ALINE PATERNOSTRO MARTINS

Efeitos da disponibilidade do nitrato no
metabolismo do nitrogénio em variantes pigmentaresde
Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J. V. Lamour.

(Gigartinales, Rhodophyta)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente, como parte dos requisitos
exigidos para obtencdo do titulo de
MESTRE em  BIODIVERSIDADE
VEGETAL E MEIO AMBIENTE, na
aea de Concentracdo de Plantas
Avasculares e Fungos em Andlises
Ambientas.

SAOPAULO
2007



ALINE PATERNOSTRO MARTINS

Efeitos da disponibilidade do nitrato no
metabolismo do nitrogénio em variantes pigmentaresde
Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J. V. Lamour.
(Gigartinales, Rhodophyta)

Dissertacado apresentada ao Instituto de
Boténica da Secretaria do Meio
Ambiente, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de MESTRE em
BIODIVERSIDADE VEGETAL E MEIO
AMBIENTE, na &rea de Concentracdo de
Plantas Avasculares e Fungos em
Andlises Ambientais.

ORIENTADORA: DRA. NAIR SUMIE YOKOQOYA



Ficha Catalogréfica elaborada pela Secéo de Biblioteca do Instituto de Botéanica

Martins, Aline Paternostro
M383e Efeitos da disponibilidade do nitrato no metabolismo do nitrogénio em variantes
pigmentares de Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J. V. Lamour. (Gigartinaes,
Rhodophyta) / Aline Paternostro Martins -- S&o Paulo, 2007.
118 p. il.

Dissertacdo (Mestrado) -- Instituto de Boténica da Secretaria de Estado do Meio
Ambiente, 2007
Bibliografia
1. Algas. 2 . Fisiologia. 3. Nitrogénio. I. Titulo

CDU 582.26




Aos meus pais, Rosa e Eliezer,
minhairma, Graziela, e meus avis,
José e Zelinda (in memorian),

com muito amor.



“ A mente que se abre a uma nova idéia jamais volta ao seu tamanho original”
Albert Einstein



AGRADECIMENTOS

A todas as pessoas que possibilitaram a realizagdo deste trabalho, direta ou indiretamente.

Aos meus pais, Rosa e Eliezer, pelo amor e incentivo que recebi durante toda vida e que,
mesmo com todas as dificuldades, sempre se esforcaram para me educar;

Ao meu avd, psicologo e professor, José Novaes Paternostro, amante da profissdo e dos
estudos, o qual sempre agiu dignamente e gjudou quem precisava, grande pessoa e exemplo a ser
seguido;

A minha av6, Maria Zelinda Dias Paternostro, pela admiracdo, carinho e cuidados
concedidos a mim durante seus Ultimos anos de vida, contribuindo enormemente a minha formacao;

A minha irm&, Graziela Paternostro Martins, pelo grande amor que tem por mim e pela
felicidade com que sempre recebe cada novidade referente a minha carreira;

A minha querida orientadora, Dra. Nair Sumie Y okoya, por tudo o que me ensinou, com
enorme dedicacdo e paciéncia, e pela sua grande amizade e bons consel hos;

A Fapesp pelo auxilio financeiro sob a forma de concessio de bolsa de mestrado (processo
FAPESP 04/11459-5-9);

A Dra. Fanly Fungyi Chow Ho, do Instituto de Biociéncias da USP, pela amizade e valiosa
colaboragd com as andlises da enzima nitrato redutase. Obrigada pelo acompanhamento do
trabalho, gjuda, sugestdes e por tudo o que me ensinou;

Ao Dr. Orlando Necchi Junior, da UNESP de S&o José do Rio Preto, por permitir a
realizacdo das andlises de fotossintese em seu laboratério e pelo carinho com que sempre nos
recebeu. E também a Maria Helena pela gjuda e atencédo concedida;

A Dra Elisabete Braga, do Instituto Oceanogréfico da USP, pela colaboragdo com as

analises da &gua do mar. Ao Vitor, Tristan e Glaucia pela gjuda nas analises, conversas e amizade;



Aos pesqguisadores e funcionarios da Secéo de Ficologia pelos conselhos, boas conversas e
suporte técnico: Dra. Mutue, Dra. Silvia, Dra. Diclg, Dra. Célia, Dra. Luciana, Dra. Andréa, Silvia
Melcher, José Domingos, Neide, Neuzete, Elizete e Manuedl;

Aos alunos da Secdo de Ficologia pela amizade e maravilhosa convivéncia ao longo desses
anos. Ana Carolina, André, César, Cléber, Daniela, Didgina, Felipe, Fernanda Ramlov, Fernanda
Rios, Jonatas, Julio, Marisa, Ménica, Rafael, Raquel, Renato, Rodrigo, Suzana e Valéria;

A secdo de Fisiologia e Bioguimica de Plantas pela infraestrutura cedida para as anélises
bioquimicas, em especial & Dra. Maria Angela Machado de Carvalho, a Mary Monteiro, e a Marina,
Amanda e Vanessa;

Aos funcionérios da pos-graduacéo do Instituto de Boténica, especialmente a Méarcia Regina
Angelo (Marcinha) e ao Antonio Carlos Borges pelo carinho e bom atendimento;

A todos os funcionérios do Instituto de Boténica, pelo auxilio para a execucdo desse
trabalho, em especial ao Aliomar Oliveira Gomes (Mazinho);

A todos os professores, funcionarios e alunos do laboratério de algas marinhas do Instituto
de Biociéncias da USP, em especial ao Rosario Petti e aos amigos Leila e José, pela amizade e
consel hos;

A Fernanda Ramlov pela companhia, amizade, carinho, conversas e gjudas;

A minha querida amiga e irma de coragdo Ana Carolina pelo companheirismo, conversas,
risadas e suporte nos momentos dificeis. Por tudo o que passamos juntas nesses Ultimos anos!!!

As minhas queridas amigas Deborah, Marina e Suzana pela valiosissima amizade e apoio
constante;

Ao Filipe pela amizade, carinho e incentivo;

A Simone pelo convivio, amizade e companhia;

Ao0s meus grandes e queridos amigos Flavio, Verbnica e Luis pela amizade, incentivo e

carinho.

MuITO OBRIGADA!!!



INDICE

Hypnea musciformis e varianteS PIgMENLaresS ..........ceeveeiiieeieeciieesee e
Metabolismo do nitrogénio nas macroalgas Marinhas .........c.ccceeeeeeeeieseeseccee e
(072 ol =07z o Jo (o ] 011 1= (o JNUNU USSP PTPTPRRORORN
FaN S a1 F=Tor= o o o I TN = o TS
(eSS AVE= Mo L= o070 = o o

[0 0155 1 == SO SPR
NItrOgENIO X FOSFOIO ...c.vieeuiiiiieiceie ettt sttt ne e
(@ o] 1= 117/ SRS
Metodologiageral de CUITIVO .......c.ccoiiiieiiie et re e

©CoooO~NO Ul WEFL -

CAPITULO 1

OTIMIZACAO DO ENSAIO IN VITRO DA NITRATO REDUTASE EM VARIANTES PIGMENTARES DE
HYPNEA MUSCIFORMIS (WULFEN IN JACQU.) J.V. LAMOUR. (GIGARTINALES, RHODOPHYTA)

F N 0 (= SRS 12
=1 T SRS 13
L gL 00 ¥ Tor="o TSSO S U PRORORRPTPRPRON 14
MAErIAIS € MELOUOS .....c.veeivieiiiecieecte ettt et e et e e e s e et e e s beesbeesaeesabeebeesbeesaeesaseebeesbeesaeesarennnas 16
LSSl =0 (01 19
DISCUSSAD ....veeevieeeiieecitee ettt e etee e et e e s etee e e beeeeabeeeabeeeabeeaaaseeaasseesseeesaseesaaseesseeesnbeeeaaseesnsseesnseeesanes 22
ReferénCias BiblTOGIrafiCaS ......cuiiieeieireseiee et s 26

CAPITULO 2

EFEITOS DA DISPONIBILIDADE DO NITRATO E DO FOSFORO NA ASSIMILACAO DO
NITROGENIO, NO CRESCIMENTO E NA FOTOSSINTESE NAS VARIANTES PIGMENTARES DE
HYPNEA MUSCIFORMIS (WULFEN IN JACQU.) J.V. LAMOUR. (GIGARTINALES,

RHODOPHYTA)
N 015 1 = o SR 29
(S 1 1 [0 TSRO 30
L1001 Tor="o TSP U PR USPPRPRPRPN 32
MALEITAIS € MELOTOS .......eviiierie ittt sb s s b e s bt e s st e s s be e e sabessabesssbbessabessastassabessabeneas 34
LSS 7= 0 (01 40



CAPITULO 3

CAPTACAO E REMOGCAO DE NUTRIENTES E LIBERAGCAO DO NITROGENIO ORGANICO
DISSOLVIDO NA AGUA DO MAR ENRIQUECIDA COM NITRATO E FOSFATO PELAS VARIANTES
PIGMENTARES DE HYPNEA MUSCIFORMIS (WULFEN IN JACQU.) J.V. LAMOUR.
(GIGARTINALES, RHODOPHYTA)

N 0 1 ot SRR 73
S 1 00 TSR 74
F gL 00 1 or="o TSRS PR PTPRPRORPRN 75
Ve = = IS =N = 00 (01RO 76
== 11720 [0S 81
DTS o U o SRRSO 102
RefEr&NCIas BiblIOGrafICaAS ......cceieieiececeeieese ettt esaestesnennenneas 105
DISCUSSAO GERAL E CONSIDERACOES FINAIS .....oovieeveeeereeeeeeeee e 109

Otimizacdo do ensaio in Vitro da nitrato redUtase ..........c.cceeeeveieeiesecce e 110

Efeitos da disponibilidade do nitrato e do fosfato no metabolismo do nitrogénio nas

variantes pigmentares de Hypnea MUSCITOrMIS .........coveiiieieiiee et 110
REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS ..ottt 113



Abstract

In marine environment, nitrogen is available in the forms of ammonium, nitrate and nitrite,
and is considered the main limiting nutrient for seaweed growth. In Brazil, Hypnea musciformis
(Wulfen in Jacqu.) JV. Lamour (Gigartinales, Rhodophyta) is the main raw materia for
carrageenan production, and the knowledge of nitrogen metabolism is very important for the
success of its cultivation, as well as the phosphorus availability, which could limit the seaweed
productivity. The main objective of the present study was to evaluate the effects of the availability
of nitrate and phosphate on growth, photosynthesis and on nitrogen metabolism pathways (uptake,
assimilation, storage and turnover) in the light-green (LG) and brown (BR) strains of H.
musciformis.

Unialgal cultures provided algal biomass used in all experiments, and culture conditions
were temperature of 23 + 2°C, photoperiod of 14 h, irradiance of 60-90 mmol photons.mi?.s?;
medium was composed of sterilized seawater (salinity 30 psu) enriched with von Stosch’s solution
a haf strength (VSES/2). Experiments were carried out with plants with nutrient starvation
(cultured only in seawater for two weeks) and without starvation (cultured in VSES/2).
Experimental conditions were the same as described for unialgal cultures, except for the medium,
which was composed by seawater enriched with nitrate (zero to 100 M) or with nitrate and
phosphate (zero to 25 mM), with a N:P relation of 4:1. The activity of nitrate reductase (NR), the
contents of proteins and of photosynthetic pigments (AFC - alophycocyanin, FC - phycocyanin,
FE - phycoerythrin and Cla - chlorophyll a), the photosynthetic rates (GP- gross photosynthesis and
NP - net photosynthesis), respiration (RE), and growth rates (GR) were analyzed. The nitrogen and
phosphorus uptake and removal, and the release of dissolved organic nitrogen (DON) by both
colour strains (in starved plants) were al'so evaluated.

Firstly, the in vitro assay of nitrate reductase (NR) was optimized for both strains, and the
optimal conditions were: 40 mM of NADH; 10 min of incubation of crude extracts (CE), and 100mi
of CE to both strains. Optimal activity of NR occurred at 4 and 2 mM of nitrate to the LG and BR
strains, respectively. The LG and BR strains showed, respectively, Michaelis-Menten constants
(Km) for NADH of 0.2068 and 0.0837 nM, and Ky for nitrate of 0.0492 and 0.0294 mM. The
results indicate that the NR of BR strain has higher affinity by the substrate than the NR of LG
strain of H. musciformis.

Experiments on the effects of nitrate availability showed that garved plants of LG strain
showed positive correlations among nitrate concentrations and GR, protein contents and RE, while

starved plants of BR strain showed positive correlations among nitrate concentrations and GR,
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protein contents, FC, FE and LP and GP. With the addition of N:P in the seawater, positive
correlation was observed among N:P concentrations and AFC, FC, Cla and GP for the LG strain,
and among N:P concentrations and AFC and Cla for the BR strain. These results show the
metabolic differences between the colour strains of H. musciformis on nitrogen metabolism: with
addition of nitrate, VC strain storaged nitrogen mainly as protein, and MA strain as protein and
pigment (FC and FE), and with addition of N:P, VC strain also storaged nitrogen as pigment (AFC,
FC and Cla) and MA strain as Cla. Moreover, the respiration of LG strain increased with nitrate
concentrations, while the photosynthesis of BR strain increases.

In both colour strains, nitrate uptake increased linearly with nitrate concentrations, while
phosphate uptake showed a kinetic of saturation. Percentages of nitrate removal of both strains was
very high (95%) in all treatments, and it did not show saturation. With the addition of N:P, the
highest percentage of phosphorus removal was in treatment with 20:5 mM (nitrate:phosphate) to LG
strain, and in 20:5 and 40:10 nM (nitrate:phosphate) to the BR strain. LG and BR strains liberated
high amounts of DON for the seawater at the concentrations of 80 M and 100 M of nitrate,
respectively. The addition of phosphate in the seawater caused high release of DON in the BR
strain. The results also show that LG and BR strains of H. musciformis are efficient in removing
nitrogen and phosphorus from seawater at concentrations up to 60 M, when a great part of
removed nitrate is released to seawater as DON.

Key words. Hypnea, colour strain, nitrogen metabolism
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Resumo

No ambiente marinho, o nitrogénio é encontrado nas formas de aménio, nitrato e nitrito e é
considerado o principal nutriente limitante para o crescimento das algas marinhas benténicas. No
Brasil, Hypnea musciformis (Wulfen in Jacquin) J.V. Lamour (Gigartinales, Rhodophyta) € a
principal matéria-prima para a producdo de carragenana e o conhecimento do metabolismo do
nitrogénio € muito importante para 0 sucesso de seu cultivo, assim como a disponibilidade de
fosforo, que pode limitar a produtividade das algas marinhas. O principal objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato no crescimento, na fotossintese e
nas etapas do metabolismo do nitrogénio (captacdo, assimilagdo, armazenamento interno e
“turnover”) nas linhagens verde-clara (VC) e marrom (MA) de H. musciformis.

As plantas utilizadas em todos os experimentos foram originadas das culturas unialgéceas
cultivadas em temperatura de 23 + 2°C, fotoperiodo de 14h, irradiancia de 60-90 nmmol
fotons.m2.s, e meio composto por dgua do mar esterilizada (30 ups) enriquecida com a solucéo de
von Stosch na concentracéo de 50% (VSES/2). Os experimentos foram realizados utilizando algas
com limitacdo interna de nutrientes (cultivadas somente em agua do mar durante 2 semanas antes
do inicio dos experimentos) e sem limitacdo de nutrientes (cultivadas em meio VSES/2). As
condigdes experimentais foram as mesmas descritas para as culturas unialgaceas, exceto pelo meio
composto por dgua do mar com adicao de nitrato (zero a 100 M), e com adicdo de nitrato e fosfato
(zero a 25 nM), mantendo a relagdo N:P de 4:1. Foram analisados a atividade da enzima nitrato
redutase (NR), o0 conteldo de pigmentos fotossintetizantes (AFC — Aloficocianina, FC —
Ficocianina, FE — Ficoeritrina e Cla — Clorofila a) e de proteinas, as taxas fotossintéticas (FB —
Fotossintese bruta e FL — Fotossintese liquida), respiratérias (RE) e de crescimento (TC). A
captacdo e remocao de nitrogénio e fésforo e a liberagdo de nitrogénio orgéanico dissolvido (NOD)
pelas linhagens de cor (em plantas com limitac&o interna de nutrientes) também foram avaliadas.

Primeiramente, 0 ensaio in vitro da nitrate reductase (NR) foi otimizado para ambas as
linhagens e as condicdes 6timas foram: 40 "M de NADH; 10 min de incubacdo do extrato bruto
(EB) e 100 de EB para ambas as linhagens. A atividade 6tima da NR ocorreu em 4 e 2 mM de
nitrato para a linhagem VC e MA, respectivamente. As linhagens VC e MA apresentaram,
respectivamente, constante aparente de Michaelis-Menten (Ky) para NADH de 0,2068 e 0,0837
nmM, e Ky para nitrato de 0,0492 e 0,0294 mM. Os resultados indicam que a NR da linhagem MA
tem maior afinidade pelo substrato do que a NR dalinhagem VC de H. musciformis.
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Os experimentos para avaliar os efeitos da disponibilidade de nitrato mostraram que, para 0s
espécimes com limitagdo interna de nutrientes, houve correlaco positiva entre as concentragoes de
nitrato e a TC, o contelido de proteinas e a respiracdo para a linhagem VC, e correlagdo positiva
entre as concentracoes de nitrato e a TC, o contelido de proteinas e pigmentos (FC e FE), aFL e a
FB para a linhagem MA. Com a adi¢do de N:P no meio, também houve correlacdo positiva entre a
concentracdo de nitrato e fosfato e o conteldo de AFC, FC, Cla e FB para alinhagem VC e AFC e
Cla para alinhagem MA. Esses resultados mostram as diferencas metabdlicas entre as linhagens de
cor de H. musciformis quanto ao metabolismo do nitrogénio: com a adigdo de nitrato, a linhagem
VC armazenou nitrogénio principamente na forma de proteinas e a linhagem MA na forma de
proteinas e de pigmentos (FC e FE); com adicdo de N:P, a linhagem VC também armazenou
nitrogénio na forma de pigmentos (AFC, FC e Cla) e alinhagem MA na forma de Cla. Além disso,
a respiragdo da linhagem VC aumentou com o incremento de nitrato no meio enquanto que a
linhagem MA apresentou aumento na fotossintese.

Em ambas as linhagens, a captacdo de nitrato aumentou linearmente com o incremento nas
concentracdes de nitrato, enquanto que a captacdo de fosfato apresentou uma cinética de saturacao.
As porcentagens de remoc&o de nitrato de ambas as linhagens foram muito altas (95%) em todos os
tratamentos testados, ndo atingindo a saturagdo. Com a adicdo de N:P na dgua do mar, a maior
porcentagem de remocao de fosfato ocorreu no tratamento com 20:5 mM (nitrato:fosfato) para a
linhagem VC, e em 20:5 e 40:10 nM (nitrato:fosfato) para alinhagem MA. AslinhagensVC e MA
liberaram maiores quantidades de NOD para o meio nas concentragdes de 80 mM e 100 nM de
nitrato, respectivamente. A adicdo de fosfato na dgua do mar ocasionou maior liberacdo de NOD
pela linhagem MA. Estes resultados mostram que as linhagens VC e MA de H. musciformis so
eficientes na remocdo do nitrogénio e do fosforo da agua do mar em concentracdes de até 60 i,
umavez que, a partir dessa concentracdo, grande parte do nitrato removido € liberado a agua do mar
como NOD.

Palavras chave: Hypnea, linhagens de cor, metabolismo do nitrogénio
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INTRODUCAO E METODOLOGIA GERAL

Hypnea musciformis e variantes pigmentares

O género Hypnea (Gigartinales, Rhodophyta) inclui cerca de 50 espécies que estdo
distribuidas em regides de aguas quentes (Masuda et al. 1997). Para o Brasil, sdo citadas seis
espécies: H. cenomyce J. Agardh; H. cornuta J. V. Lamour.; H. musciformis (Wulfen in Jacqu.) J.
V. Lamour.; H. nigrescens Greville ex J. Agardh; H. spinella (C. Agardh) Kuetzing; e H. valentiae
(Turner) Montagne (Scherkman 1986, Nunes 2005).

Hypnea musciformis apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica ao longo do litoral
brasileiro e ocorre desde o litora do Rio Grande do Sul até o litoral do Maranhdo (Nunes 2005),
podendo ser encontrada em regies do infralitoral e mesolitoral, sobre rochas ou como epifita,
principalmente sobre Sargassum spp. (Schenkman 1989, Reiset al. 2003). Por ocorrer na regido do
mesolitoral, H. musciformis estéa sujeita a variagdes ambientais e apresenta ampla tolerancia a
temperatura (18 a 30°C) e salinidade (20 a 50 ups) (Yokoya & Oliveira 1992 ab).

