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ABSTRACT - (Growth of reddish and light green strains of Gracilaria sp. (Gracilariales, Rhodophyta) in two culture media:
analysis of different reproductive phases). Gracilaria sp. is one of the main species collected for agar production in Brazil
nowadays. The aim of this work was to compare the in vitro growth of different reproductive phases of wild specimens
(reddish) and a color strain (light green) of Gracilaria sp., when cultivated in two culture media: Von Stosch and Provasoli. Six
strains were selected: reddish (rd) and light green (Ig) gametophytes, both female (F) and male (M); reddish tetrasporophytes,
but obtained from different crosses, Frd x Mrd and Flg x Mrd. The growth rates, which were analysed for 28 days, were
calculated using fresh mass (mGR) and length (IGR). The light green strain showed lower mGR and IGR than the reddish
specimens. The growth was satisfatory in both culture media for wild strains. Reddish and light green male gametophytes and
reddish tetrasporophytes showed higher mGR and IGR when cultivated in Provasoli. Light green female gametophytes showed
similar mGR in both culture media, but the IGR were higher in Von Stosch. The IGR of tetrasporophytes derived from crosses
Frd x Mrd were higher than the tetrasporophytes derived from Flg x Mrd.

RESUMO - (Crescimento in vitro de linhagens de coloragdo vermelha e verde clara de Gracilaria sp. (Gracilariales, Rhodophyta)
em dois meios de cultura: analise de diferentes estadios reprodutivos). Gracilaria sp. ¢ uma das principais macroalgas marinhas
atualmente coletadas para producdo de agar no Brasil. Este trabalho objetivou comparar o crescimento in vitro de diferentes
estadios reprodutivos tanto de linhagens selvagens (vermelhas), quanto de uma variante cromatica (verde clara) de Gracilaria
sp., em dois meios de cultura: Von Stosch e Provasoli. Seis linhagens foram selecionadas: gametofitos femininos (F) e
masculinos (M), vermelhos (vm) e verde claros (vc); tetrasporofitos vermelhos, porém derivados de cruzamentos distintos,
Fvmx Mvm e Fvc x Mvm. As taxas de crescimento avaliadas por 28 dias, foram calculadas a partir de medidas de massa fresca
(TCm) e comprimento (TCc). A variante cromatica apresentou TCm e TCc inferiores as verificadas para espécimes selvagens.
Os dois tipos de meio de cultura resultaram em crescimento satisfatorio para as linhagens selvagens. Gametéfitos masculinos
vermelhos e verde claros e tetrasporéfitos vermelhos apresentaram TCm e TCc superiores quando cultivados em Provasoli.
Gametofitos femininos verde claros apresentaram TCm semelhantes nos dois meios de cultura, mas as TCs foram superiores
em Von Stosch. As TCs de tetrasporofitos derivados de cruzamentos Fvm x Mvm foram superiores as verificadas para
tetrasporofitos derivados de cruzamentos Fve x Mvm.
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componente de meios de cultura sélidos (Radmer
1996), bem como em alimentos industriais
(Glickman 1987, Matulewicz 1996). O interesse na
implantagdo de cultivos comerciais de Gracilaria

Introducao

O género Gracilaria tem sido alvo da atencao
de inimeros pesquisadores devido, principalmente,

