¢dao mundial de algas. A China é o maior produtor, sendo responsavel por
62,8%, seguida da Indonésia (13,7%), Filipinas (10,6%), Republica da Coreia (5,9%), Japao
(2,9%) e Republica Democratica Popular da Coreia (2,8%). Em termos de movimentacao
financeira, o Japdo mantém a segunda posicao devido ao elevado valor comercial do “nori”.
Atualmente, a maior producdo de algas cultivadas é de Laminaria japonica (“kombu”) (4,8
milhdes de toneladas), seguida de Kappaphycus alvarezii e Eucheuma spp. (3,8 milhGes de
toneladas), Undaria pinnatifida (“wakame”) (1,8 milhdes de toneladas), Gracilaria spp. (1,4
milhGes de toneladas) e Porphyra spp. (“nori”) (1,4 milhdes de toneladas) (FAO, 2010).

Dentre os polissacarideos comercializados, a agarana, a carragenana e o alginato sdo
0s que apresentam maior importancia econdémica, podendo ser utilizados como espessantes,

estabilizantes e geleificantes pelos mais diversificados ramos das industrias alimenticia,
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cosmeética, téxtil, farmacéutica e biotecnoldgica (McHUGH, 2003; SmMIT, 2004; BIXLER & PORSE,
2011).

O 4gar é obtido de algumas familias de algas vermelhas (Rhodophyta) principalmente
Gelidiaceae e Gracilariaceae (LAl & Li, 1997). As principais agardfitas sdo Gelidium e
Gracilaria. Embora em menor quantidade, outras espécies como Pterocladia e Gelidiella sao
também utilizadas na obtencdao desse ficocoloide. Gelidium e Pterocladia sdao considerados
os géneros que produzem o agar de melhor qualidade (forca de gel - cerca de 600 g.m™),
sendo geralmente utilizados em processos biotecnolégicos (McHUGH, 1991).

Antes da década de 1950, as espécies de Gracilaria eram consideradas inadequadas
para a exploracdao comercial por apresentarem um agar de baixa qualidade. Entretanto, a
comercializacdo de espécies desse género foi impulsionada a partir da descoberta do pré-
tratamento alcalino, responsavel pela conversao das moléculas de L-galactose-6-sulfato em
3,6-anidro-L-galactose e consequentemente aumento da forca do gel (McHuUGH, 1991). Desta
forma, cada vez mais espécies de Gracilaria sdo empregadas para producdo de agar.
Entretanto, os estoques naturais tém se mostrado insuficientes para suprir a crescente
demanda de consumo e a disponibilidade de matéria-prima tem influenciado os pregos em
todo o mundo. Assim, os cultivos em grande escala passaram a ser a alternativa mais viavel
para a sustentabilidade dessa industria. Esse género se tornou bastante empregado em
cultivos comerciais, sendo responsavel por aproximadamente 80% da produgdao mundial de
agar (BIXLER & PoORsg, 2011). Atualmente, o Chile é o maior fornecedor de Gracilaria,
representando cerca de 50% da produg¢ao mundial. Além do Chile, outros paises, como
China, Taiwan e Namibia, vém se destacando na produc¢do comercial de Gracilaria, enquanto
gue em outras localidades, o interesse em cultivar essas algas vem crescendo cada vez mais
(Brasil, Israel, México, Filipinas, Africa do Sul e Venezuela) (CRITCHLEY & OHNO, 1998; BEZERRA &

MARINHO-SORIANO, 2010; GupTA et al., 2011).

1.2.  Cultivo de algas vermelhas no Brasil

Na década de 70, a explotacdo descontrolada de agardéfitas no nordeste brasileiro
provocou uma diminuicdo drastica das reservas naturais, com o desaparecimento de varios
bancos ao longo da costa (CAMARA-NETO, 1982). Nessa época, novos incentivos foram criados

para realizacdo de experimentos de cultivos no mar em alguns estados do litoral nordestino,
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sendo encontrados valores promissores de crescimento para algumas espécies de Gracilaria
(LimA et al., 1981). No entanto, ndo foram alcancadas producdes em escala comercial,
provavelmente por falta de conhecimentos basicos sobre as espécies selecionadas para o
cultivo. Desde entdo, a explotacdo de espécies para fins comerciais no pais se resume a
coleta manual de algas dos géneros Gracilaria e Hypnea, em particular no trecho do litoral
nordestino que se estende do estado do Ceara a Paraiba (OLIVEIRA, 1998; VIDOTI & ROLLEMBERG,
2004).

Recentemente, com incentivos fornecidos pela FAO/OCB, cultivos no mar utilizando
espécies de Gracilaria em escala piloto foram realizados nos estados do Rio Grande do
Norte, Ceard e Paraiba, sendo observado em alguns casos, elevados valores de crescimento
(MARINHO-SORIANO, 2005; BEZERRA & MARINHO-SORIANO, 2010). Cultivos de macroalgas foram
também realizados no litoral baiano com o intuito de selecionar espécies que apresentassem
maior potencialidade, sendo G. cornea escolhida como a mais vidvel para o sistema testado
(AccioLy & PauLA, 2002; AccioLy, 2005). Outros experimentos de cultivo em ambientes
diferentes, como estuarios e viveiros de camardao, foram realizados com G. caudata
(MARINHO-SORIANO et al., 2002, 2009a), G. cervicornis (CARNEIRO, 2007), G. domingensis
(CasTELO-PEREIRA et al., 2007) e G. birdiae (OLIVEIRA, 2007), no Rio Grande do Norte, indicando
boas perspectivas de crescimento, com taxas mais elevadas variando de 2,28%.d™ (MARINHO-
SORIANO et al., 2009b) a 8,8%.d™ (MARINHO-SORIANO et al., 2002).

Com relacdo ao sul e sudeste do pais, estudos com Kappaphycus alvarezii foram
conduzidos no estado de Sdo Paulo (PauLa et al., 1999, 2002; HavasHI et al., 20073, b) e
outros estdo em andamento em Santa Catarina (HAYASHI et al.,, 2011). Atualmente, sdo
encontrados cultivos comerciais dessa espécie no estado do Rio de janeiro, nas baias de llha
Grande e de Sepetiba (REls et al., 2005; CASTELAR et al., 2009a, b). Além disso, em Santa
Catarina, foram realizados alguns experimentos com o objetivo de avaliar o potencial de
cultivo de G. caudata, G. domingensis e H. musciformis no mar (CuNHA et al., 1999). Nessa
mesma regido, foram obtidas excelentes taxas de crescimento para G. domingensis, com
valores semanais de até 20,21 %.d™" (YOSHIMURA et al., 2003).Uma revisdo mais detalhada dos
experimentos de cultivos realizados nas regides Sul e Sudeste do Brasil pode ser vista em

PELLIZZARI & REIS (2011).
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Apesar da existéncia de estudos e de varios registros positivos sobre o potencial de
cultivo na costa brasileira, a implementacdo dessa atividade em escala comercial ndo foi
ainda efetivada no pais. A falta de conhecimento mais detalhado com relagao a biologia e
ecologia das espécies passiveis de cultivo vem sendo apontada como uma das principais

razées do insucesso desses cultivos (OLIVEIRA, 1998; URsl & PLASTINO, 2001).

1.3. Metodologias adotadas no cultivo de macroalgas

Para atingir o cultivo comercial em grande escala, muitos estudos experimentais sdo
necessarios, incluindo aqueles relacionados aos aspectos ambientais, ecoldgicos e
bioldgicos, os quais permitem o desenvolvimento de técnicas mais apuradas de cultivo para
cada localidade (WIikFoRs & OHNO, 2001; McHuUGH, 2003).

As metodologias adotadas na maioria dos cultivos de Gracilaria utilizam a
propagacao vegetativa (BUsCHMANN et al., 2001). Nesses casos, sdo utilizados fragmentos de
algas que sdo inseridos diretamente em cordas ou em gaiolas e cultivadas no mar, em
tanques ou em viveiros (UGARTE & SANTELICES, 1992; WESTERMEIER et al., 1993; MARINHO-SORIANO
et al., 2002, 2009; NAGLER et al., 2003). A utilizacdo de fragmentos tem a vantagem de ser
relativamente simples e de facil manejo, no entanto, a reposicdo das mudas requer
quantidades consideraveis de espécimes nativos, sendo necessario o desenvolvimento de
um sistema eficaz para a conservacao das popula¢des naturais (MARINHO-SORIANO, 2005).
Uma maneira de minimizar essa explora¢cdao e ao mesmo tempo obter a biomassa necessaria
para a continuidade do cultivo é pela propagacdo por meio de esporos (GLENN et al., 1996;
ALVEAL et al., 1997) ou pelo cultivo de linhagens selecionadas e propagadas vegetativamente
(SANTELICES, 2001). O cultivo a partir de esporos é bastante promissor (GLENN et al., 1998), no
entanto, requer pessoal especializado e uma maior tecnologia para obtencdo de bons
resultados. Desta forma, a selecdo de linhagens mais adaptadas ao cultivo mostra-se como
uma alternativa pratica e vidvel, podendo ser utilizada pelas comunidades litoraneas,
promovendo a sustentabilidade do cultivo. A biotecnologia oferece algumas alternativas
praticas para a selecdo e melhoramento das linhagens de interesse comercial. O uso da
técnica de micropropagacao clonal, por exemplo, promove a multiplicacao das linhagens de
forma répida e massiva, aumentando os estoques de plantas matrizes e produzindo um

grande nimero de individuos uniformes (COLLANTES et al., 1989; 2004).
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1.4. Luz e pigmentos de algas marinhas

As macroalgas tém um importante papel na biosfera, uma vez que sdo produtores
primarios e responsdveis pela maior parte da produgao dos ecossistemas marinhos. Esses
organismos estdo na base da cadeia alimentar e servem como fonte de alimento e abrigo
para diversas espécies de organismos. Por serem organismos bentOnicos, as macroalgas
estdo sujeitas as variagdes ambientais do local onde ocorrem.

A distribuicdo dessas algas ao longo da coluna de agua pode ser influenciada por
diversos fatores, como por exemplo, luz, temperatura, nutrientes e varia¢cdo de salinidade
(LUNING, 1990). Dentre eles, a luz pode ser apontada como sendo o principal fator, uma vez
que ela influencia diretamente na eficiéncia da fotossintese (LoBBAN & HARRISON, 1997; GAo &
Xu, 2010).

A luz refere-se a faixa do espectro eletromagnético em que os comprimentos de
onda sdo visiveis ao olho humano e estd situada entre a regido do ultravioleta e
infravermelho. No entanto, existem diferencas entre a sensibilidade espectral do olho
humano e dos pigmentos fotossintetizantes das plantas.

Os trés grupos de pigmentos envolvidos na fotossintese das algas sdo as clorofilas, as
ficobiliproteinas e os carotenoides (LUNING, 1990). Esses pigmentos possuem diferentes picos
de absorcdo, e juntos eles absorvem uma ampla faixa (350 a 700nm) denominada de
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) (LoBBAN & HARRISON, 1997). A clorofila a é o
principal pigmento da fotossintese, sendo encontrada em todas as algas. As outras clorofilas,
bem como os demais pigmentos, funcionam como acessdrios na fotossintese, transferindo a
energia luminosa absorvida para a clorofila a. Além dessa funcao, as ficobiliproteinas podem
também desempenhar um papel importante no crescimento das algas, pois sdo utilizadas
como reserva de nitrogénio (KURsAR et al., 1983). Os carotenoides, por sua vez, estdo
relacionados a mecanismos de fotoprotecdo, dissipando o excesso de energia em calor (URsl
et al., 2003; ANDERSSON et al., 2006; SCHUBERT et al., 2006).

As concentracOes da clorofila a, bem como dos pigmentos acessérios, variam de
acordo com a espécie e podem ser afetadas pelas variagdes ambientais. Algumas espécies
apresentam estratégias fotobioldgicas e podem exibir alteracdes significativas do conteudo
pigmentar em resposta as diferentes profundidades e condi¢cdes de luz disponiveis no

ambiente (GOMEz et al., 2005; FIGUEROA & GOMEz, 2001). Essas acomodacdes do aparato
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fotossintetizante das algas estdo relacionadas principalmente as variagdes na quantidade e
qualidade da luz recebidas e podem conferir um maior aproveitamento da luz pela alga (BEER
& LEvy, 1983; HONSELL et al., 1984; CARNICAS et al., 1999). Neste sentido, para implantagdo de
cultivos com macroalgas, é necessario o conhecimento prévio da profundidade mais

adequada, tendo em vista o melhor aproveitamento da luz.

1.5. Consideragdes sobre a espécie em estudo - Gracilaria birdiae

O género Gracilaria tem sido alvo de varios estudos no mundo, incluindo o Brasil,
devido a sua importancia econdmica. No Brasil, esse género estad representado por 18
espécies com ampla distribuicdo, com registros desde a costa do estado do Maranhao até o
Rio Grande do Sul (OLIVEIRA & PLASTINO, 1994). Dentre essas espécies, destaca-se Gracilaria
birdiae Plastino & E.C. Oliveira que passou a ser alvo de diversos estudos por ser uma das
principais espécies explotadas no nordeste brasileiro para a producdo de agar (PLASTINO &
OLIVEIRA, 2002). Trata-se de uma espécie de talo cilindrico e espermatangios com distribuicdo
do “tipo-henriquesiana”, que ocorre desde a costa do estado do Ceara, até o Espirito Santo
(PLASTINO & OLIVEIRA, 2002). Seu histérico de vida é do tipo Polysiphonia, apresentando uma
fase haploide (gametdfitos) e duas fases diploides (carpospordfito e tetrasporéfito) (Costa &
PLASTINO, 2001). O tetrasporéfito e o gametdfito sdo isomdrficos e independentes, enquanto
gue o carposporofito desenvolve-se sobre o gametdéfito feminino. Esse carposporéfito é
protegido por células do gametdfito e forma uma estrutura hemisférica facilmente
identificada na superficie do talo denominada de cistocarpo. Os esporos diploides
(carpdsporos) sao liberados gradativamente através do orificio presente no cistocarpo
(ostiolo). Cada carpdsporo pode desenvolver um novo individuo diploide (tetrasporéfito).
Quando fértil esse tetrasporéfito produz tetrasporangios, que sofrem meiose, originando os
esporos haploides (tetrasporos). A germinacdo dos tetraspdros resulta em gametéfitos

masculinos ou femininos (OLIVEIRA & PLASTINO, 1994; KAIN (JONES) & DEsTOMBE, 1995) (Figura 1).
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Tetrasporangios
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Figura 1. Histdrico de vida de G. birdiae. Modificado de OLIVEIRA & PLASTINO (1994) E
KaIN (JONES) & DeEsTOMBE (1995).

No ambiente natural, as populacdes de Gracilaria birdiae geralmente exibem as duas
fases livres do histdrico de vida, sendo, no entanto encontradas diferencas nas proporg¢des
entre gametdfitos e tetrasporofitos (ArRAUJO, 2005).

Grande parte dos trabalhos realizados em Gracilaria birdiae inclui abordagens
referentes a diversidade intraespecifica (PLASTINO, 2004). Variantes pigmentares isolados da
natureza ou do laboratdrio vém sendo caracterizados sob diferentes aspectos: heranga de
cor e composicao pigmentar (CosTA, 2000; CosTA & PLASTINO, 2001, 2011; URsI et al., 2003;
PLASTINO et al., 2004; DoONATO, 2005), crescimento (URsI, 2000; URSI & PLASTINO, 2001; PLASTINO
et al., 2004; BArurl, 2004; DONATO, 2005), fotossintese (Ursl et al., 2003; DoNATO, 2005; AYRES,
2010), polissacarideos (URrsl, 2005) e ultra-estrutura (PLASTINO & CosTA, 1999; AYRres, 2010).
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Além disso, os efeitos da radiacdo UV-B foram avaliados em diferentes linhagens
selecionadas (AYRes, 2010).

Gracilaria birdiae vem sendo testada em alguns cultivos experimentais em estudrios
(MARINHO-SORIANO et al., 2006), e em consorcios com camardo (OLIVEIRA, 2007; MARINHO-
SORIANO et al., 2009b) e no mar (BEzERRA & MARINHO-SORIANO, 2010). Esses trabalhos

apresentaram taxas de crescimento para a espécie variando entre 3,6 %.d" e 7,45 %.d™.
2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar aspectos da diversidade intraespecifica de Gracilaria birdiae quando
cultivada no mar e propiciar subsidios para possivel explotacdo comercial de linhagens
selecionadas. Para melhor atingir esse objetivo, foram monitorados diferentes fatores
abidticos na regido escolhida, levando-se em conta a sazonalidade. Além disso, uma
populacdo local foi monitorada, visando relacionar a sua dindmica com as variagles

sazonais.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a dindmica de uma populacdo de Gracilaria birdiae considerando-se o
comprimento do talo de seus individuos, bem como a frequéncia de diferentes estadios
reprodutivos (tetrasporofito, plantas cistocarpicas e gametofito masculino).

- Cultivar no mar, em dois periodos diferentes (chuvoso e seco), linhagens de
Gracilaria birdiae selecionadas, considerando-se trés profundidades e avaliando-se: i,

crescimento; ii, fotossintese; iii, conteudo pigmentar (clorofila a, carotenoides totais,

ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina); e iv, rendimento e qualidade de polissacarideos.
3. Materiais e Métodos

3.1. Material biolégico

Para os experimentos de cultivo no mar, foram utilizadas, em triplicata, quatro
linhagens tetrasporofiticas de Gracilaria birdiae: (i) espécimes de coloracdo vermelha

(selvagem) procedentes do Estado do Rio Grande do Norte (vm-RN) e (ii) espécimes de
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coloragdo vermelha (selvagem) (vm-CE), (iii) marrom-esverdeadas (me-CE) e (iv) verde (vd-
CE) obtidos por propagacdo vegetativa de talos tetrasporofiticos provenientes do “Banco de
germoplasma de algas gracilarioides” do Laboratério de Algas Marinhas “Edison José de
Paula” (LAM), IBUSP, a partir de cultivos unialgaceos.

As linhagens provenientes do banco de germoplasma foram estabelecidas a partir de
plantas originadas de tetrdsporos liberados por um espécime de fendtipo selvagem
(coloracdo vermelha - vm) coletado em Paracuru, Estado do Ceara, por E.M. Plastino e M.
Guimardes em 01/03/1994. As plantulas derivadas desses esporos apresentavam coloragGes
vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) e foram cultivadas separadamente (CosTA
& PLASTINO, 2011). A linhagem de coloracdo verde (vd-CE), por sua vez, surgiu de um
espécime tetrasporofitico, originado a partir do cruzamento entre gametéfitos Qvm e Ime,
que diferenciou espontaneamente um ramo de coloragdo verde (vd-CE) (COSTA & PLASTINO,
2011) e posteriormente foi propagado vegetativamente.

A linhagem vermelha-nativa (vm-RN) foi obtida de culturas unialgaceas estabelecidas
a partir de carpdsporos liberados por espécimes (triplicata) coletados na Praia de Rio do

Fogo, RN, Brasil por M.A.A. Carneiro Davim em 22/01/2008.

3.2. CondigOes gerais de cultivo em laboratério
3.2.1. Manutencdo das algas no Laboratério de Algas Marinhas (IBUSP)

A agua do mar utilizada para manutencao das linhagens no banco de germoplasma
do LAM (IBUSP) foi coletada no municipio de Sdo Sebastido (SP), submetida a dupla filtragem
em filtro de pressdo (Cuno) com porosidade de 5 a 1 um e esterilizada por aquecimento em
banho-maria durante 60 min, contados a partir do momento de fervura. A salinidade foi de
32 ups. A dgua do mar foi renovada semanalmente e enriquecida com solugdo von Stosch
modificada (URsl & PLASTINO, 2001), diluida a 12,5%, com acréscimo de nitrato (NO*) na
concentracdo de 0,250 mM (CosTA, 2005).

As algas foram mantidas em cdmaras de cultivo com temperatura de 25°C + 1 e
fotoperiodo de 14h. A radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) foi de 70 + 10 umol
fotons.m™2.s?, provinda de lampadas fluorescentes “Luz do Dia” (Osram 40 W) e mensurada
com um sensor esférico (Li-COR modelo LI-193), conectado a um medidor de quanta (Li-COR

modelo LI-185).
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A aeracgdo foi empregada por periodos alternados de 30 min. O ar foi fornecido por
um compressor radial isento de 6leo (Ibram CR-03), sendo inicialmente borbulhado em um

frasco contendo agua destilada, que serviu como filtro e umidificador.

3.2.2. Manutencao das algas no laboratdrio de Macroalgas Marinhas da UFRN

As linhagens procedentes do LAM/IBUSP foram transportadas para o Laboratério de
Macroalgas Marinhas do Departamento de Oceanografia e Limnologia (DOL) da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) em frascos tipo Falcon, preenchidos
com agua do mar enriquecida (von Stosh 12,5%) (URsI & PLASTINO, 2001). No laboratdrio, as
algas foram transferidas para frascos conicos. Durante a fase inicial de propagacdo, os ramos
eram mantidos em frascos de 250 ml, sendo posteriormente transferidos para frascos
maiores (1000 ml).

A 3dgua do mar utilizada foi coletada na praia de Mae Luiza, Natal (RN) e
disponibilizada pelo Centro Tecnolégico da Aquicultura, sediado no Departamento de
Oceanografia e Limnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. A salinidade foi
de 34 ups. A agua do mar foi enriquecida com solucdo von Stosch, diluida a 12,5% (URrsI &
PLASTINO, 2001). O meio de cultura foi renovado semanalmente. A aeracdo foi empregada em
periodos alternados de 30 minutos e fornecida por um compressor radial isento de éleo
(Ibram CR3). A temperatura foi de 26 + 1°C, e a irradidncia de 80 umol de fétons.m?.s™
provinda de lampadas fluorescentes “Luz do Dia” (Osram 40 W). O fotoperiodo adotado foi
de 12h. Apds um periodo de propagacdo de 3 meses, as linhagens foram utilizadas nos

experimentos de cultivo no mar.

3.3. Local de estudo

Esse estudo foi realizado na praia de Rio do Fogo, municipio de Rio do Fogo, estado
do Rio Grande do Norte, situada no litoral nordestino do Brasil entre as coordenadas
5°15'41"S - 35°23'11“W (Figura 2). O rio da cidade, denominado Rio do Fogo, desagua
proximo ao banco de algas (aprox. 500 m de distancia) e, de acordo com o regime de chuvas,
é responsavel pelas flutuacOes de salinidade e nutrientes registradas no local. O clima da

regido é descrito como tropical sub-Umido, sendo identificadas duas estacdes distintas: (i)
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chuvosa, compreendendo o periodo de marco a agosto; e (ii) seca, entre os meses de

setembro e dezembro e janeiro a fevereiro.
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Figura 2. Localizacdo geografica da praia de Rio do Fogo, litoral norte do estado do Rio
Grande do Norte, Brasil.

Essa praia foi escolhida por apresentar caracteristicas favordveis para o cultivo de
algas. De acordo com MouURA (2007), a praia de Rio do Fogo apresenta uma costa abrigada de
correntes e possui familias que vivenciam a coleta de algas ha varios anos. Outro aspecto
levado em consideracdo foram os incentivos gerados pelo Governo Federal (Ministério da
Pesca e Aquicultura - MPA) e a Organizacdo das Nag¢des Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAQ) para a criacdo do Projeto Desenvolvimento de Comunidades Costeiras
(DCC), o que facilitou o desenvolvimento dos cultivos de pequeno porte na regido e a
obtencdo da licengca ambiental para o cultivo e extrativismo de macroalgas em uma area de

10 hectares.
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3.4. Dados climatolégicos e parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros ambientais (temperatura da agua, salinidade, pH e transparéncia da
agua) foram registrados em todos os experimentos realizados em campo a partir de uma
sonda multiparametros (Horiba U-10) e um disco de Secchi. Amostras de 4gua (300 ml)
foram coletadas nos locais dos experimentos, fixadas (H,SO4 - 2M), filtradas (Whatman
GF/3) e congeladas até o momento da andlise (SiLvA, 2004). O nitrogénio inorganico
dissolvido (DIN = NH;" + NO3™ + NO,') e o ortofosfato (PO4'3) foram analisados de acordo com
os métodos descritos por STRICKLAND & PARSONS (1972). Dados de precipitagao pluviométrica
(mm/més) e radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) foram obtidos no Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) e Centro Regional do Nordeste do Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais. Os valores de precipitagcdo correspondem ao acumulado mensal (mm/més) e os de

PAR compreendem as médias diarias dos registros obtidos a cada 30 minutos.

3.5. CondigOes gerais de cultivo no mar

Ramos propagados a partir de individuos pertencentes a cada uma das linhagens
vermelha (vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE), verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN)
(trés individuos por linhagem), foram selecionados para a preparacdao de mudas utilizadas
nos cultivos no mar. Esses cultivos foram realizados em trés profundidades diferentes (30, 50
e 80 cm) e em duas estacdes do ano distintas (chuvosa e seca). Alteracbes do tempo de
permanéncia das linhagens no mar (curta e longa duragdo) sdo apresentadas nos demais

capitulos.
3.5.1. Preparacgdo das estruturas de cultivo

Foram confeccionados trés modulos de cultivo, distribuidos em trés profundidades
diferentes (30 cm, 50 cm e 80 cm). Esses médulos foram constituidos por trés cordas de
nylon (8 mm) de 1,2 m, presas pelas extremidades a tubos de PVC de 1 m de comprimento.
Os moddulos foram mantidos nas diferentes profundidades por meio de flutuadores
confeccionados por tubos fechados nas extremidades e amarrados aos mdédulos por cordas.
Para a fixacdo do sistema ao fundo, foram utilizadas duas ancoras de aproximadamente 10

kg, unidas ao mddulo por cordas de nylon (10 mm). As ancoras foram produzidas utilizando
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50 cm de tubo de PVC (100 mm) preenchido com cimento e brita, por onde se prendiam 3

cabos de ferro torcidos em forma de garras.
3.5.2. Preparacao e distribuicao das mudas por médulo de cultivo

Cada linhagem foi representada por trés mudas de individuos diferentes (repeti¢des).
Cada muda foi composta por 10 apices de 6 - 8 cm de comprimento de um mesmo individuo
(aproximadamente 1g). Os apices foram primeiramente amarrados com cordado de algodao e
depois com fitilho de cores distintas para posterior identificacdo das linhagens: branco (vm-
RN), vermelho (vm-CE), dourado (me-CE) e verde (vd-CE). Em seguida, cada muda foi inserida
em uma bolsa de nylon com malha de 1x1 cm, e essas bolsas foram amarradas as fibras das
cordas presentes nos mddulos de cultivo. Em cada corda, foram inseridas 5 bolsas, sendo
uma delas vazia (sem muda), que foi utilizada para calculo final de massa fresca das algas. As
outras quatro bolsas continham um representante das quatro linhagens utilizadas,
totalizando 12 bolsas com algas por mddulo. O posicionamento das bolsas no mdédulo foi
realizado de forma aleatéria por meio de sorteio e a distancia entre elas foi de 15 cm (Figura

3).

e R S S s s R S e s e Ancoras para fixagdo da estrutura
prorzensssssensensesnsessesnsanssaneseosanssnnoy Boias de Isopor (sinalizagdo)

Canos de PVC

Cabo de estabilizagao

Figura 3. llustragdo no mddulo de cultivo utilizado para cada profundidade (30, 50 e 80 cm)

durante os cultivos na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil.
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3.6. Determinagao da massa fresca e taxas de crescimento

A massa fresca de Gracilaria birdiae foi determinada por pesagem individual das
bolsas em balanca digital com precisdao de 0,1 g. Para isso, as cordas posicionadas nas trés
profundidades eram removidas das estruturas de cultivo e as bolsas eram limpas
minuciosamente, para remocado das epifitas e sedimentos. A massa fresca final foi calculada
a partir da diminui¢dao do valor médio das bolsas vazias. As taxas de crescimento didrio (TCs)
para cada linhagem foram determinadas com base nos valores de peso Umido das trés
repeticdes obtidos no inicio e ao final de cada periodo amostral, segundo LIGNELL & PEDERSEN
(1989):

TC = [(Pf/Pi)¥t - 1] x 100,

onde, Pf é igual ao peso final (g), Pi é igual ao peso inicial (g) e t é o intervalo de tempo entre

as duas medidas (dias).