No Brasil, Hypnea musciformis é um importante recurso marinho por ser a maior fonte de k-
carragenana (Oliveira 1998), um polissacarideo sulfatado utilizado na indUstria alimenticia, como
agente espessante, estabilizante e gelificante, e na industria farmacéutica, como agente espessante e
estabilizante. Além disso, a carragenana apresenta atividades antivirais, inibindo, por exemplo, o
virus HSV e o virus HIV (Neushul 1990). Estudos tém mostrado que H. musciformis produz
lectinas, que sdo importantes substancias utilizadas como agentes pré e anti-inflamatérios e no
diagndstico e terapia em cancerologia (Nagano et al. 2002).

Em 1999, o Brasil importou cerca de 1.000 toneladas de carragenana e produziu uma
tonelada por més (Furtado 1999). Em 2004, o consumo de carragenana passou para 100 toneladas
por més e a producdo para 10 toneladas por més, a partir de bancos naturais de H. musciformis da
regido nordeste do pais (Furtado 2004). A preocupacdo com a diminuicdo da matéria algacea no
ambiente levou a redlizacd de estudos com populagbes naturais de H. musciformis, que

1



constataram que h& uma ampla variagdo na biomassa e no teor de carragenanas ao longo do ano,
algumas vezes relacionada a sazonalidade (Schenkman 1989, Faccini & Berchez 2000, Ramos et al.
2006). Uma vez que a producdo de carragenanas a partir de populagdes naturais € muito variavel e
com a finalidade de diminuir a sua exploragdo, foram realizados estudos para determinar a
viabilidade da mariculturade H. musciformis (Berchez & Oliveira 1989; Berchez et al. 1993).

Um aspecto importante a ser considerado é o estudo utilizando variantes pigmentares, uma
vez gue diferentes linhagens de uma mesma espécie podem apresentar diferencas em relacéo a
tolerancia aos fatores ambientais, a producédo de biomassa e ao teor e qualidade da carragenana. Os
efeitos de fatores ambientais, como temperatura, irradidncia e profundidade na producdo de
biomassa, foram avaliados em variantes pigmentares de espécies dos géneros Eucheuma e
Kappaphycus por Gerung & Ohno (1997). Os resultados evidenciaram diferencas entre as linhagens
de Kappaphycus, sendo que o crescimento da linhagem verde foi maior do que o da marrom na
temperatura de 25°C e na profundidade de 1 m. Entretanto, a linhagem marrom apresentou maior
biomassa do que a verde na irradiancia de 145 nmol fétons m? s e na profundidade de 0 m.

A utilizagdo de variantes pigmentares também € uma importante ferramenta para a
compreensdo da fisiologia e biologia das macroalgas, sendo que estudos com mutantes de cor de
Gracilaria tém sido Uteis para o conhecimento da composicdo e estrutura dos ficobilissomos
(Kursar et al. 1983). No Brasil, a caracterizacdo de variantes pigmentares em espécies de Gracilaria
tem contemplado aspectos como composicdo pigmentar, crescimento, genética, freqiéncia em
populacdes naturais e ultra-estrutura do cloroplasto (Plastino 2004).

Hypnea musciformis apresenta uma grande plasticidade fenotipica pigmentar, sendo que na
natureza podem ser encontradas plantas de coloragdo roxa, vermelha e marrom, com diferentes
tonalidades. No litoral do estado do Espirito Santo, foi encontrada uma variante pigmentar desta
espécie, que € denominada, no presente trabalho como linhagem verde-clara. Esta linhagem verde-
clara pode ter se originado por mutacdo espontanea ocorrida no espécime de talo marrom. A

principal diferenca entre as linhagens marrom e verde-clara de Hypnea musciformis refere-se as



concentracbes de ficobiliproteinas: a linhagem verde-clara € deficiente em ficoeritring,
apresentando concentraces mais atas de ficocianina e aoficocianina quando comparada a
linhagem marrom (Yokoya et al. 2003). As duas linhagens também apresentam diferentes
comportamentos fisioldgicos quanto a temperatura, salinidade e respostas aos fitorreguladores
(Yokoya et al. 2003). Pouco se sabe sobre as caracteristicas fisiologicas nutricionais dessas
linhagens, e 0 estudo do metabolismo do nitrogénio € fundamental para caracterizar as diferencas
entre as linhagens deficiente em ficoeritrina e a linhagem sem deficiéncia, uma vez que a

ficoeritrina € um importante produto de reserva de nitrogénio para as roddfitas.

Metabolismo do nitrogénio nas macroalgas marinhas

O nitrogénio é considerado o principal nutriente limitante para o crescimento das algas
marinhas bentdnicas. Desta forma, 0 sucesso do cultivo de macroalgas requer o conhecimento das
relagdes entre o0 nitrogénio e as algas (Hanisak 1990).

No ambiente marinho, o nitrogénio ocorre nas formas de nitrato (NOs’, em concentracoes
que variam de 0 a40 mmol N kg?), nitrito (NO,", 0a1 mmol N kg?), aménio (NHs;*, 0 a1 mmol N
kg?), dinitrogénio (N2, 1 mmol N kg?) e nitrogénio organico dissolvido (Tyrrel 1999). Dentre essas
formas, a mais abundante € o nitrato e a Unica que ndo esta disponivel para as macroagas é o
dinitrogénio (Tyrrel 1999). O metabolismo do nitrogénio envolve quatro etapas. a captacdo do
nutriente do meio, sua assimilacdo, seu armazenamento interno e seu “turnover” (Lobban &
Harrison 1994).

A captacdo do nitrato € mediada por uma ATPase localizada na membrana plasmatica
(Figura 1.1). No citoplasma, o nitrato pode ser armazenado no vacuolo ou reduzido a nitrito por
umareacao catalisada pela enzima Nitrato Redutase, que usao NADH como doador de elétrons. O
nitrito é, entdo, transportado para o cloroplasto, onde é reduzido a aménio pela enzima Nitrito
Redutase, que usa uma ferredoxina reduzida como doadora de elétron. O aménio sera incorporado

ao glutamato, numa reacéo dependente de ATP, catalisada pela Glutamina Sintetase, formando uma



glutamina. O grupo amino da glutamina seré transferido a um afacetoglutarato, formando dois
glutamatos. Esta reacéo € catalisada pela Glutamato Sintase. O grupo amino do glutamato sera
transferido a um alfacetoacido, produzindo um novo aminoacido e um novo afacetoglutarato. Essa
reacao € catalisada por uma aminotransferase. Os aminoé&cidos, por sua vez, serdo incorporados a

proteinas (DeBoer 1981, Lea 1993, Lobban & Harrison 1994).
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Figura 1.1. Esguema geral do metabolismo do nitrogénio, mostrando os processos bioguimicos que
ocorrem nas diferentes estruturas celulares. NR = Nitrato Redutase; NiR= Nitrito redutase; GS=
Glutamina Sintetase; GOGAT = Glutamato Sintase; TrA=Transaminase. (Modificado de DeBoer
1981).

Captacgéo do nitrato

Para a maioria das macroalgas marinhas, a captacdo do nitrato exibe uma cinética de
saturacdo, a qual pode ser descrita pela equacdo de Michaelis-Menten. Exemplos de algas que
apresentam uma cinética de saturagdo sdo: Scytothamnus australis Hooker et Harvey (Phillips &
Hurd 2004) e Xiphophora gladiata (Labillardiére) Montagne ex Harvey (Phillips & Hurd 2004),
que pertencem as Phaeophyta; Apophlaea lyallii Hooker et Harvey (Phillips & Hurd 2004),

Gracilaria gracilis (Stackhouse) Steentoft, Irvine et Farnham (Smit 2002), G. foliifera (Forsskal)



Bargesen (D’Elia & DeBoer 1978), Laurencia brongniartii J. Agardh (Nishihara et al. 2005),
Neoagardhiella baileyi (Harvey ex Kitzing) Wynne e Taylor (D’Elia & DeBoer 1978) e
Stictosiphonia arbuscula (Harvey) King et Puttock (Phillips & Hurd 2004), que pertencem as
Rhodophyta.

Porém, em algumas espécies, como Chaetomorpha linum (O. F. Mdll.) Kitzing (Lavery &
McComb 1991), Laminaria groenlandica Rosenvinge (Harrison et al. 1986) e Gracilaria pacifica
[.A. Abbott (Thomas et al. 1987) ocorre um incremento linear na taxa de captacéo do nitrato.

A captacdo do nitrato pode ser influenciada por diversos fatores ambientais, como aluz, que
pode atuar na fotossintese, fornecendo a energia necesséria para o transporte ativo e 0s esqueletos
de carbono para a incorporacdo dos ions, e pode estimular 0 crescimento e aumentar a sintese
protéica. Todos esses processos causardo um aumento na captacdo do nitrato (DeBoer 1981).
Outros fatores como temperatura, irradiancia, salinidade e a presenca de aménio no meio também
podem influenciar a captacdo de nitrogénio nas macroalgas marinhas (D’Elia & DeBoer 1978;

Chiang & Lin 1989; Nishihara et al. 2005).

Assimilagao do nitrato

A assimilacdo do nitrato é feita através da sua reducéo a nitrito que, por sua vez, é reduzido
aamonio. As enzimas catalisadoras destas reacdes sdo, respectivamente, a nitrato redutase (NR) e a
nitrito redutase. Considera-se que a NR, por ser a primeira enzima da via de reducdo do nitrogénio,
controla a taxa de assimilacéo do nitrato. Sao reconhecidas trés formas da NR em eucariotos, das
quais duas ocorrem nas algas e plantas vasculares (EC 1.6.6.1, especifica para NADH e EC 1.6.6.2,
que é biespecifica para NADH e NADPH) (Berges 1997).

A NR é uma enzima multimérica, sendo que cada monémero contém trés grupos prostéticos,
um grupo Redox-FAD, um grupo Heme e um grupo Molibdénio- molibdopterina. Esses grupos
prostéticos transferem, cataliticamente, dois elétrons do NADH ao nitrato, reduzindo-o a nitrito

(Taiz & Zeiger 2004).



A regulacdo da nitrato redutase (NR) é feita pela sintese e degradacdo da proteina, sendo que
a sintese é induzida pela presenca de nitrato e a degradacdo pela auséncia de nitrato ou pela
presenca de outra forma de nitrogénio mais reduzida, como nitrito e aménio. ANR também pode
ser regulada por mecanismos pés-traducionais, como pela fosforilacdo e desfosforilaco. A enzima
é fosforilada por uma proteina quinase que liga o fésforo ao sitio ativo de regulacéo, composto
pelos aminoacidos serina, treonina e tirosina. Durante a fase escura de um ciclo luz:escuro, a NR
encontra-se inativa e fosforilada (Chow 2002).

A aividade desta enzima pode ser influenciada por fatores ambientais como a
disponibilidade de nitrato e de dioxido de carbono no meio circundante. Para Laminaria saccharina
(L.) Lamouroux (Phaeophyta), a atividade da nitrato redutase foi méxima em tratamentos contendo
entre 10 e 30 mM de nitrato (Wheeler & Weidner 1983). Mercado et al. (1999) observaram um
aumento na atividade da NR de Porphyra leucosticta (Thuret) Le Jolis quando submetida a

tratamentos com elevada concentracéo de carbono inorganico.

Reserva de nitrogénio

Algumas espécies estdo adaptadas a limitagéo de nitrogénio, pois possuem a capacidade de
estoca-lo durante periodos de alta disponibilidade do nutriente (Fujita 1985). Os aminoacidos
(especialmente alanina) e as proteinas parecem formar 0 maior “pool” de estoque de nitrogénio em
Gracilaria tikvahiae McLachlan (Bird et al. 1982) e G. foliifera (Forsskal) Boergesen (Rosemberg
& Ramos 1982). Nas algas, 0 nitrogénio também pode ser armazenado na forma de pigmentos e
proteinas associadas, tais como as ficobiliproteinas nas roddfitas. Dentro das ficobiliproteinas, a
ficoeritrina tem sido considerada como principa reserva de nitrogénio, uma vez gque este composto

€ degradado na auséncia desse nutriente (Bird et al. 1982).



Fotossintese

A fotossintese tem papel fundamental no metabolismo do nitrogénio, uma vez que as
atividades da nitrato redutase (NR, principa enzima de assimilagdo do nitrato) e da
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC, enzima relacionada a formacéo dos écidos organicos, que
irdo incorporar o nitrogénio formando os aminoacidos) sdo rapidamente alteradas em respostas a
sinais derivados de mudancas na fotossintese (Figura 1.2) (MacKintosh 1998). Quando a
fotossintese esta ativa, alguns sinais sdo transmitidos do cloroplasto para o citossol, onde aNR e a
PEPC s&0 ativadas em poucos minutos.

Na NR, as proteinas quinases (PKs) transferem o fosfato do MgATP ou MgGTP para o
sitio serina, treonina e tirosina da proteina, ocasionando mudancgas na sua forma e fungdo. As
proteinas fosfatases (PPs) hidrolisam as ligacOes fosfo-éster e a proteina retorna a sua conformagao

origina. Diferente da NR, que é ativada por desfosforilacdo, a PEPC é ativada por fosforilagdo
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(MacKintosh 1998).

Figura 1.2. Regulacdo pos-traducional de enzimas presentes no citossol, em resposta a sinais
derivados de mudancas na fotossintese. A nitrato redutase (NR) é ativada por desfosforilacdo e a
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) é ativada por fosforilagdo, em resposta a atividade
fotossintética (Adaptado de MacKintosh 1998).



As vias metabdlicas da fotossintese e do nitrogénio estdo integramente acopladas.
Tratamentos que inibem a fixacdo do carbono fotossintético, como reducdo de CO; e inibidores da
fotossintese, limitam a disponibilidade de esgueletos de carbono, diminuindo a assimilacdo de

nitrogénio em aminoécidos (Turpin 1991).

Nitrogénio X Fosforo

Sob o ponto de vista biolégico, o nitrogénio, e ndo o fdsforo, controla a produtividade
priméria nos oceanos (Tyrrel 1999). Chopin et al. (1995) observaram que a disponibilidade de
fosforo ndo teve efeito significativo na fotossintese e no contelido de pigmentos fotossintetizantes
de Chondrus crispus Stackhouse. Entretanto, a determinacéo de combinacdes adequadas de N e P
nos enriguecimentos da dgua do mar pode ser extremamente importante para a aguicultura (Chopin
& Wagey 1999). A razdo N:P também é relevante, uma vez que teve efeito significativo na taxa de
crescimento de Gracilaria cornea J. Agardh (Navarro-Angulo & Robledo 1999) e G. conferta

(Schousboe ex Montagne) Montagne (Friedlander & Levy 1995).

Objetivos

Objetivos gerais

Os objetivos gerais do presente estudo foram: 1. contribuir para o conhecimento do
metabolismo do nitrogénio em roddfitas, e 2. caracterizar as diferencas fisiologicas entre uma
linhagem deficiente em ficoeritrina (verde-clara) e uma linhagem sem essa deficiéncia (marrom) de
Hypnea musciformis, uma vez que a ficoeritrina € um importante produto de reserva de nitrogénio

para as roddfitas.

Objetivos especificos
Os objetivos especificos do presente estudo foram avaliar os efeitos da disponibilidade de
nitrato nas quatro etapas do metabolismo do nitrogénio e em processos relacionados, como o

crescimento, a fotossintese e a respiracdo, em duas linhagens de Hypnea musciformis. Também



foram analisados os efeitos da adicdo de fosfato no meio, junto com o nitrato, mantendo-se a
relacdo N:P de 4:1. Dessa forma, foram avaliados os efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato
NOS SeguiNtes Processos:

Captacdo do nutriente do meio: avaliando-se a capacidade de remocgdo de nitrogénio e
fosfato das linhagens de cor de H. musciformis;

- Assimilac8o do nitrogénio: avaliada pela atividade da enzima Nitrato Redutase (NR).
Primeiramente, foram realizados ensaios in vitro para caracterizar aNR das duas linhagens de cor, e
posteriormente, foram avaliados os efeitos da disponibilidade de N e P na atividade enzimatica;

- Armazenamento interno de nitrogénio: foi avaliado pela quantificacdo do contelido de
proteinas solUvels totais e de pigmentos (clorofila a, ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina);

- “Turnover”: foi avaliado pela quantificagdo de nitrogénio orgénico dissolvido (NOD)
liberado para a &gua do mar pelas linhagens de cor de H. musciformis.

Também foram avaliados os efeitos do estado nutricional das algas no metabolismo do

nitrogénio.

Metodologia geral de cultivo

A seguir, serdo apresentados os métodos gerais de cultivo das algas utilizadas nos
experimentos descritos nos capitulos posteriores. Os experimentos especificos, bem como

alteractes nas condicgdes de cultivo, seréo descritos no item Materiais e Métodos de cada capitulo.

Linhagens estudadas

O estudo foi redizado com as linhagens marrom (MA) e verde-clara (VC) da espécie
Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J.V. Lamour. (Figura 1.3). Um espécime tetrasporofitico de
coloragdo marrom com somente um ramo lateral verde foi coletado pela Dra. Noemy 'Y amaguishi-
Tomita, em 1994, na Ponta da Baeia, Espirito Santo. As linhagens verde-clara (VC) e marrom

(MA) originaram-se a partir do isolamento e da propagacgdo in vitro do ramo verde e dos ramos



marrons, respectivamente. Exemplares das linhagens de H. musciformis foram depositados no

herbario SP, sob os nimeros SP365645 (VC) e SP365646 (MA).

Figura 1.3. Aspecto geral das linhagens marrom (MA) e verde-clara (VC) de Hypnea musciformis
cultivadas em laboratorio.

Culturas unialgaceas em laboratorio

A &gua do mar utilizada no cultivo das algas e em todos os experimentos realizados no
presente estudo foi coletada na Base Norte do Instituto Oceanografico da Universidade de Séo
Paulo, na Praia do Lamberto, em Ubatuba, SP. Essa &gua foi esterilizada por filtragem em
membrana Millipore AP 20 e aguecida, por duas vezes, em banho-maria durante 1 hora, contados
apos o inicio dafervura do banho.

As culturas unialgéceas foram mantidas em meio de cultura composto por agua do mar
esterilizada enriquecida com a solucéo de von Stosch (Tabela 1.1), na concentracdo de 50%
(referido com a abreviatura VSES/2). Essas culturas foram iniciadas a partir do isolamento de
segmentos apicais das linhagens selecionadas e cultivadas em meio de cultura V SES/2 durante todo
0 periodo de estudo. A troca do meio de cultura foi feita semandmente e foram utilizados
Erlenmeyers (500 ml), contendo 350 ml de meio.

As culturas unialgaceas e os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de

Algas "Marilza Cordeiro Marino" da Secdo de Ficologia, Ingtituto de Boténica, nas seguintes
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condicbes: temperatura média de 23 + 2 °C, fotoperiodo de 14 h, sainidade 30-32 ups, pH 8,
densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 nmol de fétons.mi.s?, fornecidas por duas |ampadas

fluorescentes de 40 W, do tipo “luz do dia’, dispostas horizontalmente acima dos frascos de cultura.