a seu conteudo em agar (Oliveira & Plastino 1994,
Kain & Destombe 1995). A maioria dos atuais
avangos biotecnoldgicos nao teria sido possivel sem
a utilizag¢do deste ficocoldide (Carté 1996), que é
empregado em géis para eletroforese, como
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¢ crescente. No Brasil, apesar do consumo de
ficocoldides encontrar-se em franca expansio
(Furtado 1999), as tentativas de cultivos comerciais
foram mal sucedidas (Oliveira & Miranda 1998).
A falta de conhecimento mais detalhado da biologia
das espécies passiveis de cultivo vem sendo
apontada como uma das razdes do insucesso destes
cultivos (Oliveira 1981, 1998). Este conhecimento
também ¢ fundamental para o manejo e o
desenvolvimento das estratégias de coleta de bancos
naturais (Alveal 1996, Critchley 1997).
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Estudos em laboratorio tém contribuido para
a implantagdo de cultivos comerciais em diversos
paises (Armisen 1995), uma vez que a utilizagdo
de condigdes controladas permite comparar o
comportamento de espécies ou linhagens distintas,
fornecendo dados valiosos para uma analise
preliminar da viabilidade de um cultivo comercial
em determinada regido (Oliveira et al. 1995).
Embora experimentos in vitro em condi¢des ndo
axénicas sejam reconhecidamente valiosos, ¢é
fundamental que aspectos basicos também sejam
contemplados. Dentre estes, destaca-se o tipo de
meio de cultura a ser utilizado. O emprego
inadequado de um tipo de meio pode comprometer
a interpretacdo dos resultados obtidos. Portanto,
investigacdes visando estabelecer as melhores
condigdes para o cultivo in vitro de uma
determinada espécie sdo fundamentais, conferindo
maior confiabilidade aos resultados obtidos em
experimentos laboratoriais.

O cultivo in vitro ndo axénico tem sido uma
importante técnica utilizada em investigacdes sobre
diversidade intraespecifica, especialmente as
relacionadas a caracterizagdo de variantes
cromaticas. Estas variantes sao referidas para varios
géneros de Rhodophyta, dentre estes Gracilaria
(van der Meer 1990). Tais variantes vém sendo
utilizadas como ferramentas em estudos sobre
diversos processos bioldgicos, como fotossintese,
diferenciagdo morfologica e sexualidade. Linhagens
mais adequadas a maricultura também vém sendo
selecionadas (van der Meer 1986).

Gracilaria sp.Plastino & Oliveira referida como
Gracilaria sp. 3 por Plastino (1991), ¢ uma das
principais espécies atualmente coletadas e
processadas para produgdo de agar no pais. A
descoberta de uma variante de coloragao verde clara
em uma populacdo natural (E.M. Plastino, S. Ursi
& M.T. Fujii, dados ndo publicados) vem
permitindo novas abordagens referentes a sua
diversidade intraespecifica. Diferentes linhagens
procedentes desta populagdo ja foram isoladas em
laboratorio, como gamet6fitos femininos e
masculinos, tanto de coloragao vermelha (selvagem)
quanto de coloragdo verde clara, e tetrasporofitos
de coloragdao vermelha.

O objetivo do presente trabalho foi realizar uma
analise comparativa das taxas de crescimento in
vitro de diferentes estadios reprodutivos de
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Gracilaria sp., tanto de espécimes selvagens
quanto da variante cromadtica. Visou ainda
determinar qual, dentre dois meios de cultura, ¢ o
mais adequado para o cultivo destas linhagens:
Von Stosch ou Provasoli.

Material e métodos

Material bioldgico - Gracilaria sp. € uma espécie ainda
ndo formalmente descrita (E.M. Plastino & E.C. Oliveira,
dados ndo publicados). Sdo plantas cilindricas, de coloragdo
vermelho-vinacea, de até 46 cm de comprimento, apresen-
tando um apressorio de onde partem um ou mais ramos cilindricos
com ramificagdes pseudodicotomicas irregulares, freqiientemente
unilaterais e de segunda ordem. O talo tem organizacdo
microcistideada com células pequenas na medula. Os
espermatdngios estdo reunidos em conceptaculos na forma de
criptas fundidas do tipo henriquesiana (sensu Yamamoto 1984).
Os cistocarpos possuem uma constricdo basal nitida, ostiolo
proeminente e carpospordfito com ampla regido de contato
com o gametofito. A célula de fusdo é extremamente ramificada.

