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Efeitos do agar no crescimento de explantes e na formacao de calos em
morfos pigmentares de Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sonder ex
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ABSTRACT - (Effects of agar on explant growth and callus formation in color morphs of Gracilaria domingensis (Kiitzing)
Sonder ex Dickie (Gracilariales, Rhodophyta)). The effects of agar concentrations on growth and callus formation were studied
in axenic cultures of female gametophytes of green and red morphs of Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sonder ex Dickie.
Unialgal cultures of both color morphs were maintained in sterilized seawater (30-32 psu) enriched with a quarter-strength of
von Stosch’s solution (VSES 25%), 22 + 2 °C, photoperiod of 14 h, irradiance of 50-80 pmol photons m= s™'. To obtain axenic
explants, apical and intercalary segments of the green and red morphs were cultured for 48 h in VSES 25% medium with
addition of antifungal and antibiotic solution, washed with a solution of sterile seawater with 0.5% of sodium hypochlorite
and 200 pL L' of detergent during 20 seconds. In order to evaluate the effects of agar, apical and intercalary segments were
inoculated into modified ASP 12-NTA synthetic medium with agar concentrations ranging from zero to 1.0%. Addition of agar
to the culture medium inhibited the growth of apical segments of both morphs as well as the growth of intercalary segments
of green morph. In general, growth rates of thallus segments were inversely proportional to agar concentration. Treatments
with agar induced the formation of three types of callus, denominated in accordance with the explant region which gave
rise to the callus: apical, basal, and intermediate calluses. Moreover, presence of agar is essential to induce intermediate and
apical calluses. Concentrations of 0.5% and 0.7% of agar were the optimal values for the induction of basal and intermediate
calluses of greem morph, respectively. The results indicated that agar has a regulatory role on morphogenetical processes in
color morphs of G. domingensis.
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RESUMO - (Efeitos do agar no crescimento de explantes e na formacdo de calos em morfos pigmentares de Gracilaria
domingensis (Kiitzing) Sonder ex Dickie (Gracilariales, Rhodophyta)). Os efeitos da concentragdo de agar no crescimento
de explantes e na formagao de calos foram avaliados em culturas axénicas de gametdfitos femininos de morfos de coloragio
verde e vermelha de Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sonder ex Dickie. Culturas unialgaceas foram mantidas em agua do
mar esterilizada (30-32 ups) enriquecida com 25% da solugdo de von Stosch (VSES 25%), 22 + 2 °C, fotoperiodo de 14 h,
irradiancia de 50-80 umol de fotons m? s'!. Para a obtencdo de explantes axénicos, segmentos apicais e intercalares dos dois
morfos foram cultivados por 48 h em meio VSES 25% com adi¢do de uma solugdo antibidtica e antifungica, ¢ submetidos a
uma lavagem com uma soluc¢do de agua do mar esterilizada com 0,5% de hipoclorito de sodio e 200 pL L' de detergente por
20 segundos. Para avaliar os efeitos da concentrac@o de agar, os segmentos axénicos foram inoculados em meio ASP 12-NTA
com concentragdes distintas de agar que variaram de zero a 1%. A adi¢ao de 4gar no meio inibiu o crescimento dos segmentos
apicais de ambos os morfos, bem como o crescimento de segmentos intercalares do morfo verde. Observou-se uma tendéncia
geral no crescimento dos explantes, onde a taxa de crescimento foi inversamente proporcional a concentra¢do de agar. A adigdo
de 4gar no meio induziu a formagdo de trés tipos de calo, denominados conforme a regido do explante onde se originaram: calo
apical, calo basal e calo intermediario. As concentra¢des de 0,5% e 0,7% de agar foram as concentragdes 6timas para indugio
de calos basais e calos intermediarios no morfo verde, respectivamente. A presenc¢a de agar foi essencial para a formacdo de
calos intermediarios e apicais. Os resultados indicam que o agar apresenta um papel na regulagio dos processos morfogenéticos
em morfos pigmentares de G. domingensis.
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Introducio
1. Parte da dissertagdo de mestrado da primeira autora, Programa
de Pos-Graduagdo em Biodiversidade Vegetal ¢ Meio Ambiente, As espécies do género Gracilaria Greville sao
Instituto de Boténica, SP. . 0 ~ .
2. Instituto de Botanica, Se¢do de Ficologia, Caixa Postal 3005, r’esp Onsaveis por cerca de 60% da p r(?dggao rn.utha'll de
01061-970 Sdo Paulo, SP, Brasil. agar (Tseng 2001) e algumas caracteristicas fisiologicas,
3. Universidade de Sdo Paulo, Instituto de Biociéncias, Departamento como altas taxas de crescimento e facil propagag:ﬁo
de Botanica, Rua do Matdo 277, Cidade Universitaria, 05508-090 . . .
Siio Paulo. SP. Brasil. vegetativa, favorecem o seu cultivo (Kain & Destombe