Tabela 1.1. Composi¢éo quimica da solucdo de von Stosch preparada segundo Edwards (1970),
com modificagdes segundo Y okoya (1996)

Componentes Concentragao para um litro de meio
NaNOs; 0,50 mM
NaHPO,.12H,0 30 uM

FeS0,.7H,0 1uM

MnCh.4H,0 0,1 uM
N&EDTA.2H,0 10 uM

Tiamina HCI 0,59 uM *

Biotina 410 nM *
Cianocobalamina 1,0nM *

* Concentragdo equivalente a 50% em relagdo a composicao origina proposta por Edwards
(1970).
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CAPITULO 1

OTIMIZACAO DO ENSAIO IN VITRO DA NITRATO REDUTASE EM VARIANTES
PIGMENTARES DE HYPNEA MUSCIFORMIS (WULFEN IN JACQU.) J.V.
L AMOUR. (GIGARTINALES, RHODOPHYTA)

Colaboradora: Dra. Fanly Fungyi Chow Ho
Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo0 Paulo, SP

Abstract

[Optimization of in vitro assay of nitrate reductase in colour strains of Hypnea musciformis (Wulfen
in Jacqu.) J.V. Lamour. (Gigartinales, Rhodophyta)]

The enzyme nitrate reductase (NR) catalyzes the reduction of nitrate to nitrite and controls the rate
of nitrate assimilation. The present study attempts to optimize the in vitro assay of NR to measure
the NR activity in the brown (BR) and light-green (LG) strains of Hypnea musciformis (Wulfen in
Jacqu.) J.V. Lamour. The strains were cultured at temperature of 23 + 2°C, photoperiod of 14 h,
irradiance of 60-90 mmol photons.m?.s?, and medium was composed by sterilized seawater
(salinity 30 psu) enriched with von Stosch’s solution at half strength (VSES/2). The algal samples
(1g fresh mass per 10 ml of extraction buffer) were grinded with liquid nitrogen and extraction
buffer was composed by 0.2 M phosphate buffer, pH 8, 0.5 mM EDTA, and 1 mM DTT. The
following parameters were evaluated: the effect of presence and absence of bovine serum albumin
(BSA) in the crude extracts (CE); different concentrations of nitrate (0 to 24 mM) and NADH (0 to
60 nM) during CE incubation; and variation of time (5, 10 and 15 min), volume (10, 50, 100, 200 e
300 ), and temperature (5 to 35°C) of CE incubation. There were not significant differences in the
NR activities of CE with or without BSA and in different tenperatures. The optimal conditions of
NR activity were: 40 nM of NADH; 10 min of CE incubation and 100 ml of content of CE to both
strains. Optimal activities of NR occurred a 4 and 2 mM of nitrate to the LG and BR strains,
respectively. The LG and BR strains showed, respectively, apparent Michaelis-Menten constants
(Km) for NADH of 0.2068 and 0.0837 mM, and for nitrate of 0.0492 and 0.0294 mM. The results
indicate that the NR of BR strain has higher affinity by the substrate than the NR of LG strain of H.

musciformis.
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Resumo

A enzima nitrato redutase (NR) catalisa a redugdo do nitrato a nitrito e controla a taxa de
assimilacdo do nitrato. O presente trabalho apresenta a otimizacdo de um método para medir a
aividade da NR em uma linhagem marrom (MA) e verde-clara (VC) de Hypnea musciformis
(Wulfen in Jacqu.) JV. Lamour. As linhagens foram cultivadas a temperatura de 23 + 2°C,
fotoperiodo de 14 h, irradiancia de 60-90 mmol fétons m? s* e meio de cultura composto por dgua
do mar esterilizada (salinidade de 30 ups) enriquecida com a solucdo de von Stosch a 50%
(VSES/2). As algas (1g de massa fresca por 10 ml de tampéo de extragdo) foram maceradas em
nitrogénio liquido, utilizando o tamp&o de extracdo composto por 0,2 M tampéo fosfato, pH 8, 0,5
mM EDTA e 1 mM DTT. Foram testados os seguintes paréametros. o efeito da presenca e auséncia
de abumina sérica bovina (BSA) nos extratos brutos (EB); diferentes concentracfes de nitrato (0 a
24 mM) e de NADH (0 a 60 nM) naincubagdo; e variagdo do tempo (5, 10 e 15 min), volume (10,
50, 100, 200 e 300 ml), e temperatura (5 a 35°C) de incubacdo do EB. Ndo houve diferenca
significativa na atividade da NR nos EB com e sem BSA e nas diferentes temperaturas. A atividade
daNR foi 6tima nas seguintes condi¢des: 40 M de NADH; 10 min de incubacéo do EB e 100m de
EB para ambas as linhagens, e 4 e 2 mM de nitrato para as linhagens VC e MA, respectivamente.
As linhagens VC e MA apresentaram, respectivamente, constante aparente de Michaelis-Menten
(Km) para NADH de 0,2068 e 0,0837 M, e para nitrato de 0,0492 e 0,0294 mM. Os resultados
indicam que a NR da linhagem MA tem maior afinidade pelo substrato do que a dalinhagem VC de

H. musciformis.
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Introducéao

O nitrogénio inorganico da biosfera é convertido a nitrogénio organico pela fixagdo do
nitrogénio molecular (N2) ou pela assimilacdo do nitrato (NO3"). A fixacdo do N, ocorre em certos
procariontes e em algumas plantas que possuem associacao simbiética com bactérias fixadoras de
nitrogénio. Entretanto, a assimilacdo do nitrato € o principal processo pelo qua o nitrogénio
inorganico € convertido a forma organica e este processo ocorre huma enorme variedade de
organismos como bactérias, leveduras, fungos, algas e plantas vasculares. A regulacdo da
assmilacéo do nitrato tem sido foco de muitos estudos, uma vez que a intervencéo e o
melhoramento da eficiéncia desse processo limitante do crescimento podem levar ao aumento da
produtividade na agricultura (Solomonson & Barber 1990).

A primeira etapa da assimilacéo do nitrato é catalisada pela enzima nitrato redutase (NR),
que reduz o nitrato a nitrito utilizando NAD(P)H como doador de elétrons, como mostra a reagdo
abaixo:

NO; + 2NAD(P)H* ® NO, + 2NAD(P)" + H,O

Posteriormente, o nitrito produzido é transportado ao cloroplasto, onde € reduzido ao ion
amonio pela enzima nitrito redutase (NiR), que utiliza a ferredoxina como doadora de elétrons (Lea
1993).

Considera-se que a NR, por ser a primeira enzima da via de reducdo do nitrogénio, controla
a taxa de assmilacdo do nitrato, constituindo um fator limitante para o crescimento,
desenvolvimento e producéo de proteinas (Solomonson & Barber 1990).

A NR pode ser regulada de diversas maneiras, como através da sintese e degradacdo da
enzima, da inativacdo reversivel, da concentracdo de substratos e do sequestro intracelular da
enzima. A luz, o oxigénio, o dioxido de carbono, o nitrato e outros metabdlitos sdo fatores que
podem influenciar a atividade da NR (Solomonson & Barber 1990).

Os ensaios para avaiar a atividade da NR podem ser realizados in situ ou in vitro. No

primeiro caso, a enzima ndo € extraida, mas mantida no interior da célula, a qual € artificiamente
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permeabilizada para permitir a liberagdo dos produtos de reacdo. Em geral, tal método é menos
controlado e mais dificil de se reproduzir, uma vez que 0s substratos podem estar presentes em
quantidades ndo saturantes (Berges 1997), subestimando dessa forma a atividade da enzima.

Para 0 ensaio in vitro, duas questdes devem ser levadas em consideragdo: i. A extracéo
enzimatica, uma vez que pode ocorrer a perda de cofatores enzimaticos durante a extracdo
(Vennesland & Solomonson 1972), a presenca de proteases endogenas (Berges & Harrison 1995) e
a inibicdo da atividade por compostos fendlicos (Thomas & Harrison 1988). A adicdo de albumina
sérica bovina (BSA) no tampado de extracdo pode ajudar a preservar a NR, uma vez que este
composto atua como substrato preferencial para as proteases enddgenas e liga-se aos compostos
fendlicos (Ingemarsson 1987); ii. Condicdes étimas de ensaio, que sdo espécies-dependentes
(Lobban & Harrison 1994) e requerem condigdes apropriadas como pH, temperatura e concentracéo
de substrato (Berges 1997).

O ensaio in vitro da nitrato redutase de Fucus gardneri P. C. Silva foi otimizado e
caracterizado (Hurd et al. 1995), e com base nesse ensaio otimizado, a atividade da NR de outras
espécies de macroalgas marinhas foi determinada (tabela 2.1). Embora a atividade da NR tenha sido
detectada em todas as espécies testadas, houve uma grande variagdo nos valores apresentados, o que
pode estar relacionado a diferencas inter-especificas ou ao fato do protocolo utilizado ndo ser
adequado para cada espécie.

A caracterizacdo da atividade da NR tem sido realizada para diversas macroalgas, como para
as rodofitas Gracilaria caudata J. Agardh (Chow et al. 2007), G. chilensis Bird, McLachlan et
Oliveira (Chow et al. 2004), Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex. P. Silva (Granbom et al. 2004)
e Gracilariopsis tenuifrons (C.J. Bird & E.C. Oliveira) Fredericq & Hommers (Rossa 1999).

A taxa de catdlise enzimética em funcéo da concentracdo do substrato pode ser determinada
pela equacdo de MichaelisMenten. A constante de Michaelis-Menten (Ky) € um importante
parémetro a ser considerado nos estudos enzimaticos, uma vez que mostra a afinidade da enzima

pelo substrato (DeBoer 1981). Quanto menor for o Ky, maior é a ainidade da enzima pelo
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substrato. Ao comparar os valores de Ky para nitrato de Gracilaria caudata (3,95 mM) (Chow et
al. 2007) e G. chilensis (680 nM) (Chow et al. 2004), pode-se observar que a NR de G. caudata
possui maior afinidade pelo substrato.

Uma vez que os méodos descritos na literatura para o ensaio in vitro da NR n&o sfo
igualmente adequados para as diferentes espécies de macroalgas, 0 presente trabalho apresenta a
otimizacdo de um método, descrito por Chow et al. (2004), para medir a atividade da NR de duas
linhagens de cor de Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J. V. Lamour., uma rodoficea com
ampla distribuicdo geogréfica ao longo do litoral brasileiro e importante economicamente por ser a

maior fonte brasileira de k-carragenana.

Tabela 2.1. Comparacédo da atividade méxima da NR apresentada por diferentes espécies, utilizando

0 protocolo otimizado para Fucus gardneri (Hurd et al. 1995).

Espécies Atividade daNR
(x10° U gh
Fucus gardneri P. C. Silva 1,5
Macrocystis integrifolia Bory 9,61
Costaria costatum (C. Agardh) Saunders 10,7
Ulva sp. 9,3
Porphyra sp. 4,0
Corallina vancouveriensis Y endo 22,6

Materiais e métodos

Cultivo de Hypnea musciformis

As linhagens verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.)
J. V. Lamour. utilizadas para a otimizagdo do ensaio in vitro da NR foram cultivadas em VSES/2,
renovado semanalmente, sob temperatura média de 23 + 2 °C, fotoperiodo de 14 h , salinidade 30-
32 ups, pH 8, densidade de fluxo foténico de 60 a 90 nmol de fétons m? st
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As linhagens estudadas foram cultivadas durante dois meses em frascos do tipo Erlenmeyer
(500 ml) até atingir a massa necessaria para cada un dos ensaios. Apés 24h a partir da renovacéo
do meio VSES/2, segmentos apicais de aproximadamente 2,5 cm de comprimento foram
seccionados e congelados em nitrogénio liquido e armazenados para 0s posteriores testes. No
presente estudo, o horario para o congelamento das amostras utilizadas nos ensaios da NR foi
padronizado e realizado as 12:00h.

Parametros testados

Para otimizar o mé&odo do ensaio in vitro da NR das duas linhagens de H. musciformis
foram testados os seguintes parametros: extrato bruto (EB) com ou sem abumina sérica bovina
(BSA; 0,3 % wi/v); tempo (5, 10 e 15 min) e temperatura (5 a 35 °C) de incubacdo do extrato bruto;
volume de extrato bruto incubado (10, 50, 100, 200 e 300 m); concentracdo de NADH (entre O e 60
nmM) e concentragéo de nitrato (0 a24 mM).

Devido ao grande numero de amostras, 0 que impossibilitou a realizagdo do ensaio em um
tnico dia, as algas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer até o
momento da andlise. Dessa forma, foi testado o tempo de armazenamento (1 e 7 dias) em duas
temperaturas (-20 °C e —80 °C). A temperatura de-20 °C foi testada em duas condi¢des. mantendo-
Se as amostras cobertas com gelo seco e sem gelo seco.

Extracé&o celular

A extracdo celular foi realizada através da maceracéo das amostras em nitrogénio liquido. O
macerado foi suspenso em um tampéo de extracdo (0,2 M tampédo fosfato, pH 8,0, 5 mM EDTA;
1 mM DTT) na proporcdo de 1g de biomassa fresca por 10 ml de tampdo. A solucéo foi
centrifugada por 15 minutos a 12000 g e 4 °C, e o sobrenadante foi retirado e mantido no gelo.

Ensaio “in vitro” da NR

Para a determinacéo da atividade da NR, o extrato bruto foi pré-incubado em uma mistura
de reagcdo composta por 0,2 M tampéo fosfato, pH 8, KNO3 (concentragéo variando de 0 a 24 mM)

e 0,5 mM MgSOq, por 10 minutos. A misturafoi incubada por um tempo adicional (5, 10 e 15 min)
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apos a adicdo de NADH (concentractes variando de 0 a 60 M) para iniciar a reagcéo. Um controle
foi feito sem a adicdo de NADH. A reagdo foi interrompida adicionando 1,4 mM de ZnSO;, e etanol
43% v/v. A solucédo foi centrifugada por 10 minutos a 12000 g e 20°C. A concentracdo de nitrito foi
determinada por espectrof otometria pela absor¢édo a 543 nm ap6s a adicdo de 9,6 mM sulfanilamida
e 0,7 mM n(1-naftil) etilendiamina diidrocloreto (NED). Assim que cada parametro foi otimizado
para cada linhagem, o mesmo foi substituido no ensaio enzimatico a fim de aprimorar a eficiéncia
do ensaio da atividade da NR.

O contedo de nitrito produzido foi transformado em atividade da NR por massa fresca
considerando que 1 unidade da NR (U) corresponde a 1 nmol NO,” min* (Chapman & Harrison
1988) a temperatura de 30°. O célculo da atividade daNR (U ¢*) foi redlizado através da formula:

{[m total de EB x (mmol NO produzido/min incubacédo)]/m de EB incubado} /g alga

As constantes aparentes de saturacdo meédia (Ky) para NADH e nitrato foram calculadas
mediante regressdo linear segundo 0 método descrito por Leatherbarrow (1990) e os gustes dos
gréficos foram feitos utilizando o programa ENZFITTER 1.05. Os vaores de Ky foram
determinados utilizando extratos brutos ndo dialisados e dialisados por 4 h, por meio de um kit de
didise Cellu-Sep com membranas do tipo MWCO 6.000-8000, de 28 iV de porosidade.

As andlises da atividade da nitrato redutase foram realizadas com a colaboragéo da Profa.
Dra. Fungyi Chow Ho (Ingtituto de Biociéncias da USP, SP).

Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados com trés repeticdes. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) de um fator, seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey, e
dois fatores, seguido do teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls, considerando-se um limite
de confianca de 95%. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa SigmaStat

(versdo 1.0).
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Resultados

EXTRATO BRUTO (EB) coM E SEM BSA: N&o houve diferenca significativa na atividade da
NR de ambas as linhagens nos EB com e sem BSA (figura 2.1). Apesar deste resultado, optouse
adicionar BSA a0 tampéo de extracdo nos ensaios subseqlientes, uma vez gque esse composto

protege a proteina NR de proteases endégenas e dos compostos fendlicos.

1007 OVC EMA
80 1
60
40 -

20 ~

Atividadeda NR (x10 2U g %

BSA sem BSA

Figura 2.1. Variagdo da atividade da nitrato redutase (NR) em extratos
brutos com e sem adicdo de albumina serica bovina (BSA) nas linhagens

verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis.

TEMPO DE INCUBAGAO: Houve um incremento linear na atividade da NR da linhagem VC
com 0 aumento do tempo de incubagdo (figura 2.2 A), sendo que o aumento foi significativo de 5
para 10 min, porém de 10 para 15 min ndo houve diferenca significativa na atividade enzimética
(figura 2.2 A). A atividade da NR da linhagem MA também foi menor em 5 mim e maior em 10 e
15 min. Assim, o tempo de 10 min foi o0 escolhido para os demais ensaios com aNR.

VoLUME DE EB: A NR da linhagem VC apresentou maior atividade em 100 m de EB
incubado enquanto que ada MA foi em 300 m (figura 2.2. B). Ao comparar a atividade entre ambas
linhagens, a atividade da NR da linhagem MA foi significativamente maior do que a da VC apenas
no volume de incubacdo de 300 nl de EB. Uma vez que a atividade da NR da linhagem VC foi
maior em 100 m e os resultados apresentados pela linhagem MA na incubagdo com 300 m de EB
ndo apresentaram diferencas significativas com o volume de 100 pl e apresentaram um desvio

padréo muito alto, optouse pelo volume de 100 m para 0s ensai 0s posteriores.
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TEMPERATURA DE INCUBAGAO: A NR da linhagem VC apresentou maior atividade quando
incubada nas temperaturas de 25, 30 e 35 °C e a da linhagem MA foi maior em 30 e 35 °C (figura
2.2 C). Ao comparar ambas as linhagens, a atividade da NR da linhagem MA foi maior do que ada
linhagem VC nas temperaturas de 15, 20 e 30°C. Uma vez que a atividade da NR de ambas
linhagens foi maior na temperatura de incubacdo de 30 °C e ndo houve diferenca significativa com a

de 35 °C, optouse pelatemperatura de 30 °C para 0s ensaios posteriores.
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Figura2.2. Variagdo da atividade da NR em extratos brutos das linhagens verde-clara (VC)
e marrom (MA) de Hypnea musciformis incubados em diferentes tempos (A), volumes (B)
e temperaturas (C). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre
S, segundo o teste de comparaces multiplas de Tukey. * indica as diferencas

significativas entre as linhagens, segundo a ANOVA bifatorial e o teste de comparacéo de
Student-NewmanKeuls.

CONCENTRAGOES DE NITRATO E NADH: Ambas as linhagens apresentaram um aumento na
atividade enzimatica conforme o aumento da concentracdo do substrato (figura 2.3 B, C e D),
excetuando o extrato ndo dialisado, incubado com diferentes concentragdes de nitrato (figura 2.3

A). Considerando as curvas obtidas das amostras submetidas a didlise, as concentracdes 6timas de
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nitrato e NADH para 0 ensaio enzimatico foram 2 mM de nitrato e 40 M de NADH para a
linhagem MA e 4 mM de nitrato e 40 nM de NADH para a linhagem VC (figura 2.3 B e D). As
linhagens VC e MA apresentaram, respectivamente, Ky, aparente para nitrato de 49,2 e 29,4 nM e
para NADH de 0,2068 e 0,0837 uM, o que mostra que a NR da linhagem MA tem maior afinidade

por ambos substratos do que a da linhagem VC.
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Figura 2.3. Variagdo da atividade da nitrato redutase (NR) em extratos brutos ndo submetidos a
didise (A e C) e submetidos a didise (B e D) das linhagens verde-clara (VC) e marrom (MA) de
Hypnea musciformis incubados em diferentes concentracfes de nitrato (A e B) e NADH (C e D).
Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de

comparagdes multiplas de Tukey.

TEMPERATURA E TEMPO DE ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS A andise de variancia
bifatoral mostrou que, para ambas as linhagens, a temperatura de armazenamento néo influenciou
nos valores obtidos de atividade da NR, porém, o tempo de armazenamento de uma semana

ocasionou um decréscimo significativo na atividade enzimatica (Figura 2.4). Para a linhagem VC,
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houve decréscimo significativo na atividade da NR apenas nas amostras congeladas a —20°C com

gelo seco (figura 2.4 A), enquanto que a atividade da NR da linhagem MA decresceu em todas as

temperaturas de armazenamento testadas, apos sete dias (figura 2.4 B).
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Figura 2.4. Variagéo da atividade da NR das amostras das linhagens VC (A) e MA (B) de
Hypnea musciformis estocadas em diferentes temperaturas ¢20°C, -20°C + gelo seco e

-80°C) por 1 e 7 dias. *indicaas diferencas significativas entre o tempo de armazenamento
de 1 e 7 dias, segundo a ANOVA hifatorial e o teste de comparagdo de Student-Newmarnt

Keuls.

Discusséao

Os métodos para medir a atividade da NR ndo sdo igualmente eficientes para as diferentes
espécies de macroalgas marinhas (Chow et al. 2004), uma vez que as caracteristicas dessa enzima
diferem entre os diferentes grupos de algas (Berges 1997) e também, devido a inibicdo da atividade
enzimética por compostos fendlicos (Thomas & Harrison 1988) e a presenca de proteases
enddgenas (Berges & Harrison 1995).

Por sua vez, as condicles fisioldgicas, caracteristica de cada espécie, e as condicbes de
cultivo em laboratério sdo ou podem ser diferentes para cada material estudado, e esses fatores
podem ser determinantes ao se comparar a eficiéncia da enzima NR. Portanto, uma otimizagéo
especifica do ensaio enzimético para Hypnea musciformis € fundamental e pertinente para as
subseqiientes analises entre as linhagens.

Varios sdo 0s parametros do ensaio que podem influenciar a eficiéncia da atividade da NR,

entre eles podemse citar a protecdo da enzima frente a atividade das proteases, enzimas que
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degradam proteinas, protecdo contra compostos fendlicos, tempo de incubacdo, volume de extrato
bruto incubado, temperatura de ensaio, concentracdes de substrato (ex. nitrato e NADH) e pH do
tampdo de ensaio. Neste trabalho, alguns dos fatores considerados mais importantes foram
analisados para as linhagens VC e MA de H. musciformis.

A presenca/auséncia de BSA no tampéo de extracdo ndo influenciou a atividade da NR de
ambas as linhagens de H. musciformis, sendo 0 mesmo observado para Fucus gardneri (Hurd et al.
1995) e Enteromorpha sp. (Lartigue & Sherman 2002). Por outro lado, Rossa (1999) e Chow (2004)
observaram um aumento significativo na atividade da NR de Gracilariopsis tenuifrons e Gracilaria
chilensis, motivo pelo qual optou-se pela utilizacdo de BSA nas andlises subseqiientes.