O material biolégico utilizado nos experimentos foi obtido

a partir do cultivo unialgal de tetrasporos liberados por um
tetrasporéfito de coloragdo vermelha de Gracilaria sp.,
coletado na praia de Parati, municipio de Anchieta (20°80°S
e 40°65°W), Espirito Santo por M.T. Fujii em 22/08/1994.
As culturas unialgais de Gracilaria birdiae foram estabelecidas
utilizando-se os procedimentos descritos em Plastino &
Oliveira (1990). Seis linhagens foram selecionadas:
gametofitos femininos (F) e masculinos (M), vermelhos (vm)
e verde claros (vc); e tetrasporofitos vermelhos, porém
derivados de cruzamentos distintos, Fvm x Mvm e Fvc x Mvm.
Os espécimes utilizados nos experimentos ndo apresentavam
estruturas reprodutivas.
Desenho experimental - As condi¢des gerais de cultivo foram:
agua do mar com salinidade de 32%o ¢ pH de 7,9, temperatura
de 24 - 26 °C; fotoperiodo de 14 horas de luz ¢ 10 de escuro;
irradiancia de 120 pmol fotons.m™.s™!; e aera¢do em intervalos
de 30 minutos. Estas mesmas condi¢des foram empregadas
nos experimentos descritos a seguir.

Trés repeti¢cdes por linhagem foram cultivadas em dois
meios de cultura distintos a 50%: Von Stosch e Provasoli
(tabela 1). Cada repetigdo era composta de trés apices de 1
cm, derivados de espécimes distintos e cultivados em 800 ml
de 4gua do mar enriquecida com meio de cultura. O crescimento
foi avaliado durante um més por medidas de massa fresca e
comprimento. Estas medidas foram utilizadas para o calculo
das taxas de crescimento segundo a formula: TC = [(Mf/ Mi)
"—1]x 100% (Lignell & Pedersén 1989); onde TC, taxa de
crescimento; Mf, medida final; Mi, medida inicial; e t, tempo.

Duas analises de variancia bifatoriais foram realizadas
para cada estadio reprodutivo, uma referente as taxas de
crescimento calculadas a partir das medidas de massa fresca,
e outra referente as taxas calculadas a partir das medidas de
comprimento. As variaveis utilizadas para os gametofitos
foram a colorag@o do talo e o meio de cultura. Quanto aos
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Tabela 1. Concentragdes (L') dos compostos dos meios de cultura Von Stosch (Edwards (1970), com modificagdes segundo Plastino

(1985) e Provasoli (McLachlan 1973).

Compostos Von Stosch Provasoli
NaNO, 0,50 mM 0,66 mM
Na,-glicerafosfato.5SH,0 - 25,00 pM
Na,HPO,.12H,0 30,00 uM -
MnSO4.HZO 0,10 uM 7,30 uM
FeCL.6H,0 01,15 uM 1,80 uM
Fe.EDTA - 7,20 uM
H,BO, - 185,00 uM
ZnS0,.7H,0 - 0,80 uM
CoS0,.7H,0 - 0,17 uM
Tiamina 0,59 uM 0,06 uM
Biotina 4,10 nM 3,57 M
Cianoc obalamina 0,74 nM 1,18 nM
Tampao TRIS (I) - 0,66 mM
EDTA (1) 12,70 uM 26,90 uM

(D). Tris(hidroximetil)aminometano. O pH foi ajustado para 7,8 utilizando-se HCISN. (II) Etilenodiaminotetracetato de sodio.

tetrasporofitos, utilizou-se como variaveis o tipo de
cruzamento e o meio de cultura.

Duas analises de variancia bifatoriais também foram
utilizadas na comparagdo de espécimes de mesma coloragio
de talo, porém de diferentes estadios reprodutivos, uma
referente as taxas de crescimento calculadas a partir das
medidas de massa fresca e outra referente as taxas calculadas
a partir das medidas de comprimento. Tanto para espécimes
de coloragdo vermelha, quando de coloragdo verde clara, as
variaveis utilizadas foram o estadio reprodutivo e o meio de
cultura.

Quando necessario, o teste a posteriori Newman-Keuls
foi realizado apds as andlises de variancia (Zar 1999). Os
calculos estatisticos foram feitos com o auxilio do moédulo
ANOVA/MANOVA do programa Statistica (versao 5.0).

