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Resumo

As florestas de kelp estdo entre os ecossistemas mais diversos e produtivos em
mares temperados e polares em todo o mundo. Contudo, sofreram um declinio global
nas Ultimas décadas, fruto em parte de uma exploracdo severa das areas costeiras e

das alteracdes climéticas.

Com este trabalho, pretendeu-se otimizar a preparacao de culturas stock de kelp e
aumentar a eficiéncia dos esforcos de reflorestacéo. Este objetivo € bastante importante,
na medida em que a recolha constante de material reprodutivo tem impactos na
populacéo dificeis de mensurar. Ao tornar os métodos de reflorestacdo mais eficientes,

também possibilita que estes sejam ampliados e aplicaveis em condi¢fes reais.

Foi estudada a sazonalidade das espécies de kelp Laminaria ochroleuca e Laminaria
hyperborea, ambas formadoras de florestas perenes no Norte de Portugal. Com base
na propor¢ao de individuos reprodutivos no campo, densidade e viabilidade dos esporos
recolhidos, a melhor altura para recolher esporos para produzir culturas stock da L.
ochroleuca parece ser em torno de abril, e da L. hyperborea em torno de marco.

Foram testados métodos de desinfecdo no tecido reprodutivo de L. ochroleuca
(ultrassons e solucao de iodo). Apesar de nao ter sido possivel avaliar a eficiéncia dos
ultrassons e do iodo como métodos de desinfecdo, ndo foi identificado um efeito

negativo na libertacdo ou na viabilidade dos esporos.

Além disso, foi avaliado o impacto de diferentes niveis de stress osmaético nos esporos
em cultura. Na primeira experiéncia, foram testados 1h e 12h ao ar a 5°C. O tecido
reprodutivo deve ser exposto ao ar a 5°C durante 1h para maximizar a libertacdo e
viabilidade dos esporos. Na segunda experiéncia, foram testados 30 minutos, 1h e 2h
fora de 4gua a 5°C. Para maximizar a libertag&o e garantir maior viabilidade dos esporos,
os resultados indicam que o mais recomendavel serd expor o tecido reprodutivo a 5°C

durante 2 horas.

Foi testada a técnica green gravel com duas densidades diferentes de gametofitos de
L. ochroleuca. Os tanques com altas densidades apresentaram maior recrutamento,
maior crescimento dos individuos cultivados e as contaminacdes com espécies
oportunistas ocuparam uma menor area. Nos tanques com baixas densidades,
observou-se menor recrutamento, menor crescimento dos individuos e as espécies

oportunistas colonizaram uma maior area.
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Por dltimo, avaliou-se a adequacao de dois tipos de fibras naturais (fio de sisal e fibra
de algoddo) para o cultivo de L. ochroleuca, sendo util tanto para esforgos de
reflorestacdo como para producdo de kelps. A fibra de algoddo parece ser uma
alternativa mais sustentavel, capaz de assegurar 0s mesmos niveis de produtividade

que o fio de polipropileno, ao contrario da fibra de sisal.

Os resultados deste trabalho fornecerdo informacdes relevantes para a
reflorestacdo de kelps, que cada vez mais tém recebido interesse de instituicdes. Ao
melhorar a eficiéncia de cultivo destas macroalgas, ird simultaneamente despertar o

interesse do setor empresarial envolvido na producéo de kelps.

Palavras-chave: cultivo de kelp, Laminaria ochroleuca, Laminaria hyperborea,

reflorestacéo
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Abstract

Kelp forests are among the most diverse and productive ecosystems in temperate
and polar seas around the world. However, they have suffered a global decline in recent

decades, partly because of severe exploitation of coastal areas and climate change.

This work aimed to optimize the preparation of kelp stock cultures and increase the
efficiency of reforestation efforts. This is very important, as the constant collection of
reproductive material has impacts on the population that are difficult to measure so this
should be done in the most efficient way possible. This will also allow for reforestation

methods to be scaled up and applied in real conditions.

The seasonality of the kelp species Laminaria ochroleuca and Laminaria hyperborea,
both of which form perennial forests in northern Portugal, was studied. Based on the
proportion of reproductive individuals in the field, density and viability of the spores
collected, the best time to collect spores to produce stock cultures of L. ochroleuca
appears to be around April and for L. hyperborea around March.

Disinfection methods were tested on L. ochroleuca reproductive tissue, namely with
ultrasound and povidone-iodine solution, to obtain sterile cultures. Although it was not
possible to evaluate the efficiency of ultrasound and iodine as disinfection methods, a

negative effect on spore release or viability was not identified.

Furthermore, the impact that different levels of osmotic stress have on the survival and
development of spores in the culture was evaluated. In the first experiment, 1h and 12h
were tested outside water at 5°C. Reproductive tissue should be exposed to air at 5°C
for 1h to maximize spore release and viability. In the second experiment, 30 minutes, 1
hour and 2 hours were tested outside water at 5°C. To maximize release and ensure

spore viability, it is recommended to expose the reproductive tissue to 5°C for 2 hours.

The green gravel technique was tested with two different gametophyte densities of L.
ochroleuca. Tanks with high densities showed greater recruitment, greater growth of
cultivated individuals and the contamination with opportunistic species occupied a
smaller area. In tanks with low densities, there was less recruitment, less growth of

individuals and opportunistic species colonized a larger area.

Finally, the suitability of two types of natural fibers (sisal fiber and cotton fiber) for the

cultivation of L. ochroleuca was evaluated, being useful for both reforestation efforts and
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kelp production. Cotton fiber appears to be a more sustainable alternative capable of

ensuring the same levels of productivity as polypropylene yarn, unlike sisal fiber.

The results of this work provided relevant information for kelp reforestation, which is
increasingly receiving interest from institutions. By improving the cultivation efficiency of
these macroalgae, it will also simultaneously arouse the interest of the business sector
involved in kelp production.

Keywords: kelp cultivation, Laminaria ochroleuca, Laminaria hyperborea, reforestation
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1. Introducao

1.1 Florestas marinhas

Os habitats marinhos rochosos de baixa profundidade das regides temperadas
e frias, nomeadamente em todo o Hemisfério Norte, sdo dominados pelos kelps. Nos
trépicos, o Unico local onde se encontram em grande quantidade € no Mar dos Sargacos
do Atlantico (Pires C., 2016). Como estas algas marinhas necessitam diretamente da
disponibilidade de luz solar para realizar a sua fotossintese, a sua distribuicdo é
restringida pela profundidade. No Atlantico Norte e Pacifico Norte, habitam aguas até
cerca de 30 m. No Mediterraneo ou nas ilhas e montes submarinos, onde se verifica

intensa luminosidade, distribuem-se até aos 120 m (Assis et al., 2011).

As macroalgas castanhas fazem parte da classe Phaeophyceae e sdo maioritariamente
marinhas (Clinton J. Dawes, 1998). Variam muito na sua forma, podendo ir desde
simples filamentos até formas grandes e complexas (Fletcher, 1987). Este grupo
abrange as algas de grandes dimensdes e com diversas fisionomias, destacando-se as
algas do género Laminaria como sendo as maiores e mais complexas, também
conhecidas como kelps (Makkar et al., 2016; Wei et al., 2013).

Kelps, maioritariamente da ordem Laminariales, sdo grandes macroalgas castanhas
capazes de formar florestas marinhas. Podem crescer e produzir rapidamente uma
grande gquantidade de biomassa (Mann, 1973; Krumhansl & Scheibling, 2012), criando
uma estrutura tridimensional (Wernberg et al., 2005). A coloracdo dos kelps varia do
verde azeitona ou castanho-esverdeado até ao castanho-escuro pelo dominio da
fucoxantina (Lobban & Harrison, 1997), um carotendide pertencente ao grupo das
xantofilas. A fucoxantina € um pigmento conhecido como um metabdlito secundario
produzido nos cloroplastos das algas castanhas que funciona como um complexo de
absorcao de luz, sendo fundamental tanto para a fotossintese como para a fotoprotecao

das algas.

Apesar de cada espécie ter uma coloracdo caracteristica, esta pode variar de acordo
com o stress, fases do ciclo de vida, habitat, condicbes ambientais, altura do ano e

senescéncia (Lobban & Harrison, 1997).

Em Portugal, podem-se encontrar alguns kelps, nomeadamente Laminaria hyperborea,
Laminaria ochroleuca, Saccorhiza polyschides, Saccharina latissima, Undaria

pinnatifida, Phyllariopsis brevipes e Phyllariopsis purpurascens (Assis et al., 2011).

9
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Relativamente as espécies de Laminaria, em latitudes mais altas, séo
altamente sazonais (Kain (Jones), 1989). Por este motivo, durante o inverno e a
primavera, 0 seu crescimento é mais pronunciado, uma vez que os nutrientes estao
mais disponiveis. Durante o verdo, crescem lentamente e a energia destina-se para a
esporogénese (Chapman & Craigie, 1977; Mann, 1973). Em latitudes mais baixas, como
Norte de Portugal, as espécies de Laminaria exibem uma sazonalidade menos rigorosa
(Kain (Jones), 1989). Como tal, verifica-se uma producdo quase constante de tecido

reprodutivo (Pereira et al., 2019).

KEY
Ecklonia
B Laminaria
B Macrocystis
Saccharina
Lessonia
B Nereocystis
B Eualaria

Figura 1- Distribuicéo global de florestas de kelps por géneros (Eger et al., 2022).

Quando os kelps estdo presentes em elevadas densidades, formam as florestas
marinhas (figura 1). S8o consideradas espécies estruturantes de um dos habitats mais

ricos da Terra, formando ecossistemas ricos e produtivos (Angel & Ojeda, 2001).