N&o houve diferenca significativa na atividade da NR com o aumento do tempo de
incubagdo de 10 para 15 min para as duas linhagens de H. musciformis estudadas. Portanto, foi
utilizado o tempo de 10 min nos ensaios subsequentes. Para Gracilariopsis tenuifrons, a producéo
de nitrito comecou a diminuir a partir de 30 min de incubacéo e a velocidade de reacdo foi maxima
em 5 e 10 min (Rossa 1999). Para Gracilaria chilensis, o tempo de incubagdo de 5 min foi a melhor
condicdo de ensaio in vitro da NR (Chow 2002). Um menor tempo de ensaio implica em maior
eficiéncia da enzima para reduzir o substrato disponivel, o que pode significar que G. chilensis
possui uma maior velocidade catalitica para a reducdo de nitrito através da enzima NR.

As atividades da NR das linhagens VC e MA de H. musciformis foram maiores,
respectivamente, em 100 e300 ml de EB incubado. Para F. gardneri, a atividade da NR aumentou
linearmente com o0 aumento do volume de EB incubado (Hurd et al. 1995). Embora a atividade da
NR dalinhagem MA tenha aumentado com o0 aumento do volume de EB incubado, o desvio padréo
das amostras incubadas com 300 i1 foi maior, motivo pelo qual adotou-se 0 volume de 100 ml para
arealizacao de todos os demais ensai 0s enziméticos realizados no presente estudo.

As atividades da NR das linhagens VC e MA de H. musciformis foram maiores nas
temperaturas de 25, 30 e 35 °C. Para Gracilariopsis tenuifrons (Rossa 1999), a atividade da NR foi

maxima ha temperatura de 30 °C, enquanto que para Gracilaria chilensis e Gracilaria tenuistipitata
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var. liui Zhang & Xia (Lopes et al. 1997) a atividade 6tima ocorreu em 15 e 20 °C, respectivamente.
Uma vez que a atividade da NR da linhagem MA foi maior em 30 °C e ada linhagem VC foi maior
nas temperaturas entre 25 e 35 °C, adotou-se 30 °C para a realizagéo de todos os demais ensaios
enzimaticos realizados no presente estudo. Essa diferenca na temperatura de ensaio pode estar
relacionada ao local de distribuicéo dessas espécies, uma vez que G. chilensis € uma espécie de
&guas temperadas.

A concentracdo Otima de NADH para 0 ensaio da NR das linhagens estudadas de H.
musciformis foi de 40 mM. Rossa (1999) observou que diferentes lotes de Gracilariopsis tenuifrons,
que representavam fases reprodutivas e locais de distribuicdo diferentes, apresentaram variagctes
guanto a concentracdo 6tima de NADH, sendo que algas do lote 82 (gamet6fito masculino) e 83
(gametofito feminino), provenientes de Ubatuba, apresentaram concentragdes otimas de NADH de
0,1 e 0,15 mM, respectivamente. A concentracdo Gtima de NADH para a atividade da NR
apresentada pelas linhagens de H. musciformis € baixa, quando comparada as de outras algas. Para
G. tenuifrons (Rossa 1999) e Gracilaria tenuistipitata (Lopes et al. 1997), as concentragdes 6timas
de NADH foram, respectivamente, 150 e 400 M.

Hé uma grande variacdo na constante de saturacdo para NADH e nitrato (Berges & Harrison
1995). O Ky aparente da NR das linhagens VC e MA de H. musciformis para o NADH foi de
0,2068 e 0,0837 uM, respectivamente. Esses valores sdo baixos quando comparados aos Ky de
outras algas. Para Gracilariopsis tenuifrons o valor do Ky, aparente foi de 12,2 uM (Rossa 1999),
para Gracilaria tenuistipitata foi de 95 uM (Lopes et al. 1997) e 8 uM para G. chilensis (Chow et
al. 2004). Essas diferencas na concentracdo Otima e no vaor do Ky para NADH evidenciam
diferencas nos reguerimentos metabdlicos da NR para cada uma dessas espécies.

Para H. musciformis, o Ky aparente da NR para o nitrato apresentado pela linhagem VC
(49,2 mM) foi maior do que o apresentado pela linhagem MA 9,4 mM) e por Gracilariopsis
tenuifrons (31,44 nM) (Rossa 1999) e Porphyra perforata (35 mM) (Thomas & Harrison 1988), o

que indica que a NR da linhagem VC possui menor afinidade pelo substrato. Porém, Gracilaria
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tenuistipitata (Lopes et al. 1997) e G. chilensis (Chow et al. 2004) possuem Ky maiores do que o
da linhagem VC, de 197,8 e 680 nM, respectivamente. Esses dados mostram as diferencas nas
afinidades da NR pelos substratos, evidenciando a necessidade de estabelecer um protocolo de
ensaio enzimaético especifico para cada espécie.

Houve um decréscimo na atividade da NR de ambas as linhagens de Hypnea musciformis,
com o aumento do tempo (1 a 7 dias) de armazenamento das amostras, independente da temperatura
de armazenamento (-20 e —80 °C). O mesmo néo foi observado por Lartigue & Sherman (2002) para
Enteromorpha sp., onde a atividade da NR foi preservada ao longo de 25 dias quando estocada a
-80°C, mas ndo foi preservada quando estocada a -20°C.

O presente estudo evidenciou algumas diferencas na atividade da NR das linhagens de cor
de H. musciformis, destacando-se que a NR da linhagem MA apresenta maior afinidade pelo
substrato (nitrato) do que a da VC, mas, por outro lado, a NR da linhagem VC apresentou maior
estabilidade em relacdo ao tempo de congelamento das amostras do que a da linhagem MA.

A atividade da NR apresentada pelas linhagens MA e VC de H. musciformis no ensaio
otimizado (com BSA; 10 min de incubagdo; 100 i de EB incubado; 4 mM de nitrato; e 40 M de
NADH) foi de 40,08 e 35,05 x10° U g*, respectivamente. Esses resultados s semelhantes ou
maiores do que os valores de atividade da NR apresentados por outras espécies de macroalgas, em
diferentes ensaios otimizados da NR in vitro. Por exemplo, a atividade da NR de Ulva sp., Costaria
costatum, Porphyra sp. (Hurd et al. 1995) e Gracilaria tenuigtipitata (Lopes et al. 1997) foi,
respectivamente, 9,3; 10,7; 4,0 e 43,3 x10° U g*. Dentro das condices experimentais adotadas no
presente estudo, os resultados obtidos indicam que foram estabel ecidas as condic¢fes étimas para o

ensaio in vitro daNR das linhagens VC e MA de H. musciformis.
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CAPITULO 2
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Abstract

[Effects of nitrate and phosphate availabilities on nitrogen assimilation, growth and photosynthesis
in colour strains of Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) JV. Lamour. (Gigartinales,
Rhodophyta)]

In marine environment, nitrogen is available in the forms of ammonium, nitrate and nitrite, and is
considered the main limiting nutrient for the growth of seaweeds. Considering that the knowledge
of the relationship between nitrogen and seaweeds is important to the success of their cultivation,
and phosphorus also can limit the productivity of some seaweeds, the main objective of the present
study was to evaluate the effects of the availabilities of nitrate and phosphate on growth, nitrogen
assmilation and storage and photosynthesis in the light-green (LG) and brown (BR) strains of
Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) JV. Lamour. Both colour strains were cultured at
temperature of 23 + 2°C, photoperiod of 14h, irradiance of 60-90 mmol photons.m?.s, and medium
was composed by sterilized seawater (salinity 30 psu) enriched with von Stosch’s solution at half
strength (VSES/2). The experiments were carried out with plants with nutrient starvation (cultured
in seawater without nutrients for two weeks) and without starvation (cultured in VSES/?2).
Experimental conditions were the same as described for unialgal cultures, except for the medium,
which was composed by seawater enriched with nitrate in concentrations ranging from zero to 100
nmM or with nitrate and phosphate (zero to 25 nM), with a N:P relation of 4:1. The activity of nitrate
reductase (NR), contents of proteins, and photosynthetic pigments (AFC- alophycocyanin, FC-
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phycocyanin, FE phycoerythrin and Cla- chlorophyll a), the photosynthetic rates (GP- gross
photosynthesis and NP- net photosynthesis), respiration (RE), and growth rate (GR) were analyzed.
Starved plants of LG strain showed positive correlations among nitrate concentrations and GR,
protein contents and RE, while starved plants of BR strain showed positive correlations among
nitrate concentrations and GR, protein contents, FC, FE and LP and GP. With the addition of N:Pin
the seawater, positive correlation was observed among N:P concentrations and AFC, FC, Cla and
GP for the LG strain, and among N:P concentrations and AFC and Cla for the BR strain. These
results show the metabolic differences between the colour strains of H. musciformis on nitrogen
metabolism: with addition of nitrate, VC strain storaged nitrogen mainly as protein, and MA strain
as protein and pigment (FC and FE), and with addition of N:P, VC strain also storaged nitrogen as
pigment (AFC, FC and Cla) and MA strain as Cla. Moreover, the respiration of LG strain increased
with nitrate concentrations, while the photosynthesis of BR strain increases. Both colour strains
without nutrient starvation presented higher values of GR, activity of the NR and protein content
than starved plants, indicating that starved plants cultured at enriched seawater with nitrate and
phosphate for only one month did not restore their nitrogen pools, as well as physiological

jprocesses.

Resumo

No ambiente marinho, o nitrogénio é encontrado nas formas de ambnio, nitrato e nitrito e é
considerado o principal nutriente limitante para o crescimento das algas marinhas bentonicas.
Considerando que o conhecimento das relacBes entre o nitrogénio e as algas é de extrema
importancia para 0 sucesso de seu cultivo, e que o fésforo também pode limitar a produtividade de
algumas algas, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da disponibilidade do
nitrato e do fosfato no crescimento, na assimilagdo e armazenamento do nitrogénio e na fotossintese
das linhagens verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J.V.
Lamour. As linhagens estudadas foram cultivadas em temperatura de 23 + 2°C, fotoperiodo de 14h,
irradiancia de 60-90 nmol fétons.m2.s?, e meio composto por &gua do mar esterilizada (30 ups)
enriquecida com a solugéo de von Stosch na concentragéo de 50% (VSES2). Os experimentos
foram realizados utilizando algas com limitag&o interna de nutrientes (cultivadas somente em agua
do mar durante 2 semanas antes do inicio dos experimentos) e sem limitacdo de nutrientes
(cultivadas em meio VSES/2). As condigcdes experimentais foram as mesmas descritas para as
culturas unial gaceas, exceto pelo meio composto por agua do mar com adic¢éo de nitrato (zero a 100
nM) e com adicdo de nitrato e fosfato (zero a 25 nM), mantendo a relacdo N:P de 4:1. Foram
analisados a atividade da enzima nitrato redutase (NR), o contelido de pigmentos fotossi ntetizantes

(AFC — Aloficocianina, FC — Ficocianina, FE — Ficoeritrina e Cla — Clorofila a) e de proteinas, as
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taxas fotossintéticas (FB- Fotossintese bruta e FL — Fotossintese liquida), respiratérias (RE) e de
crescimento (TC). Nos experimentos utilizando algas com limitacdo interna de nutrientes,
observou-se correlagdo positiva entre as concentragdes de nitrato e a TC, o contelido de proteinas e
a respiracdo na linhagem VC, e correlacéo positiva entre as concentractes de nitrato e a TC, o
contetido de proteinas e pigmentos (FC e FE), a FL e a FB dalinhagem MA. Com a adi¢éo de N:P
no meio, também houve correlacdo positiva entre a concentracéo de nitrato e fosfato e o conteiido
de AFC, FC, Cla e FB para a linhagem VC e AFC e Cla para a linhagem MA. Esses resultados
mostram as diferencas metabdlicas entre as linhagens de cor de H. musciformis quanto ao
metabolismo de assimilacdo do nitrogénio: com a adicdo de nitrato, a linhagem VC armazenou
nitrogénio principamente na forma de proteinas e a linhagem MA na forma de proteinas e de
pigmentos (FC e FE); com adicdo de N:P, a linhagem VC também armazenou nitrogénio na forma
de pigmentos (AFC, FC e Ch) e a linhagem MA na forma de Cl. Além disso, a respiracéo da
linhagem VC aumentou com o incremento de nitrato no meio enquanto que a linhagem MA
apresentou aumento na fotossintese.Os espécimes sem limitac&o interna de nitrogénio apresentaram
maiores valores de TC e de contelido de proteinas do que os espécimes com limitagcdo interna de
nitrogénio, indicando que as linhagens VC e MA de Hypnea musciformis cultivadas por duas
semanas em &gua do mar sem adicdo de nutrientes ndo conseguem restabelecer seu estoque interno
de nitrogénio e 0s seus processos fisiologicos, mesmo apds serem cultivadas por um més em meio

enriquecido com nitrato.
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Introducéao

Nitrogénio

No ambiente marinho, o nitrogénio € encontrado nas formas de amoénio, nitrato e nitrito,
sendo considerado o principa nutriente limitante para o crescimento das algas marinhas bentonicas
(Lobban & Harrison 1994). Na auséncia desse nutriente, muitas algas apresentam formagdo de
pélos celulares (DeBoer & Whoriskey 1983, O’ Connor & West 1991) e decréscimo no crescimento
(Hwang et al. 1987, Collén et al. 2004), no contelido de proteinas solUveis e ficobiliproteinas
(Collén et al. 2004), nas concentracBes de nitrato, nitrito e aminoacidos presentes nos tecidos
(Hwang et al. 1987), na fotossintese e na atividade de enzimas envolvidas no metabolismo do
carbono (Collén et al. 2004) e na atividade da enzima nitrato redutase (NR), envolvida no
metabolismo de assimilacdo de nitrogénio (Wheeler & Weidner 1983).

O nitrato é a fonte de nitrogénio mais abundante no ambiente marinho (Tyrrel 1999) e, ao
ser captado pela célula, é reduzido a nitrito, pela acdo da enzima NR, e este a ambnia, pela acdo da
enzima nitrito redutase, que é incorporada as moléculas organicas. O conhecimento das relacoes
entre esse nutriente e as algas é de extrema importancia para o sucesso do cultivo desses organismos
(Hanisak 1990).

Davison & Stewart (1984) observaram que a taxa de crescimento de espordfitos jovens de
Laminaria digitata (Huds) Lamour. variou conforme uma hipérbole com o aumento da
disponibilidade de nitrato no meio. Entretanto, a atividade potencial in vivo da NR (obtida sob
condi¢Bes Gtimas de ensaio enzimatico) desses esporéfitos manteve-se constante com a variagdo das
concentracdes de nitrato testadas. Ja a atividade potencial da NR de regides velhas de talos de
plantas maduras respondeu a concentracdo externa de nitrato, sendo maior nas plantas cultivadas em
altas concentragdes desse nutriente. O mesmo foi observado para Laminaria saccharina (L.)
Lamour. (Wheeler & Weidner 1983). Costa (2005), ao estudar os efeitos da concentragdo do nitrato
em linhagens selvagens e variantes de cor de Gracilaria birdiae Plastino & Oliveira, observou

menores teores de pigmentos fotossintéticos em espécimes cultivados sem adicdo de nitrato.
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Fosforo

O fosforo esta disponivel no mar principalmente na forma de ions fosfato. Na éagua do mar
com pH 8,0 (20°C), 87% de fosfato ocorre como HPO4>, 12% como PO4>, e 1% como HPO, . A
concentracdo de ortofosfato na agua do mar é geralmente de 1-3 miM, embora ocorram variacoes em
aguas costeiras (DeBoer 1981).

Quando o fosfato inorganico é transportado através da membrana plasmadtica, ele €
incorporado a compostos fosforilados ou estocado nos vacuolos ou em vesiculas de polifosfato.
Parte da quantidade de fosfato citoplasmatico pode escapar da célula ereaparecer como fosfato
externo. Algas deficientes em fésforo possuem a habilidade de incorporar rapidamente o fosfato,
em quantidades que excedem a necessidade da célula (Lobban & Harrison 1994). O excesso de
fosforo é incorporado a polifosfatos pela agdo da enzima polifosfato quinase.

O fésforo participa na formacdo de muitas biomoléculas, como &cidos nucléicos, proteinas e
fosfolipideos. Entretanto, o seu papel mais importante esta na transferéncia de energia através do
ATP e outros compostos de alta energia presentes na fotossintese e respiracdo (Lobban & Harrison
1994).

O enriquecimento com fésforo pode estimular o crescimento e a taxa fotossintética de
algumas algas (Lapointe 1986), bem como aumentar a producéo de carragenana, um polissacarideo
de parede encontrado em algumas algas vermelhas (Chopin & Wagey 1999). Porém, o
enriquecimento com altas concentracbes de fosfato ocasionou uma reducdo de 50% na
sobrevivéncia de plantulas de Fucus vesiculosus L. (Bergstrom et al. 2003).

A adicdo de nutrientes na agua decorrente da agdo antropogénica resulta em uma proporcao
nitrogénio: fésforo (N:P) elevada nas aguas costeiras (Conley 2000), uma vez que 0S processos
utilizados em estacOes de tratamento de agua removem preferencialmente o fésforo. Estudos tém
demonstrado a importancia da razéo N:P no desenvolvimento das macroalgas marinhas. Essa razéo

teve efeito significativo na taxa de crescimento de Gracilaria cornea J. Agardh, sendo que a maior
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taxa de crescimento ocorreu nas proporcoes de N:P de 10:1 e 10:5, e a menor na razéo de 10:0
(Navarro-Angulo & Robledo 1999).

Considerando a importancia da utilizacéo de variantes pigmentares como ferramenta para a
compreensao da fisiologia e biologia das macroalgas, bem como a importancia do conhecimento
das relagbes dessas algas com 0 nitrogénio e o fosforo, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar os efeitos da disponibilidade do nitrato e do fosfato na atividade da enzima NR, no contetido
de pigmentos fotossintetizantes e de proteinas, e nas taxas fotossintéticas e de crescimento em duas
linhagens de cor de Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J. V. Lamour., uma rodoficea com
ampla distribuicdo geogréafica ao longo o litoral brasileiro e importante economicamente por ser a

maior fonte brasileira de kappa-carragenana.

Materiais e métodos

Cultivo de Hypnea musciformis

As linhagens verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J.
V. Lamour. utilizadas nos experimentos descritos abaixo foram cultivadas em meio VSES/2, sob
temperatura média de 23 + 2 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade 30-32 ups, pH 8, densidade de fluxo
fotonico de 60 a 90 nmol de fétons.m?.s™.

Testes preliminares para a extracdo de pigmentos

Para padronizar o método de extracdo pigmentar foram testados 0s seguintes paranmetros:
propor¢ao biomassa fresca (50, 75 e 100 mg) por tampdo de extragdo (1ml) e maceragdo das
amostras no claro e no escuro.

A extracdo de pigmentos foi redlizada através da maceragdo das amostras em nitrogénio
liquido. O macerado foi suspenso em 1 ml de tampéao fosfato 50 mM, pH 5,5 e temperatura de 4°C.
A solucéo foi centrifugada por 20 minutos a 36000 g e 4 °C, e 0 sobrenadante, contendo as
ficobiliproteinas, foi retirado e mantido no escuro em tubos de ensaios vedados, até a leitura em

espectrofotdmetro. O sedimento foi ressuspendido em 750 ml de acetona 90%, até a obtencdo de
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um homogeneizado. A solugdo foi centrifugada a 12000g e 4°C, durante 15 minutos e o

sobrenadante, contendo a clorofila a, foi transferido para tubos de ensaio, vedados e mantidos no

escuro até a leitura em espectrofotémetro, para a posterior determinacdo do contetido de pigmentos.
As concentracdes das ficobiliproteinas foram determinadas segundo Kursar et al. (1983) e a

concentracdo de clorofilaa segundo Jeffrey & Humphrey (1975).

Experimentos com diferentes concentracdes de nitrato e fosfato, utilizando
algas com e sem limitacao interna de nutrientes

COM LIMITACAO DE NUTRIENTES: Foi realizado um pré-tratamento onde as algas foram
cultivadas em agua do mar esterilizada sem adicdo de nutrientes durante duas semanas que
antecederam o inicio dos experimentos.

SEM LIMITACAO DE NUTRIENTES: As algas utilizadas nesses experimentos foram cultivadas
em agua do mar esterilizada enriquecida com VSES/2 durante todo o periodo anterior ao inicio do
experimento.