Resultados

Espécimes de coloragdo vermelha de
Gracilaria sp. apresentaram taxas de crescimento
calculadas a partir de medidas de massa fresca
(TCm) superiores as obtidas para espécimes de
coloragdo verde clara, independentemente do
estadio reprodutivo ou do meio de cultura
(gametofitos femininos. F = 320,162, P< 0,001;
gametofitos masculinos. F = 111,794, P < 0,001)
(figura 1). Resultados semelhantes foram
observados para as taxas de crescimento calculadas

a partir de medidas de comprimento (TCc)
(gametofitos femininos. F = 363,528, P < 0,001;
gametofitos masculinos. F = 125,183, P < 0,001)
(figura 2). Estes resultados sao ilustrados pelo
aspecto geral dos apices apds 28 dias de cultivo
(figura 3).

Tetrasporodfitos derivados dos cruzamentos
Fvm x Mvm e Fvc x Mvm apresentaram TCm
semelhantes, quando cultivados em um mesmo
tipo de meio de cultura (F = 5,249, P = 0,051).
No entanto, as TCc de tetraspor6fitos derivados
do cruzamento Fvm x Mvm foram superiores
as verificadas para tetrasporofitos derivados do
cruzamento Fvc x Mvm, independentemente do
meio de cultura empregado nos cultivos (F = 15,069,
P = 0,005) (figuras 1, 2). A figura 3 ilustra esta
diferenca de comprimento verificada entre
tetrasporofitos.

Gametodfitos femininos apresentaram TCm
semelhantes quando cultivados em Provasoli e Von
Stosch (F = 0,008, P =0,930) (figura 1). Quanto as
TCec, verificou-se efeito significativo do meio de
cultura (F = 15,466, P = 0,004). No entanto, o teste
a posteriori demonstrou que este efeito foi valido
apenas para espécimes de coloragdo verde clara,
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que apresentaram TCc superiores em Von Stosch,
quando comparadas as verificadas em Provasoli.
Ja as TCc de espécimes de coloragdo vermelha
foram semelhantes nos dois meios de cultura
(figura 2).

As TCm e TCc de gametofitos masculinos
cultivados em meio Provasoli foram superiores as
verificadas em Von Stosch (TCm F = 37,367, P <
0,001; TCc. F = 80,232, P < 0,001) (figuras 1, 2).
Tetrasporoéfitos cultivados em Provasoli também
apresentaram TCm e TCc superiores as verificadas
para espécimes cultivados Von Stosch (TCm. F =
18,484, P = 0,003; TCc. F = 40,146, P < 0,001)
(figuras 1, 2).

Diferengas foram verificadas entre as TCm e
TCc de espécimes selvagens de diferentes estadios
reprodutivos (TCm. F = 6,153, P <0,01; TCc. F =
100,717, P < 0,001). Quando cultivados em meio
Von Stosch, gametofitos femininos apresentaram
TCm e TCc superiores as verificadas para
gametofitos masculinos e tetrasporofitos. J4 em
meio Provasoli, as TCm e TCc foram semelhantes
para estes trés estadios reprodutivos (figuras 1, 2).

Quanto as linhagens variantes, gametofitos
femininos ¢ masculinos apresentaram TCm
semelhantes, independentemente do meio utilizado
nos cultivos (F = 1,629, P = 0,238) (figura 1). As
TCc de gametofitos femininos e masculinos
cultivados em meio Provasoli também foram
semelhantes. No entanto, as TCc de gametofitos
femininos cultivados em meio Von Stosch foram
superiores as verificadas para gametéfitos
masculinos (F = 42,536, P < 0,001) (figura 2).