1.2 Servigos ecossistémicos das florestas marinhas

As florestas de kelps, bem como os recifes de corais e as pradarias de ervas
marinhas, sdo muito importantes para inUmeras espécies marinhas. Os kelps
desempenham um papel fundamental na producéo primaria. As dimensdes que 0S
caracterizam também fornecem habitat, abrigo contra predadores e bercario para a biota
associada, incluindo espécies de elevado valor comercial (Mann, 1973). Abalone,
caranguejos, ouricos-do-mar, lagostas e peixes sdo algumas das espécies que
dependem destas florestas (Bennett et al., 2016; Bertocci et al., 2015; Britton-Simmons
et al., 2012). Além disso, conferem protecdo contra stress térmico e dessecacdo

(Jenkins et al., 1999; Raffo et al., 2014). Ao criarem um ecossistema favoravel para as
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espécies marinhas, os kelps sédo considerados “engenheiros” dos ecossistemas

marinhos (Buschmann et al., 2007).

Os organismos que constituem as florestas de kelps exercem um papel ativo nos ciclos
biogeoquimicos marinhos através do sequestro de carbono (Duarte et al., 2013; Smith,
1981). Ao absorver e fixar o carbono, amortecem os efeitos das alteracdes climéaticas
(Pires C., 2016). As florestas marinhas criam uma barreira eficaz contra a erosao

costeira (Lgvas & Tgrum, 2001) e afetam a sedimentacédo (Ugarte et al., 2010).

Sao considerados indicadores Uteis de qualidade ambiental. Como as macroalgas sdo
sésseis, refletem as alteracGes da qualidade da 4gua no decorrer do tempo, quer em
termos de abundancia como de composigéo (Ballesteros et al., 2007; Krause-Jensen et
al., 2007), ou seja, reagem as mudangas na concentracdo de nutrientes e da
hidromorfologia que ocorre na praia. O facto de conseguirem eliminar poluentes toxicos

confere-lhes um potencial no tratamento de aguas residuais (Lodeiro et al., 2005).

Adicionalmente influenciam inimeras areas (pesca, saude, alimentacdo e cosmética) e
estimulam o turismo e identidade cultural, favorecendo atividades como mergulho e
snorkeling para a observacéo da biodiversidade marinha envolvente. Os kelps tém sido
historicamente utilizados pelas comunidades costeiras como fonte de alimentacédo e
rendimento, desempenhando um papel significativo na cultura do pais. Alguns kelps
oferecem beneficios para a satde humana, despertando o interesse do setor industrial

em extrair os seus compostos (Buschmann et al., 2014).

1.3 Como se reproduzem os kelps?

Os kelps tém um ciclo biolégico constituido por dois estagios distintos: um
gametdfito haploide microscopico e um esporoéfito diploide macroscépico. A fase
gametdfita é formada por poucas células e s6 séo visiveis ao microscopio, produzindo
gametas. Ja a fase esporofita € possivel observar no meio natural, produzindo esporos
(Assis et al., 2011).

Na natureza, o desenvolvimento dos esporéfitos ocorre durante as estacdes Inverno-
Primavera. Ja a estacao reprodutiva tipica da-se entre o Verdo e o Outono, resultando
em inumeros individuos reprodutivos. Durante o Verado, o crescimento da |lamina cessa
ou diminui drasticamente e no comec¢o do Outono, o espordfito atinge maturidade e entra
em periodo fértil (Pereira et al., 2011). O esporofito ao estar maduro produz esporos
(visiveis no centro da lamina). O tecido reprodutivo (sori) vai-se desintegrar libertando

0s esporos (Chapman, 1987; Kinlan et al., 2003). Estes, ap0s se instalarem num
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substrato, desenvolvem-se em gametéfitos haploides masculinos ou femininos (Pereira
et al., 2011). Os gametas masculinos (espermatozoides) tém dois flagelos que, ao
serem atraidos por uma hormona sexual, Ihes possibilitam nadar no fundo do mar até
aos gametas femininos (6vulos) e fertiliza-los. Apds ocorrer a fertilizagédo, forma-se um
zigoto que se vai desenvolver num novo espordfito diploide que inicia um novo ciclo
(Pereira et al., 2011) (figura 2).

Consoante a expectativa de vida do espordfito, as espécies de algas podem ser
classificadas como anuais ou plurianuais (perenes) (Birkett et al., 1998; T. Pereira et al.,
2011).

T —— &3 DL DTS
2 — TRSL Voo
) Ty
& « N 3 SEEE R
— A \\ . gametdfito

~ A masculino
. esporos @) g

o
. gametdfito /4
feminino [ e/ . gdmetas ')

= (o4 |

v

L7 .fertilizacao
. espordfito (2] do 6vulo

. fase macroscopica (até 3 m ) [ . fase microscépica (menos de 1T mm)

Figura 2- Ciclo de vida de uma kelp (Assis et al., 2011).

1.4 AplicacOes dos kelps

Nos ultimos séculos, os kelps foram explorados como biofertilizantes e
bioestimulantes (Assis et al., 2011). Atualmente, alguns kelps tém importancia
econdmica por serem propicias a extracao de ficocoléides na forma de alginatos (Rioux,
2010). O alginato é um polissacarideo natural que tem sido explorado nas indlstrias
alimenticia, farmacéutica, cosmética, nutracéutica e téxtil (Jackson & Winant, 1983;
Lavas & Tagrum, 2001).

Estas algas sdo reconhecidas como sendo uma boa fonte de biomassa para a producao
de biocombustiveis, gracas ao seu rapido crescimento, alta produtividade, abundéancia
e facilidade de cultivo (Adams et al., 2009; Vivekanand et al., 2012).

Na aquacultura, as suas aplicagcbes podem ir desde suplementos alimentares até
biofiltracdo de efluentes (Castro et al., 2009; Neori et al., 2004).

12



FCUP
Otimizacgao de culturas stock de kelp

Os géneros com especial interesse economico sdo Laminaria (L. hyperborea, L.

digitata), Durvillaea, Macrocystis.

As macroalgas castanhas sédo das mais comercializadas mundialmente e tém ganho
cada vez mais reconhecimento pelas bioatividades dos compostos que apresentam e

por serem um alimento com inumeros beneficios (Rioux, 2010).

1.5 Laminaria ochroleuca

Laminaria ochroleuca (figura 3) foi caracterizada por Bachelot de la Pylaie em
1824. Apresenta uma elevada semelhanga morfolégica com Laminaria hyperborea, e

como tal, assume-se uma biologia semelhante a esta (Birkett et al., 1998).

Figura 3- L. ochroleuca na praia Norte (Viana do Castelo) (Pires
B., 2019).

Esta kelp apresenta uma distribuicdo em aguas mais quentes, em oposi¢cao da maioria
das Laminariales (Franco et al., 2018; Smale et al., 2015). De forma geral, a sua
distribuicdo geogréfica estende-se do Atlantico Norte (costa este das Ilhas Britanicas)
até a regido da Africa equatorial ao longo da Macaronésia, também no Mediterraneo e
na zona do Estreito de Messina. E a principal espécie perene presente na costa Ibérica
(Pires. C, 2016). E uma espécie prevalente no Norte de Portugal (Pereira et al., 2017;
Tuya et al., 2012). Nestaregido, exibe uma sazonalidade menos rigorosa, com producao

quase constante de pequenos sori (Pereira et al., 2019).

Habita pocas intertidais profundas e subtidais altas até 30 m de profundidade, sendo
gue varios exemplares criam as florestas de kelps (Birkett et al., 1998). Normalmente
encontra-se em fundos rochosos de zonas abrigadas ou de moderado hidrodinamismo
(Assis et al., 2011). Apesar de ser mais raro, pode povoar areas mais profundas, mas

sempre dependente da luminosidade e da temperatura (Birkett et al., 1998).
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L. ochroleuca é uma alga que se situa perto da costa e com uma temperatura limitante
elevada e, como tal, estd ambientada a concentra¢cdes de nutrientes elevadas. Em
temperaturas 6timas (10-15°C) e com disponibilidade de nutrientes, consegue
aproveitar os nutrientes eficazmente. Todavia, fora da faixa térmica étima, esta kelp
parece ser capaz de acumular nutrientes de reserva, mas nao de utilizd-los para

assegurar o crescimento (Bartsch et al., 2008; Birkett et al., 1998).

Apresenta uma coloracdo castanho-amarelado de aspeto brilhante. Apesar das
semelhangas morfolégicas com a Laminaria hyperborea, distinguem-se pela tipica
coloracdo amarelada na zona da uniao da lamina com o estipe. A lamina é dividida em
vérias fitas. O estipe é cilindrico com um didametro significativo, ndo muito comprido,
bastante flexivel e ndo rugoso. Os rizoides sdo grandes, ramificados e juntam-se criando
uma base conica rija com uma elevada espessura (pode atingir até 18 cm de diametro).
Esta base encontra-se sempre bem fixa a um substrato rochoso. Ainda que seja uma

espécie perene, perde e renova a lamina anualmente (figura 4) (Pires C., 2016).

Adulto . ’( Jovem

Figura 4- Morfologia de L. ochroleuca (Assis et al., 2011).

> Ciclo de vida

L. ochroleuca é uma alga plurianual, ficando fértil apds 2-6 anos, e pode durar
até 18 anos. Uma vez que o seu metabolismo € plurianual, ndo carece de um ritmo
tdo intenso, iniciando a esporogénese apds o segundo ano (Bartsch et al., 2008;
Birkett et al., 1998). O seu ciclo de vida é tipico dos kelps (Chapman, 1987; Kinlan
et al., 2003). Estudos indicam que, quando as condicdes ambientais s&o
desfavoraveis, o0s esporos desta alga podem-se manter numa fase de
desenvolvimento interrompido ou lento por meses. Quando as condigbes se tornam

favoraveis, retomam o seu crescimento (Chapman, 1987; Santelices et al., 2002).
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Assim, os esporofitos parecem apresentar um padréo de crescimento anual dividido
em periodos de crescimento rapido e periodos de reproducdo (Buchholz & Lining,
1999; Luning et al., 2000; Skriptsova & Titlyanov, 2003).

1.6 Laminaria hyperborea

A Laminaria hyperborea é uma espécie perene que pode durar até 18 anos e
habita o intertidal até 30 m de profundidade (Assis et al., 2011). Esta kelp é tipica das
costas rochosas das aguas frias do Norte da Europa. Habita recifes rochosos no
nordeste do Atlantico Nordeste, desde Svalbard até ao norte de Portugal (Assis et al.,
2009; Kain & Jones, 1971; Luning, 1980). A sua reproducédo, na costa portuguesa, €
restrita de fevereiro a maio (Assis et al., 2011). E capaz de sobreviver entre 0 e 20°C.
No entanto, a sua reprodugéo fica prejudicada em temperaturas acima de 15°C (Luning,
1980).