NITRATO: Esse experimento foi realizado utilizando agua do mar esterilizada enriquecida
com diferentes concentracdes de nitrato (NaNOs, zero, 20, 40, 60, 80 e 100 nM). O experimento
teve duragdo de 28 dias e foram analisadas as seguintes varidveis. taxa de crescimento, atividade da
NR e conteldo de proteinas solUveis totais, nos espécimes com e sem limitagdo interna de
nitrogénio, e contelido de pigmentos, fotossintese e respiracdo, apenas nos espécimes com limitacdo
interna de nitrogénio. Ao final do experimento, as amostras foram armazenadas a -20°C para
posterior analise, por, no maximo, trés dias.

Para as extracfes (NR, pigmentos e proteinas), a Ultimatroca de meio foi realizada 24h antes
do congelamento, cujo horario foi padronizado e redizado as 12:00h. Para o experimento de
fotossintese, a Ultima troca de meio foi realizada no 28° dia e a incubacdo das agas para andise da

evolucdo do oxigénio foi realizada no 30° dia.
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NITRATO E FOSFATO: Esse experimento foi realizado com &gua do mar esterilizada
enriquecida com diferentes concentracoes de nitrato (NaNOg, zero, 20, 40, 60, 80 €100 niM) e
fosfato (NaHPO,4.12H,0, zero, 5, 10, 15, 20, 25 nM), mantendo a proporcdo 4.1 de
nitrogénio:fésforo (N:P). O experimento teve duracdo de 28 dias eforam analisadas as seguintes
variaveis. taxa de crescimento, atividade da NR e conteldo de proteinas solUveis totais, nos
espécimes com e sem limitac8o interna de nitrogénio, e conteldo de pigmentos, fotossintese e
respiracao, apenas nos espécimes com limitagdo interna de nitrogénio. Ao final do experimento, as
amostras foram armazenadas a -20°C para posterior andlise, por, no maximo, trés dias.

Os procedimentos para as extracfes (NR, pigmentos e proteinas) foram os mesmos descritos
para o experimento com nitrato.

No experimento com algas sem limitacdo interna de nitrogénio, as algas foram cultivadas
por mais 83 dias para obtencdo da biomassa necesséria para a andlise da atividade da NR e
contelido de proteinas solUveis totais. A taxa de crescimento das duas linhagens foi determinada em
todas as concentracfes de nitrato. Porém, as demais andlises foram prejudicadas e a atividade da
NR foi determinada somente para a linhagem VC, nas concentracfes de zero a 60 nM de nitrato,
uma vez que as demais amostras armazenadas a -80°C foram perdidas devido a quebra do “ deep-
freezer”.

AGUA DO MAR UTILIZADA NOS EXPERIMENTOS: A &gua do mar utilizada nesses
experimentos foi proveniente de um anico lote para uma padronizacdo. As amostras de agua do mar
foram analisadas no Laboratério de Nutrientes, Micronutrientes e Tragos do Mar (I0-USP). As
andlises de nitrato, nitrito, aménio e fosfato foram realizadas de acordo com os métodos descritos
por Strickland & Parsons (1972) e Grasshoff et al. (1983) em colaboracdo com a Profa. Dra
Elisabete de Santis Braga.

A tabela 3.1 apresenta as concentragdes de nitrato, nitrito, aménio, fosfato e nitrogénio

organico dissolvido (NOD) na é&gua do mar utilizada nos experimentos, antes da adicdo de

36



nutrientes. O contelido de nitrato e fosfato também foi analisado em todos os tratamentos testados

(tabela3.2 A e B).

Tabela 3.1. Concentracdo inicia de nutrientes na &gua do mar utilizada nos experimentos. Os
valores correspondem a média (n=3) + desvio padréo.

Nitrato Nitrito Amonio Fosfato NOD

Concentragdo 540 0,30 123 053 291
(EM) +0,1 +0,0 +0,1 +0,0 +0,4

Tabela 3.2. Concentragdo inicial de nitrato e fosfato na agua do mar, em todos os tratamentos
testados. Os valores correspondem a média (n=3) * desvio padrdo. A. Tratamentos com adicéo de
apenas nitrato. B. Tratamentos com adi¢ao de nitrato e fosfato.

A Tratamentos testados (adi¢cdo de nitrato)
Zero 20M  40CM 60CM  80CM  100[M
C?jgcre]ﬂg%ao 540 24,20 4387 62,51 8462 10142
o) +007 +022 +002 +123 +068  +070
Concentragao ) 5 0,56 0,69 0,74 0,59 0,80
defosfato

+003 002 +004 +004 +011  +005
(M)

Relacio N:P 10,12 44,09 63,33 84,75 143,96 127,17

B Tratamentostestados (adicdo de nitrato:fosfato)
zero  2050M 40:10CM 60:150CM 80:20 CM 10&25
C%gﬁg%ao 5.40 25.40 4481 61,72 8160 10202
+007 +092 +049 +035 +006  +030
(EM)
C‘ég‘}e'o’stfr:t%ao 0,53 5,32 1031 1437 1885 2237
+003 +031 +022 +057 +022  +226
(tM)
RelacioN:P - 10,12 477 435 4.30 4.49 456
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Variaveis analisadas

- Taxa de crescimento:

O crescimento foi avaliado semanalmente por meio de medidas da massa fresca. As taxas de
crescimento foram calculadas utilizando-se aformula:

TC = (I, Massafinal — |, Massainicial)/(Tempo final — Tempo inicial).

- Atividade da nitrato redutasein vitro:

As linhagens estudadas foram incubadas por 24 h no meo correspondente a cada
tratamento, congeladas a0 meio dia em nitrogénio liquido e armazenadas a —20°C para as
posteriores extracoes.

A extracdo celular e 0 ensaio da atividade da NR foram realizados segundo o método
otimizado para H. musciformis descrito no Capitulo 2.

Extracéo celular

A extracdo celular foi realizada através da maceracdo das amostras em nitrogénio liquido. O
macerado foi susperso em um tampédo de extragdo (0,2 M tampéo fosfato, pH 8,0, 5 mM EDTA;
ImM DTT e BSA 0,3% w/v) na proporcéo de 1g de biomassa fresca por 10 ml de tampéo. A
solucdo foi centrifugada por 15 minutos a 12000 g e 4 °C, e o sobrenadante foi retirado e mantido
no gelo até o ensaio.

Ensaio “in vitro” daNR

Para a determinacéo da atividade da NR, o extrato bruto (100 ) foi préincubado em uma
mistura de reagcdo composta por 0,2 M tampdo fosfato, pH 8, 4 mM KNO3; e 0,5 mM MgSQO,, por
10 minutos. A mistura foi incubada por um tempo adicional de 10 min apos a adicdo de 40 niV
NADH para iniciar a reacd. Um controle foi feito sem a adicdo de NADH. A reacdo foi
interrompida adicionando 1,4 mM de ZnSO, e etanol 43% v/v. A solugdo foi centrifugada por 10
minutos a 12000 g e 20°C. A concentracdo de nitrito foi determinada por espectrofotometria pela
absorcdo a 543 nm apos a adicdo de 9,6 mM sulfanilamida e 0,7 mM nr(1-naftil) etilendiamina

diidrocloreto (NED).
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O contetdo de nitrito produzido foi transformado em atividade da NR por massa fresca
considerando que 1 unidade da NR (U) corresponde a 1 nmol de NO;" produzido por minuto
(Chapman & Harrison 1988), sob uma temperatura de ensaio de 30°C. O célculo da atividade da NR
(Ug™) foi realizado através da formula:

{[m total de EB x (mmol NO, produzido/min incubagéo)]/m EB incubado}/g aga

As andlises da atividade da nitrato redutase foram realizadas com a colaboracdo da Profa.
Dra. Fungyi Chow Ho (Instituto de Biociéncias da USP, SP).

- Pigmentos e proteina soluvel total:

As linhagens estudadas foram incubadas por 24 h no meio correspondente a cada tratamento,
congeladas ao meio dia em nitrogénio liquido e armazenadas a—20°C para as posteriores extracdes.

A extracdo e quantificagdo de pigmentos foram realizadas conforme descrito no item ‘ Testes
preliminares para a extracdo de pigmentos'.

A biomassa utilizada foi de 75 mg de alga fresca para 1 ml de tampéo fosfato.

No teste preliminar para a extragdo de pigmentos, a extracdo da clorofilaa foi feita com 750
m de acetona a 90%. Porém, como os valores das absorbancias obtidas nesse teste foram muito
altos, optou-se em utilizar 1 ml de acetona nas andlises posteriores.

Para a determinacéo da proteina soltvel total, utilizou-se uma aliquota do extrato bruto
obtido no ensaio da NR, que foi separada antes da adicdo de BSA. O contelido de proteina solivel
total foi determinado por espectrofotometria a 595 nm apés a adicdo da solucdo de Coomassie Blue
(Bio-Rad), segundo o método de Bradford (1976).

- Taxa fotossintética:

As taxas de fotossintese bruta, liquida e respiracdo foram determinadas pela evolucdo de
oxigénio, utilizando-se a técnica de frascos claros e escuros (Littler & Arnold 1985; Thomas 1988).
As concentragdes de oxigénio inicia e final foram determinadas com um medidor de oxigénio

(modelo 5000, Yellow Springs, Ohio, USA) equipado com uma sonda agitadora. As plantas (100-
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110 mg massa fresca) foram incubadas em frascos de vidro de borosilicato (98,5% de
transparéncia), e os frascos do escuro foram cobertos com plastico preto.

As incubagoes foram realizadas em temperatura constante de 23 °C, agitacéo orbital de 100
+ 5 rpm por 60 minutos. Antes das incubagbes, 0 meio de cultura foi aguecido ou areado para
diminuir ou aumentar a concentracéo de oxigénio nos frascos claros e escuros, respectivamente.

As taxas fotossintéticas e respiratérias foram cal culadas com a massa seca dos espéecimes.

As andlises de fotossintese foram realizadas com a colaboragdo do Prof. Dr. Orlando Necchi

Janior (IBILCE, UNESP, campus de S8o José do Rio Preto).

Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados com trés repeticdes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) de um fator, seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey, e
dois fatores, seguido do teste de comparagéo de Student-NewmanKeuls, considerando-se um limite
de confianca de 95%.. Foi feita correlagdo de Pearson para as varidvels andisadas nos

experimentos. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa SigmaStat (verséo 1.0).

Resultados

Testes preliminares para a extrag&do pigmentar

Foram realizadas extracfes pigmentares com o objetivo de estabelecer a melhor proporcéo
biomassa algacealtampao de extracdo a ser utilizada nos experimentos. Foram utilizadas diferentes
biomassas (50, 75 e 100 mg) das linhagens estudadas para 1 ml de tampéo fosfato para a extragéo
das ficobiliproteinas e 750 ml de acetona para a extracdo da Cla. Essas extracOes foram realizadas
no escuro, segundo as recomendagdes do protocolo original. Apos estabelecida a biomassa, foram
realizadas extracOes no claro e no escuro, utilizando apenas a linhagem VC, para verificar se ocorre

degradacdo pigmentar durante a extracéo realizada no claro.
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A linhagem VC apresentou menor conteldo de ficobiliproteinas na biomassa de 50 mg,
enguanto que o maior contelido desses pigmentos ocorreu has biomassas de 75 e 100 mg (figura
3.1). O contelido de doficocianina (AFC), ficocianina (FC) e ficoeritrina (FE) ndo foi
significativamente diferente entre as biomassas de 75 e 100 mg testadas. Nao houve diferenca
significativa no contetido de Cl nas diferentes biomassas testadas.

Para alinhagem MA, ndo houve diferenca significativa no contetido de ficobiliproteinas nas
diferentes biomassas utilizadas (figura 3.1). Porém, o contetido de Cla foi maior quando utilizada a
biomassa de 50 mg.

Apesar de ndo ter havido diferenca significativa no conteido de AFC, FC e FE nas
biomassas de 75 e 100 mg na linhagem VC, optouse em utilizar 75 mg de biomassa algacea nos
experimentos subsequentes, pois o desvio padréo das amostras foi menor nesse tratamento. Para a
linhagem MA, também foi escolhida a biomassa de 75 mg, uma vez que ndo houve diferencas
significativas entre as biomassas testadas e a fim de padronizar a mesma biomassa experimental
para ambas linhagens.

Uma vez que foi escolhida a biomassa de 75 mg, segundo os resultados para
ficobiliproteinas, e o conteldo de Cla dalinhagem MA foi maior na biomassa de 50 mg, optou-se
em aumentar a quantidade de acetona utilizada na extracéo de 750 para 1000 .

N&o houve diferenca significativa no contelido de pigmentos da linhagem VC extraidos no
claro e escuro (figura 3.2). Uma vez que as amostras extraidas no escuro apresentaram maior desvio
padrdo do que as amostras extraidas no claro, optouse em redizar as extracbes pigmentares

subseqlientes no claro.
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Figura 3.1. Variagdo no contetido de ficobiliproteinas (AFC — Aloficocianing; FC —
Ficocianina; FE — Ficoeritrina) e clorofila a (Cla) das linhagens verde-clara (VC) e
marrom (MA) de Hypnea musciformis em diferentes valores de biomassa (50, 75 e

100 mg). Tratamentos com letras distintas sf0 significativamente diferentes entre s,
segundo o teste de comparacao multipla de Tukey.
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Figura 3.2. Variacdo no conteido de ficobiliproteinas (AFC — Aloficocianina; FC —
Ficocianina; FE — Ficoeritrina) e clorofila a (Cla) da linhagem verde-clara (VC) de

Hypnea musciformis nas extragoes realizadas no claro e no escuro.

Efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato em algas com limitacdo interna de
nutrientes

Adicéo de nitrato

A taxa de crescimento da linhagem VC foi maior nos tratamentos com 20, 60, 80 e 100 nM
de nitrato e a da linhagem MA nos tratamentos com 20, 80 e 100 nM de nitrato. A linhagem VC
apresentou menor TC nos tratamentos controle e com 40 M de nitrato e a linhagem MA nos
tratamentos controle, 40 e 60 MM de nitrato (figura 3.3 A). A linhagem MA apresentou maior TC
do que a VC no tratamento com 20 nM de nitrato.

A linhagem VC apresentou maior atividade da NR no tratamento controle e menor nos
tratamentos com 20 a 100 M de nitrato (figura 3.3 B). Paraalinhagem MA, a atividade da NR foi
menor no tratamento com 20 nM de nitrato e ndo variou entre os demais tratamentos (figura 3.3 B).
A atividade da NR da linhagem MA foi maior do que ada VC no tratamento com 60 nM de nitrato.

A linhagem VC apresentou FE apenas no tratamento controle, e com a adicdo de nitrato no
meio, o contelido desse pigmento foi nulo. O contelido de AFC e FC foi maior nos tratamentos com
20, 40, 60 e 80 nM de nitrato, exceto o tratamento de 80 niM para a AFC. O contetdo de Cla foi

maior nos tratamentos variando do controle a 80 mM de nitrato (figura 3.4).
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A linhagem MA, apresentou menor e maior contetido de ficobiliproteinas nos tratamentos
controle e com adicdo de nitrato (20 a 100 M), respectivamente (figura 3.4). Néo houve diferenca
significativa no contetido de Cla, nos diferentes tratamentos testados.

Ao se comparar ambas linhagens, a linhagem V C apresentou maior conteido de AFC do que
alinhagem MA nos tratamentos controle e com 20 mM de nitrato, de FC nos tratamentos controle e
com 20 e 60 M de nitrato e de Cla no tratamento com 20 mM de nitrato (figura 3.4). A linhagem

MA apresentou maior contetido de FE do que alinhagem VC em todos os tratamentos testados.
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Figura 3.3. Variacéo dataxa de crescimento (A) e da atividade da NR (B) das linhagens
VC e MA de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em agua do mar esterilizada
enriquecida com diferentes concentracOes de nitrato. Tratamentos com letras distintas
sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de
Tukey. * indica as diferencas significativas entre as linhagens, segundo teste de
comparagdo de Student-Newman-Keuls.
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Figura 3.4. Variagdo no conteido de ficobiliproteinas (AFC — Aloficocianing; FC —
Ficocianina; FE — Ficoeritrina) e clorofila a (Cla) das linhagens verde-clara (VC) e marrom
(MA) de Hypnea musciformis, cultivadas por 28 dias em dgua do mar esterilizada enriquecida
com diferentes concentragbes de nitrato. Tratamentos com
significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de Tukey. *

indica as diferencas significativas entre as linhagens, segundo teste de comparacdo de
Student-Newman-Keuls.

letras distintas s3o
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Ambas as linhagens estudadas apresentaram menor contetido de proteinas solUveis totais no
tratamento controle e maior nos tratamentos variando de 20 a 100 nM de nitrato (figura 3.5). Ao se
comparar ambas linhagens, a linhagem MA apresentou maior contelido de proteinas solUveis totais

do que alinhagem V C no tratamento com 80 mM de nitrato.
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Figura 3.5. Variagéo no conteldo de proteinas solUveis totais das linhagens verde-clara (VC)
e marrom (MA) de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em agua do mar esterilizada
enriquecida com diferentes concentracbes de nitrato. Tratamentos com letras distintas séo
significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de Tukey. *

indica as diferencas significativas entre as linhagens, segundo teste de comparacdo de
Student-Newman-Keuls.

A concentracdo 6tima de nitrato para a fotossintese bruta (FB) e liquida (FL) da linhagem
VC foi de 20 MM de nitrato, sendo que a partir desse tratamento a fotossintese comecou a diminuir e
a FL apresentou o menor valor em 100 nM de nitrato. Ja a FB da linhagem MA foi menor no
controle e maior em 20, 60 e 100 mM de nitrato (figura 3.6). A respiracéo (RE) da linhagem VC no
tratamento controle foi de 1,64 mgO, g MS* h; nos tratamentos de 20 a 60 M de nitrato, a taxa
respiratoria diminuiu e, a partir de 80 nM de nitrato, aumentou, atingindo o maior valor (3,41 mg
0, gMS?! ') em 100 M de nitrato (figura 3.6). Ja a respiracdo da linhagem MA foi maior em 60

nM de nitrato e menor em 100 M (figura 3.6).
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A linhagem MA apresentou maior FB, FL e RE do que alinhagem V C nos tratamentos com,

respectivamente, 60 e 100 nM de nitrato; controle, 60 e 100 nM de nitrato; e 60 nM de nitrato. A

linhagem V C apresentou maior RE do que a marrom no tratamento com 100 niM de nitrato.
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Figura 3.6. Variagcdo da fotossintese bruta, da respiracdo e da fotossintese liquida das
linhagens VC e MA de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em &gua do mar
esterilizada enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato. Tratamentos com letras
distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparagéo
multipla de Tukey. * indica as diferencas significativas entre as linhagens, segundo
teste de comparagao de Student-Newman-Keuls.
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Para a linhagem VC, houve correlagdo positiva significativa entre a concentragdo de nitrato
e TC, proteina e RE (tabela 3.3 A). Para a linhagem MA, houve correlacéo positiva significativa
entre a concentracdo de nitrato e TC, proteina, FC, FE, FL e FB (tabela 3.3 B).

Houve correlacdo negativa entre concentragcéo de nitrato e FE e Cla para a linhagem VC

(tabela3.3 A).

Tabela 3.3. Andlise de correlacdo de Pearson das variaveis estudadas com as linhagens verde-clara
(A) e marrom (B) de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em &gua do mar esterilizada
enriquecida com diferentes concentracdes de nitrato. Em cada célula da tabela, o primeiro valor

corresponde ao coeficiente de correlagdo e o segundo ao valor de p. Negrito, correlacdo

significativa.
A
Variaveis TC NR Proteina AFC FC FE Cla FL RE FB

[Nitrato] 0,694 -0,431 0,602 -0,101 0,115 -0,629 -0,557 -0,303 05525 -0,181
0,001 0,073 0,008 0,691 0,649 0,005 0016 0222 0,025 0,473

B

Varidveis TC NR Proteina  AFC FC FE Cla FL RE FB

[Nitrato] 0,506 0,140 0,589 _ 0401 _ 0,666 0,733 0441 0,7392 -0,300 0,669
0,032 0579 0010 0099 0002 <0001 0066 <0001 0227 0,002
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Adicao de nitrato e fosfato

A taxa de crescimento (TC) das linhagens MA e VC foi menor no controle, sendo que ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos com adi¢do de nitrato e fosfato (figura 3.7 A) e
ndo houve diferenca significativa entre as linhagens.