Discussao

O desenvolvimento somatico da variante verde
clara de Gracilaria birdiae foi deficiente, quando
comparado ao de espécimes de coloragdo vermelha,
independentemente do estadio reprodutivo
analisado ou do tipo de meio de cultura empregado
nos cultivos. Estes resultados sdo semelhantes aos
verificados para a maioria das variantes cromaticas
de Rhodophyta, que apresentou um menor
desempenho, quando comparadas aos tipos
selvagens (van der Meer 1990). No entanto, em alguns
casos, este desempenho foi semelhante ou até superior
(Ramus & van der Meer 1983, Dawes et al. 1994,
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Figura 1. Taxas de crescimento (Dia !, média + desvio padrdo)
calculadas a partir das medidas de massa fresca de espécimes
de coloragdo vermelha (vm) e verde clara (vc) de Gracilaria
sp. cultivados durante 28 dias em meio de cultura Von Stosch
e Provasoli. A. gametéfitos femininos; B. gametofitos
masculinos; C. tetrasporofitos (F = gametofitos femininos;
M = gametofitos masculinos). Formula utilizada para o calculo
das taxas de crescimento, TC = [(Mf/ Mi) "' — 1] x 100%
(Lignell & Pedersén 1989); onde TC, taxa de crescimento;
Mf, medida final; Mi, medida inicial; e t, tempo.
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Guimaraes 2000). Variantes verdes de gé€neros de
grande importancia econdmica, como Eucheuma
e Kappaphycus, vém sendo amplamente
selecionadas e utilizadas em cultivos comerciais
(Dawes 1992, 1995, Paula et al. 1999). Porém,
apenas uma variante de coloragdo verde de
Gracilaria tem sido comercializada em pequena
escala para consumo humano (Patwary & van der
Meer 1992).

A observacdo de baixas taxas de crescimento
para a variante verde clara de Gracilaria sp. ¢é
compativel com o fato desta variante ser tdo
raramente encontrada na natureza. Nas duas vezes
em que espécimes desta coloragcdo foram
coletados, tratavam-se de gametofitos crescendo
como epifitas de tetrasporofitos selvagens. Estas
baixas taxas de crescimento podem estar
relacionadas a uma deficiéncia fotossintética da
variante verde clara, ja& que esta possui
concentragdes de pigmentos bastante inferiores
as verificadas para linhagens selvagens (E.M.
Plastino, S. Ursi & M.T. Fujii, dados néo
publicados). Devido as caracteristicas
apresentadas, esta variante pode se tornar uma
importante ferramenta para futuras investigagdes
sobre processos fisioldgicos, principalmente
aqueles relacionados ao aparelho fotossintético.

Embora tetrasporofitos e gametofitos
femininos e masculinos de Gracilaria sejam
geralmente isomorficos, diferencas fisiologicas
entre estes estadios ja foram referidas (Kain &
Destombe 1995). Tais diferengas, avaliadas por
meio das taxas de crescimento, foram
reportadas para espécies como G. bursa-
pastoris (Gmelin) Silva, G. coronopifolia Agarth
(Hoyle 1978), G. tikvahiae McLachlan (Patwary
& van der Meer 1983), G. sjoestedtii Kylin
(Zhang & van de Meer 1988) e G. chilensis Bird,
McLachlan & Oliveira (Santelices & Varela
1995). Respostas fisioldgicas distintas também
foram verificadas entre os estadios reprodutivos
de Gracilaria birdiae, quando cultivados em
meio de cultura Von Stosch. Gametofitos femininos
apresentaram maiores taxas de crescimento
quando comparadas as verificadas para
gamet6fitos masculinos e tetrasporo6fitos. No
entanto, estes estadios reprodutivos
apresentaram crescimento semelhante quando
cultivados em Provasoli.
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Figura 2. Taxas de crescimento (Dia ', média + desvio padrdo)
calculadas a partir das medidas de comprimento de espécimes
de coloragdo vermelha (vm) e verde clara (vc) de Gracilaria
sp. cultivados durante 28 dias em meio de cultura Von Stosch
e Provasoli. A. gametéfitos femininos; B. gametéfitos
masculinos; C. tetrasporo6fitos (F = gametodfitos femininos;
M = gametofitos masculinos). Formula utilizada para o calculo
das taxas de crescimento, TC = [(Mf/ Mi) " — 1] x 100%
(Lignell & Pedersén 1989); onde TC, taxa de crescimento;
Mf, medida final; Mi, medida inicial; e t, tempo.
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Figura 3. Aspecto geral de ramos de diferentes linhagens de Gracilaria birdiae ap6s 28 dias de cultivo em meio Provasoli e Von
Stosch. F, gametéfitos femininos. M, gametofitos masculinos. T tetrasporofitos. vim, talo de coloragio vermelha. ve, talo de coloragéo

verde clara.

