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1. RESUMO

Gracilaria. caudata J. Agardh é uma das espécies mais comuns no Oceano Atlantico tropical
e subtropical. No nordeste do Brasil a espécie é explotada como uma importante agarofita, onde
recentemente foram encontradas variantes de coloracdo marrom-esverdeada crescendo lado a lado a
individuos de coloracdo vermelha (mais comuns) em uma populacdo natural. Este estudo teve por
objetivo averiguar a estabilidade e o padrdo de heranga de cor marrom-esverdeada de individuos de
G. caudata procedentes de uma populacdo natural, bem como avaliar 0 desempenho somatico e
reprodutivo das diferentes fases do histérico de vida, levando-se em consideracdo individuos de
coloracdo marrom-esverdeada e vermelha. A partir de cruzamentos teste foi possivel verificar que a
coloracdo marrom-esverdeada € estavel e herdavel, sendo o padrdo de heranga dessa coloracdo do
tipo nuclear codominante, em que tetrasporéfitos homozigotos sdo vermelhos (vmvm) ou marrom-
esverdeados (meme) e os heterozigotos apresentam o fendtipo marrom (vmme e mevm). Variantes
pigmentares, independentemente da fase do historico, atingiram precocemente a maturidade
reprodutiva quando comparadas a espécimes do tipo selvagem. Essa caracteristica pode favorecer a
manutencdo da variante marrom-esverdeada na natureza. No entanto, apesar da diferenciacédo tardia
de cistocarpos, gametofitos femininos, provenientes de tetraspordfitos vmvm, apresentaram um
melhor desempenho reprodutivo em relacdo a gametéfitos femininos provenientes de tetrasporofitos
com variagdo pigmentar (meme, vmme e mevm); essa caracteristica poderia contribuir para a
predominancia de espécimes selvagens na natureza. Entretanto, tetrasporofitos com variagéo
pigmentar ndo sé atingiram precocemente a maturidade reprodutiva como se tornaram mais férteis
em relacdo ao tipo selvagem. Apenas na descendéncia de tetrasporéfitos selvagens (vmvm) foi
observada a proporc¢do sexual esperada, entre gametéfitos femininos e masculinos. Na progénie de
tetrasporofitos com variacdo pigmentar foram observadas alteracdes na propor¢do sexual, devido a
presenca de gametofitos bissexuais. Essa condicdo de bissexualidade, provavelmente, é decorrente
da presenga de um alelo recessivo denominado bi, o qual possibilitaria a expressdo de funcdes
femininas em gametdfitos masculinos. No presente estudo, pudemos evidenciar que a bissexualidade
em G. caudata é herdavel, e que gametdfitos femininos que portam a mutacdo bi foram capazes de
transmitir a mutacdo aos descendentes, porém o alelo ndo é fenotipicamente detectavel. Como néo
foram observados gametdfitos bissexuais na descendéncia de tetrasporéfitos vmvm (provenientes do
cruzamento Qvm x J4vm) sugere-se que a mutacdo bi estaria presente apenas em tetraspordéfitos
marrom-esverdeados oriundos da natureza. No entanto, permanece a possibilidade de ocorréncia de
espécimes bissexuais de coloracdo vermelha em populagGes naturais, ja que tais individuos foram
observados na progénie de tetrasporofitos vmme e mevm, indicando assim, que nao ha ligacao entre

a bissexualidade e a coloragdo do talo. Gametdfitos femininos vermelhos apresentam melhor
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desempenho somatico quando comparados a gametofitos femininos marrom-esverdeados. Esse
aspecto foi evidenciado por meio de taxas de crescimento, nimero de apices diferenciados e
percentual de fixacdo ao frasco de cultura. Essas caracteristicas devem contribuir para a
predominancia de espécimes do tipo selvagem na natureza. Gametdfitos marrom-esverdeados, em
contrapartida, apresentaram melhor desempenho fotossintetizante, o que poderia representar uma
vantagem, considerando-se o0 ambiente heterogéneo de ocorréncia da espécie, e desse modo,
contribuir para a manutencéo dessa variante em populacdo natural. Entretanto, ndo foram observadas
diferencas com relacéo as taxas crescimento entre tetrasporéfitos dos quatro gendtipos (vmvm, meme,
vmme e mevm), apesar das diferencas quanto a fertilidade, concentracdo pigmentar, niUmero de apices
diferenciados e desempenho fotossintetizante. Tais tetrasporéfitos apresentaram taxas de crescimento
semelhantes as observadas para gametofitos femininos marrom-esverdeados, apesar do melhor
desempenho fotossintetizante desses ultimos. Os dados obtidos nesse trabalho sugerem que a variante

marrom-esverdeada apresente vantagens adaptativas para G. caudata.



2. ABSTRACT

Gracilaria caudata J. Agardh is one of the most common species in the tropical and
subtropical Atlantic Ocean. In the northeast of Brazil the species is exploited as an important agar
producer, where greenish-brown color variants have recently been found growing side by side with
individuals of red color (more common) in a natural population. The aim of this study was to
investigate the stability and pattern of green-brown inheritance of G. caudata individuals from a
natural population, as well as to evaluate the somatic and reproductive performance of the different
stages of life history, considering individuals of greenish-brown and red colors. From test crosses it
was possible to verify that the greenish-brown color is stable and inheritable. Codominant nuclear
inheritance was found in the greenish-brown strains. Homozygous tetrasporophytes are red (rdrd) or
greenish-brown (gbgb) while heterozygous tetrasporophytes present the brown phenotype (rdgb and
gbrd). Color variants, regardless of the history phase, reached early reproductive maturity when
compared to wild type specimens. This feature may favor the maintenance of the greenish-brown
variant in nature. However, in spite of the late differentiation of cystocarps, female gametophytes
derived from rdrd tetrasporophytes had a better reproductive performance in relation to female
gametophytes from tetrasporophytes with color variation (gbgb, rdgb and gbrd); this feature could
contribute to the predominance of wild specimens in nature. However, tetrasporophytes with color
variation not only reached reproductive maturity early but also became more fertile in relation to the
wild type. The expected sexual ratio between female and male gametophytes was only observed in
the offspring of wild tetrasporophytes (rdrd). There were changes in the sexual proportion in the
progeny of tetrasporophytes with color variation due to the presence of bisexual gametophytes. This
condition of bisexuality is probably due to the presence of a recessive allele called bi, which would
allow the expression of female functions in male gametophytes. In the present study, we could show
that bisexuality in G. caudata is inheritable, and that female gametophytes, which carry the bi
mutation, were able to transmit the mutation to the offspring, but the allele is not phenotypically
detectable. As no bisexual gametophytes were found in the offspring of rdrd tetrasporophytes (from
the cross @rd x J'rd), it is suggested that the bi mutation would only be present in brown-green
tetrasporophytes from the natural population. However, it remains the possibility of occurrence of
bisexual specimens of red color in natural populations, since such individuals were observed in the
progeny of tetrasporophytes rdgb and gbrd, thus indicating that there is no link between bisexuality
and the thallus color. Red female gametophytes show better somatic performance when compared to
the greenish-brown female gametophytes. This aspect was evidenced by means of growth rates,
number of differentiated apices, and percentage of attachment to the culture flask. These