N&o houve diferenca significativa na atividade da NR da linhagem VC nos diferentes
tratamentos testados (figura 3.7 B). Entretanto, a atividade da NR da linhagem MA foi maior nos

tratamentos controle e com 100:25 nM de nitrato:fosfato e menor nos demais tratamentos (figura

3.7 B). Nao houve diferenca significativa entre as linhagens.
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Figura 3.7. Variagdo da taxa de crescimento (A) da atividade da NR (B) das linhagens
verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em &gua
do mar esterilizada enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato e fosfato,
mantendo a relacdo N:P de 4:1. Tratamentos com letras distintas sdo significativamente
diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de Tukey.
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O contetdo de proteinas solGveis totais de ambas as linhagens foi menor no controle e maior
nos tratamentos com adicéo ce nitrato e fosfato (figura 3.8). N&o houve diferenca significativa

entre as linhagens.
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Figura 3.8. Variacdo no conteldo de proteinas sollveis totais das linhagens VC e MA de
Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em agua do mar esterilizada enriquecida com
diferentes concentracdes de nitrato e fosfato, mantendo a relagdo N:P de 4:1. Tratamentos
com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de
comparacdo multipla de Tukey.

O contetido de AFC e FC da linhagem VC foi maior nos tratamentos com 20:5, 80:20 e
100:25 nM de nitrato:fosfato e menor nos tratamentos controle e com 60:15 nM de nitrato:fosfato
(Figura 3.9). Ja a linhagem MA, apresentou menor contetido de AFC e FC no controle e maior nos
demais tratamentos, ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos com adi¢do de nitrato
e fosfato (Figura 3.9). A linhagem VC apresentou mais AFC e FC do que a MA nos tratamentos
controle e com 20:5 e 80:20 mM de nitrato:fosfato.

A linhagem V C apresentou FE apenas no tratamento controle enquanto que para a linhagem
MA, o contetido de FE foi menor nos tratamentos controle e em 20:5 mM de nitrato:fosfato e maior

nos demais tratamentos (figura 3.9). A linhagem MA apresentou mais FE do que aVC em todos os

tratamentos testados.
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Figura 3.9. Variagdo no contetido de ficobiliproteinas (AFC — Aloficocianina; FC — Ficocianing;
FE — Ficoeritrina) e clorofila a (Cla) das linhagens verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea
musciformis, cultivadas por 28 dias em agua do mar esterilizada enriquecida com diferentes
concentragOes de nitrato e fosfato, mantendo uma relagdo N:P de 4:1. Tratamentos com letras
distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de

Tukey. * indica as diferencas significativas entre as linhagens, segundo teste de comparacdo de
Student-Newman-Keuls.
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Para a linhagem VC, a fotossintese bruta (FB) aumentou do controle para 20:5 nmiM de
nitrato:fosfato e ndo houve resposta significativa entre as demais concentragoes de nitrato:fosfato
(Figura 3.10). A respiracéo (RE) aumentou do controle para 40:10 mM de nitrato:fosfato e
apresentou o0s valores minimos nos tratamentos com 60:15 e 80:20 nM de nitrato:fosfato (2,70 +
0,15e2,66 + 0,67 mgO, g MS™! h?, respectivamente) e maximo em 100:25 nM de nitrato:fosfato
(8,08 + 0,62 mgO, g MS* h?) (Figura 3.10). Devido a alta taxa respiratéria, a fotossintese liquida
(FL) foi muito baixa, sendo nula no controle e nos tratamentos com 20:5, 40:10 e 100:25 nM de
nitrato:fosfato. O maior valor de FL ocorreu em 60:15 M de nitrato:fosfato (1,99 + 0,84 mgO- g
MS* 1) (Figura3.10).

A concentracdo 6tima de nitrato:fosfato para a FB da linhagem MA também foi a de 20:5
nM de nitrato:fosfato, sendo que o menor valor da FB ocorreu em 60:15 mM de nitrato:fosfato (2,91
+ 0,37 mgO, g MS* h!) (Figura 3.10). A respiracdo dessa linhagem foi maior em 40:10 nM de
nitrato:fosfato (7,71 + 1,87 mgO, g MS* h!) e ndo houve diferenca significativa entre os outros
tratamentos (Figura 3.10). A FL apresentada por essa linhagem também foi muito baixa, sendo que
0s maiores valores ocorreram no controle (1,19 + 0,22 mgO, g MS?! hl) e em 80:20 mM de
nitrato:fosfato (1,08 + 0,23 mgO, g MS™! h!) e os menores em 40:10 e 60:15 mM de nitrato:fosfato
(Figura 3.10).

Comparando as respostas das duas linhagens, a linhagem VC apresentou maior FL do que a
MA no tratamento com 60:15 niM de nitrato:fosfato, enquanto a linhagem MA apresentou maior FL
do que a VC no tratamento controle. Em relacdo a respiracdo, a linhagem VC apresentou maior RE
do que a MA em 100:25 nM de nitrato:fosfato, enquanto a linhagem MA apresentou maior RE do

que aVC em 40:10 nM de nitrato:fosfato.

53



FOTOSSINTESE BRUTA

67 MA
e D ¥ B e
47 c
2
0 l T T T T 1 0 . . T T T .
0 20:5 40:10 60:15 80:20 100:25 0 205 40:10 60:15 80:20 100:25
Adic&o de nitrato:fosfato (M) Adicdo denitrato:fosfato (mM)
RESPIRACAO
*
107ve a 10 -
8 -
6 -
4
2 4
0 . . . . . | 0 . . . . . .
0 20:5 40:10 60:15 80:20 100:25 0 20:5 40:10 60:15 80:20 100:25
Adico de nitrato:fosfato (MM) Adicao de nitrato:fosfato (M)

FOTOSSINTESE LiQUIDA

3 - a 3 -
VC MA

<
2 2 a 2
= a .
' ab
o1l L- e

O b T b T : T T T P 1 O T T v T T T T 1

0 205 40:10 60:15 80:20 100:25 0 205 40:10 60:15 80:20 100:25
Adicao de nitrato:fosfato (IMM) Adicao denitrato:fosfato (M)

Figura 3.10. Variagdo da fotossintese bruta, da respiracdo e da fotossintese liquida das
linhagens VC e MA de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em agua do mar
esterilizada enriguecida com diferentes concentragdes de nitrato e fosfato, mantendo a
relagdo N:P de 4:1. Tratamentos com letras distintas sd0 significativamente diferentes
entre s, segundo o teste de comparacdo multipla de Tukey. * indica as diferencas
significativas entre as linhagens, segundo teste de comparacéo de Student-Newman-Keuls.



Para a linhagem VC, houve correlagdo positiva significativa entre a concentragdo de nitrato
e fosfato e TC, proteina, AFC, FC, Cla, FB e RE (tabela 3.4 A). Para a linhagem MA, houve
correlacdo positiva significativa entre a concentracéo de nitrato e fosfato e TC, proteina, AFC, FC,

FE e Cla (tabela 3.4 B).

Tabela 3.4. Andlise de correlacdo de Pearson das variaveis estudadas com as linhagens verde-clara
(A) e marrom (B) de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em agua do mar esterilizada
enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato e fosfato, mantendo a relagdo N:P de 4:1. Em
cada célula da tabela, o primeiro valor corresponde ao coeficiente de correlacdo e o segundo ao
valor de p. Negrito, correlacdo significativa.

A

Varidveis TC NR Proteina  AFC FC FE Cla FL RE B

[Nitrato] 0.820  -0.042 0.633 0.544 0.591 -0482 0552 -0257 0548 0.473
<0.001 0.866 0.004 0.029 0.015 0.058 0.017 0303 0.018 0.046

B

Varidvels TC NR Proteina  AFC FC FE Cla FL RE FB

[Nitrato] 0.478  -0.207 0.587 0.563 0.796 0.707 0773 0.063 -0.159 -0.360
0.044  0.442 0.010 0.035 <0.001 0.004 <0001 0801 0530 0.142

Comparacdao das diferentes variaveis analisadas entre o experimento com adicao de
nitrato e o experimento com adigao de nitrato e fosfato

N&o houve diferenca significativa na TC de ambas as linhagens de H. musciformis
cultivadas em meio com adicdo apenas de nitrato ou com adicdo de nitrato e fosfato. As linhagens
VC e MA cultivadas em melo com erriquecimento com fosfato apresentaram maior atividade da
NR do que os espécimes cultivados em meio sem adicdo de fosfato em, respectivamente, todas as
concentragOes testadas e 20:5 e 100:25 de nitrato:fosfato. A linhagem VC apresentou maior
contetido de proteinas solUveis totais e de AFC na concentracdo de 80:20 nM de nitrato:fosfato, em

relacéo ao meio sem adicdo de fosfato (tabelas 3.5 e 3.6).
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Em relacdo aos pigmentos e a respiragdo de ambas as linhagens e a FB da linhagem VC,
guando houve diferenca significativa entre os meios testados (com ou sem adicéo de fosfato), os
resultados foram maiores no meio com adi¢éo de fosfato (tabelas 3.5 e 3.6). A FB dalinhagem MA
foi maior quando esta linhagem foi cultivada com fosfato nas concentragdes de 40:10 e 100:25 v
de nitrato:fosfato . Porém, na concentragdo de 60:15 nM de fosfato:nitrato, a FB foi maior no meio
sem adicdo de fosfato (tabela 3.6). Para a FL de ambas as linhagens, quando houve diferenca
significativa entre os meios testados, os resultados foram maiores no meio sem adicdo de fosfato

(tabelas 3.5 € 3.6).
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Tabela 3.5. Comparagdo entre 0s experimentos com adicdo apenas de nitrato e com adicdo de
nitrato e fosfato realizados com a linhagem verde-clara (VC) de Hypnea musciformis, cultivada por
28 dias em &gua do mar esterilizada enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato e fosfato.
Os valores correspondem a media e desvio padréo de cada variavel analisada. As células com os
nimeros em negrito representam as diferencas significativas entre os meios testados (com ou sem

fosfato), segundo a ANOVA hifatorial e o teste de comparacdo de Student-NewmanKeuls.

Variaveis . .
_ TRATAMENTOS (adicdo de nitrato:fosfato)
analisadas
200 i 20:5 | 40:0 :40:10| 60:0 i 60:15| 80:0 : 80:20 | 100:0 | 100:25
TCl: 004 i 004 ]| 003 : 004 | 004 : 0,04 | 0,04 : 0,05 | 0,05 0,05
(@) +0,00 | +0,00 | +0,00 | +0,01 | +0,01 i 0,00 | +0,01 i +0,01 | +0,01 +0,01
NR 428 i 4459 | 708 i 4462 | 443 : 4962 | 11,76 : 4301 | 7,41 56,66
(x10°Ug")

+1,07 | #1252 | #0,45 | #1820 | 1,33 | +6.92 | #521 #1110 | +550 | 526
Proteina 288 { 304 | 236 i 310 | 247 i 268 | 212 : 354 | 2,82 3,00
(mg pt/g MF)

AFC 238,15: 290,49| 187,76 : 222,32| 192,18 155,75]167,37: 296,60] 142,75: 263,61
(mg pig/g MF)

+0,07 i 0,26 | 0,22 : 0,44 | #0,24 : #0,16 | +0,87 : #0,51 | #0,22 +0,26

*1,79 | £52,06 | £18,14 : £14,06 | +1,75 ;| #9,71 | #11,14 ;: *547 | 33,70 *11,20

FC 507,08: 587,89] 391,86 : 437,15] 384,66 310,31 390,25 606,00| 301,86: 535,83

(mg pig/g MF)
+19,79 i +96,43 | #4456 i +3356 | +17,85 | +1597 | #5460 | #1351 | +78,11 | +34,00

FE 0,00 0,00 | 0,00 ¢ 0,00 0,00 i 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00
(mg pig/lg MF)

Cla 134,50: 89,41 | 106,29:108,59| 92,91 : 93,71 | 82,18 : 142,18| 71,53 | 134,76

(mg pig/g MF)
+31,60 | #1973 | 9,06 i +24,63 | 14,17 | +32,31 | #8,59 | #1293 | +1872 | 2143

FB 406 i: 3,75 | 245 | 4,71 236 i 408 | 3,79 i 465 | 2,92 3,61
(mg0,g'MSh™)
+0,42 | +0,46 | +0,32 | 0,39 | +0,01 i +0,33 | +0,26 : +0,84 | +0,66 +0,19

RE 1,00 3,38 0,80 | 4,80 0,74 ¢ 2,70 1,41 2,66 3,41 8,08
(mg0,g'MSh™)
+0,09 | +0,76 | 0,25 | +0,08 | #0,31 | +0,15 | +0,11 : #0,67 | +0,38 +0,62

FL 3,06 0,00 | 1,65 : 0,00 1,62 1,38 | 2,65 1,99 | 0,00 0,00
(mg0,g'MSh™)

+0,42 0,32 +0,01 : +0,33 | #0,58 | *0,84
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Tabela 3.6. Comparagdo entre 0s experimentos com adicdo apenas de nitrato e com adicdo de
nitrato e fosfato realizados com a linhagem marrom (MA) de Hypnea musciformis, cultivada por 28
dias em agua do mar esterilizada enriquecida com diferentes concentracfes de nitrato e fosfato. Os
valores correspondem a média = desvio padrédo de cada variavel analisada. As células com os
nlmeros em negrito representam as diferencas significativas entre os meios testados (com ou sem
fosfato), segundo a ANOVA bifatorial e o teste de comparacdo de Student-NewmanKeuls.

Variaveis . _
_ TRATAMENTOS (adicdo de nitrato:fosfato)
analisadas
20:0 | 20:5 | 40:.0 i 40:10 | 60:0 : 60:15 | 80:0 { 80:20 | 100:0 | 100:25
T(13 005: 005| 004 : 004 | 004 0 0,05 | 005 : 0,05 | 0,06 0,05
d
@ +0,01 | #0,00 | 0,00 i #0,01 | +0,00 i 0,02 | +0,01 | 0,01 | 0,01 +0,01
NR 8,30 : 33,03 | 1855 31,09 | 2391 3559 | 19,92 : 3253 | 18,44 | 45,22
(x10°Ug")

198 | #6,72 | +9,11 { 0,25 | +8,09 | *1,87 | 4,76 { +4,73 | £2,94 +8,88

Proteina | 293 | 2,94 | 283 315 | 284 | 320 | 304 | 358 | 279 | 289
/g MF
(mg ptig MP) +0,40 { 0,26 | +0,08 : +0,14 | #0,38 : 0,92 | 0,09 : +0,36 | #0,11 0,07

AFC 172,03: 164,80] 198,26: 198,32| 136,01: 193,18]161,28: 159.40]|164,80: 259,26

(mg pig/g MF)
+56,32 i +2,50 | +56,03 | +64,94 | +1352 | +38,40 | +2358 | +66,78 | +16,27 |  +59,50

FC 280,25: 315,89] 294,63 : 339,09] 225.04: 335,39|309,63; 363,751 311,38: 474,29

(mg pig/lg MF)
+54,07 i +1516 | +21.33 | +6587 | 34,00 | #5148 | +2574 | +31,84 | +3369 | +97,28

FE 274,93 319,59| 321,38 : 349,15 263,45: 343,17 |320,60: 390,52| 344,71 662,32

(mg pig/lg MF)
+5721 i +36,81 | +41,90 i +80,11 | +31,94 i +457 | +3,35 | +42,05 | +1824 | +181,23

Cla 78,07 i 89,63 | 84,30 : 97,95 | 74,25 : 147,32|113,84: 142,81 98,81 : 137,48

(mg pig/g MF)
+1823 | 9,15 | +2094 | +16,06 | #10,95 | 23,57 | +1210 ;| #8223 | #1240 | *1594

FB 466 | 457 | 286 i 403 | 513 i 291 | 408 ;| 398 | 484 3,59
(mgO,g'MSh™)
+0,95 i +0,27 | +0,32 | 041 | +0,54 i +0,37 | 0,05 i +0,23 | 0,30 +0,50

RE 093 { 4031 098 | 7,71 143 @ 2,73 | 1,13 290 | 0,49 3,05
(mg0,g'MSh™)
+0,02 | +0,99 | +0,26 | +1,87 | +0,34 . +0,38 | +0,34 i +0,61 | +0,03 +0,82

FL 3,73 0,54 1,88 i 0,00 3,70 : 0,18 3,13 1,08 | 4,35 0,54
(mg0,g'MSh™)

#0,95 | #0,27 | +0,32 +0,54 ;| 0,37 | 0,36 ; #0,23 | #0,30 0,50
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Efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato em algas sem limitacao interna de
nitrogénio

Adicédo de nitrato

Foram realizados experimentos para verificar os efeitos de diferentes concentragdes de
nitrato no desenvolvimento de algas sem limitagdo interna de nitrogénio, para avaliar se o estado
fisiolégico nutricional das agas pode influenciar na TC, na atividade da NR e no contelido de
proteinas solGveis totais das linhagens VC e MA de Hypnea musciformis.

A linhagem VC apresentou maior TC nos tratamentos com 80 e 100 mM de nitrato e menor
nos tratamentos variando de 0 a 60 nM de nitrato (figura 3.11). Ja alinhagem MA apresentou maior
TC nos tratamentos com 20 a 100 mM de nitrato e menor no controle (figura 3.11). A linhagem MA

apresentou maior TC do que a VvV C nos tratamentos com 20 e 40 mMVl de nitrato.

4010+ " . Ovc BmA
a

0,08 - b o

0064 2b

0,04 -

0,02

Taxa decrescimento (d

0,00 -
0 20 40 60 80 100
Adicdo de nitrato (nM)

Figura 3.11. Variagdo da taxa de crescimento das linhagens verde-clara (VC) e marrom
(MA) de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em agua do mar esterilizada
enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato. Tratamentos com letras distintas
sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de
Tukey. * indica as diferencas significativas entre as linhagens, segundo teste de
comparagdo de Student-Newman-Keuls.

59



Para ambas as linhagens, a atividade da NR foi maior no tratamento controle (figura 3.12 A).
Ambas as linhagens estudadas apresentaram menor contelido de proteinas solUveis totais no
tratamento controle e maior nos tratamentos variando de 20 a 100 M de nitrato (figura 3.12 B). A

linhagem V C apresentou maior contetido de proteinas do que a linhagem MA nos tratamentos de 20

e 100 nM de nitrato.
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Figura 3.12. Variagdo da atividade da NR (A) e do conteido de proteinas (B) das
linhagens verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias
em &gua do mar esterilizada enriquecida com diferentes concentracbes de nitrato.
Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste
de comparacdo multipla de Tukey. * indica as diferencas significativas entre as
linhagens, segundo teste de comparacdo de Student-NewmanKeuls.
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Adicé&o de nitrato e fosfato

Foram realizados experimentos para verificar os efeitos da relacdo N:P na TC, na atividade
da NR e no contetido de proteinas solGveis totais das linhagens VC e MA de Hypnea musciformis.
Como houve a perda de amostras devido a quebra do “deep-freezer” onde elas estavam
armazenadas, os resultados da atividade da NR e do conteido de proteinas sollveis totais seréo
apresentados apenas para a linhagem VC, nas concentragcdes de 0 a 60:15 niM de nitrato:fosfato.

N&o houve diferenca significativa na TC de ambas as linhagens nos diferentes tratamentos

(figura 3.13).
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Figura 3.13. Variagdo da taxa de crescimento das linhagens verde-clara (VC) e marrom
(MA) de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias em agua do mar esterilizada
enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato e fosfato, mantendo a relagdo N:P
de4:1.

A atividade da NR da linhagem VC foi maior no tratamento com 20:5 nM de nitrato:fosfato
e menor no controle (figura 3.14 A). O contelido de proteinas sollveis totais aumentou do controle

para o tratamento de 60:15 M de nitrato:fosfato (figura 3.14 B).
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Figura 3.14. Variacdo da atividade da NR (A) e do contelido de proteinas solUveis totais
(B) da linhagem verde-clara (VC) de Hypnea musciformis cultivada por 28 dias em agua
do mar esterilizada enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato e fosfato,
mantendo a relacdo N:P de 4:1. Tratamentos com letras distintas sdo significativamente
diferentes entre si, segundo o teste de comparagcdo multipla de Tukey.

Discussao

Testes preliminares para a extracao de pigmentos

Nos testes preliminares para a extragdo de pigmentos das variantes pigmentares de Hypnea
musciformis, a biomassa escolhida foi de 75 mg e optouse em utilizar 1000 m de acetona para a
extracdo de clorofila a. Esta proporcdo € um pouco menor do que a utilizada por Plastino &
Guimarées (2001), de 500 mg de amostra para 4 ml de tampéo fosfato e acetona, 0 que corresponde
a 125 mg massa fresca/dml de tampéo.

Os procedimentos originais que descrevem a extracdo de ficobiliproteinas utilizam a
maceracdo do material bioldgico e a extragdo dos pigmentos no escuro ou em luminosidade muito
tenue e no gelo, a fim de evitar a foto-oxidagdo do pigmento. No entanto, com o advento da
maceracdo em nitrogénio liquido, essa técnica foi incorporada a uma série de protocolos utilizando
material Mvo. Considerando que ndo houve diferenca significativa no contelido de pigmentos da
linhagem V C, extraidos com nitrogénio liquido no claro e no escuro, adotouse a extracdo no claro,
uma vez que o desvio padrdo das amostras extraidas no escuro foi maior, o que se deve,

provavelmente, a maior perda das amostras ao contato com o nitrogénio liquido e a maceracdo. Ao
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macerar a alga congelada, pedacos do talo sdo perdidos, e no escuro a perda de material € maior do
que no claro. Também ocorre perda do material algaceo durante a suspensdo do macerado no

tampdo de extracdo, uma vez que ndo se enxerga a sobra de material no amofariz.