As laminas sao escuras, castanhas, firmes e anualmente cresce uma nova lamina. O
seu comprimento varia consoante a idade, a localizacdo e com a estagcdo do ano,
podendo alcangar os 2 m. O estipe da alga é cilindrico, rugoso e muito rigido e esta
ligado a rizoides pequenos que a fixam ao substrato. Por norma, o estipe é mais
comprido com um aumento da profundidade. E uma espécie com grande semelhanca
morfoldgica com a L. ochroleuca. No entanto, como o estipe da L. hyperborea é rugoso,

possibilita a presenca de epifitas (figura 5) (Assis et al., 2011).

Figura 5- L. hyperborea na praia de Mindelo. Presenga da epifita

Palmaria Palmata nos estipes (Pires B., 2019).
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1.7 Alteracgdes climaticas e o declinio das florestas marinhas

As alteracdes continuas nos padrdes climaticos estdo a exercer impactos
significativos nos ecossistemas marinhos. O aquecimento da temperatura do mar, a
acidificacdo dos oceanos, o aumento quer do nivel do mar como da estratificacdo da
adgua do mar, o degelo e a frequéncia de tempestades altamente destrutivas sdo os
principais fatores de stress (IPCC, 2023).

As florestas de kelps diminuiram mundialmente e, em alguns casos, quase
desapareceram completamente de uma regido (Fujita, 2011; Johnson et al., 2011).
Estudos tém relatado que a L. ochroleuca pode estar a propagar-se em dire¢cdo aos
polos face as alteragfes climaticas e que no futuro pode substituir outras espécies de
Laminaria (Franco et al., 2015, 2017, 2018; Smale et al.,, 2015). O aumento da
temperatura da agua do mar tem prejudicado a producéo local de esporos, conduzindo
ao declinio destas kelps em baixas latitudes (Fernandez, 2011; Voerman et al., 2013).
A restricdo de L. ochroleuca sera ainda mais intensa pela redugéo da intensidade do
fenbmeno de upwelling que aconteceu ao longo da Peninsula Ibérica nas ultimas
décadas (Lemos & Pires, 2004; Llope et al., 2007; Sydeman et al., 2014). Esta espécie
perene, outrora espalhada por Portugal continental, tem sofrido alteragcbes na sua
distribuicdo e abundancia. Atualmente, esta restrita a regido norte, sendo escassa no
centro e praticamente inexistente no sul de Portugal (Assis et al., 2009; Pinho et al.,
2015; Tuya et al., 2012). Esta tendéncia deriva de um aumento da temperatura da agua
do mar (Lemos & Pires, 2004). No caso da L. hyperborea, estudos indicam que, nas
Ultimas décadas, o limite de distribuicao de baixa latitude desta espécie também se tem

deslocado em direcao aos polos (Pérez-Ruzafa et al., 2003).

No futuro, prevé-se que haja um agravamento das alteragfes climaticas e tanto podem
ocorrer mudancas ainda mais percetiveis na faixa de distribuicdo dos kelps como os
povoamentos existentes podem-se limitar a habitats mais profundos (Roleda et al.,
2004). Como tal, séo necessarios esforcos de reflorestacdo para combater e atenuar as

florestas marinhas em declinio.

1.8 Recuperacdao das florestas marinhas

As mudancas climaticas estao a modificar o funcionamento dos ecossistemas,
levando a uma reducéo da biodiversidade tanto a escala local como global (Halpern et

al., 2019; Vérosmarty et al., 2010). A Assembleia Geral das Nac¢des Unidas decretou
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2021-2030 como a “Década das Nacdes Unidas para a Recuperac¢ao dos Ecossistemas”
(Waltham et al., 2020). Como tal, € inadiavel a otimizacéo e ampliagdo de técnicas de
restauracao para reabilitar os ecossistemas degradados.

Os métodos utilizados para restaurar as florestas subaquéaticas baseiam-se
essencialmente em semear ou transplantar kelps. De forma geral, semear envolve a
disperséo direta de uma cultura de kelps e/ou crescimento da fase juvenil destas algas
no oceano. O método “spore bags” (ou “mesh bags”) é uma técnica de reflorestacao na
gual se utilizam sacos de malha com tecido reprodutivo viavel, os quais sao introduzidos
no ambiente marinho para permitir a libertacdo natural dos esporos. Outra abordagem
inclui transplantar individuos de areas doadoras saudaveis para os locais escolhidos

para a reflorestacdo (Eger et al., 2022).

“Green gravel’ € uma nova técnica que visa restaurar florestas de kelps. Consiste
em semear gametofitos em pequenas pedras (como granito e calcario), cultiva-los em
laboratorio (condi¢des controladas) e posteriormente introduzi-los no mar (figura 6). Os
juvenis destas algas desenvolvem-se tanto no cascalho como no substrato subjacente
(Eger et al., 2022).

Figura 6- Representacdo esquematica da técnica "green gravel” (Eger
et al,, 2022)

A maioria dos métodos tradicionais de reflorestacdo consistem em transplantar
individuos de um dado local para outro, levando a grandes impactos nas populacées
doadoras. Green gravel consiste na recolha de material reprodutivo para obter novos
individuos, ndo comprometendo a biomassa natural. Além disso, € uma técnica de baixo
custo, baixa manutencao e escalavel. Consequentemente, é considerada uma técnica
econémica e sustentavel com grande potencial de restauracdo (Eger et al., 2022;
Fredriksen et al., 2020).
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O cultivo de kelps em cordas de cultura é outra técnica de restauragdo. Consiste
em semear gametdéfitos em fibras (nylon e polipropileno), cultiva-los em laboratério e
posteriormente transferi-los para o mar. Esta técnica é considerada um método de
cultivo viavel por varios estudos. Todavia, o cultivo bem-sucedido foi alcancado através
do uso de meios artificiais como cordas de polipropileno (Forbord et al., 2012; Peteiro et
al., 2014), ndo sendo uma solucéo ecoldgica a longo prazo para o meio ambiente. Tanto

pode ser aplicado em esforcos de reflorestacdo como para producao de kelps.

1.9 Objetivos

As florestas marinhas sofreram um declinio global nas ultimas décadas e continuam a
diminuir em todo o mundo. Como tal, ha uma necessidade urgente de aplicar métodos

de reflorestacgéo.

Os principais objetivos deste estudo foram otimizar a preparacéo de culturas stock de
kelp e aumentar a eficiéncia dos esfor¢os de reflorestacdo. As técnicas de reflorestacao
ndo devem prejudicar as populacdes naturais; devem ser economicamente viaveis, de

baixa manutencao e logisticamente simples.

Foi estudada a sazonalidade das kelps Laminaria ochroleuca e Laminaria hyperborea
no Norte de Portugal. Para isso, foram avaliados trés fatores: proporcéo de individuos

reprodutivos no campo, densidade e viabilidade dos esporos recolhidos.

Em laboratério, foram testados dois métodos de desinfecéo no tecido reprodutivo de L.
ochroleuca: solugdo de iodo e ultrassons. Em seguida, foi avaliado, em duas

experiéncias, o impacto de diferentes niveis de stress osmético nos esporos em cultura.

Foi testada a técnica green gravel com baixa e alta densidades de gametofitos de L.
ochroleuca. Ainda foi avaliada a adequacéo de fibras alternativas (fio de sisal e fibra de
algoddo) como substrato para os gametdfitos de L. ochroleuca se fixarem e

desenvolverem.

Os resultados deste trabalho iréo trazer avancos significativos na reflorestacao de kelps,
despertando simultaneamente o interesse do setor empresarial de cultivo destas

macroalgas.
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2. Materiais e métodos

2.1 Como preparar uma cultura stock de kelps

Para tornar os métodos de reflorestagdo mais eficientes, & fundamental entender em

primeiro lugar a metodologia de como preparar culturas stock de kelps.

O primeiro passo consiste na recolha de material reprodutivo no campo. E necessario
recolher tecido reprodutivo que aparenta estar saudavel, maduro e sem epifitas.
Chegando ao laboratorio, é feita a limpeza, onde o tecido é limpo com papel e depois
colocado em agua do mar autoclavada. Posteriormente, é colocado a 5°C durante 1h.
De seguida, para induzir a germinacdo, permanece uma semana a luz branca, a 40
pumol. m™2s7™1, ApGs a qual é transferido para luz vermelha a 5 umol. m™2s™t para prevenir
a reproducao, crescendo apenas vegetativamente. Desta forma, cada gametdfito pode
originar mais esporofitos, maximizando a producdo a partir do material recolhido em
campo (figuras 7 e 8) (Edwards & Watson, 2011).

Figura 7- Armazenamento de gametdfitos de L. Figura 8- Esporos germinados visualizados
ochroleuca num tubo t (cultura stock). através de microscopio invertido (ampliagao:
100x).

2.2 Experiéncia 1: Sazonalidade da Laminaria ochroleuca

O trabalho de campo foi realizado em dois locais onde existe este kelp: praia de Vila
Cha (41° 17" 39" N, 8° 43' 21" W) e na praia Norte (41° 41" 46.77" N, 8° 51' 1.79" W)
(figuras 9 e 10). O tecido reprodutivo é formado em areas mais escuras, denominadas

sori, na parte distal da lamina.

Mensalmente, desde que as condigdes do mar permitissem, foi feita uma recolha de sori
de 15 individuos de L. ochroleuca e, no laboratorio, a libertagdo dos esporos. Além
disso, também foi avaliado o estado reprodutivo deste kelp, utilizando como unidade
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amostragem um quadrado de 50 cm x 50 cm. Registou-se o numero de individuos
maduros e imaturos em pelo menos 5 quadrados, adicionando mais quando necessario

até serem contabilizados 50 individuos (figura 11).

O trabalho no campo decorreu de outubro de 2022 até abril de 2023.