3.7. Determinagao do contetido pigmentar

Amostras de 200 mg (massa fresca) de Gracilaria birdiae, em triplicata, foram
selecionadas e lavadas em agua destilada, sendo removido o excesso de agua com papel
absorvente. A extracdo dos pigmentos (ficobiliproteinas, clorofila a e carotenoides totais) foi
realizada tanto em material cultivado em laboratério, quanto nas algas apds os
experimentos de cultivo no mar. Para isso, amostras do laboratdrio foram selecionadas no

mesmo dia em que as algas foram transferidas para o cultivo no mar.

3.7.1. Ficobiliproteinas

A metodologia de extracdo foi baseada em KuRsAR et al. (1983) com modificacGes
(PLASTINO & GUIMARAES, 2001). As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, sendo em
seguida acrescentados 4 ml de tampao fosfato 50 mM, pH 5,5. A solucdo obtida foi
centrifugada por 20 minutos a 44.000 g a 4°C. O sobrenadante contendo as ficobiliproteinas
foi transferido para tubos de ensaio, sendo vedados e mantidos no escuro a temperatura de
4 °C, até a leitura em espectrofotdmetro. O sedimentado foi utilizado para determinacdo da
clorofila a e carotenoides totais, descritos a seguir.

A determinacdo da concentracdo de ficobiliproteinas foi baseada nas equacgbes

descritas por KURSAR et al. (1983):
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FE = 155,8 : A49315 - 40,0 . A514— 10,5 * A551
FC= 151,1 : A614— 99,1 . A651
AFC = 181,3 : A651 - 22,3 * A514

onde, FE = concentracdo de ficoeritrina, FC concentracdo de ficocianina, AFC =
concentragdo de aloficocianina e A, = absorbancia no comprimento de onda x. Os resultados

foram padronizados pela massa fresca da amostra, e expressos em ug.g'l.

3.7.2. Clorofila a e carotenoides totais

A extracdo dos pigmentos lipossoluveis foi realizada utilizando o material
sedimentado na centrifugacdo do extrato de ficobiliproteinas, descrito anteriormente. Esse
material foi ressuspendido em 2 ml de N,N-dimetilformamida (DMF 99,8%) e mantido no
escuro por 3 horas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 19.000 g a 4°C por
20 minutos. O sobrenadante, contendo a clorofila a e os carotenoides totais, foi transferido
para tubos de ensaio vedados, que permaneceram no escuro a temperatura de 4 °C até a
leitura em espectrofotdmetro (WELLBURN, 1994).

As concentracdes de clorofila a e carotenoides totais foram baseadas nas equacdes

descritas por WELLBURN (1994) com modifica¢des:
Cla =11,65 - (Agss — A7s0)

i 1000 x (A4go - A750) - 0,89 Cla
Carotenoides = ,

245

onde, Cla = concentragao de clorofila a e A, = absorbancia no comprimento de onda x. Os

. -1
resultados foram padronizados pela massa fresca da amostra, e expressos em mg.g .

3.7.3. Espectros de absorcao

Os espectros de absor¢cdo foram obtidos apds a leitura em espectrofotometro
Hewlett Packard 8452A, utilizando-se cubetas de quartzo de percurso éptico de 10 mm.
Foram registradas as absorbancias no intervalo de 400 a 700 nm (UV-visivel). A calibragem
do aparelho foi realizada com solu¢cdes de tampao fosfato para ficobiliproteinas e DMF para

a clorofila a e carotenoides totais.
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CAPITULO 2

FENOLOGIA DE UMA POPULAGAO DE Gracilaria birdiae (GRACILARIALES,

RHODOPHYTA) NO ESTADO DO RI0 GRANDE DO NORTE, BRASIL

Artigo publicado

CARNEIRO, M.A.A.,, MARINHO-SORIANO, E. & PLASTINO, E.M. (2011) Phenology of an
agarophyte Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira (Gracilariales, Rhodophyta) in

Northeastern Brazil. Rev. bras. farmacogn. 21(2): 317 — 322

ABSTRACT

The reproductive phenology and thallus length of Gracilaria birdiae were studied over a
period of 12 months in a natural bed in Northeastern Brazil. Fertile specimens of G. birdiae
were observed during the entire study period. Tetrasporophytes were the most common
with an annual mean of 80.1 + 5.6%, followed by cystocarpic plants (9.3 + 3.4%), male
gametophytes (8.3 + 3.6%) and infertile plants (2.2 + 3.4%). Only male gametophytes and
infertile plants showed a variation in occurrence frequency during the year (p<0.05). With
respect to thallus length, a distinct seasonal variation was observed for all reproductive
stages (p<0.05), with the highest values recorded during the rainy season (March to August)
and the lowest in the dry season (September to February). The results demonstrate that the
size of individuals in this population is significantly affected by the periodic changes in the

environment caused by rainfall regimes and hydrodynamism.

RESUMO

A fenologia reprodutiva e o comprimento do talo de Gracilaria birdiae foram estudados
durante o periodo de 12 meses em uma populacdo do nordeste do Brasil. Durante todo o
periodo de estudo foram observados exemplares férteis de G. birdiae. Os tetrasporofitos
foram os mais comuns, com média anual de 80,1 £ 5,6%, seguidos das plantas cistocarpicas

(9,3 £ 3,4%), gametdfitos masculinos (8,3 + 3,6%) e plantas inférteis (2,2 + 3,4%). Somente os
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gametofitos masculinos e as plantas inférteis apresentaram variacdo em sua frequéncia de
ocorréncia durante o ano (p<0,05). Quanto ao comprimento do talo, foi observada uma
distinta variagao sazonal para todos os estadios reprodutivos (p<0,05), com os valores mais
altos registrados durante o periodo chuvoso (mar¢o a agosto) e os mais baixos no periodo
seco (setembro a fevereiro). Os resultados obtidos demonstraram que o tamanho dos
individuos dessa populacdo é afetado de forma significativa pelas mudangas periddicas do

ambiente ocasionadas pelos regimes de chuvas e hidrodinamismo.

1. Introdugao

O género Gracilaria (Gracilariales, Rhodophyta) é amplamente distribuido nas regides
tropicais e temperadas do mundo e esta representado por mais de 110 espécies (CRITCHLEY,
1993; OLIVEIRA & PLASTINO, 1994). Esse género apresenta uma grande importancia econ6mica
em varios paises devido ao seu contelddo de dgar e rapido crescimento (ARMISEN, 1995; KAIN
(JonEs) & DestomBe, 1995), sendo atualmente responsdvel por cerca de 80% da produgdo
mundial de agar (BIXLER & PORSE, 2011). O histérico de vida é do tipo Polysiphonia, com
semelhancas morfoldgicas entre as fases gametofitica (n) e tetrasporofitica (2n). No entanto,
a ocorréncia de diferentes estruturas reprodutivas em um mesmo talo pode ser observada, e
estd relacionada a falhas mecanicas (germinacdo in situ de tetraspdros), genéticas ou
citoldgicas (OLIVEIRA & PLASTINO, 1994; KaIN (JONES) & DESTOMBE, 1995).

Estudos realizados em populagdes naturais de Gracilaria demonstram uma maior
predominancia das formas tetrasporofiticas, além de indicar uma menor quantidade de
gametofitos masculinos em relacdo aos femininos (MARINHO-SORIANO et al., 1998, ORDUNA-
RoJAs & ROBLEDO, 2002, POLIFRONE et al., 2006). Essa variacdo esta relacionada principalmente
as diferencas nas taxas de sobrevivéncia e fertilidade dos individuos haploides e diploides
(RICHERD et al., 1993).

A frequéncia de ocorréncia dos estadios reprodutivos de Gracilaria tem sido
determinada para varias espécies de regides geograficamente distintas. Nos trdpicos, os
individuos férteis estdo presentes nas populacdes durante todo o ano, enquanto que nas
regides temperadas os picos de fertilidade se restringem a um ou dois periodos, geralmente
guando as temperaturas e irradidncias sdo mais elevadas (KaIN (JONES) & DEsTOMBE, 1995;

EspINOzA-AvaLOS, 2005). Desta forma, algumas espécies de Gracilaria possuem estratégias
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reprodutivas que permitem a sincronia entre os periodos férteis e as condigdes ambientais
favordveis para a sua perenidade (MARINHO-SORIANO et al., 1998). No Brasil, estudos sobre a
fenologia do género Gracilaria sdao relativamente escassos (PINHEIRO-JOVENTINO & BEZERRA,
1980; PLASTINO, 1985; SiLvA et al., 1987; ArRAUIO, 2005).

Gracilaria birdiae é uma das principais fontes de agar do pais e ocorre desde o litoral
do Estado do Ceard até o Espirito Santo, constituindo bancos de algas perenes com relativa
abundancia (PLAasTINO & OUIVEIRA, 2002). Essa espécie tem sido alvo de varios estudos em
laboratério com o intuito de obter informacgdes sobre suas exigéncias fisioldgicas e utiliza-la
em cultivos no mar (CosTA & PLASTINO, 2001, 2011; URsI & PLASTINO, 2001; URrs! et al., 2003;
PLASTINO, 2004; PLASTINO et al., 2004; URsl et al., 2008). Trabalhos relacionados ao cultivo
dessa espécie foram realizados em diferentes ambientes, como em viveiros de camarao
(MARINHO-SORIANO et al., 2009b; OLIVEIRA, 2007), estuarios (MARINHO-SORIANO et al., 2006) e no
mar (BEZERRA & MARINHO-SORIANO, 2010), mostrando taxas de crescimento promissoras
variando entre 3,6 %.dle 7,45 %.d".

No estado do Rio Grande do Norte, a colheita de Gracilaria birdiae é realizada de
forma extrativista pelas comunidades litoraneas e desempenha um importante papel na
economia local. A coleta é realizada durante todo o ano nos periodos de marés de sizigia,
sendo que o curto intervalo entre uma coleta e outra ndo é suficiente para promover a
recuperacao completa dos bancos. Desta forma, essa atividade é a principal responsavel pela
diminuicdo gradual dos estoques de algas da regido, tornando cada vez mais preocupante a
situacdo desses recursos naturais no pais.

Esse estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de diferentes estadios
reprodutivos, bem como a variagdo no comprimento do talo de individuos de uma
populacdo natural de Gracilaria birdiae ao longo de um ano e relaciond-los como as

mudancas sazonais.
2. Materiais e Métodos

2.1. Material de estudo — Gracilaria birdiae

Este estudo foi realizado em uma populacdo de Gracilaria birdiae. Essa espécie é

encontrada com relativa abundancia na regido do nordeste brasileiro, sendo atualmente

23



Capitulo 2 — Fenologia da agarofita Gracilaria birdiae...

uma das principais fontes de matéria-prima para extracao de ficocoloides (agar) nos estados

do Rio Grande do Norte, Ceara e Paraiba (Figura 1).

2.2. Local de estudo

Este estudo foi realizado em uma populacdo de Gracilaria birdiae encontrada no
infralitoral da praia de Rio do Fogo (RN). Essa populagao estd localizada em uma regiao com
poucos registros de colheita extrativista. Os individuos de G. birdiae encontram-se fixos ao
substrato rochoso do tipo arenito-ferruginoso, tipico da regido, a uma profundidade de 0,0 a
1,2 m durante a maré baixa (altura de 0,0 cm). A descri¢cdo do local pode ser visualizada no

Capitulo 1, item 3.3.

2.3. Amostragem

O estudo foi realizado durante o periodo de janeiro a dezembro de 2008 em uma
area de aproximadamente 600 m? na regido do infralitoral. As amostras foram obtidas
utilizando um transecto de 10 m sobre o qual foram sorteados 20 pontos aleatérios. O
procedimento de coleta foi repetido trés vezes em locais diferentes, totalizando 60 pontos
amostrados para cada més. A escolha dos pontos amostrais foi determinada a cada dia de
coleta por meio de uma tabela de numeros aleatdrios gerada pelo programa Microsoft®
Office Excel 2003. O comprimento de cada individuo sorteado foi mensurado in situ. Em
seguida, foram coletadas amostras de cada exemplar e armazenadas em sacos plasticos para
posterior analise em laboratdrio. Essa andlise permitiu a distingdo entre os diferentes
estadios reprodutivos (tetrasporéfitos, plantas cistocarpicas e gametdfitos masculinos).
Plantas cistocarpicas foram identificadas a olho nu pela presenca de cistocarpos no talo. Os
tetraspordéfitos e gametéfitos masculinos foram identificados por meio de microscopio
estereoscdpico, e quando necessario, foram realizados cortes histoldgicos e visualizados em
microscopio 6tico. Talos sem a presenca de tetrasporangios, conceptaculos espermatangiais

e cistocarpos foram considerados como inférteis.

24



Capitulo 2 — Fenologia da agardfita Gracilaria birdiae...

Figura 1. Local de coleta e estadios reprodutivos de G. birdiae. A) Aspecto panoramico do
banco de G. birdiae da praia de Rio do Fogo (RN); B) Detalhe do banco; C) Aspecto geral de
plantas no banco; D) Detalhe da superficie de um ramo tetrasporofitico (escala 1 mm); E)
Detalhe da superficie de um ramo de gametdéfito masculino (escala 1 mm); F) Detalhe da
superficie de um ramo gametdfito feminino com cistocarpos (escala 2,5mm ).

2.4. Dados climatolégicos e parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua (temperatura da agua, salinidade, pH e
transparéncia da agua) foram registrados mensalmente, simultaneamente a coleta das algas.
Amostras de agua foram coletadas no local para determinacdo do nitrogénio inorganico

dissolvido (DIN = NH," + NOs + NO,) e o ortofosfato (PO4‘3). A obtengao dos dados
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climatoldgicos e determinagdo dos parametros fisico-quimicos da agua obtidos nesse estudo

estao descritos no capitulo 1, item 3.4.

2.5. Analises estatisticas

As variagdes sazonais no comprimento de talo dos individuos de diferentes estadios
reprodutivos e nos parametros ambientais registrados durante este estudo foram analisadas
utilizando-se a ANOVA unifatorial. Quando diferencas significativas foram detectadas, o
teste post-hoc Student-Newman-Keuls foi usado. O teste t-Student foi empregado para
identificar as diferencas existentes entre as estagGes chuvosa (marco a agosto) e seca
(setembro a fevereiro). A Correlacdo de Pearson foi utilizada para determinar as relagdes
existentes entre o comprimento de talo e os parametros ambientais registrados. A andlise da
proporcdo sexual (plantas cistocdrpicas x plantas masculinas) foi obtida utilizando-se o teste

x>. Todas as analises foram realizadas no programa Statistica (verso 7.1).
3. Resultados

3.1. Dados climatoldgicos e parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros ambientais registrados durante este estudo apresentaram-se de
maneira distinta nas duas esta¢des (chuvosa e seca) (Tabela 1). Os valores médios de
temperatura para a estacdo chuvosa e seca foram de 26,6 + 0,55°C e 28,7 *+ 0,46°C,
respectivamente (t=3,08; p<0,05). A salinidade manteve-se constante durante o periodo
seco com média de 34,8 + 0,4 ups, enquanto que, durante a estacao chuvosa, foi registrada
uma reducao significativa de 35 ups para 27 ups (F=2960; p<0,05). A transparéncia da dgua
esteve negativamente relacionada com a velocidade do vento (r=-0,92; p<0,05) e apresentou
seus valores mais elevados durante o inicio do ano, sendo registrado o valor maximo em
maio (135 cm). Apds esse periodo, houve uma reducdo considerdvel, atingindo valores de
até 15 cm (setembro). Quanto aos nutrientes, o DIN (NHs* + NO3; + NO,) esteve mais
elevado durante a estacdo chuvosa, sendo registrado o valor maximo em abril (9,66 + 0,07
umol.L'"). Os valores médios para a estacdo chuvosa e seca foram de 3,85 + 3,88 umol.L™ e
1,49 + 0,87 umol.L, respectivamente (t=2,67; p<0,05). O NH," foi o nutriente que mais
contribuiu para a concentragdo final do DIN, com exce¢do dos meses de abril (44,8%) e

dezembro (24,9%), em que a concentracdo do NO;3 foi mais elevada (54,5% e 63,4%,
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respectivamente). O NO, foi o que menos contribuiu para o DIN e ndo apresentou
diferencgas entre as duas estagées (t=0,63; p>0,05). O PO,> apresentou variacdo significativa
ao longo do ano (F=34,40; p<0,05), sendo observado o valor minimo em janeiro (0,08 +
0,013 pmol.L™) e 0 méximo em julho (1,76 + 0,03 umol.L™). Esse nutriente apresentou uma
correlagdo negativa com a transparéncia da agua (r=-0,82; p<0,05) e positiva com a

velocidade do vento (r=0,75; p<0,05).

Tabela 1. Dados climatoldgicos e parametros fisico-quimicos (variacdo e média + desvio
padrdo) da agua do mar na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, registrados
durante as esta¢des chuvosa (periodo entre marco e agosto) e seca (periodo entre setembro
e dezembro e janeiro a fevereiro) de 2008.

Estacdo seca Estacdo chuvosa
t-value P
Min - Mdax Média + DesvPad Min - Max Média + DesvPad
Precipitagdo (mm/més) 0,2-67,8 26,8 +23,7 286,3-542,0 426,4+ 89,6 19,46  <0,05*
PAR (umol.photons.m?.s™)  1158,9 - 1436,6 1284,2 £98,27  416,8-1077,2 860,0 £ 235,8 13,01 <0,05*
Vel. Vento (m.s"l) 4,74 - 6,00 5,32+0,43 3,14-5,01 4,07 £0,80 3,37 <0,05*
Temperatura (°C) 27,0-29,0 28,7+ 0,46 26,0-29,0 26,6 £ 0,55 3,08 <0,05*
Salinidade (ups) 34,0-35,0 348+0,4 27,0-35,0 33,3+3,1 2,14 <0,05*
pH 7,6-8,7 8,2+04 7,5-8,3 7,8%0,3 3,15 <0,05*
Transparéncia (cm) 15,0-90,0 47,0+29,4 30,0-135,0 79,6 38,9 3,86 <0,05*
NO, (umol.L?) 0,04-0,17 0,11 +0,06 0,05-0,19 0,10 + 0,06 0,63 0,535
NO; (umol.L™) 0,01-0,64 0,23+0,30 0,01-5,26 1,17 +£2,05 2,05 <0,05*
NH," (umol.L'™) 0,25-2,34 1,15+0,83 0,60 -6,48 2,58+2,38 2,54 <0,05*
DIN (umol.L™Y) 0,50 -3,04 1,50 £ 0,87 0,79 -9,66 3,85+ 3,88 2,67 <0,05*
PO,” (umol.L'™") 0,08 -1,37 0,64 +0,55 0,17-1,76 0,71+0,73 0,32 0,753

* variagGes significativas (p<0,05)

3.2. Frequéncia dos estadios reprodutivos de Gracilaria birdiae

Durante todo o periodo estudado, foram observados exemplares férteis de Gracilaria
birdiae. Os tetraspordfitos foram encontrados em maior frequéncia com média anual de
80,1 *+ 5,6% seguidos das plantas cistocarpicas (9,3 * 3,4%) e gametdéfitos masculinos (8,3 +
3,6%). Apenas 2,2 + 3,4% dos individuos amostrados apresentaram-se inférteis (Figura 2).

As frequéncias registradas tanto para os tetrasporéfitos quanto para as plantas

cistocarpicas foram semelhantes ao longo do ano (p>0,05), enquanto que os gametdfitos
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masculinos (mdx. 11,7 + 2,9% e min. 1,7 + 2,9%) e as plantas inférteis (max. 10,0 £ 0,9% e
min. 0,0 £ 0,0%) apresentaram variagao significativa (p<0,05). A proporc¢do entre as plantas
cistocarpicas e os gametofitos masculinos foi de 1:1 na maioria dos meses estudados. Em
setembro, a ocorréncia de plantas masculinas foi superior as cistocérpicas (31,8 : 91; x> =
8,16, p=0,004), enquanto que nos meses de fevereiro (41 : 92; )(2 = 11,11, p<0,001) e

outubro (40,1 : Q1; )(2 = 66,94, p<0,001) as plantas cistocdrpicas estiveram em maior

proporgao.
B Tetraspordfitos O Plantas cistocdrpicas O Gametéfitos masculinos W Plantas inférteis
100% -
80% -
70% -
60% -
50% -~
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30% -
20% -~
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JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV DEZ
Figura 2. | TEQUETICIdS UUS UMETETNES E©STduUlUs TEPTUUUTIVOS (TEUdspuTotos, —piantas

cistocdrpicas e gametofitos masculinos) e plantas inférteis de G. birdiae da praia de Rio do
Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, entre janeiro e dezembro de 2008.

3.3. Variagdao dos comprimentos dos talos de Gracilaria birdiae

Quanto ao comprimento dos talos, foi possivel observar em todos os individuos dos
diferentes estadios férteis uma distinta variagdo sazonal (p<0,05), com valores mais elevados
durante o periodo chuvoso (tetrasporofitos: 41,4 + 1,7 cm (julho); plantas cistocarpicas: 41,8
+ 5,0 cm (julho); gametdéfitos masculinos: 37,9 + 8,7 cm (junho)) (Figura 3 e Tabela 2).

As médias de comprimento de talo para os periodos chuvoso e seco foram de,
respectivamente, 38 + 3,1cm e 28,1 + 4,1 cm (tetrasporofitos: t=8,05; p<0,001), 35,4 + 4,2cm
e 28,3 + 5,5cm (plantas cistocarpicas: t=3,60; p=0,001) e 34,6 + 2,9cm e 22,1 + 4,6cm
(gametofitos masculinos: t=4,52; p<0,001). Os comprimentos dos talos dos trés estadios

férteis apresentaram correlacdes positivas com a precipitacdo (tetrasporéfitos: r=0,69,
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p<0,05; plantas cistocarpicas: r=0,67, p<0,05; gametdéfitos masculinos: r=0,83, p<0,05) e
negativa com a PAR (tetrasporofitos: r=-0,80, p<0,05; plantas cistocarpicas: r=-0,69, p<0,05;
gametofitos masculinos: r=-0,88, p<0,05). O comprimento das plantas inférteis nao
apresentou diferencas significativas entre os dois periodos (t=0,86; p=0,413), com médias de

21,3+ 3,2cm e 21,6 £ 4,3cm, para as estagOes chuvosa e seca, respectivamente.

50,0
T B Tetrasporéfitos
45,0 )
OPlantas cistocdrpicas
40,0 T O Gametdfitos masculinos
'|' I 1 -|- M Plantasinférteis
—= 35,0 | T
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Figura 3. Comprimento médio de talo para os diferentes estadios reprodutivos
(tetraspordfitos, plantas cistocarpicas e gametoéfitos masculinos) e plantas inférteis de G.
birdiae da praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, entre janeiro e dezembro de
2008.

Tabela 2. Valores médios (+ desvio padrdo), minimos e maximos dos comprimentos de talo
(cm) dos diferentes estadios reprodutivos e plantas inférteis de G. birdiae da praia de Rio do
Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, durante os periodos seco e chuvoso de 2008.

Estagao seca Estacdo chuvosa
t-value p
Min. - Max. Média = DesvPad Min. - Max. Média + DesvPad
Tetrasporofitos 25,7 -36,3 28,2+4,1 33,7-41,4 38,0+3,1 -8,05 0,000%*
Plantas cistocarpicas 18,9-34,3 28,3+5,5 30,5-41,8 35,4+4,2 -3,60 0,001*
Gametofitos masculinos 16,0 - 25,7 22,1+4,6 30,0-37,9 34,6+2,9 -4,52  0,000*
Plantas inférteis 17,4 - 26,0 21,6 +4,3 21,0-27,0 23,3+3,2 -0,86 0,413

* Diferencas significativas (p<0,05)
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4. Discussao

A fertilidade da populagao de Gracilaria birdiae foi evidenciada pela baixa frequéncia
de plantas inférteis (~2%), as quais foram registradas em apenas alguns meses do ano. Os
tetrasporofitos foram encontrados em maior quantidade (80,1 + 5,6%), seguidos das plantas
cistocarpicas (9,3 * 3,4%) e gametdfitos masculinos (8,3 + 3,6%). A dominancia da fase
tetrasporofitica foi também registrada em populagGes naturais de vdrias espécies desse
género, incluindo G. bursa-pastoris e G. coronopifolia no Havai (HoyLg, 1978), G. cornea no
México (ORDUNA-RoJAS & ROBLEDO, 2002), G. damaecornis na Venezuela (BriTo & SiLva, 2004),
G. gracilis na Italia (POLIFRONE et al., 2006) e G. gracilis na Argentina (MARTIN et al., 2011).
Estudos sugerem que a dominancia de tetrasporofitos na natureza pode estar relacionada a
viabilidade dos esporos e a taxa de sobrevivéncia, uma vez que a taxa de sucesso desses
parametros é mais pronunciado em estddios diploides do que haploides (DEsTOMBE et al.,
1989). De acordo com YOKoYA & OLIVEIRA (1993), essa dominancia advém do fato de que as
células diploides sdo supostamente mais tolerantes as variagbes ambientais do que as
células haploides, o que explicaria a predominancia da fase tetrasporofitica em populagdes
naturais.

Ao longo do estudo, a proporc¢ao sexual de Gracilaria birdiae foi de 1:1 na maioria
dos meses estudados, exceto em fevereiro (31 : 92; )(2 =11,11; p<0,001), setembro (31,8 :
Q1; )(2 = 8,16; p = 0,004) e outubro (30,1 : 21; xz = 66,94 ;p<0,001). O aumento significativo
no registro de plantas cistocarpicas durante o més de outubro pode estar relacionado ao
pico de reproducgdo sexual durante este periodo, uma vez que no més anterior foram
observadas plantas masculinas em maior proporc¢do (p=0,004). Estudos anteriores mostram
qgue durante os picos de reproducao sexual é possivel ocorrer inversao entre as proporgoes
de plantas masculinas e femininas. Esses estudos assinalam também que é comum apds o
registro de uma alta frequéncia de plantas masculinas, o aparecimento acentuado de plantas
cistocarpicas (KAIN (JONES) & DesToMBg, 1995; EsPINOzA-AVALOS, 2005). As plantas consideradas
inférteis compuseram uma parcela insignificante da populacdo, comparativamente aos
outros estadios reprodutivos (tetrasporoéfitos e gametéfitos). No entanto, sua ocorréncia era
sincronizada bimensalmente, supostamente apds a liberacdo dos esporos, indicando que se
tratava de plantas juvenis de outros estadios reprodutivos. Deve-se salientar ainda, que

esses individuos apresentavam menores comprimentos de talo do que individuos férteis.
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Em relagdo ao tamanho dos talos, verificou-se uma clara variagdo sazonal, com
valores mais altos registrados no periodo chuvoso e os mais baixos no periodo seco. Esse
modelo sazonal foi também observado para outras espécies de Gracilaria em regides
tropicais (SiLvA et al., 1987; LuHAN, 1996; ORDURNA-ROJAS & ROBLEDO, 2002). Durante o periodo
chuvoso (margo — julho), as condigdes ambientais foram caracterizadas por dguas mais ricas
em nutrientes, carreados para o mar pelas fortes chuvas registradas nesse periodo. Esse
aporte de nutrientes favoreceu o desenvolvimento luxuriante de G. birdiae até o més de
agosto. A diminui¢do do talo a partir desse més coincidiu com o aumento da velocidade do
vento, ondas, correntes e movimentacdo do sedimento em direcdo aos bancos algais. O
efeito sinérgico desses fatores no periodo correspondente a agosto-novembro contribuiu
para o soterramento parcial da populacio de G. birdiae e consequentemente para a
fragmentacdo dos talos.