characteristics should contribute to the predominance of wild type specimens in natural populations.
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Otherwise, the greenish-brown gametophytes showed better photosynthetic performance, which
could represent an advantage considering the heterogeneous environment of the species occurrence,
thus contributing to the maintenance of this variant in the natural population. However, no differences
were observed among tetrasporophytes of the four genotypes (rdrd, gbgb, rdgb and gbrd), regarding
the growth rates, despite of the differences in fertility, pigment concentration, number of
differentiated apices, and photosynthetic performance. These tetrasporophytes presented similar
growth rates to those observed for greenish-brown female gametophytes, despite of the better
photosynthetic performance of the latter. The data obtained in this work suggest that the greenish-

brown variant presents adaptive advantages for G. caudata.



3. INTRODUCAO

3.1 Diversidade intraespecifica

A plasticidade fenotipica presente em muitas espécies de algas vermelhas (Rhodophyta) é
descrita como uma consequéncia da diversidade intraespecifica, a qual compreende o conjunto de
expressdes fenotipicas possiveis, que podem ser manifestadas em uma mesma espécie, por meio de
processos de aclimatacdo e/ou adaptacdo (Plastino, 2004). A aclimatacdo corresponde a diferentes
expressdes de ajustamento ao ambiente, que um organismo pode sofrer dentro dos limites do seu
genotipo, enquanto que a adaptacdo corresponde a diferentes expressfes decorrentes de alteraces
genotipicas (Gantt 1990).

A variacdo genética de um carater surge por mutacdo, em uma frequéncia que pode ser
variavel de espécie para espécie, ou de linhagem para linhagem (Gant, 1990). De qualquer forma, a
frequéncia, a transmissdo e a persisténcia dessas variacbes em uma populacdo dependem das
condi¢bes ambientais, as quais 0 organismo esta inserido (Futuyma, 1998; Plastino, 2004), ja que o
ambiente exerce forte papel sobre as reais implicacbes de uma mutacdo (selecdo natural),
determinando se seus efeitos serdo benéficos, neutros ou deletérios ao organismo (Futuyma, 1998).

O termo polimorfismo refere-se a uma condi¢do na qual ocorrem, no mesmo habitat ou
populacdo, dois ou mais fendtipos descontinuos de uma determinada espécie, em tal frequéncia que,
0 mais raro deles ndo possa ser mantido por mutacao recorrente ou imigracdo (Ford, 1964). Dessa
forma, o polimorfismo se estabelece numa populacdo por meio de processos adaptativos, sendo
caracterizadas como morfos ou morfotipos as variantes que ocorrem no ambiente com frequéncia
superior a 1% (Futuyma, 1998). No entanto, quando a diferenciacdo genética é decorrente de selecdo
a diferentes ambientes, resulta em populac@es geneticamente distintas de uma mesma espécie. Nesse

caso, utiliza-se o termo ecétipo (Innes, 1984).

3.2 Variantes pigmentares em Rhodophyta

Algas vermelhas (Rhodophyta) compartilham uma série de atributos, como células
eucarioticas, auséncia de flagelos, amido das florideas armazenado no citoplasma, ficobiliproteinas
(ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) como pigmentos acessorios a fotossintese e tilacoides livres
no cloroplasto (Woelkerling 1990). Sua colorag&o tipica é resultante da presenca de ficobiliproteinas,
principalmente ficoeritrina, a qual mascara a clorofila a e os carotenoides (Bold & Wynne 1985).

Todavia, ja foram observados na natureza individuos de uma mesma espécie que possuiam alteragdes
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na coloracdo do talo em relacdo ao tipo mais comum (selvagem). Essas variacdes fenotipicas, na
maioria das vezes, decorrem da capacidade de fotoaclimatagdo do aparato fotossintetizante, ou seja,
de uma alteragdo (ajuste) na composicao pigmentar das algas frente a heterogeneidade luminosa do
ambiente. Somente em poucos casos o fendtipo alterado € resultante de uma variacdo genotipica
(mutacdes) (Plastino, 2004).

Variantes pigmentares no género Gracilaria foram reportadas no final da década de 70 com
0 isolamento e caracterizagdo de linhagens mutantes de G. tikvahiae Lachlan, que surgiram
espontaneamente em laboratorio (como Gracilaria sp., van der Meer & Bird 1977). Posteriormente,
outras variantes de cor foram encontradas para o género, algumas provenientes de populacbes
naturais, G. conferta (Schousboe ex Montagne) Montagne, G. verrucosa (Hudson) Papenfuss (Levy
& Friedlander 1990), G. chilensis C.J. Bird, McLachlan & E.C. Oliveira (Gonzélez et al. 1995;
Santelices et al. 1996), G. birdiae Plastino & E.C. Oliveira (Costa & Plastino, 2001; Plastino et al.
2004), G. dominguensis (Plastino et al. 1999), G. cornea J. Agardh (Ferreira et al. 2006), G. caudata
J. Agardh (Faria & Plastino, 2016), G. debilis (Forsskal) Bgrgesen e G. edulis (Gmelin) Silva
(Veeragurunathan et al. 2016). Outras variantes surgiram espontaneamente em laboratério, como em
G. birdiae (Costa & Plastino, 2001).