Figura 9- Trabalho de campo na praia Norte (Silvia ~Figura 10- L. ochroleuca na praia de Vila Cha (Silvia

Chemello). Chemello).

Figura 11- Registo do estado reprodutivo da L. ochroleuca (Silvia

Chemello).

A area dos sori recolhidos em cada més foi avaliada com recurso a fotografia e medida
usando o programa ImageJ. Com o objetivo de encontrar a melhor altura para recolher
tecido reprodutivo para produzir culturas stock, foram avaliados trés fatores: proporgéao
de individuos reprodutivos no campo, densidade e viabilidade dos esporos recolhidos.

Para a libertacdo de esporos, o tecido foi limpo, seco e exposto ao ar a 5°C durante 1
hora. Apos este periodo, foi adicionada agua do mar autoclavada aos tecidos num
gobelé, e ficaram a 5°C durante 2h. A solugéo resultante da libertagdo foi transferida
para trés placas de Petri. Permaneceram no fitoclima em condi¢des constantes:
temperatura: 15°C, intensidade luminosa: 90 pmol.m™2s™. No dia seguinte e um més

depois, foram tiradas 5 fotografias de cada placa de Petri, a partir das quais a contagem
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dos esporos foi feita no programa ImageJ. As contagens foram realizadas no dia
seguinte, pois a mobilidade dos esporos tornou impraticavel as contagens no mesmo

dia.

Andalise de dados e tratamento estatistico

A andlise quantitativa de individuos reprodutivos e ndo reprodutivos presentes nas

praias foi realizada no programa Excel.
A densidade dos esporos foi estimada contando o nUmero de esporos em cinco campos
de visdo, em trés placas de Petri, e dividindo pelo volume utilizado e pela area dos sori.

2.3 Experiéncia 2: Sazonalidade da Laminaria hyperborea

O trabalho de campo foi realizado no local onde existe esta espécie, na praia de Vila
Cha (41° 17" 39" N, 8° 43' 21" W) (figura 12). Na costa portuguesa, a sua fase de

reproducdo, esta normalmente compreendida entre fevereiro e maio.

Figura 12- L. hyperborea (Silvia Chemello).

Foi avaliado o estado reprodutivo deste kelp. Além disso, mensalmente foi feita uma
recolha de sori de 15 individuos de L. hyperborea e, no laboratorio, a libertacdo dos
esporos. Foram capturadas imagens dos sori recolhidos para avaliar as suas areas, que
foi medida usando o programa ImageJ. Com o intuito de encontrar a melhor altura para

recolher tecido reprodutivo para produzir culturas stock, foram avaliados trés fatores:
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propor¢do de individuos reprodutivos no campo, densidade e viabilidade dos esporos
recolhidos.

O protocolo utilizado para a libertacdo de esporos deste kelp foi semelhante ao da L.
ochroleuca. No entanto, o tecido reprodutivo da L. hyperborea forma um gel pegajoso,
muito rico em polissacarideos. Este facto aumenta o risco de os esporos sofrerem
choque osmoético e morrerem. Desta forma, foram feitas duas alteracdes: os sori ficaram
expostos apenas meia hora a uma temperatura baixa (5°C) e, apds completar este
periodo, os sori ficaram submersos em agua do mar autoclavada num gobelé, a 5°C,
durante apenas 1h. A solucéo resultante da libertacdo dos esporos foi transferida para
trés placas de Petri. Permaneceram no fitoclima e no dia seguinte e um més depois,
foram tiradas 5 fotografias de cada placa de Petri para a contagem dos esporos, que foi

feita no programa ImageJ.

Analise de dados e tratamento estatistico

A analise quantitativa de individuos reprodutivos e ndo reprodutivos presentes na praia

de Vila Cha foi realizada no programa Excel.

A densidade dos esporos foi estimada contando o himero de esporos em cinco campos

de visdo, em trés placas de Petri, e dividindo pelo volume utilizado e pela area dos sori.

2.4 Experiéncia 3: Desinfecao do tecido reprodutivo — Solucéao
de iodo

Das maiores dificuldades na cultura de kelps é a obtencdo de monoculturas limpas.
Como tal, nesta experiéncia foi testado um método de esterilizacdo de maneira a obter
culturas estéreis de L. ochroleuca. Foi testada a utilizagdo de uma soluc¢édo de iodo no
tecido reprodutivo desta macroalga. Foi dividido em trés tratamentos: controlo (sem

iodo), solucdo de iodo a 1% e solucéo de iodo a 1,5%.

Na praia de Vila Cha, recolheu-se tecido reprodutivo de 36 individuos. No laboratorio,
os sori foram cortados em discos, cada um com area de 201 mm?2. Foram usadas 3

réplicas. Os sori estiveram expostos as diferentes solu¢des de iodo durante 10 minutos.

As solucdes que resultaram da libertacdo dos esporos foram transferidas para 3 placas
de Petri cada. No dia seguinte, uma semana e um més depois, foram tiradas 5

fotografias de cada placa de Petri para a contagem dos esporos no programa ImageJ.
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Analise de dados e tratamento estatistico

Foi realizada ANOVA (analise de variancia) de dois fatores (concentracéo de iodo trés
niveis fixo e tempo trés niveis aleatérios). Diferencas significativas foram consideradas
guando p < 0,05. Para fazer todas as compara¢Bes pairwise entre oS grupos, 0s

resultados foram analisados usando post-hoc de Tukey.

2.5 Experiéncia 4: Desinfecdo do tecido reprodutivo -

Ultrassons

Teste 1

Foi testado a utilizagdo dos ultrassons no tecido reprodutivo da L. ochroleuca. Foi
dividido em trés tratamentos: zero (controlo), 1 minuto e 5 minutos de exposicéo a

ultrassons.

Na praia Norte, recolheu-se tecido reprodutivo de 36 individuos. No laboratério, os sori
foram limpos e cortados em discos, cada um com area de 201 mm2. Foram usados 3

discos por réplica e 3 réplicas por tratamento.

ApOGs a exposigdo do tecido reprodutivo de L. ochroleuca aos ultrassons, também foi
testado o impacto da sua exposicdo subsequente ao ar 5°C. A exposicdo dos sori a
uma temperatura baixa ndo é inerentemente um fator de stress; o stress surge por
estarem fora de agua. Como tal, foi dividido em trés tempos de dessecacédo: 30 minutos,
1 hora e 2 horas fora de agua a 5°C, de forma a estudar a densidade de esporos obtida
com os diferentes tempos de dessecacdo e a sua viabilidade. As solucbes que
resultaram da libertacdo dos esporos foram transferidas para placas de Petri. No dia
seguinte e ao fim de um més foram tiradas 5 fotografias de cada placa de Petri. A

contagem dos esporos foi feita no programa ImageJ.
Teste 2

Na praia de Vila Cha, recolheu-se tecido reprodutivo de 33 individuos diferentes.

A experiéncia dos ultrassons foi replicada, mas com alguns ajustes. Os tempos de

exposicao a ultrassons testado voltaram a ser zero (controlo), 1 minuto e 5 minutos.

Foram feitas duas alteracdes no protocolo: foi utilizado uma maior quantidade de sori (5
discos/individuos por réplica em vez de 3) e a libertag&o foi feita em menor volume de

agua do mar autoclavada (25 ml em vez de 50 ml).
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As solugbes resultantes de cada réplica foram transferidas para placas de Petri. A
monitorizacao foi feita tirando 5 fotografias de cada placa de Petri no dia seguinte a
libertacdo e ap6s um més. A contagem dos esporos foi realizada com recurso ao

programa ImageJ.

Andalise de dados e tratamento estatistico

Os dados foram analisados apenas para o teste 2, visto que o teste 1 ndo se obtiveram

resultados.

As contagens ap6s um dia e ap6s um més foram utilizadas para calcular mortalidade.
Foi realizada uma ANOVA de dois fatores para avaliar o efeito dos ultrassons e
dessecacdo na libertacdo dos esporos (ultrassons trés niveis fixo e tempo de
dessecacao trés niveis fixos). Os dados de mortalidade foram também analisados com
uma ANOVA de dois fatores (ultrassons trés niveis fixo e tempo de dessecacao trés
niveis fixos). Diferencgas significativas foram consideradas quando p < 0,05. Para fazer
todas as comparacdes pairwise entre 0s grupos, os resultados foram analisados com o

teste post-hoc de Tukey.

2.6 Experiéncia 5: Libertacdo dos esporos com diferentes niveis

de stress osmatico

Na praia de Vila Chd, recolheu-se tecido reprodutivo de 15 individuos diferentes.

O tecido foi limpo, seco e colocado a 5°C durante 1 hora ou 12 h. As solu¢@es resultantes
da libertacdo dos esporos foram transferidas para placas de Petri. No dia seguinte e um
més depois foram tiradas 5 fotografias de cada placa de Petri. A contagem dos esporos
foi feita através do programa Imageld. A experiéncia foi realizada com tecidos

reprodutivos em dois meses.

Andlise de dados e tratamento estatistico

Foi realizada uma ANOVA de dois fatores (tempo de dessecacdo, dois niveis fixo, e
tempo, dois niveis aleatérios). Diferengas significativas foram consideradas quando p <
0,05.

> Diferentes tempos de dessecacdo a 5°C

Foi testado o efeito de trés tempos de dessecacdo no tecido reprodutivo de L.

ochroleuca.
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Na praia de Vila Cha, recolheu-se tecido reprodutivo de 33 individuos. Foram usados 3
niveis de stress osmatico: exposi¢ado durante 30 minutos, 1 hora e 2 horas ao ar a 5°C.
Foi avaliado o efeito sobre a libertacdo de esporos através da avaliacdo da densidade

de esporos obtida com os diferentes tempos de dessecacao.

As solucdes que resultaram da libertacdo dos esporos foram transferidas para placas
de Petri. A monitorizacdo foi feita através de fotografias das placas de Petri. Foram
assim recolhidas 5 fotos para cada placa no dia seguinte, uma semana e um més depois.

A contagem dos esporos foi realizada com recurso ao programa ImageJ.