4. Autor para correspondéncia: nyokoya@pq.cnpq.br 1995). No Brasil, o extrativismo de algas gracilariéides
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vem aumentando anualmente, e uma avaliagio realizada
no ano de 2000 revelou que 600 toneladas de Gracilaria
spp. foram extraidas das popula¢des naturais do litoral
nordeste para a extragdo de agar (Oliveira et al. 2000).
Além disso, algumas espécies de Gracilaria sdo utilizadas
como biofiltros e como fonte de alimento, principalmente
em paises asiaticos (De Casabianca et al. 1997).

Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sonder ex Dickie
¢ uma espécie produtora de agar, mas sua importancia
econdmica deve-se a sua utilizagdo na dieta humana
como alimento in natura, e, para esta finalidade, ¢é
exportada principalmente para o Japdo (Guimaries et
al. 1999). Os extratos de G. domingensis apresentam
atividade antitumoral (Fernandéz et al. 1989) e possuem
compostos fotoprotetores, como, por exemplo, os
aminoacidos do tipo micosporina (Cardozo 2007). No
Brasil, as populagdes de G. domingensis apresentam
um polimorfismo de cor, aspecto de interesse de varios
estudos em laboratorio (Guimardes et al. 1999, 2007,
Plastino et al. 1999) e na natureza (Guimardes et al.
2003). Esses estudos demonstraram que a manutengdo
do morfo verde ¢ vantajosa para a espécie, €, embora
seja encontrada com menor freqiiéncia, compde parcela
significativa das populagdes de alguns locais do litoral
brasileiro (Guimarées et al. 2003).

Considerando o amplo espectro de utilizagio
comercial da espécie G. domingensis e para evitar a
reducdo drastica das populagdes naturais, € necessario
o desenvolvimento de sistemas de cultivo visando a
produgdo sustentavel de matéria prima e a conservagio
das populagdes naturais. Dentro deste contexto, as
técnicas de cultura de tecidos tém sido utilizadas visando
a propagacdo e selecdo de linhagens de macroalgas
marinhas com caracteristicas de interesse comercial
(Yokoya 2007).

Um aspecto importante no cultivo in vitro de
macroalgas marinhas ¢ a adi¢do de um composto para
a gelificagdo do meio de cultura. O agar ¢ utilizado para
aindugdo de calos, uma vez que, para algumas espécies,
o agente gelificante ¢ responsavel pelo desenvolvimento
dessa estrutura (Jin et al. 1997). No entanto, foram
realizados poucos trabalhos sobre os efeitos do agente
gelificante e a concentragdo 6tima a ser utilizada para o
crescimento e indugdo de respostas morfogenéticas nas
macroalgas marinhas. Robaina et al. (1990) testaram
trés diferentes concentragdes de agar e observaram que
ha uma correlac¢do positiva entre a concentragio de agar
¢ a formacao de calos, e negativa entre a concentrago
de agar e a formagdo de regeneracdes em Grateloupia
doryphora (Montagne) M. A. Howe. Essa correlagdo
foi também observada em Kappaphycus alvarezii