Assimilacdo do nitrogénio, crescimento e fotossintese em espécimes com

diferentes estados nutricionais

Nitrato

No experimento utilizando algas com limitacdo interna de nitrogénio, a taxa de crescimento
das linhagens VC e MA de Hypnea musciformis foi maior nos tratamentos variando de 20 a 100 niM
de nitrato, enquanto que a atividade da NR da linhagem VC foi maxima no tratamento controle
(sem adicdo de nitrato). Para Laminaria saccharina (Phaeophyta), a taxa de crescimento atingiu o
vaor maximo em concentracfes menores de nitrato, entre 5 e 10 nM, e a atividade da nitrato
redutase e outras enzimas foi maximaentre 10 e 30 nM de nitrato (Wheeler & Weidner 1983).

A literatura cita que a nitrato redutase é uma enzima substrato-induzivel, ou sgja, sua
atividade é estimulada pela presenca de substrato, no caso o nitrato (Berges, 1997). Entretanto, os
resultados apresentados pelas linhagens VC e MA de H. musciformis ndo estdo de acordo com os
dados da literatura, pois a atividade da NR das duas linhagens ndo aumentou com o incremento de
nitrato no meio, sendo maior no controle. Essa resposta pode ser explicada pelo estado nutricional
das algas. As linhagens foram cultivadas por duas semanas em agua do mar esterilizada sem adicéo
de nutrientes, e durante esse periodo, as algas podem consumir suas reservas, como proteinas e
pigmentos, para sustentar a sobrevivéncia e o crescimento (Smit et al. 1997). Durante o
experimento, as algas foram incubadas em &gua do mar com adicéo de nitrato, exceto as algas do
controle, que continuaram sendo mantidas em agua do mar sem adi¢do de nutrientes. O conteido de
proteinas das algas do controle foi muito menor do que o dos espécimes cultivados com adicdo de
nitrato, 0 que mostra que enquanto 0s especimes cultivados em agua do mar com adicéo de nitrato

sintetizaram e armazenaram proteinas, o metabolismo das algas do controle manteve-se em um
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nivel basal. Ao se adicionar nitrato durante o0 ensaio in vitro da enzima, a NR dos espécimes do
controle da linhagem V C foi rapidamente estimulada, sendo que o mesmo néo foi observado com a
NR das agas cultivadas com adicdo de nitrato. Tal resposta evidencia que quando esses espécimes
passam por longos periodos de limitagdo de nitrogénio, assm como populagdes de algas de regides
oligotréficas, sdo ativados mecanismos que possi bilitam uma absor¢do rapida de nutrientes, quando
estes se tornam disponiveis. Esse resultado corrobora com o observado por Thompson & Valieda
(1999), que verificaram que pulsos de nitrato aumentaram significativamente a atividade da NR de
Cladophora vagabunda (L.) Hoek e Gracilaria tikvahiae McLachlan. Estes resultados podem
indicar que, embora a linhagem VC de Hypnea musciformis sga uma variante deficiente em
ficoeritrina, suaNR pode ser eficiente em ambientes oligotroficos.

A linhagem VC apresentou FE apenas no tratamento controle. Com a adi¢&o de nitrato no
meio, o contelido desse pigmento foi nulo. A concentracdo 6tima de nitrato para AFC, FC, Ca e
proteinas da linhagem VC e para as ficobiliproteinas e proteinas da linhagem MA foi de 20 niM de
nitrato. Andria et al. (1999) observaram que a taxa de crescimento de Gracilaria sp. foi maior nos
tratamentos com pouca disponibilidade de N do que nos tratamentos com alta disponibilidade desse
nutriente. No entanto, o contelido de proteinas solUveis totais e de ficoeritrina decresceu quando a
espécie foi cultivada com pouca disponibilidade de nitrogénio, o que reflete o papel desses
compostos nitrogenados como reserva de nitrogénio em condicbes de limitacdo desse nutriente e
sua utilizagéo para o crescimento (Andria et al. 1999). Entretanto, resposta oposta foi observada
para a linhagem VC de Hypnea musciformis, que apresentou FE apenas no tratamento controle, e o
contetido desse pigmento foi nulo nos tratamentos com a adicéo de nitrato.

A concentragdo Gtima de nitrato para a fotossintese liquida das linhagens VC e MA de
Hypnea musciformis foi 20 mM. Enquanto a fotossintese liquida da linhagem VC foi totalmente
inibida em 100 nM, a da linhagem MA atingiu valores maximos. Para Gracilaria tenuistipitata
Chang et Xia (Garcia-Sanchez 1993) cultivada em tratamento com baixa e alta concentracdo de

nitrato (0,1 e 1 mM), a evolugdo do oxigénio, ao longo de 10 dias, manteve-se elevada no
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tratamento com alta concentragdo de N e cessou no tratamento com baixa concentragdo de nitrato,
resultado semelhante ao observado para a linhagem MA. Para G. tenuistipitata (Garcia- Sanchez
1993) no tratamento de 0,1 mM de nitrato, a taxa de crescimento e a evolucdo de oxigénio
aumentaram enguanto havia nitrogénio externo, enquanto que em 1 mM, ocorreu uma relagdo
inversamente proporcional entre a TC e evolugdo de oxigénio.

Para alinhagem VC de Hypnea musciformis, a taxa de crescimento, o contelido de proteinas
e arespiracdo foram correlacionados positivamente com o incremento da concentragcdo de nitrato no
meio. Jaa concentracdo de nitrato da linhagem MA esta correlacionada positivamente coma TC, o
contetdo de proteina, FC, FE, FL e FB. Para Gracilaria foliifera var. angustissima (Harvey) Taylor
(Lapointe 1981) e para as linhagens selvagens e as variantes crométicas de Gracilaria birdiae
(Costa 2005) ndo ocorreu incremento significativo na TC com o aumento das concentraces de
nitrato. Entretanto, Costa (2005) observou resultados semelhantes ao da linhagem MA de H.
musciformis, uma vez que houve uma tendéncia a0 aumento nos contelidos pigmentares das
linhagens de G. birdiae como resposta ao aumento da concentragdo de nitrato no meio de cultura,
exceto para aoficocianina.

A respiragdo da linhagem VC de H. musciformis aumentou com o0 incremento da
concentracdo de nitrato no meio, enquanto que a fotossintese da linhagem MA aumentou nessas
mesmas condicdes. Esse resultado evidencia diferencas metabdlicas entre as linhagens quanto ao
metabolismo de assimilagdo do nitrato, indicando que a linhagem MA fixaria mais carbono
fotossintético do que a linhagem VC. A linhagem VC, por sua vez, supriria a demanda de carbono
necesséria para a sintese de aminoécidos atraves da glicolise.

Comparando-se os resultados das linhagens de Hypnea musciformis com diferentes estados
nutricionais, verificou-se que as TC apresentadas pelas plantas sem limitagdo de nitrogénio néo foi
maior do que a das plantas com limitagdo, exceto no tratamento com 100mM de nitrato; a atividade
da NR de plantas sem limitagdo foi maior do que a das plantas com limitacdo apenas no controle; e

0 contetido de proteinas solUveis totais de plantas sem limitag&o foi maior do que o das plantas com
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limitagdo nos tratamentos variando de 40 a 100 mM de nitrato. No entanto, para G. tenuistipitata,
tanto a taxa de crescimento quanto o contelido de proteinas solGveis decresceram ao longo de 21
dias, quando cultivada em condi¢Bes de limitagdes de nutrientes. Quando os nutrientes foram
adicionados, a taxa de crescimento e o contelido de proteinas sollveis se re-estabeleceram
totalmente (Collén et al. 2004). Os resultados obtidos para H. musciformis indicam que o cultivo
durante um més em meio enriquecido com nitrato ndo foi suficiente para que as algas pudessem
restabelecer 0 estoque de nitrogénio e os processos fisioldgicos em niveis compativeis com agueles

apresentados pelas algas sem limitacdo de nutrientes.

Adic&o de nitrato e fosfato

No experimento mantendo a relacdo N:P de 4:1 realizado utilizando algas com deficiéncia
interna de nutrientes, ndo houve diferenca significativa na TC das linhagens VC e MA de Hypnea
musciformis entre as diferentes concentracdes de nitrato e fosfato. O mesmo ndo foi observado para
Gracilaria cornea J. Agardh, uma vez que as maiores taxas de crescimento ocorreram nos
tratamentos com raz&o N:P de 10:1 e 5:1 e a menor TC ocorreu no tratamento com razéo de 10:0 e
10:10 (Navarro-Angulo & Robledo 1999).

Ao comparar a atividade da NR apresentada pelas linhagens VC e MA de H. musciformis
cultivadas em meio com apenas nitrato e com nitrato e fosfato, observourse um aumento
significativo na atividade enzimética com a presenca de fosfato no meio, principamente para a
linhagem VC. Tem sido considerado que o fosfato estimula a atividade da NR, embora uma parte
do seu efeito estimulatério possa ser resultado de um incremento na forca idnica, quando esse fator
ndo foi adequadamente controlado (Nicholas & Scawin 1956, Huber et al. 1994). A estimulacdo do
fosfato € especifica para atividades de reducdo do nitrato e geralmente é resultado da interacdo do
fosfato com o centro Mo-pterina (Solomonson & Barber 1990).

Para as linhagens VC e MA de Hypnea musciformis, verificouse uma correlagéo positiva

entre 0 acréscimo de fosfato no meio e os contelidos de pigmentos fotossintéticos. Entretanto,
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Chopin et al. (1995) observaram que o fésforo néo teve efeito significativo na fotossintese e no
conteiido de pigmentos fotossintéticos de Chondrus crispus Stackhouse. Por outro lado, o fosforo
foi o nutriente limitante mais importante para a produtividade de G. tikvahiae (Lapointe 1987) em
aguas costeiras da Florida, sendo que a fotossintese foi mais estimulada pelo fosforo do que pelo
nitrogénio. O enriguecimento com fésforo também estimulou as taxas fotossintéticas de Sargassum
natans (L.) Gaillon e Sargassum fluitans (Bargesen) Bergesen (Lapointe 1986). O mesmo néo foi
observado para as linhagens VC e MA de H. musciformis, uma vez que a FL dos espécimes
cultivados em meio com fosfato foi menor do que a dos espécimes cultivados sem fosfato na
maioria dos tratamentos.

As TC apresentadas pelas plantas sem limitagdo interna de nutrientes foram maiores que a
das plantas com limitacgo, porém o efeito da disponibilidade de nitrato:fosfato foi significativo

apenas nos espécimes com limitagcdo interna de nutrientes.

Comparacao entre as linhagens VC e MA de Hypnea musciformis

Ao comparar as respostas apresentadas pelas linhagens VC e MA de Hypnea musciformis com
deficiéncia interna de nutrientes cultivadas em diferentes concentracfes de nitrato observou-se que
a linhagem MA apresentou maior TC, atividade da NR e contetido de proteinas do que a linhagem
VC, em determinados tratamentos. Costa (2005) também observou que a linhagem verde clara de
Gracilaria birdiae apresentou menores TC, independente das concentraces de nitrato testadas, o
que parece estar relacionado as deficiéncias metabdlicas dessa variarte de cor. Entretanto, a
linhagem VC de H. musciformis apresentou maior FL do que a linhagem MA nos tratamentos com
40:10, 60:15 e 80:20 nM de nitrato:fosfato. Esses resultados indicam que a variante VC pode
apresentar melhor desempenho fotossintético do que a MA em determinadas condicdes de
disponibilidade de nitrogénio e fésforo.

Quando foi adicionado somente nitrato na agua do mar, a linhagem VC armazenou nitrogénio

principal mente na forma de proteinas e alinhagem MA naforma de proteinas e de pigmentos (FC e
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FE). Quando foi adicionado N:P na &gua do mar, a linhagem VC também armazenou nitrogénio na
forma de pigmentos (AFC, FC e Cla) e a linhagem MA na forma de Cla. Esses resultados
evidenciam as diferencas existentes no metabolismo do nitrogénio das duas linhagens de cor de

Hypnea musciformis, e aimportancia do fésforo no metabolismo do nitrogénio.
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CAPITULO 3

CAPTACAO E REMOCAO DE NUTRIENTES E LIBERACAO DO NITROGENIO
ORGANICO DISSOLVIDO NA AGUA DO MAR ENRIQUECIDA COM NITRATO E
FOSFATO PELAS VARIANTES PIGMENTARES DE HYPNEA MUSCIFORMIS
(WULFEN IN JACQU.) J.V. LAMOUR. (GIGARTINALES, RHODOPHYTA)

Colaboradora: Dra. Elisabete de Santis Braga
Instituto Oceanogréafico, Universidade de Sao Paulo, SP

Abstract

[Nutrient uptake and removal and release of dissolved organic nitrogen into seawater enriched with
nitrate and phosphate by colour strains of Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J.V. Lamour.
(Gigartinales, Rhodophyta)]

In the marine environment, nitrogen is available in small amounts for the majority of seaweeds and
is considered the main limiting nutrient on their growth. The main objectives of the present study
were to evaluate the uptake and removal of nitrogen and phosphorus, and the release of dissolved
organic nitrogen (DON) into seawater by the light-green (LG) and brown (BR) strains of Hypnea
musciformis (Wulfen in Jacqu.) J.V. Lamour. Initial biomass from both strains was cultivated for
one week in sterilized seawater enriched with different concentrations of nitrate (from zero to 100
nM), and enriched with nitrate (from zero to 100 M) and phosphate (from zero to 25 niM).
Experiments were carried out under temperature of 23 + 2 °C, photoperiod of 14 h, salinity of 30-32
psu, pH 8, irradiance of 60 a 90 mmol photons.mi.s?, with aeration. In both colour strains, nitrate
uptake increased linearly with nitrate concentrations, while phosphate uptake showed a kinetic of
saturation. Percentages of nitrate removal of both strains were very high (95%) in al treatments,
and it did not show saturation. Percentages of nitrite removal of both strains were lower in the
control and higher in 60 mM of nitrate and 100:25 mM of nitrate:phospate. The LG strain removed
ammonium only in the treatments with 40 and 60 nM of nitrate, while the BR strain removed in
treatments from 40 to 100mM of nitrate. With the addition of nitrate:phosphate, percentage o
ammonium removal was zero and the highest percentage of phosphorus remova was in treatment
with 20:5 nM (nitrate:phosphate) to LG strain, and in 20:5 and 40:10 nM (nitrate:phosphate) to the
BR strain. LG and BR strains liberated high amounts of DON to seawater at concentrations of 80
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nmM and 100 mM of nitrate, respectively. The addition of nitrate:phosphate in the seawater caused
high release of DON by the BR strain. The results show that LG and BR strains of H. musciformis
are efficient in removing nitrogen and phosphorus from seawater at concentrations up to 60 nM, in
which high levels of removed nitrate ate released to the seawater as DON.

Resumo

No ambiente marinho, o nitrogénio esta disponivel em pegquenas quantidades para a maioria das
macroalgas e é considerado o principal nutriente limitante para 0 seu crescimento. O presente
trabalho teve como objetivos avaliar a captacdo e remocdo do nitrogénio e do fosforo da agua do
mar e a liberagdo do nitrogénio organico dissolvido (NOD) na agua do mar pelas linhagens verde
clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis (Wulfenin Jacqu.) J.V. Lamour., cultivadas por
uma semana em agua do mar esterilizada enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato (de
zero a 100 nM), e enriquecida com nitrato (de zero a 100 mM) e com fosfato (de zero a 25 mM). Os
experimentos foram realizados em temperatura de 23 + 2 °C, fotoperiodo de 14 h, sdinidade 30-32
ups, pH 8, densidade de fluxo foténico de 60 a 90 mmol de fétons.m?.s*, com aeracdo. Nas duas
linhagens, a captacdo de nitrato aumentou linearmente com o incremento das concentragoes de
nitrato, enquanto que a captacéo de fosfato apresentou uma cinética de saturacdo. As porcentagens
de remocdo de nitrato das duas linhagens estudadas foram muito atas (@95%) em todos o0s
tratamentos testados, ndo atingindo a saturacdo. As porcentagens de remocéo de nitrito das duas
linhagens foram menores no controle e maiores em 60 NM de nitrato e em 100:25 nM de
nitrato:fosfato. Para a linhagem V C, houve remogéao do amdnio apenas nos tratamentos com 40 e 60
nM de nitrato, e para a linhagem MA nos tratamentos variando de 40 a 100 M de nitrato. Com a
adicdo de nitrato:fosfato na adgua do mar, a porcentagem de remogdo de amonio foi nula e a
porcentagem de remogao de fosfato foi maior no tratamento com 20:5 nmM (nitrato:fosfato) para a
linhagem VC, e em 20:5 e 40:10 nM (nitrato:fosfato) para alinhagem MA. AslinhagensVC e MA
liberaram naiores quantidades de NOD para 0 meio nas concentragoes de 80 mM e 100 nM de
nitrato, respectivamente. A adicdo de nitrato:fosfato no meio ocasionou maior liberagdo de NOD
pela linhagem MA. Estes resultados mostram que as linhagens VC e MA de H. musciformis sdo
eficientes na remocdo do nitrogénio e do fosforo da &gua do mar em concentracfes de até 60 nivl,
umavez que, a partir dessa concentracdo, grande parte do nitrato removido € liberado a agua do mar
como NOD.
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Introducéao

No ambiente marinho, o nitrogénio esta disponivel em pequenas quantidades para a maioria
das macroalgas e é considerado o principa nutriente limitante para o crescimento desses
organismos (DeBoer 1981).

O nitrogénio (N) é encontrado nas formas de nitrato, nitrito e ambnio nos ecossistemas
marinhos, sendo o nitrato a forma mais abundante (Tyrrel 1999). Ao serem captados pela célula, 0
nitrato e o nitrito sdo convertidos a aménio, o qual é incorporado aos aminoacidos. A uréia e alguns
aminoécidos também podem ser captados por alguns organismos autétrofos. Os organismos
heterétrofos assimilam as formas organicas de nitrogénio, como aminoéacidos, peptideos e proteinas
(Braga 2002).

O sucesso do cultivo de macroagas requer o conhecimento das relaces entre 0 nitrogénio e
as algas (Hanisak 1990). Estudos demonstram que a adi¢cdo de compostos nitrogenados na agua do
mar pode estimular a taxa de crescimento (Wheeler & Weidner 1983), a atividade de enzimas
relacionadas ao metabolismo do nitrogénio, como a nitrato redutase, e de enzimas relacionadas ao
metabolismo do carbono como a RuBisCO (Whedler & Weidner 1983), e a fotossintese (Dawes &
Koch 1990). Algumas espécies de algas podem estocar o nitrogénio na forma de aminoacidos,
proteinas e pigmentos (Bird et al. 1982, Rosemberg & Ramus 1982).

Devido ao crescente problema da eutrofizagdo nos ecossistemas costeiros, tém sido
realizados estudos para verificar a possivel utilizacdo das macroalgas marinhas como biofiltros, ou
seja, para verificar a capacidade desses organismos em remover determinados nutrientes dissolvidos
na agua do mar, como, por exemplo, o nitrato e o fosfato (Jensen 1993). Hayashi (2007) observou
que a rodoficea Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. C. Silva, quando cultivada em tanques
com &gua de efluentes de cultivo de peixes, por oito dias, removeu 18,20% do nitrato e 15,63% do
fosfato. Porém, pouco se sabe sobre a quantidade de nitrogénio inorganico dissolvido e de matéria

organica liberada para a agua do mar pelas macroalgas (Tyler & McGlathery 2006). Tyler et al.
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(2001) verificaram que a macroalga Ulva lactuta L. pode incrementar substancialmente o fluxo total
de nitrogénio organico dissolvido dos bentos para a coluna d’ &gua, durante o seu crescimento ativo.

Um aspecto a ser considerado é a relacdo nitrogénio: fosforo (N:P), umavez que a adi¢cdo de
nutrientes na &gua decorrente da ac&o antropica resultou em uma propor¢do N:P elevada nas &guas
costeiras (Conley 1999), e estudos recentes tém demonstrado a importancia dessa relagdo no
desenvolvimento das algas marinhas.