O efeito da carga de sedimento na populacdo de Gracilaria birdiae provavelmente
dificultou a regeneracdo do talo e colaborou para a diminuicdo na taxa de recrutamento,
crescimento e sobrevivéncia dos espécimes. ERIKSSON & JOHANSSON (2003, 2005) apontaram a
alta carga de sedimento como um fator negativo para o recrutamento, crescimento e fixacao
dos esporos. A presenca marcante de individuos inférteis de pequeno porte em janeiro, apds
os disturbios hidrodinamicos, sugere a restauracao da populacdo de G. birdiae e demonstra
o efeito imperativo das condi¢des ambientais na fenologia reprodutiva dessa populagao.

Os resultados obtidos no presente estudo fornecem informacgdes relevantes sobre os
aspectos reprodutivos de uma populagdo natural de Gracilaria birdiae, localizada na praia de
Rio do Fogo, regido Nordeste do Brasil. Esses conhecimentos sdo importantes para o

desenvolvimento de programas de manejo e exploragao sustentdvel desse recurso natural.
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CAPiTULO 3

CULTIVOS NO MAR (LONGA DURACAO) DE LINHAGENS SELECIONADAS DE
Gracilaria birdiae (GRACILARIALES, RHODOPHYTA) NO ESTADO DO RI0
GRANDE DO NORTE, BRASIL: CRESCIMENTO, COMPOSICAO PIGMENTAR

E RENDIMENTO E QUALIDADE DE POLISSACARIDEOS

ABSTRACT

Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira is the main species exploited for agar production in
Brazil; consequently, studies related to the cultivation and selection of more productive
strains become extremely necessary. The aim of this work was to compare the growth of G.
birdiae strains cultivated in the sea (Rio Grande do Norte State, Brazil) at three different
depths (30cm, 50cm, and 80cm) and two seasons (rainy and dry). The pigments contents and
polysaccharides vyield and quality (gel strength and 3,6-anhydrogalactose and sulfate
contents) were also evaluated. Four tetrasporophytic strains were used: red (rd-CE, rd-RN),
greenish-brown (gbw-CE), and green (gr-CE). The experiment was conducted for 120 days
and the biomass was obtained monthly. The environmental parameters showed significant
differences between the two seasons (rainy/dry). Water transparency and nutrients were
most related to changes in growth rates of strains of G. birdiae. The cultivation time also
influenced the growth rates and the reductions were related to the aging of the talus. The
pigment content before and after the cultivation showed significant reductions, particularly
during the dry season, being a result of low nutrient availability. The agar yield and content
of the 3,6-anhydrogalactose from strains of G. birdiae did not show differences between
seasons and depths, neither between strains. The sulfate content was highest during the dry
season in some depths according to the strain. These results demonstrate that the growth of
different strains of G. birdiae exhibit favorable prospects for use in small-scale farming found

in the region.
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RESUMO

Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira é a principal espécie explorada para a producgao de
agar no Brasil e estudos relacionados ao seu cultivo e selecao de linhagens mais produtivas
tornam-se extremamente necessarios. O objetivo deste trabalho foi comparar o crescimento
de diferentes linhagens de G. birdiae cultivadas no mar (Rio Grande do Norte, Brasil) em trés
profundidades diferentes (30cm, 50cm e 80cm) e durante dois periodos distintos (chuvoso e
seco). O rendimento e qualidade do polissacarideo (teores de 3,6-anidrogalactose e sulfato)
foram também avaliados. Quatro linhagens de plantas tetrasporofiticas foram utilizadas:
vermelha (vm-CE, vm-RN), marrom-esverdeada (me-CE) e verde (vd-CE). O experimento foi
conduzido por 120 dias e a biomassa foi obtida mensalmente. Os parametros ambientais
mostraram diferencas significativas entre as estacdes (chuvosa e seca). Dentre eles, a
transparéncia da agua e os nutrientes foram os que mais estiveram relacionadas as variagdes
das TCs das linhagens de G. birdiae. O tempo de cultivo também influenciou nessas taxas, e
as reducdes observadas estiveram relacionadas ao envelhecimento do talo. O conteldo
pigmentar antes e apds os cultivos apresentou reducdes significativas, principalmente
durante o periodo seco, sendo consequéncia da baixa disponibilidade de nutrientes. O
rendimento e os teores de 3,6-anidrogalactose obtidos do agar das linhagens de G. birdiae
ndo apresentaram diferengas entre as estagdes e profundidades, nem entre as linhagens. O
teor de sulfato foi mais elevado durante a estacdo seca em determinadas profundidades de
acordo com a linhagem em questdo. Os resultados desse estudo mostram que as TCs das
diferentes linhagens de G. birdiae apresentam boas perspectivas para serem utilizadas nos

cultivos de maior escala localizados na regido.
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1. Introducgao

O género Gracilaria é uma das principais fontes de matéria prima para producdo de
agar, sendo algumas espécies também utilizadas como alimento humano e animal (ZEMKE-
WHITE & OHNO, 1999; ARMISEN, 1995). Atualmente, esse género é responsavel por 80% da
producdo mundial de dgar (BIXLER & PORSE, 2011), e o cultivo comercial é realizado em varias
regides do mundo, como na Asia, América do Sul e Africa (HURTADO-PONCE, 1990, 1992;
BUSCHMANN et al., 1995; DAWES, 1995; ANDERSON et al., 1996, 1999).

A explotagdao de agardfitas no Brasil se resume a coleta manual de espécies do
género Gracilaria que ocorrem no litoral nordeste do pais. Durante a década de 70, o
extrativismo descontrolado dessas algas provocou uma diminuicdo drastica das reservas
naturais, com o desaparecimento de varios bancos ao longo da costa (CAMARA-NETO, 1982).
Atualmente, esses recursos sao limitados, e o desenvolvimento de metodologias apropriadas
para o seu cultivo pode auxiliar a sustentabilidade dessa atividade no pais e promover a
conservagao dos estoques naturais.

Gracilaria birdiae é uma das principais espécies de macroalga coletada no nordeste
brasileiro para extracdo de ficocoloides (PLASTINO & OLIVEIRA, 2002). Essa espécie tem sido
considerada como candidata para maricultura, por apresentar elevadas taxas de
crescimento e boa qualidade de gel. Estudos experimentais de cultivo no mar, no nordeste
brasileiro, demonstram que essa espécie pode atingir taxas de crescimento de até 7,45 %.d™
e apresentar valores de for¢a de gel variando entre 650 e 850 g cm™ (BEZERRA & MARINHO-
SORIANO, 2010). Outros experimentos de cultivo, utilizando G. birdiae, foram realizados em
locais diferentes, como estuario e efluentes de viveiros de camardo, indicando boas
perspectivas de crescimento nesses ambientes, com valores de até 4,8 %.d!e 3,6 %.d'l,
respectivamente (MARINHO-SORIANO et al., 2006, 2009).

A selecdo de variantes pigmentares em sistemas de cultivo comercial é comum para
alguns géneros de importancia econbmica, como Eucheuma e Kappaphycus (PAULA et al.,
1999; Munoz et al., 2004; HAavAsHI et al., 2007a, b), produtoras de carragenana. Linhagens
selecionadas de Porphyra spp. e Laminaria spp. sdo também utilizadas na maricultura (LI et
al., 1999; YaN et al., 2010; ZHANG et al., 2011).

Variantes pigmentares de Gracilaria birdiae tém sido alvo de diversos estudos, com o

objetivo de gerar informacdes bdasicas sobre a variabilidade intraespecifica e a selecdo de
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linhagens mais produtivas para cultivos no mar (PLASTINO, 2004). As informagGes obtidas a
partir de cultivos em laboratério demonstraram que essas variantes pigmentares
apresentam algumas caracteristicas distintas das verificadas para as linhagens selvagens,
como a composicao pigmentar (PLASTINO et al., 2004; CosTA & PLASTINO, 2011), as taxas de
crescimento (URslI & PLAsTINO, 2001) e a fotossintese (URrsl et al., 2003). Experimentos de
cultivo no mar na regido sudeste do pais (Ubatuba, SP) demonstraram que essas linhagens
apresentaram acentuada variacdo nas taxas de crescimento, com valores entre 0,8 a 4,6
%.d™ (Ursl, 2005). Contudo, esse mesmo estudo sugere que o desempenho dessas linhagens
possa ser aumentado, desde que o cultivo seja realizado na regido de ocorréncia natural da
espécie.

Esse estudo teve como objetivo avaliar o desempenho de diferentes linhagens de
Gracilaria birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-
nativa, vm-RN) cultivadas no mar por 120 dias, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm em dois
periodos distintos (chuvoso e seco). As taxas de crescimento foram avaliadas mensalmente;
o conteudo pigmentar (clorofila a, ficobiliproteinas e carotenos totais) no inicio e ao final do
experimento; e o rendimento e qualidade de polissacarideos ao final dos experimentos. Os
dados obtidos foram analisados levando-se em consideracdo as varidveis ambientais

avaliadas durante os periodos experimentais.

2. Materiais e Métodos

2.1. Material biolégico

Foram utilizadas quatro linhagens tetrasporofiticas de Gracilaria birdiae: espécimes
de coloracdo vermelha (selvagem) procedentes do Estado do Rio Grande do Norte (vm-RN) e
espécimes de coloracdo vermelha (selvagem) (vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE) e verde
(vd-CE) obtidos por propagacao vegetativa de talos tetrasporofiticos provenientes do “Banco
de germoplasma de algas gracilarioides” do Laboratério de Algas Marinhas “Edison José de
Paula” (LAM), IBUSP. As procedéncias das linhagens utilizadas neste estudo estdo descritas
no Capitulo 1, item 3.1. As condi¢Bes gerais de cultivo em laboratério empregadas na

manutencdo e propagacao das linhagens podem ser visualizadas no Capitulo 1, item 3.2.
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2.2. Local de cultivo

Os cultivos foram realizados na praia de Rio do Fogo, municipio de Rio do Fogo (RN).

A descricdo do local é apresentada com mais detalhes no Capitulo 1, item 3.3.

2.3. Dados climatolégicos e parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua (temperatura da agua, salinidade, pH e
transparéncia da 4gua) foram registrados mensalmente, simultaneamente a pesagem de
massa fresca. Amostras de agua foram coletadas no local para determinagao do nitrogénio
inorganico dissolvido (DIN = NH," + NO; + NO,) e o ortofosfato (PO,”). A obtencdo dos
dados climatoldgicos e determinagao dos parametros fisico-quimicos da dgua obtidos nesse

estudo estdo descritos no Capitulo 1, item 3.4.

2.4. Delineamento experimental

Ramos apicais de trés individuos diferentes (repeticdes) de cada uma das linhagens
de Gracilaria birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e
vermelha-nativa, vm-RN) foram cultivados no mar por 120 dias em dois periodos distintos: i,
abril a agosto/2009 (chuvoso); e ii, janeiro a maio/2011 (seco). Para isso, foram utilizados
trés mddulos de cultivo, e cada um deles foi posicionado a 30, 50 e 80 cm de profundidade.
Os materiais utilizados e a confeccdao dos modulos sdo apresentados no Capitulo 1, item
3.5.1. O delineamento amostral utilizado para a distribuicdao das linhagens nas estruturas de
cultivo esta representado no Capitulo 1, item 3.5.2. A proposta inicial previa a realizacdo do
cultivo durante o periodo seco entre os meses de outubro/2009 a fevereiro/2010.
Entretanto, uma forte ressaca ocasionou a perda de uma das estruturas. Por esse motivo, o
novo ciclo de cultivo sé foi iniciado em janeiro de 2011, apés os periodos de ressaca.

A massa fresca de cada uma das mudas distribuidas nas estruturas de cultivo foi
avaliada mensalmente durante 4 meses. A determinacgao das taxas de crescimento é descrita
no Capitulo 1, item 3.6. Ao final dos ciclos de cultivo (120 dias) dos dois periodos (chuvoso e
seco), representantes de cada linhagem (trés repeticGes) cultivadas nas trés profundidades
foram armazenados em caixas de isopor com gelo e transportados para o Laboratério de
Macroalgas Marinhas, DOL, UFRN. Apds a avaliacdo da massa fresca, as amostras foram
destinadas a quantificacdo dos pigmentos (Cla, FE, FC, ALC e CT) e ao rendimento e

gualidade do polissacarideo.
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2.5. Determinagao do contetido pigmentar

O conteudo pigmentar foi avaliado para as 4 linhagens de Gracilaria birdiae no inicio
e apods os cultivos por 120 dias nas diferentes profundidades e nos dois periodos distintos
(chuvoso e seco). Amostras de 200 mg (massa fresca), em triplicata, foram selecionadas e
lavadas em agua destilada, sendo removido o excesso de agua com papel absorvente. Em
seguida, essas amostras foram armazenadas a —70°C até o momento de transporta-las para
o Laboratério de Algas Marinhas “Edison José de Paula” (LAM), IBUSP, onde foram realizados

os procedimentos de extragdo (ver Capitulo 1, item 3.7).

2.6. Rendimento e qualidade do polissacarideo

O excedente de massa fresca das quatro linhagens de Gracilaria birdiae proveniente
dos cultivos realizados nas trés profundidades e nos dois periodos distintos (chuvoso e seco)
foi lavado em agua corrente para remocao de sedimento e epifitas, e posteriormente seco

em estufa a 60 °C (24h).
2.6.1. Rendimento

A extracdo do agar nativo foi realizada de acordo com o método descrito por
MARINHO-SORIANO et al. (1999), com modifica¢des. Para isso, foram utilizadas 200mg de alga
seca e 20 ml da dgua destilada, que foram submetidos por 1 h a temperatura de 110 °C em
autoclave. O extrato foi filtrado e o residuo submetido novamente ao procedimento de
extracdo. O gel foi resfriado a temperatura ambiente e em seguida, congelado e mantido a
-15 °C durante a noite. As amostras foram descongeladas e lavadas com agua destilada, para
remocao das impurezas, sendo colocadas para secar durante 24h a 60 °C. O rendimento do

agar (%) foi calculado como porcentagem de matéria seca.
2.6.2. 3,6-anidrogalactose

As concentragdes de 3,6-anidrogalactose foram determinadas utilizando-se o método
colorimétrico descrito por MATSUHIRO (1995). Para isso, 25mg de 4agar (seco) foram
dissolvidos em 40 ml de 4gua Mili-Q em banho-maria a 80 — 85 °C (90 - 120 min). As
amostras foram resfriadas em banho de gelo e o volume completado para 50 mL com agua
Mili-Q. Em seguida, 10 mL dessa solucdo foi diluida com adicdo de 5 mL de dgua Mili-Q. Em

um tubo Falcon, foram adicionados 2 mL dessa solucdo diluida, 2 ml de agua Mili-Q, 0,5 ml
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de timol 5% e 5 ml de cloreto férrico 0,5%. As amostras foram homogeneizadas, aquecidas
em banho-maria (80 °C) por 13 min e resfriadas em banho de gelo. Apds esses
procedimentos, foram adicionados as amostras 10 ml de etanol 98%, para finalmente serem
analisadas em espectrofotometro a 635nm. A quantificagdo de 3,6-anidrogalactose foi
calculada utilizando-se uma curva de calibracdo construida a partir de uma solucdo padrao

de frutose (CsH1,06) de concentracdo 250 ug.ml™.

2.6.3. Teor de Sulfato

Os teores de sulfato foram determinados utilizando-se o método descrito por CRAIGIE
& LEIGH (1978). Para isso, amostras de 30mg de 4gar seco foram umedecidas em 100puL de
etanol 95% e 500 uL de HCl 0,5N. Em seguida, as amostras foram hidrolisadas em dagua
fervente por 2h, e o volume completado para 10 mL com 3agua Mili-Q. Posteriormente, essas
amostras foram centrifugas em 12.000 rpm durante 15 min em temperatura ambiente. Apds
esse periodo, 2 mL do sobrenadante foram dissolvidos em 18 mL de agua Mili-Q, 2 mL de HCI
0,5 N e 1 mL de solucdo de cloreto de bario-gelatina. As amostras foram homogeneizadas e
permaneceram durante 30 min sob temperatura ambiente, para finalmente serem
analisadas em espectrofotometro a 550 nm. A quantificacdo do sulfato (%) foi calculada
utilizando-se uma curva de calibragdo construida a partir de uma solugao padrao de sulfato

de sddio (Na,S04) de concentracgdo 3,12 umoI.L'l.

2.7. Analises dos dados

As taxas de crescimento foram submetidas a analise de variancia com medidas
repetidas, para verificar possiveis diferencas entre as linhagens, ao longo do tempo (30, 60,
90 e 120 dias) e entre as profundidades (30, 50 e 80 cm). A concentracao dos diferentes
pigmentos (FE, FC, AFC, Cla e CT), rendimento do agar e teores de 3,6-anidrogalactose e
sulfato foram submetidos a andlise de varidncia multifatorial para verificar possiveis
diferencas entre as linhagens e as profundidades, nas esta¢des chuvosa e seca. Quando
diferencas significativas foram detectadas, o teste post-hoc Student-Newman-Keuls foi
usado. O teste t-Student foi empregado para comparar as concentracdes dos diferentes
pigmentos (FE, FC, AFC, Cla e CT) antes e ap6s os 120 dias de cultivo nas trés profundidades
e nas duas estacdes. Esse teste foi também utilizado para identificar as possiveis diferencas

nos parametros ambientais entre as esta¢des chuvosa e seca. A Correlagcdo de Pearson foi
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utilizada para determinar as relagdes existentes entre os diferentes parametros ambientais.

Todas as analises foram realizadas no programa Statistica (versao 7.1).
3. Resultados

3.1. Dados climatoldgicos e parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros ambientais registrados durante este estudo apresentaram diferencas
significativas entre as esta¢des (chuvosa e seca) (Tabela 1). Os valores médios de
temperatura para as estacdes chuvosa e seca foram de 27,5 + 1,4°C e 30,0 + 0,8°C,
respectivamente (t=3,45; p<0,05). A salinidade manteve-se constante durante o periodo
seco com média de 34,6 + 0,4 ups, enquanto que, durante a estacdo chuvosa, foi registrada
uma reducdo significativa de 33,5 ups para 23,2 ups (F=105,29; p<0,05). A transparéncia da
agua apresentou seus valores mais elevados durante a estacdo seca, sendo registradas
correlagdes positivas com PAR (r=0,82; p<0,05), temperatura (r=0,77; p<0,05) e salinidade
(r=0,90; p<0,05). Os valores médios de transparéncia da dgua obtidos para as estacdes
chuvosa e seca foram 46,0 + 40,7cm e 95,0 + 20,3cm, respectivamente (t=2,41; p<0,05).
Quanto aos nutrientes, o DIN (NH;" + NO3™ + NO,) esteve mais elevado durante a estacdo
chuvosa, sendo registrado o valor maximo em maio/09 (17,24 + 0,08 umoI.L'l). Os valores
médios para a estacdo chuvosa e seca foram de 7,58 + 5,56 umol.L™ e 3,11 + 2,18 pmol.L™,
respectivamente (t=3,14; p<0,05). Nos meses de abril e maio/09 (estacdo chuvosa), o NH,"
foi o nutriente que mais contribuiu para a concentracdo final do DIN (98,8% e 76,8%,
respectivamente). Nos meses seguintes, houve uma inversdo gradual e a concentra¢do do
NOs3  aumentou, alcancando 58,6%, 70% e 73,7%, nos meses de junho, julho e agosto/09,
respectivamente. Durante a estac¢do seca, o NH4' foi o nutriente que mais contribuiu para a
concentragdo final do DIN (entre 85,4% e 93,1%). O NO, foi o que apresentou menor
contribuicdo ao DIN (entre 0,4% e 4,1%), com valores médios de 0,11 + 0,06 },lmoI.L’1 e 0,04 +
0,02 umoI.L‘1 (t=4,69; p<0,05), nas estacGes chuvosa e seca, respectivamente. O PO4’3
apresentou valores relativamente baixos, apresentando uma variacdao de 0,16 + 0,01
umol.L't a 0,37 + 0,00 pmol.L™}, na estagdo chuvosa e 0,26 + 0,01 pmol.L'* a 0,35 + 0,02

umol.L™ na estacdo seca (t=2,36; p<0,05).
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Tabela 1. Dados climatoldgicos e parametros fisico-quimicos (variacdo e média + desvio
padrdo) da agua do mar na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, registrados
durante as estagdes chuvosa (periodo entre abril e agosto de 2009) e seca (periodo entre
janeiro e maio de 2011).

Estagdo chuvosa Estacdo seca
t-value P
Min - Max Média + DesvPad Min - Max Média + DesvPad

Precipitagdo (mm/més) 229,2-372,3 321,8+58,1 76,5-368,3 229,5+121,3 2,43 <0,05*

PAR (umol.photons.m?.s")  1478,6-1953,7  1734,2+236,9  1766,1-2127,4  1964,9 + 147,0 1,85 0,10
Vel. Vento (m.s™) 3,79 -38,00 5,80 £ 1,55 6,07-7,38 6,66 + 0,63 2,03 <0,05*
Temperatura (°C) 26,5-29,0 27,5+1,4 29,0-31,0 30,0+0,8 3,45 <0,05*
Salinidade (ups) 33,5-235 28,5+4,9 34,0-35,0 34604 2,78  <0,05*

pH 7,5-8,6 8,1+0,4 7,6-8,2 7,9+0,2 0,87 0,41
Transparéncia (cm) 10,0-95,0 46,0 £ 40,7 70,0-125,0 95,0 + 20,3 2,41 <0,05*
NO, (umol.L™) 0,05-0,21 0,11+ 0,06 0,02 -0,07 0,04 + 0,02 4,69 <0,05*
NO; (umol.L?) 0,03 -3,92 2,66+1,62 0,07 -3,92 0,91 +1,68 3,11 <0,05*
NH," (umoI.L-l) 0,68 —-13,24 4,81+5,21 0,96 -3,82 2,16 +1,14 2,08 <0,05*
DIN (umol.L™) 2,98 -17,24 7,59 5,56 1,13-6,37 3,11+2,18 3,14  <0,05*
PO,” (umol.L™Y) 0,16 -0,37 0,24 + 0,08 0,26 -0,35 0,29 0,04 2,36 <0,05*

* diferengas significativas (p<0,05)

3.2.  Cultivo no mar — estagao chuvosa

Durante o periodo chuvoso, foram observadas diminui¢des significativas nas taxas de
crescimento das diferentes linhagens de Gracilaria birdiae ao longo do tempo e
profundidades (Figura 1, Tabela 2). As TCs variaram de: 5,26+0,07 %.d" a 1,35+0,19 %.d*!
(vm-CE); 4,7310,81 %.d™ a 0,47+0,14 %.d™ (me-CE); 3,47+0,87 %.d " a -0,21+0,27 %.d* (vd-
CE); e 1,41+0,51 %.d* a -0,76+0,19 %.d™ (vm-RN). As maiores TCs foram obtidas nos
primeiros 30 e/ou 60 dias de cultivo nas profundidades de 30 cm e/ou 50 cm, dependendo
da linhagem, enquanto que as menores foram registradas no final do cultivo (120 dias) e nas
profundidades de 0,50m e/ou 0,80m, de acordo com a linhagem.

Embora tenham sido utilizadas plantas tetrasporofiticas inférteis, pode-se constatar
em laboratério que ao final do cultivo (120 dias), a maioria dos talos apresentou-se fértil.
Esse fato pode ser observado também nas pesagens das mudas durante o cultivo, pois em
algumas ocasides, foi evidenciada a germinacdao de tetraspdros in situ, a partir do

crescimento de pequenos talos gametofiticos epifitos no tetrasporofito.

41



Capitulo 3 — Cultivo no mar (longa duragdo) de linhagens de Gracilaria birdiae...

700 1 <« A 7,00 - B

] H30cm

a,A

6,00

H30cm

Taxa de crescimento (%. dial)
Taxa de crescimento (%. dial)

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
7,00 - C 7,00 - D
6,00 6,00 -
s00 { < =30cm 5,00 E30cm
© M50cm 2,00 | M50cm
3,00 <E H80cm
©

2,00
1,00

Taxa de crescimento(%. dia'l)

0,00

Taxa de crescimento (%. dial)

30 dias

-1,00 -

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
-1,00 - -2,00 -

Figura 1. Taxas de crescimento das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha (vm-CE) (A),
marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN) (D) cultivadas
na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm,
nos intervalos de 30, 60, 90 e 120 dias, durante a estacdo chuvosa. Diferentes letras com
mesma formatacdao sobre as barras de desvio padrdao indicam diferencas significativas
(p<0,05). Formatagbes utilizadas (regular, itdlico, negrito e sublinhado). Fator
PROFUNDIDADE — letras minusculas; Fator PERIODO — letras MAIUSCULAS.

Tabela 2. ANOVA multifatorial com amostras repetidas para as TCs das diferentes linhagens
de G. birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-
nativa, vm-RN) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante a esta¢dao chuvosa. Resultados dos efeitos isolados
e interagOes entre as varidveis independentes (tempo e profundidade).

Fonte de
L. gl vm-CE me-CE vd-CE vm-RN
variagdo
F 217,40 103,59 66,96 28,40
Tempo (A) 1
p * %k %k 3k %k 3k * %k
. F 15,15 27,62 30,29 17,87
Profundidade (B) 2
p * %k k 3k k 3k * %k
F 1,94 1,63 3,98 2,99
AxB 2
p n.s. n.s. ok *

* diferencas significativas (p<0,05); ** diferencgas altamente significativas (<0,001); n.s. ndo-significativo
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Em alguns casos, as linhagens de Gracilaria birdiae apresentaram TCs semelhantes
entre as profundidades. A linhagem vermelha (vm-CE) (Figura 1A) apresentou semelhancas
nas TCs a 30 e 50 cm de profundidades nos intervalos de 30 e 60 dias de cultivo, sendo
superiores as TCs obtidas a 80cm. Nos intervalos de 90 e 120 dias, as TCs dessa linhagem
foram semelhantes nas trés profundidades.

A linhagem marrom-esverdeada (me-CE) apresentou seu melhor desenvolvimento na
profundidade de 30 cm (Figura 1B). As TCs obtidas nas profundidades de 50 e 80 cm foram
semelhantes em todos os intervalos estudados e inferiores as obtidas em 30 cm.

A linhagem verde (vd-CE) apresentou TCs mais elevadas na profundidade de 30 cm e
semelhantes entre 50 e 80 cm até 60 dias de cultivo (Figura 1C). No intervalo seguinte, as
TCs tornaram-se semelhantes para as trés profundidades. Ao final do cultivo (120 dias), as
TCs registradas a 80 cm sofreram uma queda significativa, atingindo valores negativos (-0,21
+0,27 %.diaY).

A linhagem vermelha-nativa (vm-RN) foi a que apresentou TCs mais baixas, desde o
inicio do cultivo (Figura 1D). Apenas na profundidade de 30 cm foram observadas TCs
positivas para essa linhagem durante todos os intervalos de cultivo, enquanto que a 80 cm,
somente foi registrada TC positiva nos primeiros 30 dias de cultivo (1,41 + 0,51 %.dia™).

As TCs negativas registradas nas linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN)
foram ocasionadas por perdas de biomassa, que passou a ser inferior ao indculo inicial.
Nessas linhagens, foram constatados sinais de despigmentacao e talos quebradicos, o que
pode ter favorecido a fragmentacdo e consequentemente reducao de biomassa e TCR.

Nos ultimos dias de cultivo (120 dias) foram observados fortes sinais de herbivoria

em praticamente todas as linhagens e com perdas significativas de biomassa.