(Doty) Doty (Reddy et al. 2003) e Gelidiella acerosa
(Forsskal) Feldmann & Hamel (Kumar et al. 2004).
Yokoya (1996) testou cinco concentragdes de agar (0,3%
a0,7%) e observou que o crescimento de calos basais de
Grateloupia dichotoma J. Agardh e Solieria filiformis
(Kiitzing) Gabrielson foi maior nas concentragdes de
0,6% e 0,7% de agar, respectivamente. Bravin et al.
(20006) testaram diferentes concentragdes de agar (0,4%,
0,6%, 0,8% e 1,0%) e observaram que as concentragdes
de 0,8% e 1,0% de agar induziram as maiores taxas de
formagdo de calos em Hypnea musciformis (Wulfen)
Lamouroux. Por outro lado, a indugdo de calos em meio
liquido também foi observada para algumas espécies
de macroalgas como Agardhiella subulata C. Agardh
(Bradley & Cheney 1990), Pterocladiella capillacea
(S. G. Gmelin) Santelices & Hommersand (Liu ef al.
1990), Solieria filiformis (Robledo & Garcia-Reina 1993,
Yokoya 1996) e Gracilaria chilensis Bird, McLachlan
& Oliveira (Collantes et al. 2004).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos
de diferentes concentra¢des de agar no crescimento
de segmentos do talo e na formacdo de calos em
morfos de colora¢do verde e vermelha de Gracilaria
domingensis.

Material e métodos

Culturas unialgaceas — Trés individuos do morfo verde (VD)
e trés individuos do morfo vermelho (VM) de Gracilaria
domingensis (Kiitzing) Sonder ex Dickie proveniente do
Banco de Germoplasma de Algas Gracilarioides do IB-USP
(Lourengo & Vieira 2004) foram cultivados em frascos
contendo 50 ml de 4gua do mar esterilizada (30-32 ups)
enriquecida com 25% da solugéo de von Stosch (VSES 25%)
(Edwards 1970, com as concentragdes da tiamina, biotina
e cianocobalamina reduzidas a 50%, como proposto por
Yokoya 2000), em temperatura de 22 + 2 °C, irradiancia de
50-80 umol de fotons m? s e fotoperiodo de 14 h. A troca
do meio de cultura foi realizada semanalmente.

Obtencdo de explantes axénicos — Os explantes axénicos
dos morfos pigmentares foram obtidos a partir de segmentos
do talo com aproximadamente 2cm de comprimento
provenientes das culturas unialgaceas. Esses segmentos
foram cultivados por 48 h em VSES 25% acrescido de
100 pg L' de nistatina (Sigma) e de uma solugdo antibidtica
e antimicdtica de Provasoli (Sigma), composta por 20.000
unidades L' de penicilina, 20 mg L' de estreptomicina e
50 ug L' de anfotericina. Apos esse periodo, segmentos
apicais e segmentos intercalares de 5 mm de comprimento
foram isolados e submetidos a uma lavagem com hipoclorito
de sédio 0,5% (Synth) em dgua do mar autoclavada e 0,02%
de detergente organico (Amway) durante 20 segundos. Essa
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solugdo foi filtrada em membrana com retengo de particulas
maiores do que 0,45 um (Millipore). Apds a lavagem, os
segmentos apicais ¢ intercalares foram lavados por trés
vezes em agua do mar autoclavada. Todo o procedimento foi
realizado em condi¢des assépticas no interior de uma camara
de fluxo laminar (Veco).

Testes com diferentes concentracdes de agar — Segmentos
apicais e segmentos intercalares axénicos de 5 mm
provenientes de ambos os morfos foram cultivados em 40 ml
de meio sintético ASP 12-NTA (Iwasaki 1961, modificado
segundo Yokoya 2000) contendo 4gar purificado e isento de
inibidores para microbiologia (Merck, “Microbiology agar-
agar’) nas concentragdes de zero, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%,
0,9% e 1,0%. O meio de cultura (40 ml) foi acondicionado
em frascos de vidro do tipo “baby food jars” (Sigma) vedados
com tampas autoclavaveis do tipo “magenta B-cap” (Sigma)
e autoclavado a 121 °C durante 15 minutos. Os experimentos
foram realizados nas mesmas condi¢des laboratoriais ja
descritas para as culturas unialgaceas. Cada tratamento
foi testado com trés repeticdes simultdneas contendo
nove explantes em cada repeticdo (trés explantes de cada
individuo).

Apds oito semanas, foram analisadas a massa da matéria
fresca (para o célculo da taxa de crescimento) e a porcentagem
de formagdo de calos (n® total de calos/n® total de explantes
% 100%). Os explantes foram fotografados com o auxilio de
uma camera fotogréfica digital (Sony DSC-S75) e analisados
no software Axiovision v. 3.1 (Carl Zeiss).