Variantes pigmentares espontaneas foram também descritas para outros géneros de
Rhodophyta, como Ahnfeltia plicata (Hudson) Fries (Maggs & Pueschel 1989; Mansilla et al. 2013),
Chondrus crispus Stackhouse (van der Meer, 1981a), E. denticulatum (N.L. Burman) Collins &
Hervey (Gerung & Ohno, 1997), Gigartina teedei (Mertens ex Roth) J.V. Lamouroux (como G. teedii
(Roth) Lamourox [Guiry, 1984]), G. skottsbergii Setchell & N. L.Gardner (Barahona et al. 2012),
Halosaccion ramentaceum (L.) J. Agardh (van der Meer, 1981b), Hypnea musciformis (Wulfen)
Lamouroux (Yokoya et al. 2003), Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P.C. Silva (como Eucheuma
alvarezii Doty [Doty et al. 1987]), K. striatus (F.Schmitz) Doty ex P.C. Silva (Gerung & Ohno, 1997),
Mazzaella laminarioides (Bory) Fredericq (Navarro, 2015), Porphyra yezoensis Ueda (Aruga &
Miura, 1984), P. tenera var. tamatsuensis A. Miura (Niwa et al. 2008). Entretanto, a maior parte do
conhecimento gerado a respeito de variantes pigmentares é proveniente de estudos com espécies de
Gracilaria, principalmente G. tikvahiae. Outro fato importante a ser destacado é que, muitos desses
estudos foram realizados com variantes induzidas por agentes quimicos mutagénicos, 0s quais alteram
a qualidade e/ou quantidade dos pigmentos fotossintetizantes, ja que variantes pigmentares
espontaneas sdo raras, e frequentemente dao origem a uma unica planta ou porcdes da planta com
fendtipo alterado, geralmente de coloracdo verde ou esverdeada (van der Meer, 1990).

De forma geral, a caracterizacdo dos mutantes/variantes pigmentares tem contemplado
diferentes aspectos, como genéticos, fisiologicos e ecologicos. Assim, além de contribuirem para o

conhecimento da diversidade intraespecifica, tais estudos permitem que diferentes linhagens possam
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ser utilizadas como ferramentas em estudos ficologicos, fornecendo subsidios para a compreensdo da

biologia das macroalgas marinhas.

3.2.1. Analises genéticas

Estudos genéticos envolvendo mutantes pigmentares tém dado grande énfase a genética
Mendeliana, a qual possibilita a determinacdo da hereditariedade, estabilidade e caracteristicas de
transmissdo do fenotipo alterado. A estabilidade do carater cor e 0 modo como é transmitido podem
ser conhecidos por meio do acompanhamento de sua heranga em condicdes laboratoriais (Plastino &
Guimaraes 2001), ja que a obtencdo de tais informagcfes em campo seria inviavel, tendo em vista as
oscilacdes das diferentes variaveis ambientais, bem como o alto risco de contaminacao genética (van
der Meer, 1990).

Estudos genéticos com variantes pigmentares de Rhodophyta tém se limitado a espécies com
reproducdo sexuada, as quais crescem e se reproduzem bem em condic¢des laboratoriais (van der
Meer, 1990). Nesse filo, a segregacdo genética ocorre na fase gametofitica (haploide) e, nesse estadio,
as mutacdes recessivas ndo sdo mascaradas por alelos dominantes. No entanto, para saber se
esporofitos (diploides) apresentam genes dominantes ou carregam uma mutagdo recessiva, €
necessaria a inducdo de fertilidade, a liberacdo de tetrasporos e a diferenciacdo de gametofitos, para
que entdo possam ser realizados testes de cruzamentos, que permitam determinacdo do seu genotipo
(van der Meer 1990).

Na maioria dos estudos com variantes pigmentares, a heranca de cor do fen6tipo alterado
revelou-se autossémica nuclear recessiva (van der Meer & Bird, 1977; van der Meer 1979; 19813,
Guiry, 1984; Zhang & van der Meer, 1988). No entanto, alguns genes dominantes (van der Meer,
1979), codominantes (van der Meer, 1979; Plastino et al. 1999) e citoplasmaticos (van der Meer,
1978; Zhang & van der Meer, 1988) foram também citados.

Na costa brasileira, a maioria das variantes pigmentares espontaneas foram reportadas para
Gracilaria, sendo ao todo quatro espécies (G. bidiae, G. domingensis, G. cornea e G. caudata) e sete
variantes (Costa & Plastino, 2001; Plastino et al. 2004; Plastino et al. 1999; Ferreira et al. 2006; Faria
& Plastino, 2016). Todavia, a caracterizagdo do padrao da heranca de cor foi realizada apenas para as
variantes de G. birdiae, as quais possuem herancga nuclear recessiva para os fenotipos verde claro
(Plastino et al. 2004) e marrom-esverdeado (Costa & Plastino, 2011) e heranca citoplasmatica para o
fenotipo verde (Costa & Plastino, 2011), bem como para as variantes de G. domingensis, que
apresenta heranca nuclear codominante para o fenétipo verde, que quando em heterozigose com 0

tipo selvagem (vermelho) expressa o fendtipo marrom (Plastino et al. 1999). Em outros géneros,
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foram descritas apenas uma variante por espécie como Gigartina teedei, a qual apresenta heranca
nuclear recessiva para o fenotipo verde (Guiry, 1984) e Hypnea musciformis (Yokoya et al. 2003),
que ainda n&o teve seu padrdo de heranca de cor esclarecido.