3.3.  Cultivo no mar — estagao seca

Semelhante ao que ocorreu na estacdo chuvosa, durante o cultivo na estacdo seca
todas as linhagens de Gracilaria birdiae apresentaram reducao significativa nas TCs ao longo
do tempo (Figura 2, Tabela 3). As TCs variaram de: 5,56+0,17 %.d" a 1,14+0,07 %.d* (vm-
CE); 4,40+0,48 %.d™" a 0,80+0,05 %.d* (me-CE); 4,88+0,67 %.d™" a 0,6810,12 %.d™ (vd-CE); e
5,42+0,18 %.d™* a 1,20+0,19 %.d™ (vm-RN). As maiores TCs foram obtidas nos primeiros 30

e/ou 60 dias de cultivo, nas profundidades de 30 cm e/ou 50 cm, dependendo da linhagem,
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enquanto que as menores foram registradas no final do cultivo apés 90 e/ou 120 dias e nas

profundidades de 0,50m e/ou 0,80m, de acordo com a linhagem.

Durante o cultivo nessa estacdo, foram também observadas plantas férteis, como ja

descrito na estagdo chuvosa.
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Figura 2. Taxas de crescimento das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha (vm-CE) (A),
marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN) (D) cultivadas
na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm,
nos intervalos de 30, 60, 90 e 120 dias, durante a estacao seca. Diferentes letras com mesma
formatacdo sobre as barras de desvio padrdao indicam diferencas significativas (p<0,05).

Formatacdes utilizadas (regular, itdlico, negrito e sublinhado). Fator PROFUNDIDADE — letras
minusculas; Fator PERIODO — letras MAIUSCULAS.
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Tabela 3. ANOVA multifatorial com amostras repetidas para as TCs das diferentes linhagens
de G. birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-
nativa, vm-RN) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante a esta¢do seca. Resultados dos efeitos isolados e
interagdes entre as varidveis independentes (tempo e profundidade).

Fonte de
L gl vm-CE me-CE vd-CE vm-RN
variagao
Periodo F 153,34 65,14 112,59 517,40
. F 29,76 20,55 24,64 276,18
Profundidade (B) 2 0 s s s s
F 3,36 2,75 0,69 13,88
AxB 2
p * * n.s. * %k

* diferencgas significativas (p<0,05); ** diferencgas altamente significativas (<0,001); n.s. ndo-significativo

As TCs da linhagem vermelha (vm-CE) (Figura 2A) apresentou semelhancas entre as
profundidades de 30 e 50 cm nos primeiros 30 dias de cultivo, sendo superiores as TCs
obtidas a 80cm. Nos intervalos de 60, 90 e 120 dias as TCs registradas a 50 e 80 cm foram
similares entre si e inferiores as encontradas na profundidade de 30cm.

A linhagem marrom-esverdeada (me-CE) apresentou TCs superiores as demais,
apenas no periodo de 30 dias e na profundidade de 30 cm. Apds 60 dias de cultivo, o
crescimento foi similar nas trés profundidades. Ao final do experimento (90 e 120 dias), as
TCs obtidas a 50 cm apresentaram valores intermedidrios aquelas obtidas nas profundidades
de 30 e 80 cm (Figura 2B).

Diferentemente do periodo chuvoso, as linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa
(vm-RN) cultivadas na estacdo seca ndo apresentaram TCs negativas. Em ambas linhagens, as
TCs foram superiores quando cultivadas a 30 cm (Figuras 2C e D). As TCs da linhagem verde
(vd-CE) foram similares entre 50 e 80 cm durante todo cultivo, enquanto que para a
vermelha-nativa (vm-RN) o crescimento nessas profundidades sé apresentaram semelhancas

no ultimo periodo de cultivo.

3.4. Comparacgdo das taxas de crescimento entre as esta¢des chuvosa e seca

As TCs das linhagens de Gracilaria birdiae nas duas estacbes estudadas foram
comparadas utilizando-se as TCs médias obtidas até os 60 dias. Essa decisdo foi tomada com

base na andlise de massa fresca utilizada nos célculos de TCs. Na maioria dos casos, embora
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as TCs tenham reduzido, os valores de massa fresca atingiram o seu valor maximo em 60
dias de cultivo. Ao final do cultivo, foram constatados sinais de herbivoria e, em alguns
casos, perdas significativas de biomassa com registros de valores inferiores ao indculo inicial
(120 dias de cultivo). As TCs médias (60 dias) das diferentes linhagens de Gracilaria birdiae
cultivadas nas trés profundidades (30, 50 e 80 cm) e nas duas estacdes, podem ser
visualizadas na Tabela 4. A analise de variancia multifatorial revelou diferencas significativas
nas TCs entre as estac¢des, entre as profundidades e entre as linhagens de Gracilaria birdiae

(Tabela 5).

Tabela 4. Taxas de crescimento médias (%.d™) (60 dias) das diferentes linhagens de G.
birdiae, vermelha (vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE), verde (vd-CE) e vermelha-nativa
(vm-RN) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades
de 30, 50 e 80 cm, durante as estacdes chuvosa e seca.

Profundidades 30cm 50 cm 80cm

Estagdo chuvosa

vm-CE 4,58 +0,95° 4,36+1,26° 3,56+0,95°
me-CE 4,05+0,96° 2,84+1,29° 2,81+0,56°
vd-CE 3,05+0,59° 1,56+0,68° 1,71 1,33

vm-RN 1,25+0,23° 0,72+0,22° 0,48 +1,28°

Estagdo seca

vm-CE 4,85+0,95° 4,03+1,00° 3,30%0,43°
me-CE 3,70+0,61° 2,79+0,59° 2,71+0,60°
vd-CE 4,19+0,86° 3,18+0,73° 3,09+0,75°
vm-RN 4,86+0,91° 3,72+0,89" 2,86+0,47°

Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as linhagens para
cada profundidade, separadamente (p<0,05)
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Tabela 5. ANOVA multifatorial para as TCs médias (60 dias) das diferentes linhagens de G.
birdiae, vermelha (vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE), verde (vd-CE) e vermelha-nativa
(vm-RN) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades
de 30, 50 e 80 cm, durante as estagGes chuvosa e seca. Resultados dos efeitos isolados e
interacdes entre as varidveis independentes (estacao, profundidade e linhagem).

Fonte de
gl MS F P

Variagcao
Estagdo (A) 1 18,88 203,04 *x
Profundidade (B) 2 10,06 108,22 ok
Linhagem (C) 3 10,46 112,49 *k

AxB 2 0,15 1,66 0,20

AxC 3 10,16 108,80 **
BxC 6 0,26 2,76 *
AxBxC 6 0,24 2,51 *

* diferencas significativas (p<0,05)

As TCs da linhagem vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) ndo diferiram
entre as estagcdes em nenhuma profundidade. Quando comparados os valores para cada
estacdo, as TCs da vermelha (vm-CE) foram mais elevadas no cultivo a 30 e 50 cm de
profundidade durante a esta¢do chuvosa e a 30 cm na estagao seca. As menores taxas foram
registradas na profundidade de 80 cm em ambas estacdes (Figura 3A).

Com relacdo a linhagem marrom-esverdeada (me-CE), as TCs foram superiores na
profundidade de 30 cm e semelhantes a 50 e 80 cm, nas duas estacdes (Figura 3B). Apenas
as linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) apresentaram diferencas nas TCs
entre as estacdes. Em ambas linhagens, as TCs foram superiores quando cultivadas durante

o periodo seco e a 30 cm de profundidade. Para essas linhagens, as menores taxas foram

diferencgas altamente significativas (<0,001)

registradas nas profundidades de 50 e/ou 80 cm, nas duas estac¢des do ano (Figuras 3C e D).
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Figura 3. Taxas de crescimento médias (60 dias) das diferentes linhagens de G. birdiae,
vermelha (vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa
(vm-RN) (D) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estacdes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdo (estilo de fonte) sobre as barras de desvio padrao indicam diferencas

significativas entre as profundidades (p<0,05) e o simbolo (*) indica diferencas significativas
entre as estagbes (chuvosa e seca).

3.5. Comparagdao das taxas de crescimento entre as linhagens

Quando comparadas as TCs entre as linhagens, essas apresentaram diferencas
significativas em determinadas situa¢des. Durante o periodo chuvoso, as TCs das quatro
linhagens de Gracilaria birdiae diferiram entre si, em todas as profundidades (Tabela 4). A
linhagem vermelha (vm-CE) apresentou TCs mais elevadas quando comparadas as demais,
em todas as profundidades, com excecdo a marrom-esverdeada (me-CE) cultivada a 30 e 50
cm, nas quais exibiram TCs semelhantes a vermelha (vm-CE).

As TCs da linhagem marrom-esverdeada foram maiores do que as da verde (vd-CE) e
vermelha-nativa (vm-CE), nas trés profundidades. Entre essas duas ultimas, as TCs foram

mais elevadas na linhagem verde (vd-CE), nas trés profundidades.
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No periodo seco, apenas as TCs obtidas a 80 cm foram similares para as quatro
linhagens. As linhagens vermelha (vm-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) apresentaram também
TCs semelhantes nas demais profundidades. Ambas as linhagens, quando cultivadas a 30 e
50 cm, exibiram TCs superiores as linhagens marrom-esverdeada (me-CE) e verde (vd-CE).

Entre essas duas ultimas, as TCs foram semelhantes nas trés profundidades (Figura 3).

3.6. Composi¢ao pigmentar

As concentra¢Oes dos diferentes pigmentos (ficoeritrina, FE; ficocianina, FC;
aloficocianina, AFC; clorofila a, Cla; e carotenoides totais, CT) extraidos das linhagens de
Gracilaria birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-
nativa, vm-RN) antes do inicio do cultivo no mar (laboratdrio) podem ser visualizadas na

Tabela 6.

Tabela 6. Conteudos pigmentares (FE, FC, AFC, Cla e CT) das diferentes linhagens de G.
birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-nativa, vm-
RN) obtidos antes do inicio dos cultivos no mar.

FE FC AFC Cla CT

vm-CE  480,5+6,63° 132,8+35,23° 69,5+3.42° 1783+17,45° 31,1+1,25°
me-CE 4882 +20,81° 160,1+16,46° 79,3+2,54° 171,6+14,18° 284 +3,04°
vd-CE  161,0+19,19° 2158+27,41° 83,4+8,08" 176,7+17,64° 28,3 +3,05°
vm-RN  335,7+26,17° 67,8+2,56° 44,2+4,42° 157,9+22,11° 27,1+3,81°

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) entre as linhagens para cada pigmento
separadamente

As concentracées das ficobiliproteinas (ficoeritrina, FE; ficocianina, FC; e
aloficocianina, AFC) analisadas a partir das plantas obtidas antes do inicio dos cultivos no
mar (laboratdrio) apresentaram concentracGes diferentes em determinadas situacdes
(tabela 6). As concentracdes de FE da linhagem vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada
(me-CE) foram similares. Ambas as linhagens exibiram concentragcdes superiores a verde (vd-
CE) e vermelha-nativa (vm-RN), tendo essa ultima, apresentado valores intermediarios.

Quanto a FC extraida das plantas do laboratério, a linhagem verde (vd-CE) foi a que
apresentou as concentra¢des mais elevadas das quatro linhagens. As linhagens vermelha
(vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) exibiram valores intermediarios e a vermelha-nativa

(vm-RN) as menores concentragdes.
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Com relagao a AFC extraida das plantas do laboratério, as concentragdes mais
elevadas foram registradas para as linhagens marrom-esverdeada (me-CE) e verde (vd-CE),
com valores intermediarios para a vermelha (vm-CE) e menores para a vermelha-nativa (vm-
RN).

As concentracdes de Cla (F =0,79; p = 0,532) e CT (F = 1,02; p = 0,435) extraidas das
plantas do laboratdrio foram semelhantes entre as linhagens.

A composicdo pigmentar (FE, FC, AFC, Cla e CT) das diferentes linhagens de Gracilaria
birdiae apresentou diferencas significativas quando comparados os valores obtidos antes do
inicio dos cultivos e os registrados apds 120 dias, nas trés profundidades (30, 50 e 80 cm) e
nas estacdes chuvosa e seca (Tabela 7). Contudo, alguns dos pigmentos extraidos de
individuos cultivados a 80 cm ndo apresentaram essas diferencas. Essas exce¢bes foram
encontradas nas linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) as quais nao
apresentaram variagdes nas concentragdes de AFC e Cla antes e apds 120 dias de cultivo em

ambas estacdes (Tabela 7).
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Tabela 7. Comparacdo entre os valores de conteudo pigmentar (FE, FC, AFC, Cla e CT) das
diferentes linhagens de G. birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-
CE; e vermelha-nativa, vm-RN) obtidos no inicio dos cultivos no mar (LAB) e apds 120 dias de
cultivo na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm,
Brasil, durante as estagdes chuvosa e seca.

CHUVOSA SECA
Pigmentos vm-CE  me-CE vd-CE vm-RN | vm-CE  me-CE vd-CE vm-RN
FE t 110,03 23,68 12,00 18,99 | 46,90 30,12 10,62 9,26
(LAB x 30 cm) p * * * * * * * *
FE t 110,81 35,92 8,91 16,57 13,52 22,91 7,74 14,43
(LAB x 50 cm) p * * * * * * * *
FE t 91,97 29,07 10,32 16,91 28,44 32,08 8,76 7,80
(LAB x 80 cm) p * * * * * * * *
FC t 5,72 10,89 12,60 16,31 4,13 8,45 12,05 9,31
(LAB x 30 cm) p * * * * * * * *
FC t 5,91 14,84 11,79 26,44 4,72 7,32 10,37 22,47
(LAB x 50 cm) p * * * * * * * *
FC t 5,91 14,45 12,18 18,27 5,58 14,13 11,77 3,18
(LAB x 80 cm) p * * * * * * * *
AFC t 12,60 12,32 6,11 4,02 10,18 23,34 7,99 3,92
(LAB x 30 cm) p * * * * * * * *
AFC t 23,92 10,20 4,05 3,71 12,76 23,22 4,70 511
(LAB x 50 cm) p * * * * * * * *
AFC t 19,31 8,79 2,63 1,09 4,38 15,89 2,64 2,15
(LAB x 80 cm) P * * n.s. n.s. * * n.s. n.s.
Cla t 6,72 7,45 4,93 6,84 3,52 3,21 4,83 3,57
(LAB x 30 cm) p * * * * * * * *
Cla t 6,45 5,82 5,80 6,42 2,75 4,20 4,61 2,84
(LAB x 50 cm) p * * * * * * * *
Cla t 4,34 9,66 2,59 2,21 4,26 5,60 2,61 3,21
(LAB x 80 cm) p * * n.s. n.s. * * * *
CT t 23,97 12,06 12,22 10,60 5,11 5,54 5,09 4,31
(LAB x 30 cm) p * * * * * * * *
CcT t 32,01 11,29 11,76 10,40 8,15 7,06 4,16 3,29
(LAB x 50 cm) p * * * * * * * *
CT t 32,01 12,03 10,95 9,09 10,76 6,60 2,75 1,72
(LAB x 80 cm) p * * * * * * n.s. n.s.

* diferencgas significativas (p<0,05); n.s. ndo-significativo

As interacdes entre as varidveis independentes (estacdo, profundidade e linhagens),
avaliadas para os diferentes pigmentos (FE, FC, AFC, Cla e CT) extraidos das linhagens de

Gracilaria birdiae cultivadas por 120 dias no mar sdo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8. ANOVA multifatorial para a composi¢dao pigmentar (FE, FC, AFC, Cla e CT) das
diferentes linhagens de G. birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-
CE; e vermelha-nativa, vm-RN) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte,
Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estagdes chuvosa e seca. Resultados
dos efeitos isolados e interagOes entre as varidveis independentes (estacao, profundidade e

linhagem).
Fonte de
o gl FE FC ALC Cla cT
variagdo
F 240,52 15,13 2,60 19,37 511,87
Estacdo (A) 1 p *ok * n.s. ok ok
. F 2,91 0,69 18,01 100,80 3,65
Profundidade (B) 2 o o N
p n.s. n.s.
. F 85,01 2,87 20,93 5,05 3,63
Linhagem (C) 3 p o . o . N
AxB 5 F 6,36 0,41 23,58 4,19 1,34
X
p * n.s. *x * n.s.
F 34,93 2,83 30,44 3,80 3,13
A X C 3 p %k * k% * *
F 27,28 10,24 25,39 7,68 3,82
B X c 6 P %k k% k% k% *
F 22,12 6,97 15,28 1,28 1,84
AxBxC 6 P ** ** ** n.s. n.s.

* diferencas significativas (p<0,05); ** diferencas altamente significativas (<0,001); n.s. ndo-significativo

3.6.1. Ficoeritrina

A analise de variancia multifatorial revelou que as concentragdes de ficoeritrina (FE)
das diferentes linhagens apresentaram diferencas significativas entre as estac¢des, entre as
diferentes profundidades e entre as linhagens de Gracilaria birdiae (Tabela 8).

As concentra¢des de FE verificadas na linhagem vermelha (vm-CE) apresentaram
diferencas significativas entre as estacdes chuvosa e seca, em todas as profundidades
testadas (Figura 4A), sendo mais elevadas no periodo seco. Os maiores valores foram
verificados a 50 cm de profundidade, durante o periodo seco, e os menores, nessa mesma
profundidade, durante o periodo chuvoso.

Para a linhagem marrom-esverdeada (me-CE), foram também constatadas diferencas
na concentracdo de FE entre as duas estacGes e em todas as profundidades testadas (Figura
4B). Os valores mais elevados foram obtidos durante o periodo seco, com excecdo ao
registrado para a profundidade de 30 cm, em que a concentracdo foi mais elevada no

periodo chuvoso.
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A linhagem verde (vd-CE) ndo apresentou diferencas nas concentracdes de FE entre
as estagdes chuvosa e seca, em nenhuma das profundidades testadas (Figura 4C). Durante o
periodo chuvoso, os maiores valores foram registrados a 50 e 80 cm, enquanto que no
periodo seco, esses valores foram registrados a 50 cm.

As concentragGes de FE para a linhagem vermelha-nativa (vm-RN), apresentaram
diferencgas significativas entre as estagdes nas profundidades de 30 e 80 cm (Figura 4D),
sendo que os valores mais elevados ocorreram na estagdo seca, nos individuos cultivados a
80 cm.

Quando comparadas as linhagens, foram detectadas diferencas entre as
concentracdes de FE em determinadas situagdes. Durante o periodo chuvoso, a linhagem
marrom-esverdeada (me-CE) cultivada a 30 cm apresentou os valores mais elevados de FE
em relacdo as outras linhagens cultivadas nessa mesma profundidade, que por sua vez,
apresentaram valores semelhantes entre si. Na profundidade de 50 cm, a vermelha-nativa
(vm-RN) apresentou concentracGes de FE mais elevadas do que as demais linhagens, que por
sua vez, apresentaram valores semelhantes entre si. A 80 cm, as concentracdes de FE foram
semelhantes entre as linhagens.

No periodo seco, nos cultivos a 30 cm, as concentracdes de FE registradas para a
linhagem vermelha-nativa (vm-RN) foram mais elevadas do que as registradas para as
demais linhagens, na mesma profundidade. As linhagens vermelha (vm-CE) e marrom-
esverdeada (me-CE) apresentaram valores intermedidrios, e a verde (vd-CE) foi a mais
deficiente em FE. Para os cultivos a 50 cm, a linhagem vermelha (vm-CE) apresentou
concentragdes mais elevadas do que as demais linhagens; a marrom-esverdeada (me-CE) e
vermelha-nativa (vm-RN) apresentaram valores intermediarios, e a verde (vd-CE) exibiu as
concentragdes mais baixas desse pigmento (Figura 4). Nos cultivos a 80 cm, a linhagem
vermelha-nativa (vm-RN) apresentou concentracées de FE mais elevadas do que as demais
linhagens, com valores intermedidrios para a vermelha (vm-CE) e menores para verde (vd-

CE).
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Figura 4. Concentracdo de ficoeritrina (FE) das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha
(vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN)
(D) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30,
50 e 80 cm, durante as estagdes chuvosa e seca. Diferentes letras com mesma formatagao
sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas (p<0,05) entre as
profundidades, e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as estacbes (chuvosa e
seca).
3.6.2. Ficocianina

A andlise de variancia multifatorial revelou que as concentracdes ficocianina (FC) das
diferentes linhagens apresentaram diferencas significativas entre as esta¢des chuvosa e
seca, entre as diferentes profundidades e entre as linhagens de Gracilaria birdiae (Tabela 8).

Quando comparadas as duas estacdes, podemos observar que as concentracdes de
FC para a linhagem vermelha (vm-CE) ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 5
A). Durante a estacdo chuvosa, as concentracdes de FC para essa linhagem foram
semelhantes entre as profundidades, enquanto que na estacdao seca, foram registradas
concentracdes mais elevadas de FC nos individuos cultivados a 30 e 50 cm de profundidade.

Para linhagem marrom-esverdeada (me-CE), ndo foram constatadas diferencas

significativas na concentracdo de FC entre as duas estacoes (Figura 5B). Durante o periodo
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chuvoso, os maiores valores de FC para essa linhagem foram observados na profundidade de
30 cm, enquanto que na estagdo seca, as concentracdes mais elevadas foram registradas a
30 e 50 cm.

A linhagens verde (vd-CE) ndo apresentou diferencas nas concentragdes de FC entre
as estacOes e nem entre as profundidades (Figura 5C).

A vermelha-nativa (vm-RN), apresentou o valor mais elevado na estagao seca, a 80
cm de profundidade (Figura 5D). As demais concentracdes foram consideradas semelhantes.

Quando comparadas as linhagens, foram detectadas diferencas entre as
concentragdes de FC em determinadas situagdes. Durante o periodo chuvoso, a linhagem
marrom-esverdeada (me-CE), cultivada a 30 cm, apresentou as concentracoes de FC mais
elevadas do que as demais cultivadas na mesma profundidade, que por sua vez, nao
diferiram entre si. Nas profundidades de 50 e 80 cm, as quatro linhagens apresentaram
concentragdes de FC semelhantes.

No periodo seco, a linhagem vermelha-nativa (vm-RN) cultivada a 80 cm apresentou
valores mais elevados de FC em relagdo as demais linhagens cultivadas na mesma

profundidade (Figura 5). As demais linhagens apresentaram valores semelhantes entre si.
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Figura 5. Concentracao de ficocianina (FC) das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha
(vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN)
(D) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30,
50 e 80 cm, durante as esta¢des chuvosa e seca. Diferentes letras com mesma formatagao
sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas (p<0,05) entre as
profundidades, e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as esta¢des (chuvosa e
seca).

3.6.3. Aloficocianina

A andlise de variancia multifatorial revelou que as concentragées aloficocianina (AFC)
das diferentes linhagens apresentaram diferencas significativas entre as estacGes chuvosa e
seca, entre as diferentes profundidades e entre as linhagens de Gracilaria birdiae (Tabela 8).

Quando comparadas as estacdes chuvosa e seca, as concentracdes de AFC
registradas na linhagem vermelha (vm-CE) foram semelhantes nas profundidades de 30 e 80
cm. Na profundidade de 50 cm as concentracdes de AFC foram mais elevadas na estacao
seca (Figura 6A). Nao houve diferencas significativas de AFC entre as profundidades durante
essa estacgao.

Para linhagem marrom-esverdeada (me-CE), foram constatadas diferencas na

concentracdo de AFC entre as duas estacles, apenas na profundidade de 30 (Figura 6B),
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sendo registrados valores mais elevados durante a estacao chuvosa. Durante a estacdo seca,
os valores de AFC registrados na profundidade de 50 cm, foram mais baixos do que aqueles
obtidos a 30 e 80 cm.

A linhagem verde (vd-CE) nao apresentou diferengas entre as profundidades durante
o cultivo na estacdo chuvosa. Na estacdo seca, os valores mais elevados foram registrados a
80 cm e semelhantes nas demais profundidades (Figura 6C).

Para a linhagem vermelha-nativa (vm-RN), foram registradas diferengas significativas
nas concentracoes de AFC entre as esta¢des chuvosa e seca, nas profundidades de 50 e 80
cm (Figura 6D). Durante a estagdo chuvosa, as concentra¢des mais elevadas foram obtidas
nos individuos cultivados a 50 cm, enquanto que na estacdo seca, os maiores valores foram
verificados a 80 cm de profundidade.

Quando comparadas as linhagens, foram detectadas diferencas entre as
concentragcdes de AFC em algumas situacdes. Durante o periodo chuvoso, a linhagem
marrom-esverdeada (me-CE), cultivada a 30 cm, apresentou as concentracdes de AFC mais
elevadas do que as demais linhagens cultivadas na mesma profundidade. As demais
linhagens apresentaram valores semelhantes entre si. Nos cultivos a 50 cm, as linhagens
verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) apresentaram as concentracées de AFC mais
elevadas, enquanto que a marrom-esverdeada (me-CE) exibiu valores intermedidrios e a
vermelha (vm-RN), as concentragdes mais baixas. Na profundidade de 80 cm, as
concentragdes de AFC foram semelhantes nas quatro linhagens.

No periodo seco, as linhagens cultivadas a 30 cm apresentaram concentracdes de
AFC semelhantes entre si. A linhagem verde (vd-CE) cultivada a 50 cm apresentou as
concentracdes de AFC mais elevadas do que as demais linhagens cultivadas na mesma
profundidade, que por sua vez, apresentaram valores similares. Na profundidade de 80 cm,
as linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) apresentaram valores semelhantes
entre si e mais elevados do que as linhagens vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-

CE). Por sua vez, essas duas Ultimas apresentaram concentra¢des de AFC similares.
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Figura 6. Concentracdo da aloficocianina (AFC) das diferentes linhagens de G. birdiae,
vermelha (vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa
(vm-RN) (D) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estagdes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdao sobre as barras de desvio padrdao indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades, e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdOes (chuvosa e seca).

3.6.4. Clorofilaa

A analise de variancia multifatorial revelou que as concentra¢des de Clorofila a das
diferentes linhagens apresentaram diferencas significativas entre as estacbes, entre as
diferentes profundidades e entre as linhagens de Gracilaria birdiae (Tabela 8).

Quando comparadas as estacdes, as concentracées da Cla verificadas na linhagem
vermelha (vm-CE) foram mais elevadas durante o cultivo no periodo seco a 30 e 50 cm de
profundidade, enquanto que a 80 cm, ndo houve diferencas significativas entre as duas
estacOes (Figura 7A). Durante o periodo chuvoso, a concentracdo de Cla para essa linhagem
foi maior nos individuos cultivados a 80 cm, enquanto que durante o periodo seco, ndo

houve diferencas entre as profundidades.
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Para a linhagem marrom-esverdeada (me-CE), foram constatadas diferencas na
concentragdo de Cla entre as duas estagdes, apenas no cultivo a 30 cm, sendo o valor mais
elevado obtido durante o periodo seco (Figura 7B). A concentracdo desse pigmento foi mais
baixa nos individuos cultivados a 80 cm de profundidade nos dois periodos.

A linhagem verde (vd-CE) ndo apresentou diferengas nas concentragées de Cla entre
as estagdes chuvosa e seca, em nenhuma das profundidade testadas, sendo registrados
valores mais elevados nos individuos cultivados a 80 cm em ambas estagdes (Figura 7C).

Para a linhagem vermelha-nativa (vm-RN), foram registradas maiores concentragées
de Cla na estacdo seca, sendo os valores mais elevados registrados na profundidade de 80

cm (Figura 7D).
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Figura 7. Concentracdo da clorofila a (Cla) das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha
(vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN)
(D) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30,
50 e 80 cm, durante as estacGes chuvosa e seca. Diferentes letras com mesma formatacao
sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas (p<0,05) entre as

profundidades, e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as estacdes (chuvosa e
seca).
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Quando comparadas as linhagens, foram detectadas diferengas entre as
concentragoes de Cla em determinadas situa¢des (Tabela 7). Durante o periodo chuvoso, as
concentracdes de Cla registradas nas profundidades de 30 e 50 cm foram menores para a
linhagem vermelha-nativa (vm-RN) e similares entre as demais. No cultivo a 80 cm, as
concentragdes de Cla foram menores para a linhagem marrom-esverdeada (me-CE) e
similares entre as demais.

