115

Anais do X1V Seminério de Iniciacdo Cientifica da Universidade Estadual de Feira de Santana, UEFS,
Feira de Santana, 18 a 22 de outubro de 2010

DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE PARVOCAULIS SP. (CHLOROPHYTA,
DASYCLADALES) SOB CONDICOES CONTROLADAS DE CULTURA

Katyuscya Ferreira Barreto': Carlos Wallace do Nascimento Moura®

1. Bolsista PIBIC/CNPq, Graduando em Licenciatura e Bacharelado em Ciéncias Biolégicas, Universidade Estadual

de Feira deSantana, e-mail: katybarreto@gmail.com

2. Orientador, Departamento de Ciéncias Biol6gicas, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail:

carloswallacemoura@gmail.com

PALAVRAS-CHAVE: Chlorophyta, Dasycladales, Parvocaulis, cultura in vitro.

INTRODUCAO

Dasycladales (Chlorophyta) € uma das ordens mais antigas de algas verdes, com
registros desde o Cambriano (Van den Hoek et AL., 1995). A ampla documentacao fossil das
Dasycladales mostra que esse grupo floresceu através de varios periodos geoldgicos
produzindo uma rica flora, com cerca de 180 géneros, dos quais muitos ja extintos (Berger &
Keaver 1992; Berger et al. 2003).

Os representantes atuais apresentam distribuicdo na zona de entre marés e infralitoral
de &reas tropicais e subtropicais do globo, sendo agrupados em duas familias: Dasycladaceae
e Polyphysaceae (Guiry & Gyuiry, 2010).

Os representantes de Polyphysaceae sdo organismos altamente diferenciados e
apresentam o mesmo plano basico do corpo. Estes apresentam talo unicelular, sifonaceo,
originados da fusdo de gametas biflagelados formando um zigoto que, apos fixar-se ao
substrato, desenvolve um pedunculo delgado que na porcdo apical forma um verticilo de raios
(gametoforos), que em conjunto, originam um disco, cuja forma é propria de cada espécie
(Berger & Keaver 1992). Na familia, os géneros e espécies tém sido tradicionalmente
reconhecidos com base nas caracteristicas morfolégicas do pedinculo e dos atributos dos
gametdforos (Bailey et al., 1976). Segundo Berger et al. (2003), o grupo que inclui os
representantes de Parvocaulis é caracterizado pela presenca de pedunculo corrugado e
auséncia de corona inferior nos raios gametangiais.

Atualmente sdo reconhecidas cinco espécies de Parvocaulis, porém apenas duas foram
referidas para o Brasil (Horta 2000): P. pusillus ocorrendo em Pernambuco, Paraiba, Espirito
Santo e Bahia (Labanca 1967-9, Kanagawa 1984, Pereira & Accioly 1998, Barata 2004,
Moura, dados ndo publicados) e P. parvulus apenas na Bahia (Moura, dados ndo publicados).

Segundo Moura (comunicacdo pessoal), Acetabularia myriospora A.B. Joly &
Cordeiro-Marino, espécie descrita para a Bahia a partir de coleta realizada na praia de
Amaralina (Joly et al. 1965), também pertence ao género Parvocaulis, entretanto como nédo
foi formamalmente transferida para o género (Moura, dados ndo publicados), sera tratada
neste estudo como Parvocaulis sp. Estudos sobre o desenvolvimento de Polyphisaceae em
cultura de laboratério no Brasil é restrito ao trabalho de Yoneshigue-Braga (1980), que
acompanhou o desenvolvimento do talo de Acetabularia calyculus J.VV.Lamouroux in Quoy &
Gaimard utilizando dois meios cultura: 4gua do mar (superficie e upwelling) e meio
Erdschreiber.
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Diante disso e visando contribuir com conhecimento sobre as Polyphysaceae no litoral
da Bahia, o presente plano visou estudar o desenvolvimento in vitro de Parvocaulis sp.
(Dasycladales, Chlorophyta) sob condigdes controladas de cultura.

MATERIAL E METODO

O material estudado foi coletado no recife costeiro da praia da Penha, regido de entre
mareés, durante as baixas marés diurnas, no periodo de abril de 2009 a janeiro de 2010. Os
espécimes obtidos foram lavados com agua do mar, acondicionados em frascos de poletileno
com tampa e colocados em recipiente térmico com gelo, até chegar no laboratorio. No
laboratdrio, estes foram transferidos para frascos de vidro tipo “baby food” (5,5 x 5,5 cm),
contendo agua do mar esterilizada, aclimatados por 72 horas e selecionados talos com
gametoforos (raios gametangiais férteis), com auxilio de estereomicroscépio.