Uma vez caracterizado o padrao de heranca de cor, as linhagens mutantes podem ser utilizadas
como marcadores genéticos em cruzamentos, (van der Meer, 1987). Sendo assim, podem auxiliar na
deteccdo de fertilizacdo, distingdo entre processos sexuais ou assexuais (van der Meer et al. 1984), e
entre processos de autofertilizacdo e fertilizacdo cruzada em espécies monoicas (van der Meer, 1987).
Além disso, podem evidenciar aspectos inesperados e/ou desconhecidos sobre o historico de vida de
algas, como por exemplo, a identificacdo de germinacéo de tetrasporos in situ (Plastino et al. 1999),
de falhas durante a citocinese de tetrasporangios (van der Meer, 1977), e de maturacdo sexual em
gametofitos femininos microscopicos (van der Meer & Todd, 1977).

3.2.2. Analises fisioldgicas

Analises comparativas de caracteristicas fisioldgicas entre variantes pigmentares e tipos
selvagens contribuem para o conhecimento da diversidade funcional da espécie. Além disso,
fornecem subsidios para a compreensdo de como se d& a manutencéo do polimorfismo pigmentar na
natureza, bem como contribuem para a selecdo de linhagens mais adequadas a maricultura (Patwary
& van der Meer, 1982).

A maioria das variantes espontaneas apresentam um menor desempenho quanto ao
crescimento em relacéo ao tipo selvagem, seja em campo ou em condicdes laboratoriais (Guimarées,
2000; Plastino et al. 2004; Mansilla et al. 2014; Faria & Plastino, 2016; Veeragurunathan et al. 2016).
Entretanto, desempenho similar (Mufioz et al. 2004; Ferreira et al. 2006; Yokoya et al. 2007; Ursi et
al. 2003; 2013; Navarro, 2015), ou superior foram também reportados (Gerung & Ohno, 1997).

A coloracéo esverdeada apresentada pela maioria dessas variantes vem sendo descrita como
uma consequéncia da deficiéncia nas concentragdes de ficoeritrina em relagéo ao tipo selvagem, e em
contrapartida, um aumento nas concentragdes de aloficianina, ficocianina e/ou clorofila a é observado
(van der Meer, 1979; Guimardaes et al. 2003; Yokoya et al. 2007; Niwa et al. 2008; Costa & Plastino,
2011, Martins et al. 2011; Faria & Plastino, 2016; Veeragurunathan et al. 2016). O conhecimento da
composicao pigmentar € de grande importancia nos estudos com variantes, pois permite caracterizar
quantitativa e qualitativamente compostos que denotam as diferentes coloragdes, que podem ter
consequéncia na capacidade competitiva de ocupar determinado nicho (Plastino & Guimaraes, 2001).
Ficobiliproteinas e carotenoides funcionam como pigmentos acessorios a fotossintese, por ampliarem

0 espectro de absorcdo da energia luminosa e, posteriormente, transferir essa energia, por ressonancia,
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a um par de moléculas de clorofila a presentes nos centros de reacéo dos fotossistemas I (P7o0) ou Il
(Psso) (Gantt, 1990). Além da importancia no processo de fotossintese, 0s pigmentos podem ser
utilizados pela alga como reserva de nitrogénio (Garcia-Sanchez et al. 1993) e ainda possuir funcao
fotoprotetora (Sinha et al. 1995; Figueroa et al. 2008).

A avaliacdo da capacidade fotossintetizante vem sendo realizada em muitos estudos
envolvendo variantes pigmentares (Yokoya et al. 2007; Martins et al. 2011; Ayres-Ostrock &
Plastino, 2014; Faria & Plastino, 2016). Num panorama geral, dentre os diferentes métodos de
avaliacdo, a fluorimetria in vivo da clorofila a vem recebendo grande destaque, tendo em vista que se
trata de uma metodologia rapida, e ndo invasiva, que fornece informac6es sobre o funcionamento do
aparato fotossintetizante em tempo real (Kromkamp & Forster, 2003). Além disso, permite a
identificacdo de morfos e ecdtipos, a partir da analise e comparacdo dos diferentes parametros
fornecidos, os quais evidenciam diferencas intraespecificas frente a diversas pressdes ambientais
(Enriquez & Borowitzka, 2010).

3.3 Gracilaria Greville

O género Gracilaria é um dos mais diversos da familia Gracilariaceae (Oliveira & Plastino,
1994), incluindo cerca de 185 espécies taxonomicamente aceitas e amplamente distribuidas pelo
mundo (Guiry & Guiry 2016). Gracilaria possui um historico de vida trifasico do tipo-
“Polysiphonia”, caracterizado pela alternancia de fases diploides (tetrasporofitica e carposporofitica)
e haploide (gametofitica) (Oliveira & Plastino, 1994). Gametofitos sdo dioicos e isomorficos ao
tetraspordfito, sendo ambos de vida livre, enquanto que, o carposporofito desenvolve-se sobre o
gametofito feminino (figura 1).
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Figura 1. Histdrico de vida de Gracila sp. (modificado de Oliveira & Plastino, 1994).

Escassas sdo as tentativas de trazer a luz o real significado evolutivo de um histérico de vida
diplobionte (Valero et al.1992; Richerd et al. 1993; Hughes & Otto, 1999). Para alguns autores, esse
tipo de histérico pode ser considerado como uma adaptacdo frente a um ambiente sazonalmente
varidvel (Stebbins & Hill, 1980), no qual ocorreu a selecdo para dois niveis de ploidia. Diploides: i,
possuiriam maiores chances de novas mutagdes, aumentando assim a variabilidade genética, a qual
pode conferir maiores chances de adaptacdo frente a mudancas ambientais (Crow & Kimura, 1965);
ii, poderiam mascarar mutacgdes deletérias recessivas, 0s quais garantiriam o bom funcionamento do
individuo (Crow & Kimura 1965); e/ou iii, poderiam apresentar maior capacidade de sintese de
proteinas e metabolitos (Adams & Hansche 1974). Nos haploides, mutagdes deletérias tenderiam a
ser eliminadas mais rapidamente, enquanto que mutacdes benéficas seriam incorporadas na
populacdo (Hughes & Otto, 1999). Além das vantagens conferidas para cada nivel de ploidia, um
historico de vida com alternancia de geragdes poderia conferir uma vantagem a mais em relagao aos
outros tipos de histdricos, como reducdo do custo do sexo, ja que esse custo ocorreria somente na
geracdo haploide, mais precisamente no momento da fertilizacdo, em que sdo necessarios dois
individuos para produzir uma descendéncia (Richerd et al.1993). A variabilidade genética ocorreria
principalmente nos tetraspordéfitos (diploide), em que ocorre o processo mei6tico para producgdo de
tetrasporos. Assim, possuir um histérico com alternancia de geracfes seria vantajoso em relacdo a
outros tipos de histérico, em que o custo do sexo fosse alto (Richerd et al.1993).