No periodo seco, as concentracdes de Cla foram semelhantes entre as linhagens
quando cultivadas a 30 e 50 cm. Na profundidade de 80 cm, as linhagens verde (vd-CE) e
vermelha-nativa (vm-RN), apresentaram valores mais elevados do que quando comparadas
as concentracbes da vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) na mesma

profundidade (Figura 7).
3.6.5. Carotenoides totais

As concentragdes de CT das quatro linhagens de Gracilaria birdiae apresentaram
diferencas significativas entre as estacbes chuvosa e seca, em todas as profundidades
estudadas (Tabela8). Essas concentragdes foram mais elevadas durante o periodo seco
(Figura 8). Durante esse periodo, apenas a linhagem vermelha-nativa (vm-RN) apresentou as
concentracdes de CT distintas entre as profundidade, com valores maiores a 80 cm,
intermediarios a 50 cm e menores a 30 cm (Figura 8A).

Quando comparadas as linhagens, foram detectadas diferencas entre as
concentra¢gdes de CT em algumas situagdes. Durante o periodo chuvoso, ndao houve
diferencas entre as linhagens em nenhuma profundidade. No periodo seco, as
concentragdes de CT foram semelhantes entre as linhagens quando cultivadas a 30 e 50 cm.
Na profundidade de 80 cm, as linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN),
apresentaram concentracdes de CT mais altas do que as registradas para as linhagens

vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) na mesma profundidade (Figura 8).
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Figura 8. Concentracao de carotenoides totais (CT) das diferentes linhagens de G. birdiae,
vermelha (vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa
(vm-RN) (D) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as esta¢des chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdao sobre as barras de desvio padrao indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades, e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdOes (chuvosa e seca).

3.6. Rendimento e qualidade do polissacarideo

As interagdes entre as varidveis independentes (estacdo, profundidade e linhagens),
avaliadas para o rendimento e teores de 3,6-anidrogalactose e sulfato do polissacarideo sdo

apresentados na Tabela 9.

61



Capitulo 3 — Cultivo no mar (longa duragdo) de linhagens de Gracilaria birdiae...

Tabela 9. ANOVA multifatorial para o rendimento e teores de 3,6-anidrogalactose (3,6-AG) e
sulfato (SO4) do polissacarideo extraido das diferentes linhagens de G. birdiae (vermelha,
vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-nativa, vm-RN) cultivadas na
praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm, na
durante as estagdes chuvosa e seca. Resultados dos efeitos isolados e interagGes entre as

variaveis independentes (estacdo, profundidade e linhagem).

Fonte de .
L gl Rendimento 3,6-AG SO,
varia¢do
1 F 3,73 0,53 89,80
Estagdo (A) p n.s. n.s. ok
. F 2,29 3,31 0,92
Profundidade (B) 2 N
p n.s. n.s.
. F 1,33 0,82 13,65
Linhagem (C) 3 s
p n.s. n.s.
F 0,75 22,12 12,32
AxB 2 , e o o
F 1,80 11,88 10,26
AxC 3 , . o o
B xC 6 F 2,11 1,96 14,93
X
p n.s. n.s. **
F 0,64 5,72 8,19
AxBxC 6 p s, - -

* diferengas significativas (p<0,05); ** diferengas altamente significativas (<0,001); n.s. ndo-

significativo

3.6.1. Rendimento do polissacarideo

O rendimento do d4gar extraido das quatro linhagens de Gracilaria birdiae ndo

apresentou diferencas significativas entre os periodos chuvoso e seco, em nenhuma das

profundidades (Tabela 9, Figura 9). Quando comparadas as linhagens,

constatadas diferencas significativas entre elas.

nao foram
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Figura 9. Rendimento do 4gar extraido das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha (vm-
CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN) (D)
cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50
e 80 cm, durante as estagdes chuvosa e seca. Letras semelhantes com mesma formatacao
sobre as barras de desvio padrdo indicam valores similares (p>0,05) entre as profundidades.
Ndo houve diferencas significativas entre as estacdes chuvosa e seca (p>0,05).

3.6.2. 3,6-anidrogalactose

As diferentes linhagens de Gracilaria birdiae nao apresentaram diferencas
significativas nos teores de 3,6-AG, quando comparadas as estacdes chuvosa e seca, em
nenhuma das profundidades testadas (Tabela 9, Figura 10), com excecdo da linhagem verde
(vd-CE), que apresentou valores mais elevados no periodo seco, nos cultivos a 80 cm (Figura
10C).

Quando comparadas as linhagens, a verde (vd-CE) cultivada a 80 cm apresentou os
valores de 3,6-AG mais baixos em relacdo as linhagens vermelha (vm-CE), marrom-
esverdeada (me-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) (Figura 10). As demais linhagens

apresentaram valores semelhantes entre si.
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Figura 10. Teores de 3,6-anidrogalactose (3,6-AG) (%) do dagar extraido das diferentes
linhagens de G. birdiae, vermelha (vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-
CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN) (D) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do
Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as esta¢bes chuvosa e seca.
Diferentes letras com mesma formatacdao sobre as barras de desvio padrao indicam
diferencas significativas (p<0,05) entre as profundidades e o simbolo (*) indica diferenca
significativa entre as estacdes (chuvosa e seca).

3.6.3. Teor de Sulfato

Quando comparadas as estacbGes chuvosa e seca, as linhagens vermelha (vm-CE) e
marrom-esverdeada (me-CE) apresentaram teores de sulfato mais elevados na estacao seca
na profundidade de 30 cm; nas demais profundidades os valores foram semelhantes (Figuras
11A e B). Na linhagem verde (vd-CE), os teores de sulfato foram maiores na estacdo seca nas
profundidades de 50 e 80 cm (Figura 11C), enquanto que para vermelha-nativa (vm-RN),

foram a 30 e 50 cm (Figura 11D), nessa mesma estacao.

64



Capitulo 3 — Cultivo no mar (longa duragdo) de linhagens de Gracilaria birdiae...

M CHUVOSO HSECO M CHUVOSO HSECO
50,0 4 A 50,0 B

40,0 - 40,0
30,0 -

30,0

20,0 a b

Teor de Sulfato (% Sulfato. g MS1)
Teor de Sulfato (% Sulfato. g MS)

30cm 50cm 80cm 30cm 50cm 80cm

M CHUVOSO HSECO u CHUVOSO HSECO
50,0 4 50,0

30,0

o a
] 0
= H
L' L
s 3
2 2
£ £ * *
& &
< < a
2 g 200 a b a
s £
Z 3 a a L
3 3
b T 100 =
9 9
= -
0,0
30cm 50cm 80cm 30cm 50cm 80cm

Figura 11. Teores de sulfato (%) do 4gar extraido das diferentes linhagens de G. birdiae,
vermelha (vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C), e vermelha-nativa
(vm-RN) (D) cultivadas na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estacGes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdo sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdes (chuvosa e seca).

Quando comparadas as linhagens durante o periodo chuvoso, elas apresentaram
teores de sulfato semelhantes entre si, com exce¢ao para: i) a linhagem verde (vd-CE)
cultivada a 30 cm, que apresentou valores superiores as demais linhagens; ii) a linhagem
marrom-esverdeada (me-CE) cultivada a 50 cm, que apresentou teores de sulfato superiores
as demais linhagens; iii) as linhagens vermelha (vm-CE) e vermelha-nativa (vm-RN)
cultivadas a 80 cm, que apresentaram valores de sulfato semelhantes entre si, porém
superiores aos registrados para a marrom-esverdeada (me-CE) e verde (vd-CE).

Para o periodo seco, as linhagens que apresentaram diferencas entre si foram: i) as
linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) cultivadas a 30 cm (periodo seco), que
embora tenham apresentado valores semelhantes entre si, foram superiores aos registrados

para a vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE); ii) a linhagem vermelha (vm-CE)
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cultivada a 50 cm (periodo seco), que apresentou os menores teores de sulfato quando
comparada as demais linhagens; e iii) a linhagem marrom-esverdeada (me-CE) cultivada a 80
cm (periodo seco), que apresentou os menores teores de sulfato quando comparada as

demais linhagens.

4. Discussao

4.1. Taxas de crescimento

O tempo de cultivo foi um dos fatores que mais influenciou nas variagdes das taxas
de crescimento (TCs) das diferentes linhagens de Gracilaria birdiae. Todas as linhagens
apresentaram reducdes significativas nessas taxas ao longo do tempo, nos dois periodos
estudados e em todas as profundidades.

A reducgdo nas TCs observada com o aumento no tempo de cultivo pode ser
relacionada principalmente ao envelhecimento do talo, comum em sistemas de cultivo que
utilizam propagacdo vegetativa para producdao de mudas. Sabe-se que durante o periodo
fértil as algas canalizam energia acumulada para os processos reprodutivos, reduzindo as
taxas de crescimento (DEWREEDE & KLINGER, 1988; SANTELICES & VARELA, 1995; MATHIESON & GUO,
1992). A reducdo dessas taxas apds a diferenciacdo de estruturas reprodutivas ja foi
observada em espécies de Gracilaria, como G. chilensis (SANTELICES & VARELA, 1995), G.
domingensis (GUIMARAES et al., 1999) e G. tenustipitata (BARUFI et al., 2010). No presente
estudo, embora tenham sido utilizadas plantas tetrasporofiticas inférteis, p6de-se constatar
gue apods o longo periodo de cultivo no mar, a maioria dos talos apresentou-se fértil. Esse
fato pbéde ser observado também nas pesagens das mudas durante o cultivo, pois em
algumas ocasides, foi evidenciada a germinacdo de tetraspdros in situ, a partir do
crescimento de pequenos talos gametofiticos epifitos no tetrasporoéfito. A germinacao in situ
foi relatada para G. birdiae durante a elucidacdo de seu historico de vida em laboratdrio
(CostA & PLASTINO, 2001). Registros de germinacdo in situ na natureza foram também
realizados para essa espécie (ArRAUJO, 2005).

As TCs das algas cultivadas no mar podem variar dependendo das condi¢bes
ambientais. Os parametros que mais influenciam no crescimento dessas algas estdo
relacionados a luz, nutrientes, temperatura, movimento da 4gua e salinidade (KirsT, 1989;

LoBBAN & HARRISON, 1997). Nesse estudo, a maioria dos parametros ambientais avaliados
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apresentou diferencas significativas entre as estacdes chuvosa e seca. Dentre eles, os baixos
valores de salinidade e de transparéncia da agua, registrados durante o periodo chuvoso,
podem ser considerados os fatores que mais influenciaram negativamente o crescimento de
algumas linhagens de Gracilaria birdiae nesse periodo. De acordo com MCLACHLAN & BIRD
(1986) as espécies de Gracilaria apresentam uma ampla faixa de tolerancia a salinidade,
entretanto, o nivel de salinidade para o crescimento 6timo é especifico para cada espécie.
Experimentos de cultivo com G. birdiae em ambientes estuarinos demonstraram que as TCs
foram reduzidas devido as variagdes de salinidade (MARINHO-SORIANO et al., 2006).

A baixa transparéncia da agua registrada no periodo chuvoso na praia de Rio do Fogo
esteve relacionada a elevada concentracdo de material particulado carreado para o mar
pelas fortes chuvas. Esse evento, além de ter reduzido a irradidancia disponivel para os
individuos de Gracilaria birdiae nas diferentes profundidades de cultivo, proporcionou a
deposicdo de material particulado sobre os seus talos. Possivelmente, essa deposi¢ao
dificultou a captacdo de luz, e consequentemente, reduziu a fotossintese e o crescimento de
algumas linhagens, particularmente a verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-CE). AGUILAR-
Rosas et al. (2000) relatam que a reducdo na sobrevivéncia de G. pacifica, em cultivo no
Meéxico, foi causada pelo acumulo de sedimento sobre as algas, sendo observando sinais de
decomposicao e desprendimento dos talos. Observagdes similares foram reportadas para
cultivos de G. parvispora (NELSON et al., 2001) e G. caudata (MARINHO-SORIANO et al., 2002) em
ambientes com elevadas concentragdes de material particulado na agua. Dados relacionados
a fotossintese das diferentes linhagens de G. birdiae e as diferencas obtidas durante as
esta¢des chuvosa e seca serdo discutidos no préoximo capitulo.

A analise realizada com base nas TCs obtidas até os 60 dias, indicou que as linhagens
verde (vd-CE) e vermelha (vm-RN) apresentaram diferencas marcantes nos dois periodos de
cultivo. As TCs dessas linhagens foram significativamente menores durante o periodo
chuvoso. Os baixos valores de crescimento registrados podem estar relacionados a dificil
aclimatacdo as condicdes adversas encontradas durante o periodo chuvoso. Durante esse
periodo, foram registradas TCs negativas ocasionadas por perdas de biomassa, que passou a
ser inferior ao inéculo. Nessas linhagens, foram constatados sinais de despigmentacado e
talos quebradicos, o que poderia ter favorecido a fragmentacdo e consequentemente

reducdo de biomassa e taxas de crescimento. De acordo com CORREA et al. (1996), essas
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caracteristicas podem estar associadas a substancias oxidantes produzidas pelas proéprias
algas em resposta ao estresse fisioldgico. As menores taxas nesse periodo, foram obtidas
nos cultivos com a linhagem vermelha-nativa (vm-RN), com valores entre 0,48 — 1,25%.d .

As linhagens que apresentaram melhores desempenhos durante o periodo chuvoso
foram a vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) cultivadas a 30 e/ou 50 cm de
profundidade, com TCs variando entre 4,05 — 4,59%.d". Essas linhagens parecem possuir
uma maior capacidade de sobreviver sob essas condi¢cdes e aproveitar melhor as elevadas
concentragdes de nutrientes, em especial o NH,", disponiveis durante esse periodo. Essas
linhagens mantiveram as TCs semelhantes as observadas durante a estacao seca.

Durante o periodo seco, as TCs apresentaram valores mais homogéneos entre as
linhagens. As TCs mais elevadas nesse periodo foram obtidas nos cultivos a 30 cm em todas
as linhagens, e que apresentaram valores que oscilaram entre 3,70 - 4,86%.d™". A linhagem
vermelha-nativa (vm-RN) apresentou TCs semelhantes a vermelha (vm-CE) e superiores a
marrom-esverdeada (me-CE) e verde (vd-CE) nas profundidades de 30 e 50 cm. Além disso,
na profundidade de 80 cm, as quatro linhagens apresentaram TCs semelhantes durante essa
estacao.

A maioria das TCs registrada nesse estudo esteve dentro da variacdo reportada para
algumas espécies de Gracilaria cultivadas no mar (tabela 10). Valores de crescimento entre
0,8 e 4,4% foram registrados em cultivos anteriores para linhagens gametdfiticas de
Gracilaria birdiae em Ubatuba (SP). Nesse experimento, as TCs foram semelhantes entre as
linhagens vermelha (vm-CE) e verde (vd-CE), as quais foram ligeiramente superiores a
marrom-esverdeada (me-CE) (URrsl, 2005). Cultivos experimentais com a linhagem
tetrasporofitica de G. birdiae do Rio Grande do Norte (vm-RN) registraram TCs maximas de
até 7,45 %.d'l, sendo no entanto, registrados valores médios de crescimento semelhantes
entre as estacdes chuvosa (4,4 %.d™) e seca (4,3 %.d™) (BEzERRA & MARINHO-SORIANO, 2010).
Esses autores observaram correlacdes positivas entre as TCs dessa espécie e as
concentra¢des de NH," na dgua. A importancia dos nutrientes nitrogenados para o melhor
desenvolvimento de espécies de Gracilaria em sistemas de cultivo foi reportada em alguns
estudos realizados no mar (DAwWES, 1995; ANDERSON et al., 1999), em estudarios (MARINHO-

SORIANO et al., 2006) e na aquicultura integrada (ABREU et al., 2009).
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Tabela 10. Taxas de crescimento obtidas para diferentes espécies de Gracilaria.

Espécie Local TCR (%.d™) Referéncia

G. birdiae Brasil 0,48 — 4,86 Presente estudo

G. birdiae Brasil 4,3-7,45 BEZERRA & MARINHO-SORIANO, 2010
G. birdiae Brasil 0,8-4,4 URsl, 2005

G. chilensis Chile 1,8-4,6 SANTELICES et al., 1993

G. gracilis Namibia 0,8-4,15 DAWES, 1995

G. dentata Venezuela 3,82+0,4 GOMEZ & MILLAN, 1997

4.2. Pigmentos

A composicdo pigmentar das diferentes linhagens de Gracilaria birdiae antes do inicio
do cultivo no mar apresentaram valores mais elevados de FE em relagdo as demais
ficobiliproteinas, com excecao a linhagem verde (vd-CE) que apresentou as concentragdes de
FC superiores a FE (Tabela 6). A linhagem verde (vd-CE) e marrom-esverdeada (me-CE)
apresentaram concentracdes mais elevadas de AFC em relacdo as demais. A deficiéncia de
FE observada na linhagem verde (vd-CE) corrobora estudos anteriores (COSTA & PLASTINO,
2001, 2011; DoNATO, 2005; URsl, 2005). Quantidades mais elevadas de FC registradas para a
linhagem verde (vd-CE) e menores concentracdes de AFC para a linhagem vermelha (vm-CE)
foram também observadas por URsI (2005). Para outras espécies de Gracilaria, as
concentra¢des mais baixas de FE e concentracdes FC e AFC semelhantes ou superiores, sdao
observadas para variantes verdes quando comparadas aos tipos selvagens (KURSAR et al.,
1983; GUIMARAES et al., 2003). De acordo com DoNATO (2005), a diferenciacgdo quanto ao
balanco das ficobiliproteinas entre as linhagens G. birdiae, explica a variacao fenotipica
observada.

Embora a linhagem verde (vd-CE) tenha apresentado deficiéncia de FE, a baixa
concentragdo desse pigmento ndao afetou o seu crescimento, principalmente durante o
cultivo no periodo seco, onde as TCs foram semelhantes as observadas para as linhagens
marrom-esverdeada (me-CE) e vermelha-nativa (vm-RN), as quais apresentaram
concentragdes iniciais de FE mais elevadas. Resultados semelhantes foram observados para
variantes cromaticas de G. tikvahiae que apresentaram deficiéncia na FE, mas cresceram

normalmente em relagdo as selvagens (RAMUS & VAN DER MEER, 1983).
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O conteudo pigmentar observado antes e apds o cultivo (120 dias) das diferentes
linhagens de Gracilaria birdiae, nas trés profundidades e nas duas estagdes, apresentou
reducdes significativas (Tabela 6 e 7). Em alguns casos, apenas os individuos da linhagem
verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) cultivados a 80 cm ndo apresentaram essas
diferencas para a concentracdo de AFC. Além disso, quando comparada as concentracdes
obtidas antes e apds o cultivo por 120 dias, a AFC foi a que apresentou redugdes menos
pronunciadas dentre as ficobiliproteinas analisadas. O carater conservativo da AFC pode
estar relacionado a sua localizacdo mais interna nos ficobilissomos, sendo dessa forma,
menos susceptivel as modificagdes influenciadas pelos fatores externos (GANTT, 1990).

O suprimento de nitrogénio tem importante efeito na concentracdo das
ficobiliproteinas, uma vez que esses pigmentos podem também atuar como pools de
nitrogénio (BIRD, 1982; GANTT, 1990). De acordo com RYTHER et al. (1981), quando as reservas
de nitrogénio sdo exauridas, as algas vermelhas iniciam a degradacdo de seus pigmentos e
cessam o crescimento. Nessas circunstancias, a FE por se localizar mais externamente no
ficobilissomo é considerada a ficobiliproteina mais acessivel (GANTT, 1990). Desta forma, a
perda de cor pode ser resultado do uso desses pigmentos no metabolismo celular para
sintese de proteinas a partir do nitrogénio disponibilizado (LapoINTE, 1981). Assim, a
coloracdo do talo deve ser mais precisamente um indicador dos niveis internos de N, do que
da condicdo de iluminacdo a que a alga esta submetida (LAPOINTE et al., 1976; RAMuUS, 1983;
MizuTA et al., 2002). Nesse estudo, todas as linhagens apresentaram TCs reduzidas nos
ultimos dias de cultivo e a despigmentacao foi visivel, indicando a utilizacdo dos pigmentos
como fonte de N.

As concentragdes de Cla e CT antes do inicio do cultivo no mar apresentaram valores
semelhantes entre as linhagens (Tabela 6). Resultados similares para os contelddos de Cla
foram obtidos em estudos anteriores para as mesmas linhagens de Gracilaria birdiae em
individuos tetrasporéfiticos (DONATO, 2005; AYRes, 2010) e gametdfiticos (COSTA & PLASTINO,
2011). As concentracdes de CT semelhantes para todas as linhagens registradas nesse
estudo corroboram trabalhos anteriores para as mesmas linhagens tetrasporofiticas de G.
birdiae (DONATO, 2005; AYRES, 2010). Apds o cultivo (120 dias), as concentracdes de Cla e CT
apresentaram reducgdes significativas em todas as linhagens, com apenas algumas excecoes

para as linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) cultivadas a 80 cm. As diferencas
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entre as concentracdes desses pigmentos antes e apds o cultivo foram mais pronunciadas
durante o periodo chuvoso, em todas as profundidades, especialmente para os CT. Esse fato
pode ser consequéncia da aclimatacdo do aparato fotossintetizante as baixas condicdes de
luz existentes no local. Esses resultados corroboram dados obtidos para Cladophora
vagabunda e Gracilaria tikvahiae (DENAULT et al., 2000) submetidas a baixas irradiancias, em
que houve reducdes significativas de Cla e CT.

De acordo com CARNICAS et al. (1999), essa aclimatacdo esta relacionada ao pool de
zeaxantina, um carotenoide que além de atuar como pigmento acessério, atua como
pigmento fotoprotetor. Desta forma, quando a irradiancia é diminuida, o pool de zeaxantina
é reduzido. Em contraste, quando a irradiancia é elevada, as concentragdes desse pigmento
acessorio sao rapidamente elevadas em resposta a aclimatagdo para maior captacgao de luz,
atuando dessa forma, como pigmento fotoprotetor. Esse fen6meno também conhecido
como “ciclo das xantofilas” consiste na conversdao de violaxantina em anteraxantina e
finalmente zeaxantina, sob condi¢cdes de excesso de energia luminosa; o processo inverso
ocorre em baixas irradiancias (YOUNG & FRANK, 1996; CARNICAS et al., 1999). A ocorréncia do
“ciclo das xantofilas” em linhagens gametofiticas e tetrasporofiticas de G. birdiae foi
proposta, uma vez que essas linhagens apresentaram as trés xantofilas participantes do ciclo
(Ursl et al., 2003; DoONATO, 2005). Além disso, URrsl et al. (2003) registraram para linhagens
gametofiticas de G. birdiae elevadas concentracdes de zeaxantina quando submetidas a altas
irradiancias.

No presente estudo, as concentracdes dos CT foram mais elevadas durante o periodo
seco, quando comparadas ao chuvoso. Durante a estacdo seca, as algas estiveram mais
expostas a radiacdo solar, o que possivelmente influenciou nas concentracdes desses
pigmentos. Embora ndo tenham sido registradas diferencas entre os valores de radiagao PAR
nos dois periodos, a transparéncia da agua apresentou valores mais elevados no periodo
seco, o que favoreceu uma maior incidéncia de luz sobre as algas. Variacdes na composicao
desses pigmentos como efeito de mudancas nos niveis de irradidncia tém sido estudadas por
varios autores (TALARICO & MARANZANA, 2000; FIGUEROA et al., 2003; CARNIcAs et al., 1999;
ANDERSSON et al., 2006). Esses estudos apontam para um aumento nas concentracdes de

carotenoides em algas cultivadas sob irradiancias elevadas.

71



Capitulo 3 — Cultivo no mar (longa duragdo) de linhagens de Gracilaria birdiae...

4.3. Rendimento e qualidade de polissacarideos

As linhagens de Gracilaria birdiae cultivadas nas diferentes profundidades e durante
as estacOes chuvosa e seca ndo apresentaram diferencas significativas dos valores de
rendimento de polissacarideo. Embora as comparagdes com dados da literatura sejam
complexas, devido principalmente a grande variedade de métodos de extracao, verificou-se
que os valores de rendimento das diferentes linhagens de G. birdiae obtidos nesse estudo
sdo maiores do que os registrados por URsl (2005) para as linhagens gametofiticas de G.
birdiae e por BEZERRA & MARINHO-SORIANO (2010) para a linhagem vermelha-nativa (vm-RN)
(Tabela 11). A variagcdo observada possivelmente esteve relacionada ao método de extracdo
alcalino utilizado por eles. Geralmente, espécies de Gracilaria produzem 3agar de baixa
qualidade, principalmente devido a alta concentragdo de sulfato. Desta forma, o tratamento
alcalino pode promover a melhoria nas propriedades quimicas e fisicas do gel, devido a
conversao das moléculas de L-galactose-6-sulfato em 3,6-anidro-L-galactose. Entretanto,
esse método apresenta como desvantagem, a reducdo do rendimento de agar (FREILE-
PELEGRIN & MURANO, 2005; FREILE-PELEGRIN & ROBLEDO, 1997; ORDURNA-RoJAS et al., 2008).
Resultados similares e em alguns casos superiores aos obtidos no presente estudo podem
ser observados para outras espécies de Gracilaria submetidas ao método de extracdo de
agar nativo (Tabela 11). MARINHO-SORIANO & BOURRET (2003) encontraram valores de
rendimento variando entre 19 e 30,5 % para G. gracilis e 23 a 36 % para G. bursa-pastoris.
Estudos posteriores mostraram valores de rendimento para G. dura variando entre 32 e 35%
(MARINHO-SORIANO & BOURRET, 2005). O rendimento de agar nativo foi também obtido para G.
cervicornis e G. cornea [como Hydropuntia cornea], com valores variando de 11 a 20% e
entre 29 e 41%, respectivamente (MARINHO-SORIANO et al., 2001).

Quanto aos teores de 3,6-anidrogalactose (3,6-AG), os valores encontrados podem
ser considerados baixos em relacdo aos reportados na literatura para outras espécies de
Gracilaria (Tabela 11). Diferente do que foi observado para o rendimento, os teores de 3,6-
AG parecem ndo apresentar diferenca com o uso da extracdo alcalina. Os valores de 3,6-AG
registrados no presente estudo foram semelhantes aos obtidos para as linhagens
gametofiticas de G. birdiae utilizando-se o método de extracdo alcalina (Ursi, 2005; Tabela
11). FREILE-PELEGRIN & MURARNO (2005) ndo registraram diferencas significativas nos teores de

3,6-AG entre o agar nativo e o obtido apds extracdo alcalina de G. cervicornis, G. blodgettii e
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G. crassissima. Esse fato foi também observado para G. domingensis, que apresentou valores
semelhantes de 3,6-AG no agar nativo e nas amostras submetidas ao tratamento alcalino a
frio (YOSHIMURA, 2006) (Tabela 11). As semelhangas encontradas nos teores de 3,6-AG para
os diferentes tratamentos podem estar relacionadas a posicdo do sulfato na molécula.
Segundo DuckwoRTH el al. (1971), para que o tratamento alcalino seja efetivo é necessario
que o sulfato esteja localizado no C-6 da molécula (a-L-galactose-6-sulfato) para que ocorra
a reacao com a hidroxila do C-3, formando um anel de 3,6-anidro e consequentemente a
liberagdao do grupo sulfato.