Andlise de dados e tratamento estatistico

Foi realizada uma ANOVA de dois fatores (tempo de dessecacdo, trés niveis fixos, e
tempo, trés niveis aleatorios). Diferencas significativas foram consideradas quando p <
0,05. As comparacgdes pairwise entre os grupos foram analisadas com o teste post-hoc
de Tukey.

2.7 Experiéncia 6: Técnica de green gravel

Foi testada a técnica do “green gravel” com duas densidades de gametdfitos de L.
ochroleuca. O objetivo foi determinar a melhor solugdo para obter mais individuos, o
mais rapido possivel e com o minimo de material, reduzindo assim o impacto ecoldgico
na populagado dadora. Quando atingiram = 1 cm de comprimento, a experiéncia foi dada
como concluida por ser o tamanho adequado para serem colocados no mar. A

experiéncia durou 7 semanas.

Foram utilizadas duas solugBes, uma com baixa densidade de gametofitos de L.
ochroleuca (= 482 gametofitos mi™) e outra com elevada densidade (= 653 gametofitos
ml™) (figura 13).

Figura 13- Solucdes da experiéncia (esquerda-

densidade baixa; direita- densidade alta).
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Os tanques utilizados para esta técnica foram previamente esterilizados com lixivia e,
posteriormente, com ozono. O cascalho também foi limpo com lixivia e depois com &4gua
doce corrente. Foram usados 8 tanques (50 litros cada) com pequenas pedras (granito
e pedra calcaria entre 3 e 5 cm de tamanho), 4 tanques para cada densidade (figuras
14 e 15).

O sistema incluia um maodulo de filtro mecéanico e outro de UV para uma desinfecao da
agua em recirculagdo. As solucdes de gametdfitos foram pulverizadas diretamente

sobre as pedras (50 ml de solugéo para cada tanque).
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Figura 14- Tanques do CIIMAR utilizados para a Figura 15- Exemplar de tanque green gravel.

experiéncia green gravel.

Foram mantidas condi¢gbes constantes de temperatura (15°C), intensidade luminosa
(100 pmol.m™2s71) e fotoperiodo (12:12h luz: escuro), de modo a simular as condi¢gbes
ambientais encontradas na primavera (periodo em que se da o pico de recrutamento no
meio natural). Foram incluidas bombas de &gua em cada tanque para garantir a
circulacdo da mesma. Semanalmente, foi adicionado 250 ml de PES (Provasoli Enriches
Seawater) (Provasoli, 1968) em cada tanque para assegurar que 0sS nutrientes néo
seriam um fator limitativo do crescimento. A monitorizacdo da qualidade da agua foi
realizada semanalmente (pH, salinidade e oxigénio dissolvido) com uma sonda
multiparamétrica portatili Hach HQ40d, antes da renovacdo da agua. Ao longo das
semanas, a média do pH foi 8,38; da salinidade foi 27,57 %o; e do oxigénio dissolvido foi
9,77 mg/L. A renovagdo da agua foi feita semanalmente.

A densidade e o tamanho dos recrutas foi quantificada semanalmente por amostragem
fotogréfica. 5 pedras de cada tanque foram selecionadas de forma aleatéria e para cada
pedra foram tiradas 5 fotografias sob um estereomicroscépio Leica EZ4W (figura 16). A

contagem dos kelps foi feita com o programa ImageJ.
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Figura 16- “Green gravel” na Ultima semana observado

sob um estereoscopio (esquerda) e a olho nu (direita).

Analise de dados e tratamento estatistico

Foi realizada uma ANOVA de dois fatores (densidade, dois niveis fixo e tempo, sete
niveis aleatorios). Diferencas significativas foram consideradas quando p < 0,05. Para
analisar as diferencas entre pares, os resultados foram analisados com o teste post-

hoc de Tukey.

2.8 Experiéncia 7: Teste de fibras naturais

Foram testadas diferentes fibras naturais para cultivo de L. ochroleuca, de modo a
avaliar a viabilidade de um substrato amigo do ambiente tanto para esforcos de
reflorestacdo como para producédo de biomassa. Para isso, 0s gametofitos desta espécie
foram semeados em fio de sisal (derivado das fibras da planta Agave sisalana) (figura
17); malha utilizada em cultivos de mexilhdo (algod&do) (figura 18) e corda de
polipropileno (material sintético, controlo) (figura 19). Foi utilizada uma solu¢do com =

399 gametdfitos mi™.

Figura 17- Tubos com fio de Figura 18- Tubos com malha. Figura 19- Tubos com fio de

sisal. polipropileno.

As fibras foram envolvidas em tubos e a solucdo de gametdfitos foi pulverizada
diretamente sobre as diferentes fibras. Para permitir que os gametofitos se fixassem,
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ficaram 1h de repouso e depois as fibras foram submersas em 6 tanques (100 litros
cada). Foram utilizados 2 tanques para cada tipo de fibra e cada tanque continha 4

réplicas da mesma fibra (figuras 20 e 21).

Figura 20- Tanques do BOGA utilizados para a Figura 21- Disposicio dos tubos num tanque.

experiéncia das fibras.

O sistema incluia um modulo de filtro mecéanico e outro de UV para esterilizagdo da dgua
recirculada. Os tanques foram mantidos em condigbes constantes de temperatura
(15°C), intensidade luminosa (100 umol.m™2s™1) e fotoperiodo (12:12h luz: escuro), de
modo a simularem as condi¢des naturais encontradas na primavera. Os tanques foram

tapados com plastico transparente para minimizar o risco de contaminacéo.

A monitorizacdo da qualidade da agua foi realizada semanalmente (pH, salinidade e
oxigénio dissolvido). Para medir estes parametros, recorreu-se a uma sonda
multipramétrica portatii Hach HQ40d antes da renovacdo de agua. Ao longo das
semanas, a média do pH foi 7,86; da salinidade foi 26,40 %o; € do oxigénio dissolvido foi

8,8 mg/L. A renovacao da agua foi feita semanalmente.

O numero de individuos foi quantificado semanalmente por amostragem fotogréafica: 2
spools de cada tipo de fibra foram recolhidos, observados e fotografados (5 fotografias
para cada fibra) usando um estereomicroscoépio Leica EZ4WA. A contagem dos kelps
foi feita através do programa ImageJ.

A experiéncia durou 10 semanas.

Andlise de dados e tratamento estatistico

Foi realizada ANOVA de dois fatores (tipo de fibra, trés niveis fixo e tempo, dez niveis
aleatorios). Diferengas significativas foram consideradas quando p < 0,05. Para analisar
as diferencas pairwise entre pares, os resultados foram analisados com o teste post-hoc

de Tukey.
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3.Resultados

Experiéncia 1. Sazonalidade da Laminaria ochroleuca

Entre outubro e abril, na praia de Vila Cha, os meses onde os individuos reprodutivos
foram encontrados em maiores propor¢des foram janeiro e abril. Na praia Norte, os
meses de janeiro e fevereiro apresentaram as maiores propor¢des de individuos

reprodutivos (gréfico 1).
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Gréfico 1 - Total de individuos reprodutivos e ndo reprodutivos:

A) Na praia de Vila Chg;

B) Na praia Norte.

* falta de dados para esse més, devido a tempestades que impossibilitaram o

trabalho de campo.
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Gréfico 2 - Total de individuos observados na costa Norte.
* falta de dados para esse més, devido a tempestades que impossibilitaram o trabalho de

campo.

Em relacéo a praia de Vila Cha, a densidade de esporos em janeiro, apoés a libertacao,
foi 280,1 esporos cm2 de sorus e um més depois contaram-se 511,6 esporos cm?2 de
sorus. Em abril, a densidade de esporos apos a libertacdo foi 274 esporos cm2 de sorus

e um més depois, a densidade foi 856,5 esporos cm2 de sorus.

Relativamente a praia Norte, a densidade de esporos em janeiro foi 1573,4 esporos cm’
2 de sorus e, um més depois, 822,3 cm?2 de sorus. Em fevereiro, os sori ja estavam num
estado avancado de maturagao, estando o tecido reprodutivo ja a desintegrar-se. Como
tal, ndo foi apanhado tecido reprodutivo, pois ndo se ia conseguir aplicar as
metodologias de limpeza num tecido téo fragil, inviabilizando as contagens numa cultura

limpa.
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Experiéncia 2: Sazonalidade da Laminaria hyperborea

Na praia de Vila Cha, entre fevereiro e maio, os meses em que os individuos
reprodutivos foram encontrados em maiores propor¢cdes foram fevereiro e marcgo
(gréfico 3).
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m Total adultos reprodutivos m Total adultos ndo reprodutivos
Gréfico 3- Total de individuos reprodutivos e ndo reprodutivos na praia de Vila Cha.
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Gréfico 4 - Total de individuos observados na praia de Vila Cha.

Em fevereiro, a densidade de esporos ap6és a libertacao foi 149,7 esporos cm2 de sorus
e, um més depois, 258,2 esporos cm? de sorus. Em marco, a densidade inicial de
esporos foi 199,6 esporos cm2 de sorus e um més depois, observaram-se 593,1 esporos
cm=2 de sorus.
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Experiéncia 3: Desinfecdo do tecido reprodutivo — Solucao de
iodo

Nao foram observadas quaisquer espécies contaminantes, pelo que nédo foi possivel

avaliar a eficiéncia dos ultrassons como método de esterilizaco.

A andlise da densidade de esporos usando a ANOVA de dois fatores: concentracdo de
lodo ([lodo]: controlo, iodo a 1% e iodo a 1,5%) e tempo de amostragem (tempo: apos
a libertacdo, 1 semana e 1 més depois) mostrou que nao houve diferencas significativas
da interacdo de [lodo] e do tempo sobre a densidade de esporos ([lodo] x tempo:
F(4,18)=1,73; p=0,19) nem da concentragdo de iodo ([iodo]: F(2,4)= 6,31; p= 0,06) ou
do tempo (tempo: F(2,4)= 0,871; p= 0,49) sobre a densidade de esporos.

Experiéncia 4: Desinfec&o do tecido reprodutivo — Ultrassons

Nao foram observadas quaisquer espécies contaminantes, pelo que nédo foi possivel

avaliar a eficiéncia dos ultrassons como método de esteriliza¢ao.