Estudos realizados em populagdes naturais tém evidenciado uma maior frequéncia da fase
diploide em relacdo a haploide para algumas espécies de Gracilaria, como por exemplo, G.
mammillaris (Montagne) M.Howe e G. cervicornis (Turner) J.Agardh (Plastino, 1985), G. cornea
(Ordufia-Rojas et al. 2002), G. chilensis (Guillemin et al. 2008), G. vermiculophylla (Ohmi)
Papenfuss (Terada et al. 2010), G. gracilis (Stackhouse) M.Steentoft, L.M.Irvine & W.F.Farnham
(Martin et al. 2011), G. birdiae e G. caudata (Ayres-Ostrock et al. 2015). O mesmo foi observado
para outros géneros e espécies de algas vermelhas, como Gelidium canariense (Grunow) Seoane
Camba ex Haroun, Gil-Rodriguez, Diaz de Castro & Prud’homme van Reine, G. arbusculum Bory ex
Bargesen (as G. arbuscula), G. pusillum (Stackhouse) Le Jolis e Pterocladiella capillacea
(S.G.Gmelin) Santelices & Hommersand (Prathep et al. 2009; Polifrone et al. 2012). Essa
predominancia da fase diploide na natureza vem sendo atribuida a questdes intrinsecamente genéticas,
as quais confeririam uma melhor aptiddo desses individuos em relacdo aos haploides. Segundo alguns
autores, a ploidia, entre outros aspectos, poderia afetar a capacidade somatica dos organismos,

permitindo assim um melhor crescimento vegetativo da fase diploide em relacdo a fase haploide, e
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provavelmente uma maior capacidade de reproducdo vegetativa por meio da fragmentacédo do talo e
recrutamento dos apices destacados (Guillemin et al. 2008; Martin et al. 2011).

A fase haploide seria beneficiada pelo menor tempo necessario para a replicacdo do DNA e
divisdo celular, implicando assim, em um menor tempo de germinacao de esporos, o que favoreceria
sua manutencdo no ambiente (Cavalier-Smith, 1978; Adams and Hansche, 1974). A manutencao da
fase haploide vem sendo também relacionada a questdes ecofisioldgicas, nas quais o tamanho celular
de fases iniciais do desenvolvimento traria grandes implica¢fes, como por exemplo, tetrdsporos
(esporos n) sdo menores e possuem uma maior relacdo area de superficie por volume celular em
relacdo a carposporos (esporos 2n), o que lhes confere uma melhor eficiéncia nutricional, bem como
uma vantagem frente a um ambiente com escassez de nutrientes (Lewis, 1985). Além disso, sdo
celulas mais leves, o que implicaria em um maior tempo para sedimentacdo, proporcionando uma
melhor capacidade de dispersdo (Cavalier-Smith, 1978). De fato, quando realizados estudos
comparativos entre essas duas fases em laboratdrio, o que se obtém, na maioria dos casos, é um
melhor desempenho da fase tetrasporofitica (diploide) em relacdo a gametofitica (haploide), quando
sdo avaliados parédmetros fisiol6gicos, como taxas de crescimento, respiracdo, fotossintese e
composicao pigmentar, a despeito da condicdo isomdrfica (Guillemin et al. 2013; Faria et al. 2016).
No entanto, cabe ressaltar que, dependendo das condicGes abidticas utilizadas, pode ocorrer uma
inversdo desses resultados, ora com melhor desempenho de tetrasporofitos, ora gametofitos
(Destombe et al. 1993). Esses resultados reforcam a importadncia do ambiente como agente

selecionador, o qual indicaria a direcdo de selecdo para a expansao de uma fase ou de outra.

3.4 Determinacéo sexual em Gracilaria

A proporcdo entre gametofitos femininos e masculinos produzidos a partir da germinacédo de
tetrasporos em Gracialaria tem sido reportada como 1:1 (Ogata et al. 1972, van der Meer 1986,
Guimarées et al. 1999; Costa & Plastino, 2001). Todavia, variacdes desse padrédo, bem como a
ocorréncia de plantas reprodutivamente mistas ja foram observadas para algumas espécies, como por
exemplo, G. tikvahiae (como Gracilaria sp., van der Meer & Tood 1977; van der Meer, 1986) e G.
domingensis (Gimardes et al. 1999).

Diferentes tipos de variantes reprodutivas vém sendo encontradas ao longo dos anos, para
diversas espécies de Rhodophyta, como Gigartina pistilatta (S.G.Gmelin) Stackhouse (Isaac &
Simons, 1954), Euthora cristata (C.Agardh) J.Agardh (Dixon, 1961), Membranoptera alata
(Hudson) Stackhouse e Polysiphonia urceolata (Lightfoot ex Dillwyn) Greville (Edelstein &

MacLachlan, 1966), Cystoclonium purpureum (Hudson) Batters e Chondria baileyana (Montagne)
12



Harvey (Edelstein et al. 1974). Sugere-se que diferentes mecanismos seriam responsaveis por esse
fendbmeno (van der Meer & Todd, 1977). Todavia, na maioria dos casos, foram realizadas apenas
observacOes descritivas dessas variantes, as quais ndo fornecem dados suficientes para sua explicacao
(van der Meer & Todd 1977).

A razdo para o surgimento de fases mistas, em alguns casos, foi explicada como uma
consequéncia da germinacdo de tetrdsporos in situ, resultando em ramos gametofiticos presos ao
tetraspordfito (Bird et al. 1977; Oliveira & Plastino, 1984; Plastino, 1985; Destombe et al. 1989). No
entanto, nem sempre a explicacao para esse fendmeno pareceu tdo 6bvia, e um estudo mais detalhado
desses casos proporcionou uma melhor apreciacdo do controle genético na diferenciacdo reprodutiva
(van der Meer, 1986).