Em relacdo ao teor de sulfato (SO4), os valores registrados nesse estudo (7,2 — 17,2%)
foram mais elevados do que os teores encontrados para as linhagens gametofiticas de G.
birdiae (Ursl, 2005), bem como para outras espécies utilizando a extracao alcalina (Tabela
11). Para G. domingensis, no entanto, os valores de sulfato foram semelhantes, mesmo apds
o tratamento alcalino, e a reduc¢do dos teores de sulfato somente foi alcancada apds o pré-
tratamento alcalino a quente (YosHIMURA, 2006). Em relacdo aos teores de sulfato obtidos a
partir da extracdo do d4gar nativo, no presente estudo foram encontrados valores
aproximados aos registrados por ORDUNA-ROJAS et al. (2008) para G. vermiculophylla (6,3 —
13,9%). De acordo com esses resultados, podemos supor que a elevada concentragdo de
sulfato do gel esteja relacionada ao método de extracao empregado nesse estudo. Os altos
teores de sulfato promovem a reducgdo da forga do gel, uma vez que dificultam a formacao
das hélices conforme ocorre a gelificacdo do gel. Por esse motivo, os tratamentos alcalinos
sdao empregados para diminuir a quantidade de sulfato das moléculas. Devido a reduzida

biomassa obtida no final dos cultivos, o método alcalino ndo pdde ser realizado.
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Tabela 11. Rendimento e teores de 3,6-anidrogalactose (3,6-AG) e sulfato (SO4) de

diferentes espécies de Gracilaria.

Espécie Rendimento 3,6-AG SO, Referéncia

G. arcuata 17,2+0,9 28,5+0,2 4,2+0,3 MONTANO et al., 1999

G. birdiae 26,3-35,5 10,8-17,7 7,2-17,2 Presente estudo

G. birdiae* 20-22,8 18,5-19,3 2,7-33 URslI, 2005

G. birdiae* 15-22 - - BEZERRA & MARINHO-SORIANO, 2010
G. bursa-pastoris 23-36 IR IR MARINHO-SORIANO & BOURRET, 2003
G. cervicornis 11-20 - - MARINHO-SORIANO et al., 2001

G. chilensis 20-22 - - MARTINEZ & BUSCHMANN, 1996

G. cornea* 14,5-22,1 32,6 -45,4 1,53-4,25 FREILE-PELEGRIN & ROBLEDO, 1997
G. cornea [Hydropuntia cornea] 29-41 - - MARINHO-SORIANO et al., 2001

G. dura 32-35 IR IR MARINHO-SORIANO & BOURRET, 2005
G. domingensis 35,4 8,8 10,9 YOSHIMURA, 2006

G. domingensis* 3,9-24,7 95-11,4 4,44 -7,18° YOSHIMURA, 2006

G. firma* 23,5+2,4 28+2,5 n.p. ArARNO et al., 2000

G. gracilis* 12,7-18,7 36,6 - 53,8 2,1-33 MOLLET et al., 1998

G. gracilis 19-30,5 IR IR MARINHO-SORIANO & BOURRET, 2003
G. longissima 15,0 -46,2 n.p. 1,9-11,9 ORDUNA-ROJAS et al., 2008

G.sp.* 14,7+ 1,6 25,2+2,0 n.p. ARARNO et al., 2000

G. tenuistipitata 32,9+2,4 34,0+0,1 3,9+0,2 MoNTARNO et al., 1999

G. vermiculophylla 11,6 — 45,7 n.p. 6,3-13,9 ORDUNA-ROJAS et al., 2008

* extracdo alcalina; IR — determinacio por infra-vermelho; ® pré-tratamento alcalino a quente; n.p. - dados n3o-publicados.
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CAPITULO 4

CULTIVOS NO MAR (CURTA DURAGCAO) DE LINHAGENS SELECIONADAS DE
Gracilaria birdiae (GRACILARIALES, RHODOPHYTA) NO ESTADO DO
R10 GRANDE DO NORTE, BRASIL: CRESCIMENTO, FLUORESCENCIA DA

CLOROFILA E COMPOSICAO PIGMENTAR

ABSTRACT

This work evaluated the growth rates, pigments contents and photosynthesis of Gracilaria
birdae strains cultivated for 30 days in the sea (Rio Grande do Norte State, Brazil), at three
different depths (30cm, 50cm, and 80cm) and two seasons (rainy and dry). Four
tetrasporophytic strains were used: red (rd-CE, rd-RN), greenish-brown (gbw-CE), and green
(gr-CE). Different strains of G. birdiae showed, in most cases, similar growth rates between
the seasons. Although, higher values have been recorded during the rainy season. The green
strain (gr-CE) grown at 50 cm was an exception, with growth rates higher in the dry season.
The pigment content of different strains of G. birdiae decreased significantly during dry
season, being the result of higher irradiance, characteristic of this period. The values of
maximum photosynthesis (ETRyax) and saturation irradiance (ly) obtained in strains of G.
birdiae were distinct between seasons, with lower values during the rainy season. These
values were related to photoacclimation at lower light conditions. During the dry season,
when the strains were exposed to higher irradiances, lower values of I, and ETR,.x were

verified, suggesting them as shade plants.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar as taxas de crescimento, contelddo pigmentar e atividade
fotossintetizante de diferentes linhagens de Gracilaria birdiae cultivadas no mar por 30 dias
(Rio Grande do Norte, Brasil), em trés profundidades diferentes (30cm, 50cm e 80cm) e
durante dois periodos distintos (chuvoso e seco). Quatro linhagens de plantas
tetrasporofiticas foram utilizadas: vermelha (vm-CE e vm-RN), marrom-esverdeada (me-CE) e
verde (vd-CE). As TCs das linhagens de G. birdiae apresentaram, na maioria vezes, valores
semelhantes entre as esta¢des, embora em alguns casos, valores mais elevados tenha sido
registrados durante a estacdo chuvosa. A linhagem verde (vd-CE) cultivada a 50 cm foi uma
exce¢do, com TCs mais elevadas na estagdo seca. O conteudo pigmentar das diferentes
linhagens de G. birdiae apresentaram reducodes significativas durante a estacdo seca, sendo
consequéncia da maior irradidncia, caracteristico dessse periodo. Os valores de fotossintese
maxima (ETRm4x) € irradiancia de saturacdo (lx) obtidos nas diferentes linhagens de G. birdiae
foram distintos entre as esta¢des, com valores mais baixos durante o periodo chuvoso. Esses
valores estiveram relacionados a fotoaclimatacdo das linhagens as condicGes de baixa
luminosidade. Mesmo no periodo seco, quando as linhagens de G. birdiae estiveram sujeitas
a maiores irradiancias, os valores de ETRx € Ik foram considerados baixos (< 200 umol.m'l.s'

Y), caracterizando-as como plantas de “sombra”.
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1. Introducgao

As algas desenvolveram ao longo de sua evolugdo varios pigmentos capazes de
absorver as radiagdes solares disponiveis. Esses pigmentos sao representados por trés
grupos: as clorofilas (a, b, c e d), as ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina)
e os carotenoides (carotenos e xantofilas) (LoBBAN & HARRISON, 1997). As algas vermelhas
utilizam as ficobiliproteinas (pigmentos acessérios) para absorver a energia luminosa em
comprimentos de onda especificos (ficoeritrina = 565um; ficocianina = 610um; e
aloficocianina = 650um), retransmitindo-a para o pigmento principal, a clorofila a (=
450um). Outro papel importante conferido aos pigmentos acessérios, em especial aos
carotenoides, é o de promover a protecdo do aparato fotossintetizante quando as algas se
encontram expostas a elevadas intensidades luminosas (DEMMING-ADAMS & ADAMS, 1996; URSI
et al., 2003; ANDERSSON et al., 2006).

Geralmente, a composicdo pigmentar nas algas é resultado das respostas as
mudancas nas condi¢cdes ambientais. Desta forma, a maioria das algas (fotdéfilas e ciafilas) é
capaz de aclimatar o seu aparato pigmentar a disponibilidade de luz (KAKINUMA et al., 2006;
GOMEZ et al., 2005). Varios autores tém estudado as relacdes entre o teor de pigmentos e a
capacidade de realizacdo da fotossintese pelas algas vermelhas (CARNICAS et al., 1999;
TALARICO & MARANZANA, 2000), sendo este assunto, objeto de diversas controvérsias. Alguns
autores afirmam que o conteludo pigmentar nas algas é regulado apenas pela intensidade
luminosa (Ramus et al., 1976; SKRIPTSOVA & YAKOVLEVA, 2002), enquanto que outros afirmam
que a qualidade da luz (composicdo espectral) é responsavel por essa regulacdo (LOPEz-
FIGUEROA & NIELL, 1990; MERCADO et al., 2002). Neste sentido, RAMUS et al. (1976) afirmam que
as mudancas observadas na composicdo pigmentar das macroalgas com a profundidade sdo
em sua maioria aclimatacdes as baixas intensidades luminosas e ndo uma mudanca no
espectro de absorcdo.

A variacdo quantitativa nos pigmentos é muito complexa e ndo depende somente da
luz como também de outros fatores como a temperatura, salinidade, aspectos nutricionais e
provavelmente do histérico de vida da alga (KAKINUMA et al., 2006; NYGARD & EKELUND, 2006).
LAPOINTE et al. (1984) observaram que a interacdo entre a luz e a temperatura afetava o teor
de ficoeritrina e clorofila a e por consequéncia, alterava a capacidade fotossintetizante das

algas. Diversos estudos indicam correlacbes entre a disponibilidade de nitrogénio e o
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conteudo pigmentar, em particular da ficoeritrina que funciona como uma reserva de
nitrogénio (DEBOER, 1981; PINCHETTI et al., 1998). Desta forma, uma perda de coloragdo das
algas vermelhas pode ser atribuida a uma mobilizacdo do nitrogénio presente nos pigmentos
para o uso em outras vias metabdlicas ou a uma fotodestrui¢ao desses pigmentos pela luz.

O conhecimento dos efeitos da radiagao solar sobre a capacidade fotossintetizante
das macroalgas e a sua importancia sobre as estratégias de cultivo tém sido registrados por
alguns autores (AGUIRRE-VON-WOBESER et al., 2000; CABELLO-PASINI et al., 2000; FIGUEROA et al.,
2003). Medidas de taxas de crescimento bem como de taxas de fotossintese tém sido de
grande importancia na avalia¢do de cultivos no mar.

A determinacdo da fotossintese em algas apresenta varias dificuldades devido aos
diferentes mecanismos de fotoaclimatacdo e aos complexos sistemas de regulacdo
encontrados nesses organismos. O desenvolvimento de metodologias ndo-invasivas tem
levado a obtenc¢do de medidas rapidas e precisas do status fisiolégico de vdrias espécies de
plantas, incluindo as macroalgas, e a sua utilizagdo tem se tornado uma importante
ferramenta para avaliar o funcionamento do aparato fotossintetizante sob diferentes
condicdes naturais e artificiais (FRANKLIN & BADGER, 2001; CHALOUB et al., 2010; FIGUEROA &
KoBee, 2010). Atualmente, varios autores sugerem que as medidas de fluorescéncia da
clorofila € uma ferramenta eficiente e rdpida para acessar o desempenho fisiolégico de
macroalgas in situ (BEER et al.,, 2000; GOMEz et al., 2004), podendo ser utilizada para
monitorar os sistemas de cultivo diretamente no campo (CABELLO-PASINI et al., 2000; ABREU et
al., 2009), reduzindo o estresse causado pela transferéncia das algas para analise em
laboratoério (HADER et al., 1997).

Esse estudo teve como objetivo avaliar as taxas de crescimento, o conteudo
pigmentar e atividade fotossintetizante de diferentes linhagens de Gracilaria birdiae
(vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-nativa, vm-RN)
cultivadas no mar por 30 dias, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm em dois periodos

distintos (chuvoso e seco).

2. Material e Métodos
Foram utilizadas quatro linhagens tetrasporofiticas de Gracilaria birdiae: espécimes
de coloracdo vermelha (selvagem) procedentes do Estado do Rio Grande do Norte (vm-RN) e

espécimes de coloracdo vermelha (selvagem) (vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE) e verde
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(vd-CE) obtidos por propagacao vegetativa de talos tetrasporofiticos provenientes do “Banco
de germoplasma de algas gracilarioides” do Laboratério de Algas Marinhas “Edison José de
Paula” (LAM), IBUSP. As procedéncias das linhagens utilizadas neste estudo estdo descritas
no Capitulo 1, item 3.1. As condi¢Oes gerais de cultivo em laboratério empregadas na

manutencado e propagac¢ao das linhagens podem ser visualizadas no Capitulo 1, item 3.2.

2.3. Local de cultivo

Os cultivos foram realizados na praia de Rio do Fogo, municipio de Rio do Fogo (RN).

A descricdo do local é apresentada com mais detalhes no Capitulo 1, item 3.3.

2.4. Delineamento experimental

Ramos apicais de trés individuos diferentes (repeticdes) de cada uma das linhagens
de Gracilaria birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e
vermelha-nativa, vm-RN) foram cultivados no mar por 30 dias em dois periodos distintos: i,
novembro a dezembro/2009 (seco); e ii, junho a julho/2011 (chuvoso). Para isso, foram
utilizados trés maédulos de cultivo, e cada um deles foi posicionado a 30, 50 e 80 cm de
profundidade. Os materiais utilizados e a confeccdo dos mddulos sdo apresentados no
Capitulo 1, item 3.5.1. O delineamento amostral utilizado para a distribuicdo das linhagens
nas estruturas de cultivo estd representado no Capitulo 1, item 3.5.2.

A massa fresca de cada uma das mudas distribuidas nas estruturas de cultivo foi
avaliada ao final dos 30 dias de experimento. A determinacdo das taxas de crescimento é
descrita no Capitulo 1, item 3.6. Apds o periodo de cultivo (30 dias), em ambas estacdes
(chuvosa e seca), trés individuos diferentes (repeticdes) de cada linhagem, cultivados nas
trés profundidades foram utilizados para a obtencdo das medidas de fluorescéncia in vivo da
clorofila. Representantes de cada linhagem (trés repeti¢cGes) foram armazenados em caixas
de isopor com gelo e transportados para o Laboratério Macroalgas Marinhas, DOL, UFRN.
Apds a avaliacdo da massa fresca, as amostras foram destinadas para quantificacdao dos

pigmentos (Cla, FE, FC, ALC e CT).

2.5. Fluorescéncia in vivo da clorofila

Medidas de fluorescécia in vivo da clorofila foram obtidas a partir do fluorimetro

submersivel Walz Diving-PAM (“Pulse Amplitude Modulation”). Trés 4pices de um mesmo
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individuo de cada linhagem de Gracilaria birdiae foram dispostos proximos a extremidade da
fibra otica, por meio de um pegador magnético, e organizados de modo que ndao houvesse
sobreposicdo. Foi selecionada a opc¢do de curvas rdpidas de luz (“light curve”) do
equipamento e empregado 8 niveis de irradiancia (0 - 649 pmol fétons.m™.s™). O tempo de
exposicdo dos apices em cada irradiancia foi de 20s, intercalados por pulso de saturagao de
0,8s, de aproximadamente 6100 pmol fétons.m™.s™. Os dados obtidos foram utilizados para
construcao de curvas de Fotossintese x Irradiancia (FI). O rendimento quantico efetivo
(AF/F,.) foi fornecido pelo equipamento, sendo calculado de acordo com GENTY et al. (1989).
A estimativa do fluxo de elétrons no aparato fotossintetizante foi obtida a partir dos calculos
das taxas de transporte de elétrons (do inglés, ETR, eletron transport rate), segundo
SCHREIBER et al. (1994, 1995):
ETR = AF/F,,’ x PARx 0,15 x 0,5

onde, AF/Fm’ é o rendimento quantico efetivo obtido nas diferentes intensidades de PAR
(irradiancia) e os fatores 0,15 e 0,50, referem-se a absortancia utilizada para Rhodophyta
(GRzymski et al., 1997; FIGUEROA et al., 2003; KORBEE et al., 2005) e a quantidade de fétons
associados ao fotossistema Il (PSIl) (SCHREIBER et al., 1994, 1995), respectivamente.

As curvas foram geradas com base nos valores de ETR calculados como descritos
acima. Os parametros fotossintetizantes, tais como ETR: € eficiéncia fotossintetizante
(oETR) foram estimados com base na fun¢do ndo-linear de JAssBY & PLATT (1976):

ETR = ETRmax - tanh (tETR - Is/ETRmax )

onde, ETR é a taxa de transporte de elétrons, mencionada anteriormente; ETR.sx € @ ETR
saturada; tanh é a fungdo tangente hiperbdlica; aETR é a eficiéncia fotossintetizante
(inclinagao da curva F x 1) e |5 é a irradiancia incidente.

A Irradiancia de saturacdo (ly) foi calculada como a razdo entre ETRmsy /OETR. As

curvas obtidas foram ajustadas de acordo com WEBB et al. (1974).

2.6. Determinagao do contetdo pigmentar

O conteudo pigmentar foi avaliado para as 4 linhagens de Gracilaria birdiae no inicio
e apos os cultivos nas diferentes profundidades e nos dois periodos distintos (chuvoso e
seco). Amostras de 200 mg (massa fresca), em triplicata, foram selecionadas e lavadas em

agua destilada, sendo removido o excesso de agua com papel absorvente. Em seguida, essas

80



Capitulo 4 — Cultivo no mar (curta duragao) de linhagens de Gracilaria birdiae...

amostras foram armazenadas a —70°C até o momento de transporta-las para o Laboratério
de Algas Marinhas “Edison José de Paula” (LAM), IBUSP, onde foram realizados os

procedimentos de extracdo (ver Capitulo 1, item 3.7).
2.7. Analise estatistica

As taxas de crescimento, concentracdes dos pigmentos (FE, FC, AFC, Cla e CT) e os
parametros fotossintetizantes obtidos a partir da fluorescéncia in vivo da clorofila (AF/F,’,
ETRmax, QETR e lg) foram submetidos a analise de variancia multifatorial, para constatacdo de
possiveis diferencas entre as linhagens e as profundidades, durante as estacdes chuvosa e
seca. Quando diferencas significativas foram detectadas, o teste a posteriori Student-
Newman-Keuls foi utilizado. Todas as andlises foram realizadas no programa Statistica

(versdo 7.1).

3. Resultados

3.1. Taxas de crescimento

As taxas de crescimento (TCs) das diferentes linhagens de Gracilaria birdiae
cultivadas por 30 dias nas trés profundidades (30, 50 e 80 cm) e nas duas esta¢des (chuvosa
e seca), podem ser visualizadas na Tabela 1. A analise de variancia multifatorial revelou que
as (TCs) apresentaram diferencas significativas entre as estacdes, entre as profundidades e

entre as linhagens (Tabela 2).
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Tabela 1. Taxas de crescimento (%.d™) das diferentes linhagens de G. birdiae (vermelha, vm-
CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-nativa, vm-RN) cultivadas por 30
dias, na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80
cm, durante as estagdes chuvosa e seca.

Profundidades 30cm 50 cm 80cm

Estagdo chuvosa

vm-CE 516+0,32° 4,43+0,09° 4,90+0,20°
me-CE 518+0,47° 6,56+0,52° 4,14+0,34%°
vd-CE 3,51+0,61° 3,60+0,51° 3,56+0,37°
vm-RN 5,69+0,69° 3,91+1,04 4,66+0,30°

Estagdo seca

vm-CE 3,30+£0,15° 4,26+0,42° 3,84+0,25°
me-CE 2,71+£0,41° 4,47+0,21° 3,77%0,27°
vd-CE 3,20+0,07° 4,47+0,38" 3,42+0,37°
vm-RN 2,55+0,16° 4,61+0,43" 3,80+0,23°

Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as linhagens para
cada profundidade, separadamente (p<0,05)

Tabela 2. ANOVA multifatorial para as TCs das diferentes linhagens de G. birdiae (vermelha,
vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-nativa, vm-RN) cultivadas por
30 dias, na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e
80 cm, durante as estacdes chuvosa e seca. Resultados dos efeitos isolados e interacées
entre as varidveis independentes (estacdo, profundidade e linhagem).

Fonte de
gl F P

Variagao
Estagdo (A) 1 79,35 *
Profundidade (B) 2 17,39 **
Linhagem (C) 3 14,88 *k
AxB 2 30,63 *x
AxC 3 13,06 *x
BxC 6 6,81 *x
AxBxC 6 6,63 **

** diferengas altamente significativas (p<0,05)
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As linhagens vermelha (vm-CE) e a vermelha-nativa (vm-RN) apresentaram TCs mais
elevadas durante a estacao chuvosa, quando comparadas as TCs observadas na estacao
seca, nas profundidades de 30 e 80 cm (Figura 1A e D). As TCs registradas para a linhagem
marrom-esverdeada (me-CE) foram também superiores durante a esta¢do chuvosa, embora
essas taxas maiores tenham sido observadas nas profundidades 30 e 50 cm (Figura 1B). A
linhagem verde (vd-CE) apresentou respostas distintas das demais, sendo registradas
diferencas significativas entre as estagdes apenas nos individuos cultivados a 50 cm, com
valores mais elevados durante a estagao seca (Figura 1C).

Quando comparadas as linhagens, foi constatado que durante o periodo chuvoso,
elas apresentaram diferencas entre si em algumas situacoes (Tabela 1). A vermelha (vm-CE)
apresentou TCs semelhantes a vermelha-nativa (vm-RN) em todas as profundidades, sendo
mais baixas do que a marrom-esverdeada (me-CE) apenas na profundidade de 50 cm. Ainda
em relacdo a vermelha (vm-CE), as TCs foram superiores a verde (vd-CE), na profundidade de
30 e 80cm. Quanto a linhagem marrom-esverdeada (me-CE), foram registrados valores
superiores a verde (vd-CE) nos cultivos a 30 e 50 cm e a vermelha-nativa (vm-CE) a 50 cm de
profundidade. A linhagem vermelha-nativa (vm-CE) apresentou também valores superiores a
verde (vd-CE) nos cultivos a 30 cm. No periodo seco, todas as linhagens apresentaram

semelhancas nas TCs, quando comparadas as mesmas profundidades (Tabela 2).
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Figura 1. Taxas de crescimento das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha (vm-CE) (A),
marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN) (D) cultivadas
por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30,
50 e 80 cm, durante as esta¢des chuvosa e seca. Diferentes letras com mesma formatacao
sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas (p<0,05) entre as

profundidades e o simbolo (*) indica diferenga significativa entre as estacdes (chuvosa e
seca).

3.2. Fluorescéncia in vivo da clorofila

Os perfis das curvas de fotossintese estimadas por meio das taxas de transporte de
elétrons (ETR) em irradiancias crescentes estdo representados na Figura 2. A partir dessas
curvas, foi possivel obter os pardametros da fotossintese (ETRmix, AF/Fn’, oETR, Iy) das
linhagens de Gracilaria birdiae e identificar as diferencas em relagdo as profundidades e as
estacOes (Tabela 3). Os parametros fotossintetizantes obtidos a partir da fluorescéncia in

vivo da clorofila sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros fotossintetizantes (ETRns, AF/F.’, oETR, I) obtidos a partir da

fluorescéncia in vivo da clorofila nas diferentes linhagens de G. birdiae (vermelha, vm-CE;

marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-nativa, vm-RN) cultivadas por 30 dias

na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm,

durante as estagdes chuvosa e seca.

Estagdes/ CHUVOSA SECA

Profundidades 30cm 50 cm 80 cm 30cm 50 cm 80 cm

vm-CE

ETRvax 1,79+0,70 1,08+0,12 1,46 £0,33 3,10+0,94 2,53+1,02 2,32+0,32
Rendimento quéntico efetivo (AF/F,) 0,57 +0,03 0,55 +0,02 0,60 0,01 0,54 + 0,06 0,58 + 0,02 0,59 + 0,02
Eficiéncia fotossintetizante (tETR) 0,02 +0,00 0,02 £ 0,00 0,03+0,01 0,02 £ 0,00 0,01 +0,00 0,02 £ 0,00
Saturagdo luminosa (1) 121,2 + 38,82 53,5+6,73 56,4 +7,90 129,4 + 24,58 173,3+6,35 130,4 + 13,81
me-CE

ETRmax 1,30+0,09 2,43 £ 0,55 1,67 +0,25 4,16 £ 0,62 3,11+0,67 3,83+1,06
Rendimento quéntico efetivo (AF/F,) 0,60 + 0,00 0,58 £0,03 0,63+0,01 0,55+0,01 0,57 £ 0,06 0,61 + 0,02
Eficiéncia fotossintetizante (otETR) 0,02 £+ 0,01 0,03 + 0,00 0,03 +0,01 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,02 +£0,01
Saturagdo luminosa (ly) 78,7 + 8,30 96,3 +8,77 53,1+7,73 181,6 + 34,27 177,2+ 14,71 173,7 +17,41
vd-CE

ETRvax 1,39+ 0,06 1,77 £ 0,36 2,41+0,45 4,59 +0,57 6,55+2,01 4,54 +1,58
Rendimento quéntico efetivo (AF/F,) 0,60 £ 0,01 0,57 +£0,03 0,60 £ 0,03 0,61+0,01 0,66 £ 0,03 0,61+ 0,03
Eficiéncia fotossintetizante (tETR) 0,02 0,00 0,03 £0,01 0,03 £ 0,00 0,03 £0,00 0,04 £0,01 0,03 £ 0,00
Saturagdo luminosa (ly) 58,2 +6,88 67,0+14,78  88,8+19,65 148,8 23,3 155,2+19,6 140,5 + 38,7
vm-RN

ETRvax 1,10+ 0,30 1,32+0,35 1,32 +0,21 4,59 + 0,57 5,47 +£0,52 3,46 £ 0,95
Rendimento quantico efetivo (AF/F,,’) 0,57 0,01 0,58 +£0,01 0,58 +£0,03 0,61 +0,05 0,62 £ 0,04 0,56 + 0,06
Eficiéncia fotossintetizante (tETR) 0,02+0,01 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,03 £0,00 0,03 £ 0,00 0,02 £ 0,00
Saturagdo luminosa (1) 39,8 +8,13 55,2 £13,72 58,9 +5,25 175,3 +40,10 197,0 + 13,65 88,3 +10,54
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Figura 2. Curvas de fotossintese estimadas com base nos valores de ETR e irradidncias
crescentes para as diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha (vm-CE) (A), marrom-
esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN) (D) cultivadas por 30
dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80
cm, durante as estacoes chuvosa (‘) e seca (“).
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Tabela 4. ANOVA multifatorial para os parametros fotossintetizantes (ETRyax, AF/Fr’, GETR,
l) obtidos a partir da fluorescéncia in vivo da clorofila nas diferentes linhagens de G. birdiae
(vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE e vermelha-nativa, vm-RN)
cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as esta¢des chuvosa e seca. Resultados dos efeitos
isolados e interagdes entre as varidveis independentes (estagdo, profundidade e linhagem).

Fonte de ,
variagio gl ETRmix AF/Fm aETR I
1 F 173,19 0,56 0,27 245,00
Estacdo (A) p ok n.s. n.s. *x
. F 3,50 1,68 0,99 6,32
Profundidade (B) 2 . N
p n.s. n.s.
. F 8,13 4,33 11,29 3,42
Linhagem (C) 3 p s . x N
F 1,96 4,51 4,54 4,10
AxB 2 ) o * * .
AxC 3 F 9,16 2,74 5,70 2,52
X
p *x n.s. * n.s.
B xC 6 F 2,00 2,36 1,71 2,02
X
p n.s. * n.s. n.s.
AxBxC 6 F 2,42 0,95 0,68 5,84
X B x
p * n.s. n.s. *x

* diferencas significativas (p<0,05); ** diferencas altamente significativas (<0,001); n.s. ndo-significativo
3.2.1. Fotossintese maxima

A andlise de variancia multifatorial revelou que os valores de fotossintese maxima
(ETRmzx) apresentaram diferencas significativas entre as estacdes chuvosa e seca, entre as
diferentes profundidades e entre as linhagens de Gracilaria birdiae (Tabela 4). Quando
comparadas as estac¢des, foram observados valores mais elevados de ETRsx na estagao seca
do que os obtidos na estacdo chuvosa para: i) a linhagem vermelha (vm-CE) na profundidade
de 50 cm (Figura 3A); ii) a linhagem marrom-esverdeada (me-CE) nas profundidades de 30
cm e 80 cm (Figura 3B); e iii) as linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) em todas
as profundidades (Figuras 3C e D).