A taxa de crescimento (TC) foi calculada utilizando-se
a seguinte equacao:

TC = (In massa final - In massa inicial) / (tempo final - tempo
inicial)

Analises estatisticas — Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA, unifatorial e bifatorial) e, quando o
resultado da ANOVA foi significativo (P <0,01), foi utilizado
o teste de comparagdo “a posteriori” de Student-Newman-
Keuls. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa SigmaStat (versdo 1.0).

Resultados

Efeitos do agar nas taxas de crescimento (TC) dos
explantes — As TC dos segmentos apicais e intercalares
do morfo verde de Gracilaria domingensis foram
maiores no tratamento sem adigdo de agar, e a menor TC
foi observada no tratamento com 1,0% de agar (figuras
1A, B). Para o morfo vermelho de G. domingensis,
a maior TC de segmentos apicais foi observada no
tratamento controle e altas concentra¢des de agar
(0,9% e 1,0%) inibiram o crescimento (figura 1C).
As TC dos segmentos intercalares do morfo vermelho
ndo diferiram significativamente entre os tratamentos
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Figura 1. Efeito de diferentes concentragdes de agar na taxa de
crescimento (% d') de segmentos apicais (A, C) e intercalares
(B, D) dos morfos verde (A, B) e vermelho (C, D) de
Gracilaria domingensis apds oito semanas de cultivo em
meio ASP 12-NTA. Cada valor corresponde a média de trés
repeti¢des, com nove explantes em cada repetigdo. As letras
indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o
teste de comparagdo de Student-Newman-Keuls (P < 0,05).
As colunas sem letras indicam que o resultado da ANOVA
unifatorial (F) ndo foi significativo. Coeficientes de regressio
(r): A=0,7620; B =0,8234; C=0,5916; D = 0,9762.

Figure 1. Effect of agar concentrations on growth rates (% d')
of apical (A, C) and intercalary (B, D) segments of the green
(A, B) and red (C, D) morphs of Gracilaria domingensis
cultured in ASP 12-NTA medium for eight weeks. Values
presented as average (n = 3) with nine explants per replicate.
Different letters indicate significant differences using
Student-Newman-Keuls’s test (P < 0.05). Columns without
letters indicate that result of one-way ANOVA (F) was not
significant. Regression coefficients (r?): A = 0.7620; B =
0.8234; C=0.5916; D =0.9762.

testados (figura 1D). Observou-se uma tendéncia geral
no crescimento dos explantes, onde a taxa de crescimento
foi inversamente proporcional a concentragcdo de agar
(figuras 1A-D).

Com base na analise de variancia bifatorial,
verificou-se que tanto as concentragdes de agar quanto
a cor do morfo influenciaram as taxas de crescimento
de segmentos apicais, porém nao houve interagdo
entre esses dois fatores (tabela 1). Para os segmentos
intercalares, a analise de variancia bifatorial mostrou
que apenas a concentragdo de agar influenciou a taxa
de crescimento (tabela 1).
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Tabela 1. Analise de variancia bifatorial (F) da taxa de crescimento dos segmentos apicais ¢ intercalares dos morfos verde e
vermelho de Gracilaria domingensis apo6s oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA com diferentes concentragdes de
agar. Variaveis: A = concentragdes de agar; B = morfos (P = probabilidade). Negrito = efeito significativo.

Table 1. Bifactorial analysis of variance (F) of growth rates of apical and intercalary segments of the green and red morphs of
Gracilaria domingensis cultured in ASP 12-NTA medium with different agar concentrations for eight weeks. Variables: A = agar
concentrations; B = morphs (P = probability). Letters and numbers in bold correspond to significant effects.

Tipo de segmento do talo Efeito Graus de liberdade F P
Apical A 10,073 <0,0001
B 1 6,838 0,0147
Interagdo A/B 0,918 0,4979
Intercalar A 6 4,568 0,0024
B 1 3,437 0,0743
Interagdo A/B 6 0,596 0,7310

Efeitos do agar na formacgdo de calos — Trés tipos de
calos foram induzidos pelos diferentes tratamentos para
ambos os morfos de G. domingensis: calo basal (formado
na regido distal do explante, onde foi realizada a sec¢do
do explante no inicio dos experimentos), calo apical
(formado na regido apical dos segmentos apicais) e calo
intermedidrio (formado nas regides intermediarias do
explante) (figuras 2A-C).