O desenvolvimento de gametdfitos femininos e masculinos em igual nimero é consequéncia
de um rigoroso controle genético de determinacdo sexual, o qual é primariamente regido por um par
de fatores com segregacdo mendeliana (van der Meer & Tood 1977). A partir de observacoes feitas
em uma variante reprodutiva de Gracilaria tikvahiae, a qual possuia porg¢des de “tecido” gametofitico
funcional em um talo tetrasporofitico maduro, os autores propuseram que esses fatores seriam alelos
(mt™ para masculinos e mt" para femininos), ao invés de cromossomos sexuais. E assim, a condi¢ao
heterozigGtica para o alelo mt, e ndo o estado diploide, determinaria o desenvolvimento
tetrasporofitico, tendo em vista a evidencia citoldgica de que as por¢des gametofiticas observadas
eram em si diploides. Dessa forma, para essa variante, o fenébmeno foi explicado como uma
consequéncia de recombinagfes mitoticas, em que células do talo tornaram-se homozigotas para um
ou outro mt alelo, expressando caracteristicas gametofiticas ao invés de tetrasporofiticas, apesar de
sua condicéo diploide (van der Meer & Tood 1977).

Novos mecanismos foram propostos para a explicacdo dos diferentes tipos de variantes
reprodutivas encontradas. Em alguns casos, falhas na citocinese durante o processo de divisdo
meiotica foram apontadas como a causa do fendmeno, dando origem a um Gnico individuo com ramos
e/ou porgdes masculinos e femininos (van der Meer, 1977). Para outras variantes, no entanto,
verificou-se a presenca de uma mutagdo recessiva denominada bi, a qual seria distinta do locus sexo-
determinante mt e possibilitaria 0 desenvolvimento de cistocarpos e espermatangios em um unico
ramo gametofitico (van der Meer et al. 1984). Dessa forma, ressalta-se a necessidade de novos estudos
que contribuam para compreensao do fenémeno, permitindo o esclarecimento se de fato esses fatores
sexuais seriam uma simples alternativa de um Unico gene regulatorio ou se existiria um mecanismo

de controle envolvendo um complexo de locus (van der Meer, 1990).
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3.5 Importéancia econémica de Gracilaria

O género Gracilaria tem sido alvo de muitos estudos, pois inclui espécies que constituem a
principal fonte de agar (Oliveira et al. 2000), representando 80% da producdo mundial (Bixeler et al.
2011). Esse ficocoloide, extraido da parede celular, possui propriedades estabilizantes, gelificantes
e emulsificantes, as quais despertam grande interesse nas inddstrias alimenticias e biotecnoldgicas
para a producdo de embutidos, entre outros alimentos, componentes de géis de eletroforese e meios
de cultura em bacteriologia e micologia (Cunha et al. 2009).

A qualidade e quantidade de agar produzidos por algas gracilarioides tém variado inter e
intraespecificamente. Esse fato pode estar relacionado a diferentes aspectos, como por exemplo,
diferentes condicbes abidticas as quais as algas foram cultivadas, a diferentes metodologias de
extracdo do ficocoloide, ou a uma diversidade intraespecifica (Macchiavello et al. 1999; Skriptsova
& Nabivailo, 2009; Ursi et al. 2013). Nesse contexto, o estudo de variantes pigmentares se mostra de
grande valia e tem evidenciado similaridades quanto a qualidade e rendimento de agar em relagdo ao
tipo selvagem, quando cultivadas sob as mesmas condigdes (Ursi et al. 2013; Veeragurunathan et al.
2016), salientando, dessa forma, seu potencial econémico para a maricultura.

Gracilaria €, atualmente, o Unico de género de agarofita comercialmente cultivado, sendo seus
principais produtores o Chile e a Indonésia (Bixeler et.al 2011). Cabe ressaltar, que o fornecimento
de mudas para a industria de agar provem principalmente de bancos naturais, 0 que tem causado a
deplecdo desses em diferentes regides do mundo (Mc Hugh 2003). No Brasil, a explotacdo de bancos
naturais de Gracilaria para a extracdo de agar teve inicio na década de 60 (Camara-Neto 1987), e
apesar de tentativas ja realizadas, ainda ndo existem cultivos comerciais no pais. A explotacdo desse
recurso vem ocorrendo principalmente na regido nordeste, de forma extrativista ou por meio de
cultivo artesanal, onde exerce um papel importante na economia de comunidades costeiras (Carneiro
etal. 2011; Costaetal. 2011). As principais espéecies explotadas sdo G. birdiae, G. caudata, G. cornea
e G. domingensis (Miranda et al. 2012), entretanto, a auséncia de fiscalizagcdo e de procedimentos
adequados de manejo que permitam a recuperagdo completa dos bancos tem proporcionado um
declinio populacional (Carneiro et al. 2011). Nesse sentido, o cultivo comercial, e em especial o
cultivo comercial a partir de esporos, bem como a utilizacdo de variantes pigmentares, mostram-se
como alternativas viaveis para satisfazer as demandas e para a conservacdo de populacdes naturais
(Alveal et al. 1997; Hayashi, 2007; Ursi et al. 2013), j& que, além de possibilitarem o aumento da
biomassa disponivel, contribuem para a variabilidade genética das espécies selecionas (Alveal et al.
1997).
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3.6 Gracilaria caudata

Dentre as espécies que ocorrem no litoral brasileiro destaca-se Gracilaria caudata. No Brasil
foi identificada pela primeira vez por Joly et al. (1963) como Gracilariopsis sjoestedtii (Kylin)
Dawson, e ao longo dos anos foi referida por diversos autores como G. andersonii (Grunow in
Piccone) Dawson (Ugadim 1975), Gracilaria sjoestedtii (Oliveira 1977), G. verrucosa (Hudson)
Papenfuss (Steentoft et at. 1995) e Gracilaria sp. (Plastino, 1991). Por meio de estudos
morfoanatdémicos e testes de cruzamentos, Plastino & Oliveira (1997) esclareceram que essas algas
se tratavam de uma espécie ja descrita por J. Agardh em 1852, como G. caudata, e que grande parte
do equivoco em sua nomenclatura foi resultante da plasticidade fenotipica e de sua ampla distribuicdo
geografica.