A andlise da libertacdo de esporos usando a ANOVA de dois fatores: ultrassons
(ultrassons: 0, 1 e 5 minutos) e tempo de dessecacéo (dessecacgdo: 30 minutos, 1 hora
e 2 horas a 5°C) mostrou que houve um efeito significativo da interagdo dos ultrassons
e do tempo de dessecacéo sobre a libertacdo dos esporos (ultrassons x dessecacao:
F(8)=5,04; p=0,002). O post-hoc de Tukey, resumido no grafico 5, identificou as
diferengas significativas resultantes da interagédo entre os fatores.

O maior nimero de esporos foi obtido quando o tecido reprodutivo esteve exposto a 1
minuto de ultrassons, seguido de 1h fora de agua a 5°C, com um valor médio de 454,5
+ 68,97 esporos/ml (gréafico 5).
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Gréfico 5- Densidade inicial de esporos (média + erro padrdo). Letras diferentes
representam diferencas estatisticamente significativas. SU- sem exposigdo aos
ultrassons; 1U- 1 minuto de ultrassons; 5U- 5 minutos de ultrassons.

A andlise da viabilidade, através da taxa de mortalidade, dos esporos usando a ANOVA
de dois fatores: ultrassons (ultrassons: 0,1 e 5 minutos) e tempo de dessecacgdo
(dessecacédo: 30 minutos, 1 hora e 2 horas a 5°C), indicou que ndo houve diferengas
significativas da interacdo dos ultrassons e do tempo de dessecacdo (ultrassons x
dessecacao: F(8)=5,23; p=0,072) nem dos ultrassons (ultrassons: F(2)=2,67; p=0,10)
ou do tempo de dessecacédo (dessecacao: F(2)=2,85; p=0,08) sobre a viabilidade dos

esporos.

Experiéncia 5: Libertacdo dos esporos com diferentes niveis de

stress osmotico

> Testel

A analise da densidade de esporos usando a ANOVA de dois fatores: tempo de
dessecacao (dessecacgdo: 1h e 12h a 5° C) e tempo de amostragem (tempo: apés a
libertacdo e 1 més depois) mostrou que houve um efeito significativo da interacdo do
tempo de dessecacdo e do tempo de amostragem sobre a densidade de esporos
(dessecacéo x tempo: F(1,8)= 15,78; p= 0,004).

O numero de esporos apés 1h de exposicdo ao ar a 5°C foi maior quando comparado
com a libertacdo apds exposicdo ao ar a 5°C durante 12 horas. A libertacdo apés 1lh
atingiu um valor médio de 41,6 + 8,47 esporos cm2 de sorus na libertacao inicial e 76 +

6,98 esporos cm2 de sorus um més depois da libertacédo. A libertacdo ap6s 12h resultou
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inicialmente em 30 + 4,42 esporos cm2 de sorus e 6,8 £ 0,33 esporos cm?2 de sorus um
més apos a libertacéo (gréafico 6).
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80
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Densidade de esporos/mL
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Tempo

m1hab5C 12hab°C

Grafico 6 - Densidade de esporos (média + erro padrdo) obtida com 1h e 12h a 5°C.

Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas.

> Teste 2

A andlise da densidade de esporos usando a ANOVA de dois fatores: tempo de
dessecacao (dessecacdo: 1h e 12h a 5° C) e tempo de amostragem (tempo: apos a
libertacdo e 1 més depois) mostrou que ndo houve efeito significativo da interagdo dos
fatores sobre a densidade de esporos (dessecacdo x tempo: F(1,8)= 4,98; p= 0,06).
Para além disso, indicou que ndo houveram efeitos significativos do tempo de
dessecacdo (dessecacdo: F(1,1)= 0,090; p=0,81) nem do tempo de amostragem

(tempo: F(1,1)= 2,52; p=0,36) sobre a densidade de esporos.

> Diferentes tempos de dessecacao a 5°C

O tecido reprodutivo que esteve exposto ao ar a 5°C por 30 minutos libertou 103,2 +
4,93 esporos cm-? de sorus. O material reprodutivo que esteve exposto ao ar a 5°C por
1 hora resultou em 65,2 + 5,26 esporos cm-? de sorus apoés a libertacdo. O tecido
reprodutivo que esteve exposto ao ar a 5°C por 2 horas originou 148,8 + 11,27 esporos

cm-2 de sorus apos a libertagao.

A andlise da densidade de esporos usando a ANOVA de dois fatores: tempo de
dessecacao (dessecacdo: 30 minutos, 1 hora e 2 horas a 5° C) e tempo de amostragem
(tempo: apés a libertagdo, 1 semana e 1 més depois) mostrou que ndao houveram
diferencas significativas da interagdo dos dois fatores sobre a densidade de esporos

(tempo de dessecacédo x tempo: F(4,18)= 3,06; p= 0,05). O fator tempo também nao
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resultou em diferencas significativas na densidade de esporos (tempo: F(2,4)= 4,45; p=
0,10). No entanto, foi observado efeito significativo do tempo de dessecacéo:
(dessecacéo: F(2,4)= 10,36; p= 0,03) sobre a densidade de esporos. O post-hoc de
Tukey, resumido no grafico 7, identificou as diferencas significativas resultantes da

interacdo entre os fatores.

A maior densidade de esporos foi obtida quando o tecido reprodutivo esteve 2 horas
fora de agua a 5°C, com um valor médio de 196 + 16,29 esporos cm2 de sorus. Nos
sorus gue estiveram fora de 4gua a 5°C durante 30 minutos, observou-se 109,87 + 13,01
esporos cm?2 de sorus. A menor densidade de esporos foi obtida quando o tecido
reprodutivo esteve 1 hora fora de dgua a 5°C, com um valor médio de 100,40 + 11,05

esporos cm2 de sorus.
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Tempo de dessecacgéo a 5°C

Gréfico 7- Densidade de esporos (média + erro padrdo) obtida com os tempos de
dessecacdo a 5°C. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente

significativas.
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Experiéncia 6: Técnica de green gravel

A experiéncia durou durante 7 semanas. Os primeiros recrutas foram observados na

segunda semana (figura 22).

Figura 22- Primeiros recrutas observados no cascalho.

A andlise da abundancia de recrutas utilizando a ANOVA de dois fatores: densidade
(densidade: alta e baixa) e tempo de amostragem (tempo: sete niveis) mostrou que nao
houve efeito significativo da interagcdo dos fatores sobre a abundancia de recrutas
(densidade x tempo: F(5,36)=1,34; p= 0,272). Além disso, ndo houveram efeitos
significativos da densidade (densidade: F(5,5)=1,20; p= 0,06) nem do tempo (tempo:
F(5,5)= 1,34; p= 0,38) sobre a abundancia de recrutas.

A analise do crescimento dos recrutas usando a ANOVA de dois fatores: densidade
(densidade: alta e baixa) e tempo de amostragem (tempo: sete niveis) indicou que nao
houve efeito significativo da interagdo dos fatores sobre o tamanho dos recrutas
(densidade x tempo: F(5,468)=0,60; p= 0,70).

Apenas houveram efeitos significativos da densidade (densidade: F(1,5)= 120,89; p<
0,001) e do tempo (tempo: F(5,5)= 21,44; p= 0,002). O post-hoc de Tukey mostrou que
existiram diferencgas significativas no tamanho dos recrutas apenas entre a segunda e
as restantes semanas (p<0,001) (grafico 9). O tamanho dos recrutas nos tanques com
alta densidade foi superior em comparagdo com 0s tanques com baixa densidade, com
tamanho médio de 0,89 + 0,02 cm e 0,66 + 0,02 cm, respetivamente (grafico 8).
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Grafico 8- Tamanho dos recrutas de L. ochroleuca (média + erro padrao) consoante as
diferentes densidades. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente

significativas. LD- baixa densidade; HD- alta densidade

Relativamente ao tamanho semanal dos recrutas, na segunda semana, estes atingiram
um tamanho médio de 0,55 + 0,02 cm. Nas restantes semanas, o tamanho dos recrutas

nao oscilou muito, com um tamanho médio de 0,82 + 0,03 cm (grafico 9).
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Grafico 9- Tamanho semanal dos recrutas de L. ochroleuca (média + erro padréo). Letras

diferentes representam diferengas estatisticamente significativas.
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Experiéncia 7: Teste de fibras naturais

A experiéncia durou 10 semanas. Os primeiros recrutas foram observados na terceira

semana (figura 23).

Figura 23- Primeiros recrutas observados no fio de sisal (esquerda) e na malha (direita).

A andlise do numero de individuos utilizando a ANOVA de dois fatores: tipo de fibra
(fibra: fio de polipropileno, malha e fio de sisal) e tempo de amostragem (tempo: dez
niveis) mostrou que ndo houveram diferencas significativas da interagéo entre os fatores
nem entre os diferentes niveis do fator tempo sobre o nimero de recrutas (fibra x tempo:
F(14,24)=0,74; p=0,72; tempo: F(7,14)=2,15; p=0,11). Houve apenas efeito significativo
do tipo de fibra (fibra: F(2,14)= 8,32; p= 0,004) sobre o nimero de recrutas. O post-hoc
de Tukey indicou que existiram diferencas significativas no niumero de recrutas entre o
fio de sisal e o fio de polipropileno (p=0,006). N&o se verificaram diferencas significativas
entre o fio de polipropileno e a malha de algodéo (p=0,077) e entre a malha e o fio de
sisal (p=0,489).

O maior numero de recrutas foi observado nos fios de polipropileno quando comparado
com as outras fibras, com um ndmero médio de 317,50 + 90,12 individuos. Entre as
outras fibras, da malha resultou um nimero médio de 152 + 24,05 individuos e do fio de
sisal 35,13 + 6,54 individuos (grafico 10).
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Gréfico 10- Numero de recrutas de L. ochroleuca (média + erro padrdo) nos diferentes
tipos de fibras. Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas.
FS- fio de sisal; M- malha; Poli- fio de polipropileno
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4. Discussao

Experiéncia 1. Sazonalidade da Laminaria ochroleuca

O estudo de duas praias, Vila do Conde e Viana do Castelo, permitiu recolher
informacfes sobre a sazonalidade de L. ochroleuca na costa Norte de Portugal. Os
resultados deste estudo sugerem que a maior proporcao de individuos reprodutivos no

litoral norte pode ser observada nos meses de janeiro, fevereiro e abril.