Nos segmentos apicais do morfo verde de G.
domingensis houve a formagdo dos trés tipos de
calos. As maiores porcentagens de calos basais foram
observadas nos tratamentos controle e 0,5% de agar,
entretanto, altas concentra¢des de agar (0,9% e 1%)
inibiram a formagdo desses calos (figura 3A). O
tratamento com 0,7% de 4agar estimulou a formagéo
de calos intermediarios, enquanto que os tratamentos
controle e com 1% de agar inibiram a formagao desse
tipo de calo (figura 3B). A presen¢a do agar no meio
de cultura € essencial para a formagao de calos apicais,
uma vez que estes calos ndo se formaram em explantes
cultivados sem agar (tratamento controle), e ndo foram
observadas diferencas significativas entre as diferentes
concentragdes de agar na formacgdo dos calos apicais
(figura 3C). Os segmentos intercalares do morfo
verde desenvolveram somente calos basais e calos
intermediarios, e as porcentagens de formacgédo destes
dois tipos de calos ndo diferiram significativamente
entre os tratamentos testados, apesar da auséncia de agar
inibir a formacdo de calos intermediarios nos segmentos
intercalares (figuras 4A, B).

Nos segmentos apicais do morfo vermelho de
G. domingensis, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os tratamentos que induziram a
formacao de calos basais (figura 5SA), calos intermediarios
(figura 5B) e calos apicais (figura 5C). O tratamento
controle (sem 4gar) inibiu a formacdo de calos
intermedidrios e apicais. Nos segmentos intercalares do
morfo vermelho, foram observados somente calos basais,

Figura 2. Aspecto geral dos diferentes tipos de calos formados
no morfo vermelho apos oito semanas de cultivo em meio ASP
12-NTA. (A) calo basal formado em um segmento intercalar
cultivado no tratamento com 0,5% de agar. (B) calo apical
formado em um segmento apical cultivado no tratamento
com 0,6% de agar. (C) calo intermedidrio formado em um
segmento intercalar cultivado no tratamento com 0,5% de
agar. Barra = 0,6 mm.

Figure 2. Callus type developed from red morph of Gracilaria
domingensis cultured in ASP 12-NTA medium for eight
weeks. (A) basal callus in intercalary segment cultured with
0.5% of agar. (B) apical callus in apical segment cultured with
0.6% of agar. (C) intermediate callus in intercalary segment
cultured with 0.5% of agar. Bar = 0.6 mm.
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Figura 3. Efeito de diferentes concentracdes de agar na
porcentagem de formagdo de calos (n° de calos / n® total de
explantes x 100%) em segmentos apicais (A-C) do morfo
verde de Gracilaria domingensis ap6s oito semanas de cultivo
em meio ASP 12-NTA. Cada valor corresponde a média de
trés repeticdes com nove explantes em cada repeti¢do. As
letras indicam tratamentos significativamente diferentes
segundo o teste de comparagdo de Student-Newman-Keuls
(P <0,05). As colunas sem letras indicam que o resultado da
ANOVA unifatorial (F) nao foi significativo.

Figure 3. Effect of agar concentrations on the percentage of
callus induction (number of callus / total number of explants
x 100%) of apical segments (A-C) of the green morph of
Gracilaria domingensis cultured in ASP 12-NTA medium for
eight weeks. Values presented as average (n = 3) with nine
explants per replicate. Different letters indicate significant
differences using Student-Newman-Keuls’s test (P < 0.05).
Columns without letters indicate that result of one-way
ANOVA (F) was not significant.
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Figura 4. Efeito de diferentes concentra¢des de agar na
porcentagem de formagdo de calos (n® de calos / n° total de
explantes x 100%) em segmentos intercalares (A-B) do morfo
verde de Gracilaria domingensis ap6s oito semanas de cultivo
em meio ASP 12-NTA. Cada valor corresponde a média de
trés repeticdes com nove explantes em cada repetigdo. As
analises de variancia unifatorial indicaram que as diferencas
entre os tratamentos nio foram significativas.

Figure 4. Effect of agar concentrations on the percentage of
callus induction (number of callus / total number of explants
x 100%) of intercalary segments (A-B) of the green morph
of Gracilaria domingensis cultured in ASP 12-NTA medium
for eight weeks. Values presented as average (n = 3) with
nine explants per replicate. No significant differences were
detected in all data after unifactorial ANOVA.

mas as porcentagens ndo diferiram significativamente
entre os tratamentos testados (figura 5D).