Os gametoforos foram limpos com papel toalha, colocados em tubos eppendorf
lavados em solucdo de 1,3-bis [tris(hidroxymetil-metilamino]propano (BTP), incubados em
solucdo de proteina de prata e, posteriormente, em solucdo de antibiéticos (0,2 mg.mL™ de
Neomicina, 0,2 mg.mL™ de Clorofenicol, 2mg.ml? de Estreptomicina, 0,1 mg.mL™" de
Ampicilina), em 100ml de meio de cultura Provasoli Enriched Seawater (PES), por cinco
dias, no escuro, a 14° C, para auxiliar a descontamin¢do, maturacdo e liberacdo de
gametangios. O desenvolvimento dos talos de Parvocaulis sp. foi acompanhado a partir de
talos cultivados em agua do mar esterilizada ou agua do mar enriquecida com solucéo PES,
ambas com salinidade de 40UPS e pH 7,8, em condi¢bes controladas de cultivo: temperatura
de 21 + 1°C, irradiancia de 40 + 5 umol de fétons. m?.s™ fornecida por tubos de luz branca
fria fluorescentes, dispostos horizontalmente em relacdo aos recipientes, e fotoperiodo de
12:12h (claro:escuro). O crescimento dos talos foi analisado e fotografado através de
estereomicroscopio (marca Kyowa Coleman) e microscopio (Carl Zeiss) acoplado a maquina
fotogréfica Sony (modelo Cyber-Shot DSC-W?7).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, com excecdo da fusdo dos gametas e das fases inciais de
desenvolvimento do zigoto, foi possivel acompanhar a maior parte da morfogénese do talo de
Parvocaulis sp. a partir de plantas cultivadas em meio contendo 4gua do mar enriquecida com
solucgéo PES.

Segundo Berger e Kaever (1992), logo apds a fusdo dos gametas, o zigoto originado
desenvolve um sifdo, que se alonga e forma um pedunculo ndo ramificado, delgado. Este,
observado nos primeiros 10 dias de cultura, apresenta fototropismo positivo, com uma das
extremidades formando rizoides e a outra, verticilos de pélos e de gametdforos (raios
gametangiais), alternadamente. O crescimento em Parvocaulis € interrompido periodicamente
para dar lugar a formacdo de morfogénese de pelos (Berger et al. 2003).

Nos espéecimes estudados, a formacdo de pélos foi observada apds 30 dias. No &pice
do sifdo desenvolve uma coroa de pélos estéreis, dispostos em verticilo. Segundo Gibor
(1973), os pélos contribuem no processo fotossintético e absor¢do de nutrientes necessarios
para o crescimento vegetativo, mas séo perdidos cerca de duas semanas apés a sua formacéo,
deixando suas cicatrizes no pedunculo. Estas cicatrizes muitas vezes sdo dificeis de serem
visualizadas uma vez que ficam obscurecidas devido a corrugacdo do pedunculo em talos
adultos. Este enrugamento € caracteristico das espécies do género (Berger et al.. 2003). Apds
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50 dias, observou-se o surgimento dos gametoforos e estruturas adjacentes (corona superior).
Estes sdo originados a partir do primordio primario (Berger et al. 2003), que forma uma coroa
de 7-11 projecBes no é&pice do pedinculo. Estas projecBes se expandem e originam,
concomitantemente, os gametdforos (raios gametangiais), que inicialmente sao arredondados
e na maturidade assumem a forma caracteristica da espécie e a corona superior na base dos
gametdforos, que possui formato circular, protuberante e porta cerca de 6-7 pélos diminutos
localizada que ao cairem, deixam cicatrizes.

Durante os estagios iniciais de desenvolvimento dos gametoforos estes ficam
recobertos por um velum (membrana péctica delicada e delgada, de dificil visualiza¢do), que
na maturidade rompe-se. Os gametdforos quando totalmente expandidos sdo mantidos unidos
pela deposicdo de carbonato de célcio entre os raios. Nos espécimes estudados foram
contabilizados cerca de 300 cistos por raio gametangial. Depois de liberarem os cistos
(gametangios), os gametoforos caem deixando cicatrizes no pedunculo e um novo disco pode
ser formado a partir do apice de peddnculo. A diferenciacdo dos gametas ocorre dentro dos
cistos e foram observados ap6s 90 dias. De acordo com Schweiger et al. (1974), o nlcleo
secundario se divide varias vezes até a producao de cerca de 100 gametas.