Gracilaria caudata pode ser encontrada no litoral de diferentes paises como Venezuela,
Barbados, Porto Rico e Cuba. Ao longo da costa brasileira, € encontrada desde o estado do Maranhéo
(Bellorin, 2002; Floréncio et al. 2012) até o estado de Santa Catarina (Plastino & Oliveira 1997).
Ocorre em costdes rochosos, principalmente de baias protegidas e aguas turvas, estendendo-se desde
o médio-litoral até a franja do infra-litoral. E geralmente gregaria e, muitas vezes, esta parcialmente
enterrada na areia (Plastino & Oliveira 1997). A espécie possui um histérico de vida do tipo
“Polysiphonia” (como Gracilaria sp., Oliveira & Plastino, 1984) e apresenta um talo cilindrico, ereto,
de coloracgdo vermelho vinaceo a amarelado, o qual pode atingir até 34 cm de comprimento e 1,7 mm
de diametro. Além disso, seu talo pode apresentar de um a varios eixos principais decorrentes de um
apressorio discoidal, sendo suas ramificacBes primeiramente subdicotémicas, tornando-se
posteriormente unilaterais e de até quinta ordem (Plastino & Oliveira 1997).

Populacdes naturais de Gracilaria caudata vém sendo explotadas no nordeste brasileiro desde
a década de 70, para a producdo de agar alimenticio destinado ao mercado nacional (Oliveira &
Miranda, 1998). Devido a auséncia de manejo adequado, algumas populagdes tém sofrido com a forte
explotacdo (Miranda, 2008). Cabe ressaltar que, antes que se utilize uma espécie em potencial, é
necessario o conhecimento de sua fisiologia, diversidade genética e mecanismos que a mantém
(Norse, 1993). Nesse sentido, alguns aspectos relacionados a biologia de G. caudata vém sendo
estudados em condi¢bes laboratoriais, indicando que a espécie apresenta valores Otimos de
crescimento em temperaturas de 26-30°C, tolera salinidades de 10-60 ups (como Gracilaria sp.,
Yokoya & Oliveira, 19923, b), possui agar economicamente viavel (Yoshimura, 2006), bem como
polissacarideos com excelente capacidade de quelacédo de ions ferrosos, o quais sdo os mais eficazes
pré-oxidantes dos sistemas alimentares (Costa et al. 2010). Ainda em laboratério, foi realizada a
andlise e caracterizagdo de seus acidos graxos e ésteres metilicos (Tomaz, 2012), além da avaliacdo

de atividade da nitrato redutase (Chow et al. 2007).
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Estudos realizados com individuos de G. caudata cultivados em fazendas de camardes
indicaram que a espécie é potencialmente util como biofiltro em cultivos integrados, e que poderia
contribuir para a melhora da qualidade das aguas de regides costeiras, pois apresenta bom
desempenho na absor¢do de compostos nitrogenados e fosforo (Marinho Soriano et al. 2009). Além
disso, a partir de estudos realizados em tanques de cultivos de peixes, observou-se um aumento da
taxa de sobrevivéncia de pds-larvas, apds a adicdo de agar proveniente de G. caudata misturado a
racdo, indicando assim, um potencial imunoestimulante desse polissacarideo (Aradjo et al. 2008).

Alguns aspectos relacionados a diversidade intraespecifica de G. caudata vém sendo
estudados, indicando por meio de marcadores genéticos ou de técnicas de avaliacdo fisioldgica que a
espécie apresenta ec6tipos ao longo da costa brasileira, relacionados a irradiancia (Ayres-Ostrock et
al. 2015; Faria & Plastino, 2016). Diferencas fisioldgicas entre as fases vém sendo também descritas,
como por exemplo, a observacdo de maiores taxas de crescimento e contetdo pigmentar por parte da
fase tetrasporofitica em relacdo a fase gametofitica, bem como existéncia de diferencas entre as fases,
quanto a capacidade fotossintetizante frente a radiacdo PAR ou UV-B (Araijo et al. 2013; Faria &
Plastino, 2016).

Recentemente, variantes pigmentares de coloracdo marrom-esverdeada foram encontradas
crescendo lado a lado a individuos de coloracdo vermelha (mais comuns) em uma populacéo natural
de Gracilaria caudata do nordeste do Brasil (Faria & Plastino, 2016). Tendo em vista i, a caréncia
de informacdes a respeito das implicagdes do fendtipo alterado para a espécie, ii, a auséncia de
conhecimento acerca de sua herdabilidade, e iii, a grande importancia de variantes pigmentares em

estudos genéticos, desenvolvemos este trabalho.

4. HIPOTESE

Este trabalho tem por hipdtese que a coloracdo vermelha do talo de Gracilaria caudata seja
dominante em relacdo a coloragdo marrom-esverdeada, e que plantas marrom-esverdeadas
apresentem menor capacidade somaética e reprodutiva, bem como menor contetdo pigmentar. Além
disso, supbe-se que tetrasporéfitos apresentem melhor desempenho somatico em relacdo a

gametofitos, independentemente da coloragéo.

5. OBJETIVO GERAL

Compreender os aspectos da diversidade intraespecifica de Gracilaria caudata, procedente de

uma populagdo natural, levando-se em consideragdo a coloragdo do talo. Esses estudos devem
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contribuir para a interpretacdo de possiveis vantagens adaptativas na manutencéo da variante de cor

marrom-esverdeada na natureza.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Interpretar a heranga de cor marrom-esverdeada em Gracilaria caudata por meio de testes
de cruzamentos e acompanhamento de sua descendéncia. Esse objetivo permitira averiguar a
estabilidade e o padrdo de heranca da cor marrom-esverdeada;

- Avaliar a capacidade somatica de gametofitos e tetrasporofitos de coloracdo vermelha e
marrom-esverdeada por meio dos seguintes parametros: i, taxas de crescimento; ii, desempenho
fotossintetizante; iii, conteddo pigmentar; iv, nimero de apices diferenciados; e v, percentual de
fixacdo ao frasco de cultura (apenas para gametofitos).