O tecido reprodutivo nem sempre tem a maturidade necessaria ou 0s seus esporos uma
viabilidade que permita a preparacdo de culturas stock. Como tal, foi estudado o més
com maior nimero de esporos viaveis de forma a otimizar as culturas stock de kelp. Em
laboratério, fez-se a libertacdo dos esporos para estudar a densidade destes no tecido
e a sua viabilidade em cultura. Apos a libertagcao, o maior nimero de esporos foi obtido
com o tecido reprodutivo de janeiro, recolhido na praia Norte. Contudo, ao final de um
més, 0 maior numero de esporos viaveis provinha do material reprodutivo recolhido em
abril, em Vila Cha.

Com base na proporcao de individuos reprodutivos no campo e a densidade e
viabilidade dos esporos recolhidos, a melhor altura para recolher tecido reprodutivo para
produzir culturas stock desta espécie parece ser proximo de abril. Estes resultados sao
Uteis para tentar aumentar a eficiéncia da recolha de material reprodutivo, evitando a
recolha em véo de material com esporos pouco densos ou com baixa viabilidade. No
entanto, € necessario ter em consideracao as variagdes interanuais climaticas na costa
portuguesa, nomeadamente precipitacdo, temperaturas médias e eventos climéticos
extremos. Assim, as variagdes meteoroldgicas interanuais podem alterar a sazonalidade
do crescimento e da reproducdo da espeécie. Consequentemente, a altura em que 0s

esporos estao mais viaveis pode ndo ser consistente de um ano para o outro.

Portanto, seria necessario estender este estudo por varios anos para obter dados com

maior exatidao.

Experiéncia 2: Sazonalidade da Laminaria hyperborea

O estudo realizado na praia de Vila Cha, possibilitou a recolha de dados sobre a
sazonalidade de L. hyperborea do intertidal na costa Norte portuguesa. A maior

proporc¢ao de individuos reprodutivos foi observada em fevereiro e marco.
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Em laboratério, fez-se a libertagdo dos esporos para estudar a densidade dos mesmos
no tecido, assim como a viabilidade destes na cultura. Apds a libertagcao, o maior nUmero
de esporos foi obtido com o tecido reprodutivo recolhido em marcgo. Ao fim de um més
em cultura, os esporos de marco demonstraram ter uma maior viabilidade que os da

cultura iniciada em fevereiro.

De acordo com a proporcdo de individuos reprodutivos no campo e a densidade e
viabilidade dos esporos recolhidos, o melhor més para recolher tecido reprodutivo para
produzir culturas stock de L. hyperborea parece ser em marco. Contudo, as variagcbes
interanuais climaticas que ocorrem na costa portuguesa podem condicionar o
crescimento e a reproducao da L. hyperborea. Como tal, 0 més em que 0s esporos estao

mais viaveis pode ndo ser o mesmo de um ano para outro.

Deste modo, para obter dados com maior exatidao, seria importante prolongar este

estudo por varios anos.

Experiéncia 3: Desinfecdo do tecido reprodutivo — Solucao de
iodo

Os banhos de iodo tém sido adotados para esterilizar tecido reprodutivo de kelp. O iodo
atua como um antisséptico capaz de eliminar bactérias nos tecidos reprodutivos. Flavin
et al., (2013) e Gibor et al., (1981) estudaram métodos de esterilizacdo em varias
espécies de macroalgas castanhas e vermelhas e concluiram que os melhores
resultados podiam ser alcancados pela imerséo do tecido em uma solucdo de iodo a 1%
por 5 minutos. Estipes de Saccharina latissima também foram esterilizados com solucéao
de iodo a 1% (Lee, 1985). Outros estudos utilizaram uma abordagem diferente, lavando
o tecido reprodutivo com agua do mar filtrada contendo iodo comercial a 0,5% por 10

segundos para remover epifitas (Gutierrez et al., 2006; Varela et al., 2018).

No entanto, no presente estudo ndo foi possivel avaliar a eficiéncia do iodo como
método de esterilizacdo, uma vez que nao foram observadas quaisquer espécies
contaminantes em nenhum dos tratamentos, incluindo no controlo. Ainda assim, foi
avaliado o impacto do tratamento com iodo no nimero de esporos em cultura. A
contagem inicial de esporos nos tratamentos testados (controlo, iodo a 1% e iodo a
1,5%) foi realizada no dia seguinte a libertacdo, pois a mobilidade dos esporos tornou
impraticavel as contagens no mesmo dia. Visto que as contagens em imagem obtidas

ao microscopio ndo permitem uma avaliacdo tridimensional, a precisdo da contagem
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inicial de esporos pode ter sido um pouco comprometida devido a esporos em

suspenséo.

A ANOVA indicou que ndo houve diferenca significativa entre as solucfes de iodo e o
controlo. Desta forma, apesar de ndo ter sido possivel determinar o efeito do iodo para
limpar o tecido reprodutivo, ndo foi identificado um efeito negativo na libertacdo ou no
desenvolvimento dos esporos. Assim, com 0 objetivo de obter culturas stock de kelp
estéreis, podera valer a pena repetir a experiéncia de modo a aprofundar a sua eficacia

na limpeza do material reprodutivo.

Experiéncia 4: Desinfec&o do tecido reprodutivo — Ultrassons

O banho de ultrassom produz ondas sonoras de alta frequéncia no liquido do tanque.
Estas ondas sonoras criam pequenas bolhas no liquido (cavitagdo) que, ao colapsarem,
transformam as ondas sonoras em energia mecanica. Este fendmeno possibilita a
limpeza de amostras ou materiais imersos no banho de uma forma simples, rapida e

econdmica (Garcia-Vaquero et al., 2018).

O objetivo deste estudo era avaliar a eficiéncia dos ultrassons como método de
esterilizacdo. No entanto, uma vez que nao foram observadas espécies contaminantes
em nenhum dos tratamentos, incluindo no controlo, tal ndo foi possivel. Foi analisado o
impacto dos ultrassons e diferentes tempos de dessecacdo, na libertacdo e na
viabilidade dos esporos. Relativamente a libertacdo dos esporos, os resultados da
ANOVA indicaram um efeito significativo da exposicéo aos ultrassons e dos tempos de
dessecacao sobre o numero de esporos libertados. O maior nimero de esporos foi
obtido quando o tecido reprodutivo foi exposto a 1 minuto de ultrassons seguido de 1h
fora de agua a 5°C. Tanto os ultrassons como o0s tempos de dessecagcdo nao
demonstraram ter um efeito significativo na viabilidade dos esporos. Portanto, embora
ndo tenha sido possivel determinar o impacto dos ultrassons como método de
esterilizacdo, nao foi identificado um efeito negativo na libertacdo e viabilidade dos
esporos. Assim seria interessante repetir a experiéncia para avaliar a sua eficacia como

método de esterilizagéo, visando a obtencdo de culturas stock de kelp estéreis.

Experiéncia 5: Libertacdo dos esporos com diferentes niveis de

stress osmotico

Como pré-tratamento, € comum submeter o tecido reprodutivo a um periodo de

dessecacao (choque osmoético) para induzir a libertacéo dos esporos. Os resultados de
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Alsuwaiyan et al., (2019) indicam que, dos diferentes tempos de dessecacao testados
(1h, 3h e 12h), 12h de dessecacdo mostrou ser o mais eficiente para a libertacdo dos
esporos. Da mesma forma, Izquierdo et al., (2002) e Augyte et al., (2018) mencionam

submeter o material reprodutivo ao choque osmotico 5°C durante a noite (cerca de 12h).

Foi avaliado o impacto que o tempo de dessecacdo (1h e 12 horas fora de agua a 5°C)
tem na eficiéncia da libertacdo e na sobrevivéncia dos esporos na cultura. Os esporos
foram contabilizados no dia seguinte a libertacdo, uma vez que a mobilidade destes
impossibilitou as contagens no mesmo dia. Foram realizados dois testes com tecidos
reprodutivos diferentes, de modo a assegurar uma maior representabilidade dos
resultados.

No primeiro teste, os resultados da ANOVA indicam um efeito significativo do tempo de
dessecacdo na libertacdo e na sobrevivéncia dos esporos. Em contraste, no segundo
teste, a ANOVA indicou que ndo houve diferenca significativa do tempo de dessecacéo,

ou seja, nao foi identificado um efeito negativo na sobrevivéncia dos esporos.

Assim, parece obter-se maior libertagdo e viabilidade de esporos quando o tecido
reprodutivo é exposto a 5°C durante 1h. Contudo, podera ser benéfico realizar mais

estudos para complementar estes dados.

> Diferentes tempos de dessecacdo a 5°C

A dessecacao (choque osmatico) tem sido adotada para induzir a libertacéo de esporos
(Rolin et al., 2017).

Neste estudo, as contagens de esporos para os tempos de dessecacéo testados (30
minutos, 1 hora e 2 horas a 5°C) foram realizadas no dia seguinte a libertag&o, pois a
mobilidade dos esporos impossibilitou as contagens no mesmo dia. A ANOVA indicou
um efeito significativo do tempo de dessecagédo na densidade dos esporos, ou seja,
tiveram um impacto no nimero de esporos. Os resultados mostraram que o maior
namero foi obtido ao expor o tecido reprodutivo a 5°C por 2 horas.

Assim, com base nos resultados deste estudo, para maximizar a libertacdo dos esporos
sem afetar a sua viabilidade, é recomendavel expor o tecido reprodutivo a 5°C durante
2 horas. No entanto, podera ser interessante realizar mais estudos para complementar

estes dados.
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Experiéncia 6: Técnica de green gravel

Green gravel é uma técnica de baixa manutencgdo, baixo custo, escalavel e que nao
requer trabalhadores de campo altamente qualificados (Eger et al., 2022; Fredriksen et
al., 2020).