A analise de varidncia bifatorial evidenciou que
apenas as concentragdes de agar influenciaram na
porcentagem de formagao de calos basais em segmentos
apicais e intercalares (tabela 2).

Para os calos apicais (tabela 3), a analise de
variancia bifatorial mostrou que apenas a cor do morfo
influenciou a porcentagem de formagao dos mesmos.
O morfo verde apresentou taxa de formacdo de calos
apicais superior ao morfo vermelho em todos os
tratamentos testados.
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Figura 5. Efeito de diferentes concentracdes de agar na
porcentagem de formacdo de calos (n® de calos / n® total de
explantes x 100%) em segmentos apicais (A-C) e intercalares
(D) do morfo vermelho de Gracilaria domingensis apds
oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA. Cada valor
corresponde a média de trés repeticdes com nove explantes
em cada repetigdo. As analises de varidncia unifatorial
indicaram que as diferengas entre os tratamentos ndo foram
significativas.

Figure 5. Effect of agar concentrations on the percentage of
callus induction (number of callus / total number of explants x
100%) of apical (A-C) and intercalary (D) segments of the red
morph of Gracilaria domingensis cultured in ASP 12-NTA
medium for eight weeks. Values presented as average (n = 3)
with nine explants per replicate. No significant differences
were detected in all data after unifactorial ANOVA.

Tabela 3: Analise de varidncia bifatorial () da formagéo
de calos apicais dos segmentos apicais dos morfos verde e
vermelho de Gracilaria domingensis, apds oito semanas de
cultivo em meio ASP 12-NTA com diferentes concentragdes
de agar. Variaveis: A = concentragdes de agar; B = morfos
(P = probabilidade). Negrito = efeito significativo.

Table 3. Bifactorial analysis of variance (F) of apical callus
formation from apical segments of the green and red morphs
of Gracilaria domingensis cultured in ASP 12-NTA medium
with different agar concentrations for eight weeks. Variables:
A= agar concentrations; B =morphs (P = probability). Letters
and numbers in bold correspond to significant effects.

Efeito Graus de liberdade F P
A 6 1,61 0,1811
B 1 11,11  0,0024
Interagdo A/B 6 1,52 0,2085
Discussao

Os resultados obtidos com relagdo a TC dos explantes
dos morfos verde e vermelho de Gracilaria domingensis
nas diferentes concentragdes de agar seguiram um padrido
no qual as TC de segmentos apicais de ambos os morfos
foram maiores no tratamento controle (sem adi¢do de
agar), e as menores foram observadas nos tratamentos
com altas concentragdes de agar (0,9% e 1,0% de agar).
Segundo Paiva et al. (1999), a concentragio de agar no
meio de cultura deve ser mantida baixa, o suficiente
para manter os explantes na superficie do meio, uma vez

Tabela 2. Analise de variancia bifatorial (/) da taxa de formagao de calos basais dos segmentos apicais e intercalares dos morfos
verde e vermelho de Gracilaria domingensis, apds oito semanas de cultivo em meio ASP 12-NTA com diferentes concentragdes
de agar. Variaveis: A = concentragdes de agar; B = morfos (P = probabilidade). Negrito = efeito significativo.

Table 2. Bifactorial analysis of variance (F) of basal callus formation from apical and intercalary segments of the green and red
morphs of Gracilaria domingensis cultured in ASP 12-NTA medium with different agar concentrations for eight weeks. Variables:
A = agar concentrations; B = morphs (P = probability). Letters and numbers in bold correspond to significant effects.

Tipo de segmento do talo Efeito Graus de liberdade F P
Apical A 6 3,995 0,0052
B 1 2,065 0,1618
Interagdo A/B 6 0,768 0,6012
Intercalar A 6 488,161 <0,0001
B 0,0402 0,8426
Interagdo A/B 6 0,0228 0,9999
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que altas concentragdes de agar limitam o crescimento
pela redugio na disponibilidade de agua e absor¢do de
nutrientes.