- Averiguar o desempenho reprodutivo de tetrasporéfitos procedentes dos diferentes
cruzamentos entre plantas vermelhas e marrom-esverdeadas, por meio da avaliacdo do percentual de
fertilidade do talo, e verificar o desempenho reprodutivo de gametdéfitos femininos derivados desses

tetrasporofitos, por meio da avaliacdo do numero de cistocarpos diferenciados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foram realizadas investigacOes sobre a diversidade intraespecifica de
Gracilaria caudata. Avaliou-se pela primeira vez o padrdo de heranca da coloracdo marrom-
esverdeada encontrada em espécimes provenientes de populagédo natural. O padrdo de heranca foi do
tipo nuclear codominante, rejeitando-se assim a hipétese inicial deste trabalho de que a coloragédo
vermelha seria dominante em relacdo a coloragdo marrom-esverdeada. Essa coloracdo é decorrente
de uma deficiéncia de ficoeritrina, confirmada pela analise de tetrasporéfitos dos diferentes gendtipos
(vmvm, meme, vmme e mevm), e ja reportada para a espécie em estudo anterior (Faria & Plastino,
2016).

Variantes reprodutivas (bissexuais) foram, pela primeira vez, reportadas para G. caudata. Tais
variantes foram observadas em diferentes proporcGes com relacdo a gametofitos femininos e
masculinos, e apenas na progénie de tetrasporofitos com variagdo pigmentar obtidos em laboratorio
(meme, vmme e mevm). Sugere-se a ocorréncia do alelo bi que confere a bissexualidade e foi
anteriormente referido para G. tikvahiae (van der Meer 1986). Esse alelo estaria presente em
tetrasporofitos marrom-esverdeados oriundos de campo, e teria sido transmitido para as geracfes
subsequentes cultivadas em laboratorio. Permanece a possibilidade de que em populacGes naturais
esse alelo esteja também presente em espécimes de coloracdo vermelha, ja que na progénie de
tetrasporofitos vmme e mevm foram observados gametofitos i de coloracédo vermelha.

O presente trabalho verificou que gametdéfitos de G. caudata de coloracdo vermelha possuem
um melhor desempenho somatico quando comparados a gametéfitos de coloracdo marrom-
esverdeada. Esse aspecto foi evidenciado por meio de taxas de crescimento e nimero de apices
diferenciados. Pudemos verificar também que gametdfitos de coloracdo vermelha apresentaram um
maior percentual de fixacdo ao frasco de cultura quando comparados aos gametofitos de coloracdo
marrom-esverdeada, sugerindo que no ambiente natural os primeiros tenham uma vantagem frente ao
recrutamento de apices destacados. Cabe ressaltar ainda, que o melhor desempenho reprodutivo
observado para gametofitos de coloragdo vermelha (nimero de cistocarpos diferenciados) sugere que
na natureza possa haver uma maior quantidade de carpdsporos de genétipo vmvm aptos ao
recrutamento em detrimento de carpdsporos dos demais genétipos (meme, vmme e mevm),
contribuindo, para a predominancia de espécimes de coloracdo vermelha na natureza. Em
contrapartida, espécimes gametofiticos de coloracdo marrom-esverdeada apresentaram melhor
desempenho fotossintetizante e, apesar do menor desempenho reprodutivo, tais variantes alcangaram
a maturidade sexual precocemente. Esses mecanismos, provavelmente, favorecem a manutengédo da

variante marrom-esverdeada no ambiente natural.
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Observou-se que, de forma geral, tetrasporofitos com variagdo pigmentar ndo so atingiram
precocemente a maturidade reprodutiva, como também tornaram-se mais férteis em relacéo ao tipo
selvagem (vmvm). Essa vantagem observada para tais tetrasporofitos, provavelmente, também
contribui para a manutencdo da variante marrom-esverdeada na natureza. Além disso, poderia ser
futuramente melhor estudada, trazendo assim contribui¢fes a maricultura de G. caudata no pais, uma
vez que cultivos comerciais a partir de esporos, bem como a utilizacdo de variantes pigmentares, tém
se mostrado como alternativas viadveis para satisfazer as demandas por &gar e para a conservagao de
populacdes naturais, por possibilitarem o aumento da biomassa disponivel e contribuirem para a
variabilidade genética da espécie (Alveal et al. 1997; Hayashi, 2007; Ursi et al. 2013).

Destaca-se ainda que espécimes de coloracdo vermelha de G. caudata, independentemente da
fase, bem como tetrasporofitos mevm, produziram um maior nimero de apices quando comparados
aos demais. Sugere-se que essas plantas teriam maiores chances de fragmentacdo do talo, o que
possibilitaria um maior recrutamento nas populacGes naturais, contribuindo para a predominancia de
espécimes de coloracdo vermelha na natureza.

Apesar das diferencas observadas quanto ao numero de apices diferenciados, composicao
pigmentar, fertilidade e desempenho fotossintetizante, gameto6fitos femininos marrom-esverdeados,
e os tetrasporofitos dos diferentes genotipos apresentaram taxas de crescimento semelhantes quando
considerado todo o periodo experimental (14 dias), sendo esses valores inferiores aos observados para
os gametdfitos femininos de coloragdo vermelha. Esses resultados, possivelmente, decorreram da
interacdo de diferentes fatores, como fertilidade, desempenho somatico e fotossintetizante, os quais
foram expressos em maior ou menor grau em funcéo do gendtipo do individuo. Essas caracteristicas
diversas, verificadas tanto entre as fases quanto entre as variantes pigmentares e os espécimes do tipo
selvagem, contribuem para a diversidade de G. caudata e favorecem a manutencdo da espécie,
principalmente quando considerado o ambiente heterogéneo do médio-litoral onde sdo encontradas.
Deve-se ressaltar que as condi¢des laboratoriais divergem do ambiente natural, e as diferencas
observadas poderiam ser acentuadas ou minimizadas, ja que na natureza outros fatores bidticos e

abidticos estariam atuando de forma sinérgica.
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