Quando comparadas as linhagens, verificou-se que durante a estacdo chuvosa, cada
uma delas apresentou valores de ETRs semelhantes nas trés profundidades, com excecao a
linhagem marrom-esverdeada (me-CE), que apresentou valores mais elevados apenas para

os individuos cultivados a 50 cm (p<0,05). Na estacdo seca, as linhagens nao diferiram entre
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si, com excecdo a linhagem verde (vdCE) cultivada a 50 cm, que apresentou valores mais

elevados do que as demais linhagens nessa mesma profundidade.
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Figura 3. ETR4 das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha (vm-CE) (A), marrom-
esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN) (D) cultivadas por 30
dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80
cm, durante as estacdes chuvosa e seca. Diferentes letras com mesma formatacdo sobre as
barras de desvio padrdo indicam diferencgas significativas (p<0,05) entre as profundidades e
o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as esta¢des (chuvosa e seca).

3.2.2. Rendimento quantico efetivo

A anadlise de variancia multifatorial revelou que os valores de rendimento quéntico
efetivo (AF/F,’) ndo apresentaram diferencas significativas em nenhuma das linhagens de
Gracilaria birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-
nativa, vm-RN), quando comparadas as estacdes (chuvosa e seca) e as profundidades (30, 50

e 80 cm) (Tabela 4; Figuras 4 A, B, C e D). As linhagens também ndo diferiram entre si.
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Figura 4. Rendimento quantico efetivo (AF/F,’) das diferentes linhagens de G. birdiae,
vermelha (vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa
(vm-RN) (D) cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as esta¢des chuvosa e seca. Letras semelhantes
com mesma formatacdo sobre as barras de desvio padrao indicam valores similares (p>0,05)
entre as profundidades. Nao houve diferencas significativas entre as estacdes chuvosa e seca
(p>0,05).

3.2.3. Eficiéncia fotossintetizante (ETR)

Semelhante ao observado para o AF/F,’, ndo foram registradas diferencgas
significativas da eficiéncia fotossintetizante (aETR) em nenhuma das linhagens de Gracilaria
birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-nativa, vm-
RN), quando comparadas as estacdes (chuvosa e seca) e as profundidades (30, 50 e 80 cm)

(Tabela 4; Figuras 4 A, B, C e D). As linhagens também ndo diferiram entre si.
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Figura 5. Eficiéncia fotossintetizante (aETR) das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha
(vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN)
(D) cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as esta¢des chuvosa e seca. Letras semelhantes
com mesma formatacao sobre as barras de desvio padrdo indicam valores similares (p>0,05)
entre as profundidades. Nao houve diferencas significativas entre as estacdes chuvosa e seca
(p>0,05).

3.2.4. Saturacdo luminosa

A analise de variancia multifatorial revelou que os valores de saturacdo luminosa (ly)
apresentaram diferencas significativas entre as estacdes chuvosa e seca, entre as diferentes
profundidades e entre as linhagens (Tabela 4). Quando comparadas as estacdes, foram
observados valores mais elevados de Iy na estacdo seca do que os obtidos na estagao
chuvosa para: i) a linhagem vermelha (vm-CE) nas profundidades de 50 e 80 cm (Figura 6A);
ii) a linhagem marrom-esverdeada (me-CE) nas trés profundidades (Figura 6B); e iii) as
linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) nas profundidades de 30 e 50 cm

(Figuras 6C e D).
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Quando comparadas as linhagens, foi constatado que durante o periodo chuvoso, as
linhagens apresentaram valores de I, semelhantes, com exce¢do a linhagem vermelha (vm-
CE) que apresentou valores mais elevados do que nas linhagens verde (vd-CE) e vermelha-
nativa (vm-RN) apenas nos cultivos a 30 cm.

Para o periodo seco, as diferentes linhagens de G. birdiae apresentaram também
valores semelhantes em todas as profundidades, com exce¢dao a linhagem marrom-
esverdeada (me-CE) cultivada a 80 cm, que apresentou valor mais elevado do que o obtido

pela vermelha-nativa (vm-RN) na mesma profundidade.

1 CHUVOSA HSECA i CHUVOSA HSECA
300,0 - A 300,0 - B

240,0 - 240,0 -

180,0 +

180,0 -

120,0 - 120,0 1

Irradidncia de saturagao (1k)
Irradidncia de saturagdo (1k)

60,0 - 60,0 -

00 - 0,0 -

30cm 50 cm 80 cm 30cm 50 cm 80 cm
M CHUVOSA HSECA i CHUVOSA HSECA
300,0 C 300,0 D
* *
= = — —A—
% 2400 S 2400
R * * Il a a
2 a 2
% 1800 - a a % 180,0 -
u o
= =
8 K]
=} S
& &
5 1200 a 5 1200 b
e g
= a =
. | . ]
60,0 | T I 60,0 a I T
0,0 4 0,0
30cm 50cm 80cm 30cm 50cm 80cm

Figura 6. Irradiancia de saturagdo (l) das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha (vm-
CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN) (D)
cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estacdes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdo sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdes (chuvosa e seca).
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3.3. Composi¢ao pigmentar

As concentragdes dos diferentes pigmentos (ficoeritrina, FE; ficocianina, FC;
aloficocianina, AFC; clorofila a, Cla; e carotenoides totais, CT) extraidos das linhagens de
Gracilaria birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-CE; e vermelha-
nativa, vm-RN) antes do inicio do cultivo no mar (laboratério) podem ser visualizadas no
item 3.6., Capitulo 3.

A composicdo pigmentar (FE, FC, AFC, Cla e CT) das diferentes linhagens de Gracilaria
birdiae apresentou redugdes significativas quando comparados os valores obtidos antes do
inicio dos cultivos e os registrados apds 30 dias de cultivo, nas trés profundidades (30, 50 e
80 cm) e nas estacdes chuvosa e seca (Tabela 5). Contudo, durante o periodo chuvoso,
semelhangas entre as concentragdes antes e apds o cultivo, foram registradas para: i) a FE na
linhagem vermelha-nativa (vm-RN) cultivada a 80 cm; ii) a FC na linhagem vermelha (vm-CE)
cultivada a 50 e 80 cm; iii) a AFC para as linhagens verde (vd-CE) cultivada a 30 cm e
vermelha-nativa (vm-RN) a 80 cm; iv) a Cla nas quatro linhagens cultivadas a 30 cm, as
linhagens vermelha (vm-CE) e vermelha-nativa (RN) a 50 cm e as linhagens vermelha (vm-CE)
e marrom-esverdeada (me-CE) a 80 cm; e v) os CT nas quatro linhagens cultivadas a 30 cm,
nas linhagens vermelha (vm-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) a 50 cm e na marrom-
esverdeada (me-CE) a 80 cm (Tabela 5).

Durante o periodo seco, semelhancas entre as concentracdes antes e apds o cultivo,
foram registradas para: i) a FC na linhagem vermelha-nativa a 30 cm; ii) a AFC para a
linhagem verde (vd-CE) cultivada a 30 cm; iii) a Cla para vermelha-nativa (vm-RN) a 80 cm; e
iv) o CT para as linhagens verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) a 80 cm (Tabela 5).

Em algumas situacOes (Tabela 5) foram registrados, apds 30 dias de cultivo,
concentracOes mais elevadas de: i) FE na linhagem vermelha-nativa (vm-RN) cultivada nas
profundidades de 30 e 50 cm (periodo chuvoso); ii) FC na linhagem vermelha-nativa (vm-RN)
nas trés profundidades (periodo chuvoso); iii) AFC na vermelha-nativa (vm-RN) cultivada nas
profundidades de 30 (dois periodos) e 80 cm (periodo chuvoso) e iv) Cla e CT nas linhagens

verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) cultivadas a 80 cm (periodo chuvoso).
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Tabela 5. Comparacdo entre os valores de conteudo pigmentar (FE, FC, AFC, Cla e CT) das
diferentes linhagens de G. birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-
CE; e vermelha-nativa, vm-RN) obtidos no inicio dos cultivos no mar (LAB) e apds 30 dias de
cultivo na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm,
Brasil, durante as esta¢des chuvosa e seca.

CHUVOSA SECA
Pigmentos vm-CE  me-CE vd-CE vm-RN | vm-CE  me-CE vd-CE vm-RN
FE t 8,40 15,66 9,50 -4,59 59,21 28,83 6,09 9,33
(LAB x 30 cm) p * * % %% * k% *k * * %
FE t 5,62 24,80 10,19 -3,15 58,36 28,74 5,04 7,52
(LAB x 50 cm) p * * % %% * k% *k * *
FE t 3,90 25,11 10,01 -1,08 67,58 21,14 11,69 10,33
(LAB x 80 cm) p * *k * % n.s. * % *k *k * %
FC t 2,98 7,58 5,96 -5,77 4,79 13,47 10,25 1,07
(LAB x 30 cm) p * * * * * *k *E n.s.
FC t 0,28 4,76 8,73 -4,17 4,85 11,46 7,69 10,47
(LAB x 50 cm) p n.s. * *x * * *k * *x
FC t 2,27 5,44 8,66 -3,62 5,37 11,40 10,79 23,69
(LABx80cm) p n.s. * *x * * ** *x **
AFC t 5,76 5,33 0,14 -3,66 11,79 26,07 1,81 -4,98
(LAB x 30 cm) p * * n.s. * *x ok n.s. *
AFC t 6,00 4,14 6,64 2,63 11,33 3,60 2,83 4,20
(LAB x 50 cm) p * * * n.s. *x * * *
AFC t 12,13 6,26 6,70 -4,11 9,56 33,77 12,53 9,80
Cla t 0,19 0,24 1,99 1,35 5,07 9,64 5,85 4,32
(LAB x 30 cm) ) n.s. n.s. n.s. n.s * ok * *
Cla t 2,00 5,00 5,14 0,57 4,06 6,00 2,87 4,01
(LAB x 50 cm) p n.s. * * n.s. * * * *
Cla t 1,49 0,12 -6,24 -5,87 8,73 3,18 3,57 1,26
(LAB x 80 cm) p n.s. n.s. * * *x * * n.s.
CcT t 0,77 0,30 1,79 1,24 6,32 7,06 3,06 3,77
(LAB x 30 cm) p n.s. n.s. n.s. n.s. * * * *
cT t 1,45 4,27 4,51 0,66 14,72 8,87 3,84 6,73
(LAB x 50 cm) p n.s. * * n.s. ** *E * *
CT t 2,98 1,33 -4,07 -5,02 32,45 3,19 1,90 0,04
(LAB x 80 cm) p * n.s. * * *k * n.s. n.s.

* diferencas significativas (p<0,05); ** diferencgas altamente significativas (<0,001) n.s. ndo-significativo

As interacdes entre as varidveis independentes (estacdo, profundidade e linhagens),
avaliadas para os diferentes pigmentos (FE, FC, AFC, Cla e CT) extraidos das linhagens de

Gracilaria birdiae cultivadas por 30 dias no mar sao apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6. ANOVA multifatorial para a composi¢dao pigmentar (FE, FC, AFC, Cla e CT) das
diferentes linhagens de G. birdiae (vermelha, vm-CE; marrom-esverdeada, me-CE; verde, vd-
CE; e vermelha-nativa, vm-RN) cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do
Norte, Brasil, nas profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as esta¢des chuvosa e seca.
Resultados dos efeitos isolados e intera¢cdes entre as varidveis independentes (estacdo,
profundidade e linhagem).

Fonte de
variagdo gl Cla FE FC ALC CT
F 148,50 824,21 606,08 39,50 194,67
Estacdo (A) 1 p * % *% *% *% *%
A F 100,44 3,04 22,72 34,86 59,59
Profundidade (B) 2 o o o s
p n.s.
) F 16,93 426,04 7,54 12,44 9,69
F 21,23 3,44 3,85 3,71 7,35
A X B 2 p * %k * * * *
F 7,44 194,45 9,25 8,34 17,30
A X c 3 p * %k 3k %k 3k %k 3k %k %k 3k
F 34,29 4,87 11,46 4,07 31,19
B X c 6 p * %k 3k %k 3k %k * %k 3k
F 3,58 3,14 15,77 5,17 1,65
AxBxC 6 p " " o o .

* diferencgas significativas (p<0,05); ** diferencgas altamente significativas (<0,001); n.s. ndo-significativo

3.3.1. Ficoeritrina

A analise de variancia multifatorial revelou que as concentragdes de ficoeritrina (FE)
apresentaram diferencas significativas entre as estacdes e entre as linhagens (Tabela 6).

Quando comparadas as estacdes, as concentracdes de FE foram mais elevadas no
periodo chuvoso para: i) as linhagens vermelha (vm-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) em todas
as profundidades (Figuras 7A e D) e ii) a linhagem marrom-esverdeada (me-CE), nas
profundidades de 30 e 50 cm (Figura B). Para a verde (vd-CE), ndo foram observadas
diferencas nas concentragdes desse pigmento, em nenhuma das profundidades (Figura 7C).

Quando comparadas as linhagens, a vermelha (vm-CE) e vermelha-nativa (vm-RN)
apresentaram valores semelhantes entre si, tanto no periodo chuvoso quanto no seco. Esses
valores foram superiores as concentracdes registradas para a marrom-esverdeada (me-CE) e

verde (vd-CE) nas trés produndidades.
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Figura 7. Concentracao da ficoeritrina (FE) das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha
(vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN)
(D) cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estacdes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdo sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdes (chuvosa e seca).

3.3.2. Ficocianina

A analise de variancia multifatorial revelou que as concentragdes de ficocianina (FC)
apresentaram diferencas significativas entre as estacdes, entre as profundidades e entre as
linhagens (Tabela 6).

Quando comparadas as estacOes, as concentracoes de FC das linhagens vermelha
(vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) foram mais elevadas na
estacdo chuvosa, em todas as profundidades (Figuras 8A, B, D). Na linhagem verde (vd-CE),
esses valores foram mais elevados na estacdo chuvosa apenas nas profundidades de 30 e 80

cm, sendo semelhantes a 50 cm (Figura 8C).
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Figura 8. Concentragao da ficocianina (FC) das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha
(vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN)
(D) cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estacdes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdo sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdes (chuvosa e seca).

Quando comparadas as linhagens, foram detectadas diferencas entre as
concentragdes de FC em determinadas situa¢des. Durante o periodo chuvoso, as linhagens
vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) apresentaram concentracbes FC
semelhantes em todas as profundidades (Figuras 8A e B). Nos cultivos a 30 cm, a linhagem
verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) apresentaram valores semelhantes entre si e mais
elevados do que os registrados para as demais linhagens. A linhagem vermelha (vm-CE)
cultivada a 50 cm apresentou concentracdes de FC maiores do que a verde (vd-CE) e a
vermelha-nativa (vm-RN) nessa mesma profundidade. A 80 cm, as linhagens apresentaram
valores de FC semelhantes entre si (Figura 8).

Durante o periodo seco, as quatro linhagens apresentaram concentragdes

semelhantes de FC, exceto para: i) a linhagem vermelha-nativa (vm-RN) cultivada a 30 cm,
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que apresentou concentra¢cdes mais elevadas do que a vermelha (vm-CE); ii) a linhagem
verde (vd-CE) cultivada a 50 cm, que apresentou maiores concentracdes do que as demais
linhagens; e iii) a marrom-esverdeada (me-CE) a 80 cm, que apresentou maiores

concentragdes do que a linhagem vermelha (vm-CE) e foi semelhante as demais.
3.3.3. Aloficocianina

A andlise de variancia multifatorial revelou que as concentracdes de aloficocianina
(AFC) das diferentes linhagens apresentaram diferencas significativas entre as estagdes,
entre as profundidades e entre as linhagens (Tabela 6).

Quando comparadas as estag¢des, as concentra¢cdes de AFC foram semelhantes na
maioria das linhagens. Entretanto, concentracdes de AFC mais elevadas na estacdo chuvosa
foram registradas para as linhagens: i) vermelha (vm-CE) cultivada a 50 cm (Figura 9A); ii)
marrom-esverdeada (me-CE) e verde (vd-CE), a 80 cm (Figura 9B e C) e iii) vermelha-nativa
(vm-RN) a 50 e 80 cm (Figura 9D).

Quando comparadas as linhagens, a verde (vd-CE) e a vermelha-nativa (vm-RN)
apresentaram concentracdes semelhantes entre si e superiores as linhagens vermelha (vm-
CE) e marrom-esverdeada (me-CE), durante o periodo chuvoso. Essas duas ultimas
apresentaram semelhancas nas concentracdes de AFC.

Durante o periodo seco, as concentracdes de AFC apresentaram semelhancas entre
as linhagens com excecdo para: i) a verde (vd-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) cultivadas a
50 cm, que apresentaram concentracdes de AFC mais elevadas do que as linhagens
vermelha (vm-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) cultivadas na mesma profundidade; e ii) a
verde (vd-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) cultivada a 30 cm, que apresentou valores mais

elevados do que os registrados para a vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE).
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Figura 9. Concentracdao da aloficocianina (AFC) das diferentes linhagens de G. birdiae,
vermelha (vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa
(vm-RN) (D) cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estacdes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdo sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdes (chuvosa e seca).

3.3.4. Clorofilaa

A analise de variancia multifatorial revelou que as concentrag¢des de Clorofila a das
diferentes linhagens apresentaram diferencas significativas entre as estacGes, entre as
diferentes profundidades e entre as linhagens de Gracilaria birdiae (Tabela 6).

Quando comparadas as estacles, as concentracées da Cla das linhagens vermelha
(vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE) e verde (vd-CE) apresentaram diferencas significativas
entre as estacdes nas profundidades de 30 e 80 cm, sendo os maiores valores registrados na
estacdo chuvosa (Figuras 10A, B e C). Para a linhagem vermelha-nativa (vm-RN), as
concentracdes de Cla foram mais elevadas na estacdo chuvosa nas profundidades de 50 e 80

cm (Figura 10D).
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Figura 10. Concentracdo de clorofila a (Cla) das diferentes linhagens de G. birdiae, vermelha
(vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa (vm-RN)
(D) cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estacGes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdo sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdes (chuvosa e seca).

Quando comparadas as linhagens, foram registradas semelhancas entre as
concentragdes de Cla, exceto para: i) a vermelha-nativa (vm-RN) a 30 cm, no periodo
chuvoso, que apresentou valores mais baixos do que os registrados para as demais
linhagens cultivadas na mesma profundidade; e ii) a vermelha-nativa (vm-RN) e verde (vd-

CE) a 80 cm, em ambos periodos, que apresentaram valores mais elevados do que para a

vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) (Figura 10).
3.3.5. Carotenoides totais

A analise de variancia multifatorial revelou que as concentracdes de carotenoides
totais (CT) das diferentes linhagens apresentaram diferencas significativas entre as estagoes,

entre as profundidades e entre as linhagens (Tabela 6).
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Quando comparadas as estacdes, as concentracdes de CT da linhagem vermelha (vm-
CE) e marrom-esverdeada (me-CE) foram maiores na esta¢do chuvosa do que na seca, em
todas as profundidades estudadas (Figuras 11A e B). A linhagem verde (vd-CE) nao
apresentou diferengas significativas nas concentragdes de CT entre as estagdes, em
nenhuma das profundidades (Figura 11C) e foram mais elevadas nos cultivos a 80 cm de
profundidade. As concentragdes de CT obtidas na linhagem vermelha-nativa (vm-RN) foram

maiores na estagdo chuvosa, nas profundidades de 50 e 80 cm (Figura 11D).
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pg.g massa frescat
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Figura 11. Concentracdo de carotenoides totais (CT) das diferentes linhagens de G. birdiae,
vermelha (vm-CE) (A), marrom-esverdeada (me-CE) (B), verde (vd-CE) (C) e vermelha-nativa
(vm-RN) (D) cultivadas por 30 dias na praia de Rio do Fogo, Rio Grande do Norte, Brasil, nas
profundidades de 30, 50 e 80 cm, durante as estacGes chuvosa e seca. Diferentes letras com
mesma formatacdo sobre as barras de desvio padrdo indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre as profundidades e o simbolo (*) indica diferenca significativa entre as
estacdes (chuvosa e seca).

Quando comparadas as linhagens, foram detectadas diferencas entre as
concentracdes de CT em algumas situacbes. Durante o periodo chuvoso, as linhagens

vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE) cultivadas a 30 cm apresentaram
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concentra¢des de CT mais elevadas do que a verde (vd-CE) e a vermelha-nativa (vm-RN), na
mesma profundidade. Nos cultivos a 50 cm, os valores de CT foram maiores para a linhagem
vermelha (vm-CE) e vermelha-nativa (vm-RN) do que para a marrom-esverdeada (me-CE) e
verde (vd-CE). A linhagem vermelha-nativa (vm-RN) cultivada a 80 cm apresentou as
concentragdes de CT mais elevadas do que as demais linhagens cultivadas na mesma
profundidade (Figura 11).

Durante o periodo seco, as concentracdes de CT para as linhagens cultivadas a 30 cm
foram semelhantes. Na profundidade de 50 cm, as linhagens vermelha (vm-CE) e verde (vd-
CE) apresentaram concentra¢des mais elevadas do que a marrom-esverdeada (me-CE) e a
vermelha-nativa (vm-RN). As concentragdes de CT da linhagem vermelha (vm-CE) cultivada a

80 cm foram mais baixas do que de todas as demais linhagens na mesma profundidade.
4. Discussao

4.3. Taxas de crescimento

As taxas de crescimento em espécies do género Gracilaria podem variar dependendo
das condicGes ambientais as quais estdo expostas (BEZERRA & MARINHO-SORIANO, 2010). Os
parametros que mais influenciam no crescimento dessas algas estdo relacionados a luz,
nutrientes, temperatura, movimento da agua e salinidade (KIRsT, 1989; LOBBAN & HARRISON,
1997). As TCs das quatro linhagens de Gracilaria birdiae apresentaram diferencas entre as
estacbes chuvosa e seca em determinadas profundidades (Figura 1). Quando essas
diferencas foram identificadas, os valores mais elevados foram registrados durante a estacao
chuvosa, em praticamente todas as linhagens, com excecdo a verde (vd-CE). Essa linhagem
apresentou os valores mais elevados na profundidade de 50 cm, durante a estacdo seca.
Além disso, a linhagem verde (vd-CE) apresentou as TCs mais baixas na estacdo chuvosa,
guando comparada com as demais, com valores entre 3,51 + 0,61%.d" a 3,60 + 0,51%.d™".
Entretanto, na estacdo seca, essas taxas foram semelhantes entre as linhagens, quando
comparadas para cada profundidade separadamente (Tabela 2).

Os valores mais elevados de crescimento registrados no periodo chuvoso em relacao
ao seco, para a maioria das linhagens de Gracilaria birdiae podem estar relacionados a maior
concentracdo de nutrientes disponiveis durante esse periodo, que é lixiviado para o mar

pelas fortes chuvas. Resultados similares foram encontrados por BEZERRA & MARINHO-SORIANO
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(2010) para a linhagem vermelha-nativa (vm-RN) no mesmo local de cultivo. Embora esses
autores tenham encontrado valores de crescimento semelhantes nas estagdes chuvosa
(4,4%.d") e seca (4,3%.d"), o pico de crescimento (7,45%.d™) coincidiu com o periodo em
que a concentragdo de NH4" na dgua foi mais elevada. Correlacdes positivas entre as TCs e a
concentragdo de NH," foram encontradas, mostrando a influéncia desse nutriente sobre a
produtividade dessa espécie. RIVERS & PeckoL (1995) verificaram que o crescimento de G.
tikvahiae foi estimulado com o aumento da disponibilidade de N no ambiente. Segundo
esses autores, durante o periodo de verdo, o N torna-se um fator limitante para o
crescimento dessa espécie, sendo registradas redugcdes desse nutriente no conteldo interno
da alga. DiminuicGes das taxas de crescimento e concentracdes de N e ficoeritrina no talo de
G. tikvahiae foram também registradas em experimentos com baixa concentracdo de N no
meio (LAPOINTE & DUKE, 1984).

A deficiéncia da linhagem verde (vd-CE) em atingir TCs semelhantes as demais
durante o periodo chuvoso pode estar relacionada a baixa concentracdao de FE presente
nessa linhagem. Além disso, estudos anteriores sobre a atividade da enzima nitrato redutase
e assimilacdao de nitrogénio de linhagens tetrasporofiticas de Gracilaria birdiae reportam
valores mais baixos para a variante verde (vd-CE) em relacdo as demais linhagens (DONATO,
2005). ConsideracOes sobre as variagdes dos pigmentos registradas nesse estudo para as
diferentes linhagens de G. birdiae serdo discutidas nos proximos itens.

Durante o periodo seco, as TCs registradas para as quatro linhagens de Gracilaria
birdiae foram semelhantes entre si. Entretanto, as linhagens apresentaram diferencas entre
as profundidades sendo registrados valores mais baixos na profundidade de 30 cm (Figura
1). Esse desempenho pode ter sido influenciado pelos diferentes niveis de irradiancia que
incidiram sobre as algas nas diferentes profundidades, e que possivelmente promoveram a
acomodacdo do aparato fotossintetizante, resultando em melhores TCs a 50 cm. Durante
esse periodo, os niveis de irradiancia sobre as algas foram superiores na profundidade de 30
cm, o que pode ter causado algum dano ao aparato fotossintetizante das diferentes
linhagens. A luz é a fonte essencial para a realizacdo da fotossintese, no entanto, a energia
solar em excesso, pode causar a fotoinibicdo ou até mesmo fotodestruicdo dos pigmentos.
Para evitar esses danos, os organismos sdo capazes de acomodar o seu conteddo pigmentar

de acordo com a variagdo da irradiancia no ambiente (LUNING, 1990; CARNICAS et al., 1999).
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Nesse sentido, a aclimatagao para niveis de luz saturante, resulta na diminuigdo dos niveis
de pigmentos, que por sua vez ird influenciar diretamente nas variagdes do crescimento e
capacidade fotossintetizante (RIVERS & PeckoL, 1995). As respostas fotossintetizantes, bem

como a composi¢do pigmentar registradas nesse estudo, serdao discutidas nos itens a seguir.

4.4. Fluorescéncia da clorofila a

Nesse estudo, as linhagens de Gracilaria birdiae apresentaram valores de
fotossintese maxima (ETRm4x) € irradiancia de saturagao (ly) distintos entre as estagdes, com
valores mais baixos durante a estacdo chuvosa, quando se observaram as maiores TCs.
Como visto nos capitulos anteriores, durante o periodo chuvoso, a quantidade de material
particulado na d4gua foi bastante elevada, e a transparéncia foi muito baixa. Como
consequéncia, a disponibilidade de luz para as algas cultivadas nesse periodo foi bem menor.
Entretanto, mesmo no periodo seco, quando as linhagens de G. birdiae estiveram sujeitas a
maiores irradiancias, os valores de Iy ndo ultrapassaram 200 umol.fétons.m'z.s'l. Esses
valores sugerem adaptacdo das diferentes linhagens de G. birdiae a condi¢cbes de baixa
irradiancia, podendo ser consideradas como “plantas de sombra”. De acordo com LUNING
(1990), algas que apresentam taxas de saturacdo luminosa (ly) em torno de 500 umol.
fotons.m™2s ™ podem ser consideradas como plantas tipicas de “sol”, enquanto que valores
entre 60 e 150 umol.m'z.s'l, caracterizam as algas de “sombra”.