Gracilaria sp. apresentou crescimento
satisfatorio nos dois meios de cultura testados,
uma vez que as diferencas obtidas entre as taxas
de crescimento de pices de uma mesma linhagem
ndo foram muito acentuadas quando estes
foram cultivados em meios distintos,
independentemente da linhagem testada. O tipo
de meio de cultura mais adequado para o cultivo
in vitro de Gracilaria sp. variou de acordo com
o estadio reprodutivo. Desta forma, ndo ¢
possivel estabelecer um meio como o mais
adequado para o cultivo in vitro desta espécie
sem levarmos em consideracdo sua diversidade
intraespecifica. Gametofitos femininos
apresentaram crescimento semelhante em meio
Von Stosch e Provasoli. No entanto, o
crescimento de gametofitos masculinos e
tetrasporofitos foi superior em meio Provasoli,
quando comparado ao de espécimes cultivados
em Von Stosch. Tais resultados sugerem que os
estadios reprodutivos de Gracilaria sp.
apresentam necessidades nutricionais distintas,
uma vez que os dois meios de cultura testados

sdo bastante diferentes. Embora os dois meios
tenham componentes em comum, estes se
apresentam em diferentes proporgdes. O
composto utilizado como fonte de fosforo ¢é
inorgdnico no meio Von  Stosch
(Na,HPO,.12H,0), enquanto no Provasoli ¢
organico (Na,-glicerafosfato.5H,0), o que
possibilita sua utilizagdo também como fonte de
carbono. Além disso, o meio Provasoli apresenta
outros componentes que nao fazem parte do meio
Von Stosch, como: H,BO,, ZnSO,.7H,O,
CoS0,.7H,0, Fe(NH,),.6H,O e o tampao Tris
(hidroximetil) aminometano, cujo efeito toxico ja
foi referido para algumas espécies de macroalgas
marinhas (McLachlan 1973).

Uma espécie cujos estadios reprodutivos
tivessem necessidades nutricionais distintas
apresentaria vantagens adaptativas em ambientes
heterogéneos, onde houvessem, por exemplo,
variagdes na disponibilidade de nutrientes (Stebbins
& Hill 1980). Diferengas ecoldgicas entre estadios
reprodutivos ja foram demonstradas para
Gracilaria. gracilis (Stackhouse) Steentoft, como
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G. verrucosa (Hudson) Papenfuss (Destombe et
al. 1992, 1993). As diferencas fisiologicas
verificadas entre os estddios reprodutivos de
Gracilaria sp. podem ser uma evidencia da existéncia
de estratégias ecologicas distintas entre estes
estadios. No entanto, apesar dos estudos in vitro
serem aceitos como bons indicativos dos
fendmenos observados na natureza, deve-se
considerar que, no ambiente natural, outros fatores
estariam atuando, e as diferengas observadas entre
os estadios de Gracilaria sp. poderiam ser
acentuadas ou minimizadas. Desta forma, o
presente trabalho abre espago para novas
abordagens, como estudos que permitam
confirmar na natureza, as diferengas observadas
in vitro. O conhecimento do desempenho
fisiologico de espécimes de diferentes estadios
reprodutivos na natureza poderia propiciar a
selecdo de linhagens mais produtivas, bem como
fornecer subsidios para discussdes mais
abrangentes, relacionadas as possiveis vantagens
adaptativas da alterndncia de geragdes isomorficas
na espécie.

Também foi possivel verificar diferencas
fisioldgicas entre linhagens selvagens de um
mesmo estadio reprodutivo de Gracilaria sp. As
diferencas verificadas entre as TCc de
tetrasporofitos de coloragdo vermelha derivados
dos cruzamentos Fvm x Mvm e Fvc x Mvm
sugerem que, embora apresentem fendtipos
semelhantes, o comportamento fisiologico de tais
linhagens pode estar relacionado aos provaveis
genotipos distintos que possuem. Estudos mais
aprofundados, principalmente relacionados ao tipo
de heranga da cor do talo, sdo necessarios para o
melhor conhecimento dos processos responsaveis
por esta diversidade.
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