A porcentagem de formacao de calos basais foi alta
nos dois tipos de explantes estudados para ambos os
morfos de Gracilaria domingensis. O desenvolvimento
dessa estrutura em rodoficeas esta relacionado a injuria
provocada pela sec¢do feita no explante (Robaina ez al.
1992). Essa resposta foi observada no presente estudo,
com a formacdo de calos basais tanto em meio liquido
quanto em meio sélido. O processo de formagao de calos
como resposta a uma lesdo foi também observado em
outras espécies de rodoficeas (Polne-Fuller & Gibor
1987): Laurencia sp. (Robaina et al. 1992), Grateloupia
filiformis (J.V. Lamouroux) C. Agardh (Yokoya et al.
1993), Grateloupia dichotoma J. Agardh (Yokoya &
Handro 1996), Meristotheca papulosa (Montagne)
J. Agardh (Huang & Fujita 1997), Gracilaria
vermiculophylla (Ohmi) Papenfuss (Yokoya et al. 1999),
Kappaphycus alvarezii (Reddy et al. 2003), Gracilaria
tenuistipitata Chang et Xia e Gracilaria perplexa Byrne
et Zuccarello (Yokoya et al. 2004).

A concentrag@o 6tima de agar para a formagao de
calos basais em segmentos apicais do morfo verde de
Gracilaria domingensis foi 0,5%. Resultados similares
foram observados para a indug¢@o de calos basais de
Gracilaria vermiculophylla (Yokoya et al. 1999) e
calos apicais de Hypnea musciformis (Yokoya et al.
2003). Entretanto, baixas concentragdes de agar (0,4%)
induziram a formacéao de calos basais em Grateloupia
dichotoma (Yokoya & Handro 1996), calos apicais em
Gracilariopsis tenuifrons (Bird & Oliveira) Fredericq &
Hommersand (Yokoya 2000) e explantes filamentosos
em Solieria filiformis (Yokoya & Handro 2002).

A concentracdo Otima de agar para a formacao
de calos intermediarios no morfo verde de Gracilaria
domingensis foi 0,7%, corroborando os resultados
obtidos em Gracilaria tenuistipitata ¢ G. perplexa
(Yokoya et al. 2004). Entretanto, Chondrus crispus
Stackhouse (Chen & Taylor 1978), Gracilaria
verrucosa (Hudson) Papenfuss (Kaczyna & Megnet
1993), Grateloupia doryphora (Garcia-Jimenez et al.
1998) e Gelidiella acerosa (Kumar et al. 2004)
apresentaram a maior taxa de formacéao de calos em uma
concentra¢do maior (0,8% de agar). A formagédo de calos
intermediarios ¢ menos freqiiente do que a de calos
basais. No presente estudo, a formagdo desses calos
intermediarios pode estar relacionada a dessecagio,
uma vez que o explante ficou exposto ao ar durante
todo o periodo experimental. Os resultados observados
em calos intermediarios de Gracilaria domingensis

sdo similares aos descritos para G. tenuistipitata ¢ G.
perplexa (Yokoya et al. 2004).

As diferentes concentragdes de agar ndo
influenciaram a porcentagem de formacdo de calos
apicais em ambos os morfos pigmentares de Gracilaria
domingensis. A formacao dessa estrutura também pode
estar relacionada a desseca¢do, como foi observado nos
calos intermediarios, € corroboram os resultados obtidos
para calos apicais de Hypnea musciformis (Yokoya et al.
2003, Bravin 2005) e Gracilaria tenuistipitata (Yokoya
et al. 2004). A formacdo de calos apicais foi descrita
para outras espécies, em decorréncia de outros fatores
tais como estimulo mecanico para Solieria filiformis
(Robledo & Garcia-Reina 1993) e a presenca de
fitorreguladores para Gracilariopsis tenuifrons (Yokoya
2000) e Gracilaria perplexa (Yokoya et al. 2004).

Neste trabalho, a principal diferenca entre os
morfos verde e vermelho de Gracilaria domingensis
esta relacionada a porcentagem de formagdo de calos.
O morfo verde apresentou porcentagens maiores do
que o morfo vermelho, tanto para os segmentos apicais
quanto para os segmentos intercalares. Além disso, os
segmentos intercalares do morfo verde apresentaram
dois tipos de calos (calos basais e calos intermediarios),
enquanto que no morfo vermelho foi observada apenas
a formacio de calos basais. Esses resultados mostram
que os morfos apresentam respostas distintas quando
cultivados em diferentes concentragdes de agar, e que
o agar pode influenciar as respostas morfogenéticas em
morfos pigmentares de Gracilaria domingensis.
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