Neste estudo, testou-se a técnica green gravel com duas densidades diferentes de
gametofitos de L. ochroleuca. O objetivo desta experiéncia foi encontrar a solucdo mais
eficiente para obter o maior nimero de individuos, o mais rapidamente possivel e com
o0 minimo de material reprodutivo utilizado, para ndo causar sobre-exploracdo dos
individuos adultos das populagbes locais. Como observacédo inicial, os melhores
resultados foram alcancados nos tanques com altas densidades, uma vez que se
verificou maior recrutamento e maior crescimento dos individuos cultivados.
Consequentemente, as contaminagcdes com espécies oportunistas ocuparam uma
menor area, em comparagdo com 0s tanques com baixa densidade. Nestes tanques,
observou-se menor recrutamento e menor crescimento dos individuos, o que permitiu

gue espécies oportunistas colonizassem uma maior area.

Um estudo anterior, sobre a otimizagdo dos protocolos de cultivo de green gravel,
mostrou que uma possivel solugdo para diminuir a contaminagdo seria manter niveis
baixos de luz (40 pmol m-%s-") até o recrutamento ser visivel a olho nu e,
posteriormente, aumentar a exposi¢do da luz para a intensidade normalmente utilizada

para a producédo de kelps (130 ymol m—2s-") (Chemello et al., 2023).

Deste modo, seria interessante semear os cascalhos com baixa densidade de
gametofitos e com baixa intensidade luminosa até se verificar os primeiros
recrutamentos (normalmente 14 dias ap0s o semeio). Apos esta fase, a intensidade
luminosa seria aumentada para promover o crescimento dos individuos. Assim, ndo sé
o material reprodutivo utilizado era reduzido, tornando a técnica ainda mais ecoldgica,
como o potencial de colonizagdo por espécies oportunistas poderia também ser
minimizado. Seria, no entanto, necessario verificar a eficacia desta abordagem em fases
mais avancadas da técnica de green gravel, incluindo também uma monitorizacédo pos-
deployment, para verificar se a densidade de gametdfitos utilizada seria adequada para
assegurar um numero suficiente de individuos para maximizar as possibilidades de

sucesso dos esforgos de reflorestacéo.
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Experiéncia 7: Teste de fibras naturais

No setor da aquacultura, os kelp sdo cultivados em seed-lines. Contudo, esta técnica
também pode ser explorada com o objetivo de restauracdo. As cordas de cultivo
normalmente utilizadas séo de nylon ou polipropileno, mas ha uma tendéncia crescente
para a procura de materiais mais amigos do ambiente como, por exemplo, o algodao
(Eger et al., 2022).

Neste estudo, avaliou-se a adequacéo de dois tipos de fibras naturais (malha de algodao
e fio de sisal, derivado das fibras da planta Agave sisalana) para o cultivo de L.
ochroleuca. O fio de polipropileno foi usado como controlo, uma vez que ja é
amplamente utilizado na producgéo de kelps (Edwards & Watson, 2011). Os melhores
resultados foram obtidos para a fibra de algodao e para a de polipropileno, indicando
que o algodao é uma boa alternativa sustentavel.

Com o decorrer da experiéncia, verificou-se uma diminuicdo do nimero de kelps em
todas as fibras testadas. Os tanques de cultivo ndo foram enriquecidos com meio PES
(solucéo de nutrientes e vitaminas) para simular as condigbes ambientais do mar, o que
possivelmente limitou o desenvolvimento dos recrutas. Assim, com base nos resultados
deste estudo, as fibras de sisal, ndo oferecem a mesma produtividade e eficiéncia para
o cultivo de L. ochroleuca que o fio de polipropileno. No entanto, a fibra de algodao
parece ser uma alternativa mais sustentavel capaz de assegurar 0s mesmos niveis de
produtividade. Seria interessante repetir a experiéncia sem limitacdo de nutrientes, de
modo a avaliar as op¢des na preparacao das seed lines para serem colocadas no mar,

assim como a capacidade dos individuos se permanecerem fixos na fibra.

Os fios de algodéo e polipropileno apresentam caracteristicas distintas, com vantagens
e desvantagens. O fio de algodao é biodegradavel; ndo requer tratamento prévio para
melhorar a fixagdo dos kelps. No entanto, como € biodegradavel, tem pouca
durabilidade. Como tal, para esfor¢cos de reflorestacdo, o fio de algodao é uma opgéo
sustentavel, enquanto para o cultivo de kelps, a pouca durabilidade representa uma
significativa desvantagem. Por outro lado, o fio de polipropileno, como é um material
sintético, possui maior durabilidade. No entanto, ndo € biodegradavel; exige tratamento
prévio para melhorar a fixagdo dos kelps (¢ normalmente esfregado com uma lixa para
abrir a fibra e depois aquecido para aumentar a superficie disponivel). Para esforgos de
reflorestacdo, o fio de polipropileno ndo é a melhor escolha, uma vez que nao é
biodegradavel, enquanto no cultivo de kelps, a sua durabilidade torna-o uma fibra

adequada, embora o0 seu impacto ambiental deva ser considerado.
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5.Conclusao

Atualmente, além de ac¢des de conservacgdo, € essencial implementar técnicas

de reflorestacao para combater e mitigar o declinio das florestas marinhas.

Foi estudada a sazonalidade das espécies de kelp Laminaria ochroleuca e Laminaria
hyperborea, ambas formadoras de florestas perenes no Norte de Portugal. Com base
na propor¢ao de individuos reprodutivos no campo, densidade e viabilidade dos esporos
recolhidos, a melhor altura para recolher esporos para produzir culturas stock da L.
ochroleuca parece ser em torno de abril. Relativamente a L. hyperborea, considerando
a proporcédo de tecido reprodutivo em campo, densidade e viabilidade dos esporos
recolhidos, o melhor més para recolher esporos para produzir culturas stock desta
espécie parece ser em torno de margo. Contudo, as variacdes meteorolégicas
interanuais na costa portuguesa podem alterar a sazonalidade do crescimento e a
reproducdo destas espécies. Consequentemente, a altura em que 0s esporos estéo
mais viaveis pode ndo ser consistente de um ano para o outro. Portanto, seria

necessario estender este estudo por varios anos para obter dados com maior exatidao.

Das maiores dificuldades na cultura de kelps é a obtencdo de monoculturas limpas.
Apesar de ndo ter sido possivel determinar o efeito do iodo como método de
esterilizagcao, uma vez que néo foram observadas espécies contaminantes no controlo,
nao foi identificado um efeito negativo na libertacdo ou no desenvolvimento dos esporos.
Assim, com o objetivo de obter culturas stock de kelp estéreis, podera ser interessante
repetir a experiéncia de forma a explorar o iodo como solugéo para limpeza do material
reprodutivo.

Da mesma forma, o teste de limpeza dos tecidos com ultrassons também nao permitiu
avaliar a eficiéncia como método de esterilizagdo, uma vez que, mais uma vez, nao
foram detetadas espécies contaminantes. Ao fim de um més, os ultrassons e os tempos
de dessecacdo ndo demonstraram ter um efeito negativo na viabilidade dos esporos.
Assim, seria interessante repetir a experiéncia para avaliar a sua eficacia como método

de esterilizag&o, visando a obtenc¢do de culturas stock de kelp estéreis.

O tecido reprodutivo deve ser exposto ao ar a 5°C durante 1h para maximizar a
libertacéo e viabilidade dos esporos. Contudo, podera ser benéfico realizar mais estudos

para complementar estes dados.
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Dentro dos diferentes tempos de dessecacao testados (30 minutos, 1 hora e 2 horas a
5°C), para maximizar a libertacdo e garantir a viabilidade dos esporos, € mais

recomendavel expor o tecido reprodutivo a 5°C durante 2 horas.

Na técnica green gravel, os tanques com altas densidades tanto apresentaram maior
recrutamento como maior crescimento dos individuos cultivados. Consequentemente,
as contaminacfes com espécies oportunistas ocuparam uma menor area. Em contraste
com estes resultados, nos tanques com baixas densidades, observou-se menor
recrutamento e menor crescimento dos individuos, 0 que permitiu que espécies
oportunistas colonizassem uma maior area. Seria interessante semear o cascalho com
baixa densidade de gametdfitos de L. ochroleuca e manter uma baixa intensidade
luminosa até que o0s primeiros recrutas sejam visiveis a olho nu. Posteriormente, a
intensidade luminosa poderia ser aumentada para promover o crescimento dos
individuos. Esta opgdo poderia ndo apenas reduzir o material reprodutivo utilizado, como
teria o potencial de diminuir a colonizagcéo por espécies oportunistas. No entanto, seria
necessario verificar a eficacia desta abordagem apés o deployment do green gravel para
certificar que o procedimento utilizado produziria individuos suficientes para assegurar

0 sucesso do esforco de reflorestacéo.

As fibras de sisal ndo oferecem a mesma produtividade e eficiéncia para o cultivo de L.
ochroleuca que o fio de polipropileno. No entanto, a fibra de algodédo parece ser uma
alternativa mais sustentavel capaz de assegurar os mesmos niveis de produtividade.
Seria interessante repetir a experiéncia sem limitagdo de nutrientes, de modo a avaliar
as opgdes na preparacdo das seed lines para serem colocadas no mar, assim como

avaliar a capacidade de fixag&do nas duas opcdes apos deployment.

O presente estudo pretendeu otimizar a preparacéo de culturas stock de kelp e
aumentar a eficiéncia dos esforgos de reflorestacdo. Como mencionado anteriormente,
as técnicas de reflorestagdo ndo devem prejudicar as populagdes naturais; devem ser
economicamente viaveis, de baixa manutencao e logisticamente simples, para serem
utilizadas com maior frequéncia e em larga escala. Serdo cada vez mais cruciais a
medida que as florestas marinhas continuam a diminuir em todo o mundo. Para
maximizar o sucesso dos esforcos de reflorestacdo, seria uma boa pratica associa-los
a areas protegidas.

Em suma, os resultados obtidos permitem aprimorar a eficiéncia dos métodos de cultivo
e reflorestacdo de L. ochroleuca, contribuindo para um scale-up previsto ho ambito da

Década das Nacdes Unidas para a Restauracao dos Ecossistemas (2021-2030).
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