Os baixos valores de ETR:x € lx obtidos durante o periodo chuvoso sugerem a
adaptacdao das diferentes linhagens de Gracilaria birdiae a essas condi¢des de baixa
irradiancia. Em geral, os valores de I sdo aceitos como uma medida para definir o status da
aclimatagdo para organismos fotossintetizantes (SCHUBERT et al., 2006). Varios estudos
relatam que plantas aclimatadas a irradiancias mais baixas apresentam uma capacidade
fotossintetizante reduzida e baixa irradiancia de saturacdao (GANZON-FORTES, 1997; SILVA et al.,
1998b; GOMEz et al., 2005). Um deles trata de G. chilensis, que pode ser considerada como
sendo uma espécie adaptada a sombra por apresentar elevado contelddo pigmentar (Cla e
ficobiliproteinas), baixos valores de I, (60 a 170 umol. fotons.m?2s?) e redugdes nas taxas de
fotossintese devido a diminuicdo da irradidncia (GOmez et al., 2005). Diferencas entre as
taxas de fotossintese e valores de I, foram reportadas para popula¢des de Gelidella acerosa
localizadas em ambientes com niveis de irradidancias distintos (GANZON-FORTES, 1997). Nas

plantas de médiolitoral superior (elevada irradiancia) as taxas de fotossintese e irradiancias
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de saturagao foram superiores as registradas para as plantas localizadas em pogas de marés
e no infralitoral superior (baixa irradiancia).

No presente estudo, a aclimatacao das diferentes linhagens a niveis mais elevados de
irradiancia foi também observada. Durante a estagcdo seca os niveis de irradiancia que
atingiram as algas foram superiores aos registrados no periodo chuvoso e como
consequéncia, os valores de ETR s € Ik foram também mais elevados. Resultados similares
foram encontrados por FIGUEROA et al. (2006) para G. cornea, sendo registrado o aumento
dos valores de ETRs quando as algas eram transferidas para um ambiente com elevados
niveis de irradiancia. Entretanto, no presente estudo, os niveis de irradiancia ndo foram
suficientes para causar fotoinibicdo em nenhuma das linhagens de G. birdiae. As
semelhancas nos valores de AF/Fm’ reforcam essas observag¢Ges. Em algas marinhas e
vegetais superiores, € comum aceitar que o rendimento quantico efetivo (AF/Fm’) diminui
em resposta as altas irradidancias, como consequéncia da fotoinibicdo (HADER et al., 1997
CABELO-PASsINI et al., 2000). Valores de AF/Fm’ semelhantes entre linhagens de G. birdiae (vm-
CE, me-CE e vd-CE) foram também obtidos em estudos anteriores durante experimentos em
laboratério (DoNATO, 2005), enquanto que redugdes nesses valores foram observadas para
essas mesmas linhagens apds a exposicdo a radiacdo UV-B (AYRres, 2010).

A atividade fotossintetizante de linhagens gametofiticas e tetrasporofiticas de
Gracilaria birdiae provenientes do estado do Ceard (vm-CE, me-CE e vd-CE) foram
previamente avaliadas por outros autores, porém em laboratério (Ursi et al., 2003; DONATO,
2005). Nesses trabalhos, a linhagem verde (vd-CE) apresentou valores de ETRax € lx mais
elevados do que os registrados para vermelha (vm-CE) e marrom-esverdeada (me-CE). Nos
cultivos realizados no presente trabalho, essas diferencas nao foram observadas, com
excecdo de plantas da linhagem verde (vd-CE) cultivadas na estacdo seca, a 50 cm de
profundidade, que apresentaram valores de ETRsx mais elevados que nas demais linhagens.
VariacGes nesses parametros sdo esperadas, uma vez que as condicdes de cultivo sdo

bastante distintas das utilizadas em laboratério.

4.5. Pigmentos

A composicdo pigmentar das diferentes linhagens de Gracilaria birdiae observada
antes e apos o cultivo por 30 dias, nas trés profundidades e nas duas estacbes, apresentou

na maioria das vezes, reducdes nos valores, dependendo do pigmento e da linhagem em

104



Capitulo 4 — Cultivo no mar (curta duragao) de linhagens de Gracilaria birdiae...

questdo. Durante a estacdo chuvosa, a linhagem vermelha-nativa (vm-RN) foi a Unica que
ndao apresentou redugdes nas concentracdes dos diferentes pigmentos, apresentando
valores semelhantes e as vezes até superiores aos registrados antes do cultivo. As demais
linhagens, em geral, apresentaram redugdes nas concentragdes de pigmentos na estacao
chuvosa quando comparadas as verificadas antes do cultivo. Entretanto, na estagao seca, as
reducdes nas concentracdes dos diferentes pigmentos foram mais pronunciadas, e apenas
em alguns casos foram registradas concentragées semelhantes ou superiores as obtidas
antes dos cultivos. Possivelmente, esses resultados sdo consequéncia da maior irradiancia a
que estiveram submetidos os cultivos durante essse periodo. Maiores irradiancias podem ter
estimulado a atividade fotossintetizante, que possivelmente foi inibida pela quantidade de
nutrientes, especialmente os baixos valores de N na agua do mar. Esse fato pode ter
ocasionado a fotodestruicdo dos pigmentos. Os valores mais elevados nas concentracdes
dos diferentes pigmentos registrados apds o cultivo por 30 dias na estacao chuvosa, quando
comparados a estacdo seca, provavelmente foram decorrentes da menor irradiancia a que
as algas foram submetidas nesse periodo.

As concentragdes mais elevadas de pigmentos verificadas nas diferentes linhagens de
Gracilaria birdiae durante a estacdo chuvosa podem ser consideradas como uma estratégia
fotobiolégica da espécie a baixa irradidancia do ambiente. Elevadas concentracdes de
pigmentos foram também observadas para G. cornea como resultado da utilizagdo de
nutrientes presentes em altas concentragdes no ambiente e o efeito da elevada turbidez da
agua registrada durante a estacdo fria (ORDUNA-ROJAS & ROBLEDO 2002). Varios autores
sugerem que a aclimatagao para os limites de luz resultam em um aumento dos niveis de
pigmentos acessérios, na tentativa de maximizar a captacdo de luz, disponiveis em
guantidades minimas (RAMUS & VAN DER MEER, 1983; RIVERS & PEeckoL, 1995; GOMEz et al.,
2005). Trabalhos anteriores sugerem que a capacidade fotossintetizante esteja relacionada a
composicdo pigmentar, que por sua vez esta relacionada a irradidncia (LAPOINTE & DUKE,
1984; DENAULT et al., 2000).

Durante o periodo chuvoso, a composicdo pigmentar das diferentes linhagens de
Gracilaria birdiae apresentou valores mais elevados de FE em relacdo as demais
ficobiliproteinas. A Unica excecdo refere-se a linhagem verde (vd-CE), que apresentou

concentra¢des mais elevadas de FC em relagdo aos demais pigmentos. A deficiéncia em FE e
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valores de FC e AFC semelhantes ou superiores aos de FE sdo caracteristicos para a linhagem
verde de G. birdiae, e ja haviam sido relatados em estudos anteriores (CoSTA & PLASTINO,
2001, 2011; DoNATO, 2005; URsI, 2005).

Considerando-se que as maiores TCs na maioria das linhagens de G. birdiae tenham
sido registradas durante a estagdao chuvosa, podemos supor que o0s pigmentos
desempenharam de forma eficiente o seu papel de transferir energia necessdria para o
crescimento. Esse fato pode ser reforcado a partir das comparagdes entre as TCs mais baixas
registradas para a linhagem verde (vd-CE), deficiente em FE, e as demais linhagens. De
acordo com YOKOYA et al. (2007), os baixos valores de crescimento verificados para uma
variante verde de Hypnea musciformis em relacdo a uma linhagem marrom estiveram
relacionados a deficiéncia em FE, uma vez que nado foi detectado esse pigmento na variante
verde.

Deve-se ressaltar que durante o periodo seco, as concentracdes de FE e FC foram
consideravelmente mais baixas do que as registradas na estacdo chuvosa em todas as
linhagens de Gracilaria birdiae. Possivelmente, a reducdo desses pigmentos acessérios
afetou o desempenho das linhagens vermelha (vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE) e
vermelha-nativa (vm-RN), as quais apresentaram, em algumas profundidades, TCs mais
baixas. Entretanto, a linhagem verde (vd-CE), embora deficiente em FE, parece ter sido
favorecida no periodo seco, pois suas TCs foram semelhantes as observadas nas demais
linhagens.

Sabe-se que as ficobiliproteinas, além de atuarem como pigmentos acessdrios para a
captacao de energia para fotossintese, sdo utilizadas também como reservas de nitrogénio.
Dessa forma, esses pigmentos sdo a principal fonte, quando a demanda por N é superior a
disponibilidade no ambiente. Nessas circunstancias, a FE, por estar localizada mais
externamente no ficobilissomo, é considerada a ficobiliproteina mais acessivel (GANTT, 1990).
Como visto anteriormente, o periodo seco foi caracterizado por apresentar concentracoes
mais baixas de nutrientes no ambiente. Dessa forma, podemos supor que as redu¢des nas
concentracOes de FE e FC observadas para as diferentes linhagens de Gracilaria birdiae,
ocorreram porgue esses recursos foram consumidos no metabolismo, na tentativa de suprir
a baixa disponibilidade de N no ambiente. A pequena variacdo nas concentracées de AFC

observada para as quatro linhagens de G. birdiae esta relacionada a sua localizagdo, mas

106



Capitulo 4 — Cultivo no mar (curta duragao) de linhagens de Gracilaria birdiae...

interna nos ficobilissomos, sendo dessa forma, menos susceptivel as modificacdes causadas
por fatores externos (GANTT, 1990).

As linhagens vermelha (vm-CE), marrom-esverdeada (me-CE) e vermelha-nativa (vm-
RN) apresentaram, em geral, uma redugdo nas concentracdes de CT em todas as
profundidades, na estagdo seca, quando comparadas as concentra¢des observadas na
estacdo chuvosa. Entretanto, a linhagem verde (vd-CE) manteve os mesmos niveis de CT,
independentemente das estagdes ou profundidade. Possivelmente esse fato contribuiu para
a manutencdo das TCs da linhagem verde (vd-CE) em valores semelhantes aos verificados

para as demais linhagens na estagao seca.
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CAPITULO 5

CONSIDERACOES FINAIS

Gracilaria birdiae é uma das principais espécies de macroalga coletadas no nordeste
brasileiro para extracao de ficocoloides (PLASTINO & OLIVEIRA, 2002). No litoral do Rio Grande
do Norte, a colheita dessa alga é realizada de forma extrativista pelas comunidades
litoraneas do estado e desempenha um importante papel na economia dessas populagdes.
No entanto, o curto intervalo entre uma coleta e outra ndo é suficiente para promover a
recuperacdao dos bancos, sendo esta atividade responsdvel pela diminuicdo gradual dos
estoques de algas da regido. Desta forma, novos incentivos visando o manejo adequado das
populagdes naturais e o desenvolvimento de metodologias apropriadas para o cultivo em
escala comercial dessa espécie sdao de extrema necessidade.

A procura por linhagens de algas que apresentem maiores taxas de crescimento e
qualidade de 3agar tem aumentado nos ultimos anos. No Brasil, estudos relacionados a
diversidade intraespecifica de Gracilaria birdiae incluem abordagens sobre as principais
questodes fisioldgicas de diferentes linhagens selvagens e variantes de cor, visando obter a
base cientifica necessdria para auxiliar na selecdo de espécimes mais produtivos e sua
viabilidade em cultivos no mar.

Dentro desse contexto, no presente estudo, foram investigados aspectos da
diversidade intraespecifica de Gracilaria birdiae relacionados ao crescimento, pigmentos,
fotossintese e polissacarideos durante cultivos experimentais no mar. Além disso, uma
populacdo de G. birdiae foi monitorada, visando relacionar a sua dinamica com as variacdes

sazonais.

FENOLOGIA DE Gracilaria birdiae

A populacdo de Gracilaria birdiae selecionada para o estudo fenoldgico apresentou-
se fértil durante o ano todo, com baixa frequéncia de individuos inférteis (~2%). Os
tetrasporéfitos foram encontrados em maior quantidade, seguidos das plantas cistocarpicas
e gametdfitos masculinos. A maior dominancia da fase tetrasporofitica pode estar
relacionada a viabilidade e as taxas de sobrevivéncia dos carpdsporos, embora isso nao

tenha sido avaliado experimentalmente para essa populacdo.
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A proporgao sexual de G. birdiae foi de 1:1 na maioria dos meses estudados, com poucas
excecdes. As variagOes observadas nessa propor¢ao, possivelmente, estiveram relacionadas
aos picos de reproducdo sexuada, com valores mais elevados de plantas masculinas, em
determinado periodo, seguido de maior ocorréncia de plantas cistocdrpicas no més seguinte.
Os individuos inférteis ocorreram na populacdo de forma sincronizada apds periodos
bimensais, supostamente quando ocorria a liberagao de esporos.

Em relacdo ao tamanho dos talos, verificou-se uma clara variacdo sazonal, com
valores mais elevados registrados no periodo chuvoso e os menores no periodo seco. Esse
modelo sazonal é comum para outras espécies de Gracilaria de regides tropicais e parecem
estar relacionados as elevadas concentra¢des de nutrientes que sdo carreados para o mar
pelas fortes chuvas registradas nesse periodo. Além disso, a redu¢cdo no tamanho do talo
coincidiu com o periodo em que ha o aumento da velocidade do vento, ondas, correntes e
movimenta¢dao do sedimento em dire¢dao aos bancos algais. Os resultados obtidos nesse
estudo demonstraram o efeito imperativo das condicdes ambientais na fenologia
reprodutiva dessa populacdo, fornecendo informacdes relevantes sobre os aspectos

reprodutivos dessa espécie.

CULTIVO NO MAR DE LINHAGENS DE Gracilaria birdiae

Nos experimentos de cultivo no mar, foram constatadas TCs mais elevadas durante o
periodo chuvoso quando comparado ao seco, e nas profundidades de 30 e 50 cm para a
maioria das linhagens de Gracilaria birdiae. O desenvolvimento mais acentuado de G. birdiae
durante o periodo chuvoso foi também discutido no estudo de fenologia dessa espécie
(Capitulo 2) e pode estar relacionado as elevadas concentra¢des de nutrientes disponiveis
durante esse periodo.

Durante o experimento de cultivo de longa duracdo (120 dias) constatou-se o efeito
negativo do tempo de cultivo para as diferentes linhagens de Gracilaria birdiae. As redugdes
nas TCs observadas com o aumento no tempo de cultivo estiveram relacionadas
principalmente ao envelhecimento do talo, sendo registrada a diferenciacdo de estruturas
reprodutivas na maioria deles. Em algumas ocasides, foi evidenciada a germinacdo de
tetrasporos in situ, a partir do crescimento de pequenos talos gametofiticos sobre as algas
cultivadas. Além do tempo de cultivo, outros fatores como salinidade e transparéncia da

agua, podem ter também influenciado de forma negativa as TCs. A baixa transparéncia da
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agua registrada no periodo chuvoso no local de cultivo esteve relacionada a elevada
concentragdo de material particulado carreado para o mar pelas fortes chuvas. Esse evento,
além de ter reduzido a irradiancia disponivel para os individuos cultivados, proporcionou a
deposicdo de material particulado sobre os seus talos. Possivelmente, essa deposicao
dificultou a captacdo de luz, e consequentemente, reduziu a fotossintese e o crescimento ao
longo do periodo de cultivo.

A avaliacdo nas TCs obtidas nos primeiros 60 dias de cultivo indicou variacoes
marcantes para as linhagens verde (vd-CE) e vermelha (vm-RN), quando comparadas as
estacdes chuvosa e seca, sendo semelhantes para as demais linhagens. Durante o periodo
chuvoso, foram constatados nessas linhagens (vd-CE e vm-CE) sinais de despigmentacdo e
talos quebradicos, o que poderia ter favorecido a fragmentacdo e consequentemente
reducdo de biomassa e taxas de crescimento. Entretanto, no experimento de cultivo de
curto prazo (30 dias) realizado para a avaliacdo da fotossintese (Capitulo 4), as TCs dessas
linhagens (vd-CE e vm-RN) foram mais homogéneas entre as estagdes chuvosa e seca. Além
disso, ndo apresentaram regides esbranquicadas nem enfraguecimento dos talos. Esses
dados ajudam a reforcar a ideia de que essas linhagens sofreram algum de estresse
fisioldgico durante a estacdo chuvosa no experimento de longa duracao.

Considerando que as reduzidas TCs da linhagem vermelha-nativa (vm-RN) obtidas
durante o experimento de cultivo de longa duracdo (Capitulo 3) tenha sido consequéncia de
fatores imprevisiveis (estresse fisioldgico ou doenca), foi possivel verificar, a partir das TCs
obtidas no experimento de curto prazo (Capitulo 4), que essa linhagem apresentou também
TCs mais elevadas durante o periodo chuvoso, com valores semelhante as demais linhagens.

Apenas a linhagem verde (vd-CE) pareceu apresentar um melhor desempenho durante o
periodo seco, com TCs mais elevadas, e em alguns casos, semelhantes as demais linhagens
(Capitulo 3 e 4). Esse resultado pode ser consequéncia da composicdo pigmentar dessa
linhagem. Foram observadas para essa linhagem, nos dois experimentos (curta e longa
duracdo), baixas concentracdes de FE em relacdo as demais linhagens. Por ela ser deficiente
em FE é de se esperar que apresente uma menor eficiéncia em absorver a luz em condicGes
de menor irradiancia, quando comparada as demais linhagens. Portanto, parece estar mais
adaptada a locais mais iluminados, ja que durante o periodo seco, a irradidncia recebida nos

cultivos foi maior devido, entre outros aspectos, a transparéncia da agua.

111



Capitulo 5 — ConsideragGes finais

O conteudo pigmentar observado antes e apds os cultivos (30 e 120 dias) das
diferentes linhagens de Gracilaria birdiae, nas trés profundidades e nas duas estagdes,
apresentou reducdes significativas. Comparando os dois experimentos de cultivo, observou-
se que quanto maior o tempo de cultivo, maior foi a degradacdo dos pigmentos.
Possivelmente, por serem compostos ricos em nitrogénio, foram utilizados no metabolismo
das algas para atividades fundamentais do metabolismo. Durante o periodo seco, essa
reducdo foi mais pronunciada uma vez que a disponibilidade de nutrientes foi bem mais
baixa do que quando comparada ao periodo chuvoso. Além disso, verificou-se que a FE, por
se localizar mais externamente no ficobilissomo, foi o primeiro pigmento a ser consumido
guando as necessidades internas passaram a ser maiores do que a disponibilidade de
nutriente no meio. Por outro lado, a AFC, por estar localizada mais internamente no
ficobilissomo, foi o pigmento que menos sofreu alteracbes quanto ao seu conteudo,
apresentando-se menos sensivel as modificacdes do ambiente.

Com relacdo a clorofila a e aos carotenoides totais, foram observadas diferencas
entre os cultivos a longo e curto prazos. No primeiro, as concentragdes desses pigmentos,
em especial os CT, foram menores durante a estacdo seca em todas as linhagens, sendo
consequéncia da aclimatacdo do aparato fotossintetizante as condicdes de luz existentes no
local. Com relagdo ao experimento de curta duragdo, os valores mais baixos foram
observados na estacdo seca e, na maioria dos casos, nos cultivos mais préximos da

superficie.

RENDIMENTO E QUALIDADE DO POLISSACARIDEO DAS LINHAGENS DE Gracilaria birdiae

As linhagens de Gracilaria birdiae cultivadas nas diferentes profundidades e
durante as estagdes chuvosa e seca ndao apresentaram diferencas significativas dos valores
de rendimento de polissacarideo e teores de 3,6-anidrogalactose. Verificou-se, no entanto
gue quando comparados aos valores obtidos nos estudos anteriores para as linhagens de G.
birdiae utilizando-se o método de extracdo alcalina (URrsl, 2005), os rendimentos obtidos no
presente trabalho (extracdo nativa) foram superiores (Capitulo 3). Quanto ao 3,6-
anidrogalactose, ndo foram registradas diferencas entre os valores reportados por estudos
anteriores para essas linhagens. Em relacdao ao teor de sulfato, os valores registrados nesse
estudo foram mais elevados do que os teores encontrados para as linhagens gametofiticas

de G. birdiae, bem como para outras espécies utilizando-se a extracdo alcalina. De acordo
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com esses resultados, podemos supor que a elevada concentragao de sulfato do gel pode

estar relacionada ao método de extracdo empregado nesse estudo.

FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A DAS LINHAGENS DE Gracilaria birdiae

Informacodes relacionadas ao uso de medidas de fluorescéncia para a obtenc¢do dos
parametros fotossintetizantes nas macroalgas tém aumentado consideravelmente na ultima
década (FIGUEROA et al., 2006). Esse método esta sendo mundialmente aceito para acessar de
forma facil, eficiente e rdpida, o desempenho fisiolégico das algas nos ambientes naturais (in
situ) (BEER et al., 2000; GOmEz et al., 2004; LAMOTE et al., 2007; ABREU et al., 2009) e em
sistemas de cultivo (CABELLO-PASINI et al., 2000). No presente trabalho (Capitulo 4), as
linhagens de Gracilaria birdiae apresentaram valores de fotossintese maxima (ETRys) €
irradiancia de saturacao (ly) distintos entre as estages, com valores mais baixos durante a
estacdo chuvosa. Como visto anteriormente, durante o periodo chuvoso a quantidade de
material particulado no local de cultivo é bastante elevada, e a transparéncia é muito baixa.
Como consequéncia, a disponibilidade de luz para as algas cultivadas nesse periodo foi bem
menor. Os baixos valores de ETRh:x € Ik obtidos durante esse periodo sugerem a adaptacdo
das diferentes linhagens a essas condi¢des de baixa irradiancia. Mesmo no periodo seco,
guando as linhagens de G. birdiae estiveram sujeitas a maiores irradiancias, os valores de
ETRmsx € lx foram considerados baixos (< 200 umol.m'l.s'l). Esses atributos sugerem as
linhagens de G. birdiae caracteristicas de plantas de “sombra”, o que estaria compativel com
os niveis de irradiancia observados nos ambientes submersos em que essa espécie é mais

abundante, como verificado no estudo da populacional (Capitulo 1).

TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTOS AS COMUNIDADES LITORANEAS

A partir dos resultados obtidos durante o desenvolvimento dessa tese dos resultados
e incentivos gerados pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) e a Organizacdo das
NacGes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) para a criacdo do Projeto
Desenvolvimento de Comunidades Costeiras (DCC) foi possivel realizar a transferéncia de
varios conhecimentos para a comunidade pesqueira da praia de Rio do Fogo, Municipio Rio
do Fogo (RN). Atualmente, o pessoal responsavel pelo extrativismo dos bancos de Gracilaria
birdiae compreendem melhor as variagdes sazonais existentes no local e assim, podem

realizar a colheita de forma mais racional e sustentavel. Além disso, acreditamos que com as
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informacdes obtidas durante esse trabalho, seja possivel implantar o cultivo de linhagens
mais produtivas, e aumentar, desta forma, a produtividade dos cultivos em pequena escala

existentes no local.
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RESUMO (GERAL)

Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira é uma das principais espécies de agardfitas coletadas no
nordeste brasileiro. Devido a sua importancia econbémica, novos incentivos visando o manejo
adequado das populag¢des naturais e a selecao de linhagens mais produtivas para o cultivo em escala
comercial dessa espécie sdao de extrema necessidade. Para atingir esses objetivos, o presente
trabalho avaliou primeiramente a fenologia reprodutiva e o tamanho dos individuos de uma
populacdo natural de G. birdiae localizada na praia de Rio do Fogo, estado do Rio Grande do Norte,
Brasil, durante 12 meses. Em seguida, foram investigados aspectos da diversidade intraespecifica de
Gracilaria birdiae cultivadas no mar em trés profundidades diferentes de cultivo (30, 50 e 80 cm) e
em dois periodos distintos (chuvoso e seco). Para os experimentos de cultivo, foram utilizadas quatro
linhagens tetrasporofiticas de Gracilaria birdiae: espécimes de coloragdo vermelha (vm-CE e vm-RN),
marrom-esverdeada (me-CE) e verde (vd-CE). Foram desenvolvidos cultivos de curta (30 dias) e longa
(120 dias) duracdo para a obtencdo de informacgGes relacionadas ao crescimento, pigmentos,
fotossintese e polissacarideos dessas linhagens. A popula¢do de G. birdiae selecionada para o estudo
fenolégico apresentou-se fértil durante o ano todo, com baixa frequéncia de individuos inférteis.
Além disso, observou-se que o tamanho dos individuos dessa populagdo é influenciado pelas
mudancgas periddicas do ambiente ocasionadas pelos regimes de chuvas e hidrodinamismo. Durante
os experimentos de cultivo no mar, os parametros ambientais mostraram diferengas significativas
entre as estagbes (chuvosa e seca). Dentre eles, a transparéncia da dgua e os nutrientes foram os que
mais estiveram relacionados as variagdes das TCs das linhagens de G. birdiae. O tempo de cultivo
também influenciou nessas taxas, e as redugdes observadas durante o cultivo de longa duragao
estiveram relacionadas ao envelhecimento do talo. De maneira geral, as TCs mais elevadas foram
registradas durante o periodo chuvoso, nas profundidades de 30 e 50 cm. O conteudo pigmentar
antes e apds os cultivos apresentou reducgdes significativas, principalmente durante o periodo seco,
sendo consequéncia da baixa disponibilidade de nutrientes. O rendimento e os teores de 3,6-
anidrogalactose obtidos do agar das linhagens de G. birdiae ndo apresentaram diferengas entre as
estacBGes e profundidades, nem entre as linhagens. O teor de sulfato foi mais elevado durante a
estacdo seca em determinadas profundidades de acordo com a linhagem em questdo. As linhagens
de Gracilaria birdiae apresentaram valores de fotossintese maxima (ETR,:) e irradidncia de
saturagao (l,) distintos entre as esta¢des, com valores mais baixos durante a estacdo chuvosa. Esses
valores estiveram relacionados a fotoaclimatacdo das linhagens as condi¢Ges de baixa luminosidade

e sugerem as linhagens de G. birdiae caracteristicas de plantas de “sombra”.
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GENERAL ABSTRACT

Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira is the main agarophyte harvested in northeastern Brazil.
Due to its economic importance, new incentives for appropriate management of natural bads and
the selection of more productive strains for mariculture are extremely necessary. Therefore, this
study first evaluated the reproductive phenology and size of individuals from a natural population of
G. birdiae located at Rio do Fogo beach, Rio Grande do Norte state, Northeast, Brazil, for 12 months.
Subsequently, we investigated aspects of intraspecific diversity of G. birdiae cultivated in the sea at
three different depths (30, 50 and 80 cm) and two seasons (rainy and dry). Four strains of
tetrasporophytic plants were used: red (rd-CE, rd-RN), greenish-brown (gbw-CE), and green (gr-CE).
Short (30 days) and long (120 days) cultivations were developed to obtain information related to
growth, pigments, photosynthesis and polysaccharides of these strains. The natural population of G.
birdiae selected for the phenological study presented fertile individuals throughout the year, with
low frequency of infertile individuals. In addition, we observed that the size of the individuals was
influenced by seasonal changes of the environment caused by the rains and hydrodynamics. During
the cultivation experiments, the environmental parameters showed significant differences between
seasons (rainy and dry). Water transparency and nutrients were most related to variations in growth
rates of G. birdiae strains. The length of the cultivation period also influenced these rates, and
reductions observed during the long-term (120 days) were related to the aging of the thallus. In
general, highest growth rates were recorded during the rainy season, at depths of 30 and 50 cm. The
pigment content before and after the cultivation had significant reductions, particularly during the
dry season, as a result of low nutrient availability. The yield and levels of 3,6-anhydrogalactose
obtained from agar of G. birdiae strains did not differ between seasons and depths, neither between
strains. The sulfate content was highest during the dry season in some depths, according to strain
involved. G. birdiae strains showed values of ETR,. and |, distinct between seasons, with lower
values during the rainy season. These values were related to photoacclimation at lower light

conditions and suggest to G. birdiae strains characteristics of shade plants.
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