No presente estudo seguiu-se o protocolo proposto por Berger &Kaever (1992) e Hunt
& Mandole (1992), modificados, visando a descontaminacdo dos gametoforos e o aumento da
viabilidade de maturacdo dos gametangios de Parvocaulis. Os gametoforos maduros foram
obtidos a partir de plantas cultivadas in vitro (com meio de cultura PES), os quais foram
incubados em solucdo de proteina de prata (30 minutos) e depois em coquetel de antibidticos
(5 dias). A este processo, acrescentou-se duas etapas do protocolo proposto por Hunt &
Mandole (1992), limpeza mecanica dos gametdforos com guardanapos e incubacdo destes em
BTP, o que Ihe conferiu maior descontaminacéo.

O tempo de 2 horas de incubacdo em proteina de prata proposto por Berger e Kaever
(1992) ndo funcionou nos espécimes estudados; apds o periodo proposto, constatou-se que 0s
cistos se apresentaram descoloridos e ndo houve liberacdo dos gametas. Hunt e Mandoli
(1992) propuseram um periodo de incubucdo bem inferior, 5 minutos, neste tempo de
incubagdo os gametangios ficaram viéveis e liberaram gametas.

Apbs a descontaminacdo dos gametdforos, estes foram acondionados em placas de
petri contendo meio de cultura PES, a uma temperatura 21 + 1°C, irradiancia de 40 £ 5 pumol
de fétons. m?.s™, fotoperiodo de 16:8h (claro:escuro) e monitorados durante o periodo de 3,
5, 10, 14 e 17 dias, para acompanhar o processo de liberagcdo dos gametas. Hunt & Mandoli
(1992) relataram a liberacdo de gametas entre 3-14 dias. No presente trabalho foi possivel
observar a abertura do opérculo para liberacdo dos gametas entre 10 e 17 dias. Embora tenha
sido observado a liberacdo dos gametas ndo foi possivel observar a fusdo destes bem como as
fases iniciais de desenvolvimento do zigoto.

No campo, o ciclo de vida dos representantes de Polyphysaceae, como por exemplo,
de Acetabularia acetabulum (L.) Silva, leva de dois a trés anos (Berger & Keaver 1992),
podendo ser reduzido a cerca de seis meses em condigdes favoraveis de cultura (Hunt &
Mandoli, 1992; Zeller & Mandoli, 1993), fato este comprovado neste estudo.

Talos cultivados apenas em agua do mar esterelizada ndo apresentaram resultados
satisfatorios ja que o crescimento destes foi limitado e ndo desenvolveram talos ferteis. Apds
um més este ficaram amarelados e morreram. Segundo Yoneshigue-Braga (1980), que
estudou o desenvolvimento de Acetabularia calyculus a partir de trés meios de cultivos
diferentes (Erdschreiber, agua de upwelling e agua do mar superficial), a agua do mar
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superficial é pobre em nitrogénio, fosforo e substancias quelantes, sendo desfavoravel ao
desenvolvimento destes organismos.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, com excecdo da fusdo dos gametas e das fases inciais de
desenvolvimento do zigoto, foi possivel acompanhar a maior parte da morfogénese do talo de
Parvocaulis sp. a partir de plantas cultivadas in vitro utilizando agua do mar enriquecida com
solucdo PES. Os talos cultivados apenas em agua do mar ndo apresentaram crescimento
satisfatorio e morreram. As seguintes condi¢des de cultura permitiram o desenvolvimento de
Parvocaulis sp. in vitro: temperatura de 21 + 1°C, irradiancia de 40 + 5 umol de fotons. m?. s
! fotoperiodo de 12:12h (claro:escuro), salinidade de 40 UPS, pH 7,8. O surgimento de
gametdforos e estruturas adjacentes (corona superior) foram observados ap6s 50 dias, ao
passo que gametoforos maduros, contendo gametangios, foram registrados ap6s 90 dias de
cultivo em laboratério. A lavagem dos gametoforos maduros em solucdo BTP, incubagdo em
solucdo de proteina de prata e, posteriormente, em solucdo de antibidticos permitiu a
descontaminacdo, maturacéo e liberacdo de gametangios dos gametéforos; a diferenciacdo de
gametas dentro dos gametangios foi observada apos 90 dias. A partir deste estudo observou-se
que o histérico de vida de Parvocaulis sp. € similar aos relatados para os membros de
Polyphysaceae e, em laboratdrio, é fechado em cerca de 90-120 dias, contados desde a fase de
formacéo de gametdforos com gametangios.
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