Considerando a importancia do conhecimento das relacdes entre o nitrogénio e as algas para
0 sucesso do cultivo desses organismos, bem como da relagdo N:P na agua do mar, o presente
trabalho teve como objetivos avaiar a captagdo e remocdo do nitrato e fosfato da agua do mar e a
liberacdo do nitrogénio organico dissolvido (NOD) na &gua do mar pelas linhagens VC e MA de
Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) JV. Lamour., cultivadas em diferentes concentragbes
nitrato, em tratamentos com alta relacéo N:P (adicdo de nitrato, sem adicdo de fosfato) e com baixa

relacdo N:P (adicdo de nitrato e fosfato, mantendo a relagdo constante de N:P de 4:1).

Materiais e métodos

Cultivo de Hypnea musciformis

As linhagens verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.)
JV. Lamour. utilizadas nos experimentos descritos abaixo foram cultivadas em meio VSES/2, sob
temperatura média de 23 + 2 °C, fotoperiodo de 14 h , salinidade 30-32 ups, pH 8, densidade de
fluxo fotdnico de 60 a 90 mmol de fétons.mi?.s™.

Experimento com agua do mar enriquecida com nitrato e com nitrato e
fosfato

Os experimentos foram realizados utilizando agua do mar esterilizada enriquecida com
diferentes concentragOes de nitrato (NaNOs, zero, 20, 40, 60, 80 e 100 nM), e enriquecida com as

mesmas concentragcoes de nitrato e com fosfato (NaHPO,4.12H,0, zero, 5, 10, 15, 20 e 25 M), na
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proporcdo 4:1 de nitrogénio:fésforo. Foi realizado um pré-tratamento onde as algas foram
cultivadas em é&gua do mar esterilizada sem adicdo de nutrientes durante duas semanas que
antecederam o inicio do experimento. Durante o periodo experimental, as algas foram cultivadas
com aeracdo em intervalos alternados de 30 minutos, em Erlenmeyes de 500 ml, mantendo-se a
proporcdo de 1,6 g (massa fresca) por 400 ml de meio ce cultura (Figura 4.1). As culturas foram
aeradas com ar umido produzido por uma bomba (marca Devilbiss, modelo tuféo) ligada a um
Kitasato com égua destilada. As condi¢cdes experimentais foram as mesmas ja descritas no item
anterior.

O experimento teve a duracdo de uma semana, sendo que as amostras de agua do mar dos
tratamentos testados foram coletadas no tempo inicia de incubacdo (T=0 dias) e no tempo final
(T=7 dias), e congeladas a —20°C, para posterior andlise. A determinacdo das concentracfes de
nitrogénio e fosfato foi realizada coletando-se amostras de dgua do mar correspondentes a cada

tratamento e quantificando-se os niveis remanescentes de nitrogénio e fosfato no meio de

Incubacao.

Figura 4.1. Aspecto geral das incubacbes das linhagens marrom (MA) e verdeclara (VC) de
Hypnea musciformis para avaliar as concentragdes de nutrientes no meio de incubagéo.
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Agua do mar utilizada nos experimentos: A &gua do mar utilizada nesses
experimentos foi proveniente de um unico lote para uma padronizacdo e foi coletada na Base Norte
do Instituto Oceanografico da Universidade de S&o Paulo, na Praia do Lamberto, em Ubatuba, SP.
Antes da incubac&o das algas (T=0 dias), a &gua do mar esterilizada enriquecida com as diferentes
concentracdes de nitrato sem e com fosfato foi filtrada em um filtro de fibra de vidro (0,45 um de
didmetro do poro). Apds a incubacdo das algas (T=7 dias), as aliquotas de &gua retiradas para
posterior analise de nutrientes remanescentes também foram filtradas nesse mesmo tipo de filtro.

Analise de nutrientes na agua do mar: As amostras de agua do mar foram analisadas
no Laboratério de Nutrientes, Micronutrientes e Tragos do Mar (10-USP), contando com a
colaboracdo com da Prof 2 Dra. Elisabete de Santis Braga.

- Nitrato e nitrito: A quantificacdo de nitrato e nitrito foi realizada utilizando o Technicon
Auto Analyzer Il, de acordo com a metodologia descrita por Grasshoff et al. (1983). Essa
metodol ogia consiste na reducdo do nitrato a nitrito, a qual € feita através da passagem das amostras
de nitrato por uma coluna de cadmio. A concentracdo final de nitrito € determinada por
espectrofotometria a 543 nm, apos a adicdo de sulfanilamida e n-(1-naftil) etilenodiamina
diidrocloreto (NED).

- Amonio: A quantificagdo de amoénio consiste na adicdo de um reagente contendo
hipoclorito seguido da adicdo de um reagente contendo fenol. O amonio reage com o hipoclorito
formando monocloramina. Este composto, na presenca de fenol, da lugar a formacéo do azul de
indofenol, que & medido por espectrofotometria a 630 nm (Grasshoff et al. 1983, Strickland &
Parsons 1968).

- Fosfato: A quantificacdo de fosfato baseia-se na reagdo do ion com um reagente contendo
molibdato, em meio &cido, produzindo o complexo fosfomolibdato. Essa reacdo, catalisada pelo
antimoénio, forma um complexo amarelado que é reduzido a um composto azul, por acdo do écido
ascorbico. A leitura é realizada por espectrofotometria a 880 nm (Grasshoff et al. 1983, Strickland

& Parsons 1968).
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- Nitrogénio organico dissolvido (NOD): A andlise de NOD foi realizada através da foto-
oxidacdo das amostras de &gua do mar. Primeiramente, as amostras de agua do mar foram
transferidas para tubos de ensaio de quartzo, onde foi realizada adicéo de peréxido de hidrogénio.
Em seguida, as amostras foram incubadas, por 10 horas, em uma camara contendo uma lampada
com radiacdo ultravioleta, para a quebra das moléculas organicas. A adicdo de perdxido de
hidrogénio foi realizada para garantir que todo o nitrogénio formado fosse oxidado, formando
nitrato e nitrito, que foram analisados como descrito anteriormente. Os valores finais obtidos
correspondem ao conte(ido de nitrogénio organico total (NTD). Para obter os valores de NOD,
subtrai-se o valor de NTD pelos valores de nitrato, nitrito e ambnio das andlises anteriores
(amostras ndo foto-oxidadas). Essa andlise foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Armstrong et al. (1966) e adaptada pela Profa. Dra. Elisabete de Santis Braga.

As concentragdes iniciais de nitrato, nitrito, amoénio, fosfato e nitrogénio orgéanico dissolvido
(NOD) foram analisadas na agua do mar, sem adicdo de nutrientes (tabela 4.1). Os conteldos de
nitrato e fosfato também foram analisados em todos os tratamentos testados (tabela 4.2 A e B).

Calculos realizados: Foram avaliadas a remoc¢ado dos nutrientes da agua do mar, taxa de
captacdo de nitrato e de fosfato e a liberacdo de NOD pelas linhagens VC e MA de Hypnea
musciformis.

- Porcentagem de remocao de nutrientes (%): O caculo da remocéo dos nutrientes foi
baseado na seguinte formula: 100 x {([inicial]-[final])[inicial] }, onde [inicia] = concentracdo do
nutriente no tempo zero e [final] = concentracdo do nutriente apos sete dias de incubagéo.

. Taxa de captagdo de nitrato efosfato (MM ¢ d™): [Inicial] — [Final]/ biomassa x tempo

- Liberacdo de NOD (nM): Foi calcula pela diferenca nas concentragfes iniciais e finais de
NOD na éaguado mar ([Fina NOD]-[Inicia NOD]).

Andlise estatistica: Cada tratamento foi testado com 3 repeticdes simulténeas. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de um e dois fatores, seguido do teste de

comparagao de Student-Newman-Keuls.
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Tabela 4.1. Concentracdo inicia de nutrientes na dgua do mar utilizada nos experimentos. Os

valores correspondem a média (n=3) + desvio padrdo. NOD = nitrato organico dissolvido.

Nitrato  Nitrito Amobnio  Fosfato NOD
Concentragéo 5,40 1,23 0,53 2,91
(mv) +0,1 +0,0 +0,1 +0,0 +04

Tabela 4.2. Concentragéo inicial de nitrato e fosfato na dgua do mar em todos os tratamentos

testados. Os valores correspondem a média (n=3) + desvio padrdo. A. Tratamentos com adi¢cdo de

apenas nitrato. B. Tratamentos com adicéo de nitrato e fosfato.

A Tratamentostestados (adi¢cdo de nitrato)
zero 20mMM  40nM  60mM  80mM 100 nM
Concentracéo
_ 5,40 2420 4387 62,51 84,62 101,42
denitrato 07 4o 002 123 %068 0,70
(mM)
Concentraca
20 0,53 0,56 0,69 0,74 0,59 0,80
de fosfato +003 +002 +004 +004 +011  +005
(mM)
Relaczo N:P 10,12 44,09 63,33 8475 1439 = 127,17
B Tratamentos testados (adi¢éao de nitrato:fosfato)
_ 40110  60:15  80:20  100:25
Z€ero 20:5nmMM oy oy oy iy
Concentraca
_ D 5,40 2540 4481 61,72 8469 102,02
denirato ;4092 %049 035 006 +030
(mM)
Concentracéo
0,53 5,32 10,31 14,37 18,85 22,37
de fosfato +003  +031 +022 +057 022 +226
(mM)
Relagzo N:P 10,12 477 4.35 4.30 4.49 4.56
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Resultados

Efeitos da disponibilidade do nitrato na remocé&o de nutrientes e liberacéo de
nitrogénio organico dissolvido

Ao incubar as linhagens VC e MA de Hypnea musciformis por sete dias em &gua do mar
enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato, observou-se que a concentracdo final de
nitrato na dgua do mar foi muito baixa, com valores proximos a zero em todos os tratamentos
testados. Ambas as linhagens removeram a maior parte do nitrato presente na &gua do mar, sendo
que a linhagem VC apresentou menor porcentagem de remocdo (97,35%) no tratamento controle
(sem adicédo de nitrato), ndo havendo diferenca significativa entre os demais tratamentos (figura 4.2
A). Para a linhagem MA, a menor porcentagem de remoc¢do (98,27%) também ocorreu no
tratamento controle e a maior (99,98%) ocorreu em 80 MM de nitrato (figura 4.2 B). As diferencas
ocorridas entre as porcentagens de remocdo nos diferentes tratamentos testados foram muito
peguenas, uma vez que ambas as linhagens removeram mais de 97% do nitrato em todos os
tratamentos testados. Houve diferenca entre as linhagens apenas no tratamento controle, onde a
linhagem MA removeu mais nitrato do que a linhagem VC. As taxas de captacdo de nitrato de
ambas as linhagens aumentaram linearmente com o incremento na concentracéo de nitrato (figura

43A eB).
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Figura 4.2. Concentragdes iniciais e finais de nitrato presentes na agua do mar (vM) e
concentracdo de nitrato removida e porcentagens de remocao do nitrato apresentadas pelas
linhagens VC (A) e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em agua
do mar enriquecida com diferentes concentrages de nitrato. As letras distintas indicam as
diferencas significativas entre as taxas de remocdo, segundo teste de comparacdo de
Student-NewmantKeuls. As concentracoes finais de nitrato foram proximas a zero.
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com diferentes concentragdes de nitrato.
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Também foram analisadas as concentrages de nitrito e ambnio na &gua do mar, em todos 0s
tratamentos testados. Tal andlise foi realizada para verificar a porcentagem de remocédo desses
nutrientes pelas linhagens VC e MA de Hypnea musciformis.

A porcentagem de remocéo do nitrito, para ambas as linhagens de H. musciformis, foi maior
em 60 MM de nitrato e menor no controle (figura 4.4 A e B). A linhagem MA apresentou maior
porcentagem de remocao de nitrito do que a V C nos tratamentos com 20 e 100 nM de nitrato.

Para a linhagem V C, n&o houve remocdo de amonio nos tratamentos controle e com 20, 80 e
100 nM de nitrato (figura 4.5 A). Entretanto, o amonio foi removido nos tratamentos com 40 e 60
nmM de nitrato. Para a linhagem MA, no tratamento com 20 nM de nitrato houve aumento na
concentracdo de aménio ho meio engquanto Nos outros tratamentos (exceto controle) houve remocéo.
A maior porcentagem de remogdo de amonio da linhagem MA também ocorreu no tratamento com
60 nM de nitrato (figura 4.5 B).

A remocédo do fosfato foi maior no controle para a linhagem VC, e nos tratamentos controle
e com 20 nM de nitrato para a linhagem MA (figura 4.6 A e B). N&o houve diferenca significativa
entre as linhagens.

A concentragdo inicial de NOD na agua do mar foi nula no tratamento com 80 mM de nitrato
e ndo variou entre os demais tratamentos, sendo que a média da concentracdo de NOD entre esses
tratamentos foi de 2,39 £+ 0,90 nM (figura 4.7 A e B). Para a linhagem VC, houve um incremento
significativo na concentragcdo final de NOD em todos os tratamentos testados, sendo que esta
linhagem liberou mais NOD para 0 meio quando cultivada com 80 mM de nitrato (figura 4.7 A). J&
para a linhagem MA, houve um incremento significativo na concentracdo final de NOD apenas nos
tratamentos com 80 e 100 M de nitrato, sendo que esta linhagem liberou mais NOD em 100 v
de nitrato (figura 4.7 B). A linhagem MA liberou mais NOD do que a VC nos tratamentos com 80

e 100 nM de nitrato.
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Figura 4.4. Concentragles iniciais e finais de nitrito presentes na agua do mar (rM) e
concentracdo de nitrito removida e porcentagens de remocao do nitrito apresentadas pelas
linhagens VC (A) e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em agua
do mar enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato. As letras distintas indicam as
diferencas significativas entre as taxas de remocgdo, segundo teste de comparagcdo de

Student-Newman-K euls.
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Figura 4.5. Concentracdes iniciais e finais de ambnio presentes na dgua do mar (M) e
concentracdo de amonio removida ou acrescentada e porcentagens de remocéo do amonio
apresentadas pelas linhagens VC (A) e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por
uma semana em agua do mar enriquecida com diferentes concentragdes de nitrato. As
letras distintas indicam as diferengas significativas entre as taxas de remocao, segundo
teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls. % acréscimo significativo de ambnio na
éoua do mar.
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Figura 4.6. Concentracfes iniciais e finais de fosfato presentes na agua do mar (M) e
concentracdo de fosfato removida e porcentagens de remocéo do fosfato apresentadas pelas
linhagens VC (A) e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em agua
do mar enriquecida com diferentes concentraces de nitrato. As letras distintas indicam as
diferencas significativas entre as taxas de remocado, segundo teste de comparacdo de
Student-Newman-Keuls.
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Figura 4.7. ConcentracOes iniciais e finais de nitrogénio organico dissolvido (NOD)
presentes na égua do mar (M) e concentracdo de NOD liberada pelas linhagens VC (A) e
MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em &gua do mar enriquecida
com diferentes concentragdes de nitrato. * indica as diferencas significativas entre as
concentracOes iniciais e finais de NOD na agua do mar. As letras distintas indicam as
diferencas significativas entre as concentracbes de NOD liberadas nos diferentes
tratamentos.
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Para ambas as linhagens estudadas, houve correlacéo positiva entre concentracéo inicial de
nitrato X remocéo de nitrato e nitrito do meio. Além disso, para a linhagem MA, houve correlacéo

positiva entre concentracdo inicial de nitrato X liberagdo de NOD (tabela 4.3).

Tabela4.3. Andlise de correlacdo de Pearson das varidvel's estudadas com alinhagem VC (A) e MA

(B) de Hypnea musciformis cultivada por 28 dias em agua do mar esterilizada enriquecida com
diferentes concentracGes de nitrato. Em cada célula da tabela, o primeiro valor corresponde ao

coeficiente de correlacdo e 0 segundo valor ao valor de p. Negrito, correlacdo significativa.

A
Varidveis Remocdo Captagdo Remocdo Remocdo Liberacéo
NO; NO;  [NC] [PO,*]  [NOD]
[Nitrato] 0,663 0,100 0,724 -0,794 0,322
0,002 0,008 <0001 <0,001 0,193
B

Varidveis Remocdo Captagdo Remocdo Remocdo liberacdo
NOs NO;  [NO;]  [PO,]  [NOD]
[Nitrato] 0,735 10 0,697 -0,782 0,799
<0,001 0,034 0,001 <0,001 <0,001
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Efeitos da disponibilidade do nitrato e fosfato na remocgdo de nutrientes e
liberac&o de nitrogénio organico dissolvido

A concentracdo de nitrato na &gua do mar, apos incubar as linhagens VC e MA de Hypnea
musciformis por sete dias em agua do mar enriquecida com diferentes concentracbes de
nitrato:fosfato, variou de 0,02 M (tratamento com 80:15 mM de nitrato:fosfato, linhagem MA) até
0,14 £ 0,06 nM (controle, linhagem VC). Ambas as linhagens apresentaram menor porcentagem de
remocdo no tratamento controle (sem adicdo de nitrato e fosfato) e maior em 80 M de nitrato
(figura 4.8 A e B). N&o houve diferenca nas porcentagens de remocdo de nitrato entre as linhagens
estudadas. Houve um incremento linear na taxa de captacdo do nitrato em ambas as linhagens
estudadas (figura4.9 A e B).

Para a linhagem VC, a porcentagem de remocdo de nitrito foi maior no tratamento com
100:25 nM de nitrato:fosfato e menor no controle (figura 4.10 A). Ja para a linhagem MA, a
porcentagem de remocéao de nitrito foi menor no controle e em 60:15 MM de nitrato:fosfato e maior
nos demais tratamentos (figura 4.10 B). A porcentagem de remocéo de nitrito da linhagem MA foi
maior do que a da VC no tratamento com 40:15 mM de nitrato:fosfato. Entretanto, nos tratamentos
controle e com 60:20 M de nitrato:fosfato a porcentagem de remocdo da linhagem VC foi maior
do queadaMA.

N&o houve remocédo de amonio em todos os tratamentos testados, em ambas as linhagens.
Houve incremento significativo de ambnio na agua do mar, nos tratamentos controle e com 20:5
nM de nitrato:fosfato para ambas as linhagens e em 100:25 nM de nitrato:fosfato para a linhagem

MA (figura4.11 A e B).
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Figura 4.8. ConcentragOes iniciais e finais de nitrato presentes na agua do mar ("M) e
concentragcdo de nitrato removida e porcentagens de remocao do nitrato apresentadas pelas
linhagens VC (A) e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em &gua
do mar enriquecida com diferentes concentracGes de nitrato:fosfato. As letras distintas
indicam as diferencas significativas entre as taxas de remocéo, segundo teste de

comparagdo de Student-Newman-Keuls.
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Figura 4.9. Taxas de captacdo do nitrato (MM g* d) apresentadas pelas linhagens VC (A)
e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em égua do mar enriquecida
com diferentes concentracoes de nitrato:fosfato.
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Figura 4.10. ConcentracOes iniciais e finais de nitrito presentes na dgua do mar ("M) e
concentracao de nitrito removida e porcentagens de remocéo (%) do nitrito apresentadas
pelas linhagens VC (A) e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em
adgua do mar enriquecida com diferentes concentracBes de nitrato. As letras distintas
indicam as diferencas significativas entre as taxas de remocdo, segundo teste de
comparagdo de Student-Newman-Keuls.
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Figura 4.11. Concentragdes iniciais e finais de aménio presentes na agua do mar ("M) e
concentragdo de amonio acrescentada na dgua do mar onde as linhagens VC (A) e MA (B)
de Hypnea musciformis foram cultivadas por uma semana, com diferentes concentragoes
de nitrato:fosfato. * indica as diferencas significativas entre as concentracfes iniciais e

finais de aménio na dgua do mar, segundo teste de comparacéo de Student-NewmanKeuls.
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A linhagem VC apresentou maior (99,31 %) e menor (48,91%) porcentagem de remocé&o de
fosfato nos tratamentos com 20:5 e 100:25 nM de nitrato:fosfato, respectivamente (figura 4.12 A).
A linhagem MA também apresentou menor porcentagem de remocéao (38,02%) em 100:25 mM de
nitrato:fosfato. Porém a maior porcentagem ocorreu nos tratamentos controle e com 20:5 e 40:10
nmM de nitrato:fosfato (figura 4.12 B). A remocéo de fosfato da linhagem VC foi maior do que a
MA nos tratamentos com 60:15, 80:20 e 100:25 nM de nitrato:fosfato. A captacdo de fosfato seguiu
uma cinética de saturacéo, sendo que a taxa de captacdo de fosfato da linhagem VC saturou em
60:15 M de nitrato:fosfato e da linhagem MA em 40:10 de nitrato:fosfato (figura 4.13).

N&o houve diferenca na concentracdo inicial de NOD na &gua do mar dos diferentes
tratamentos testados, sendo que a média da concentracdo de NOD entre esses tratamentos foi de
2,63 £ 0,66 nM (figura 4.14 A e B). Para a linhagem VC, houve um incremento significativo na
concentracdo final de NOD em todos os tratamentos testados, sendo que esta linhagem liberou mais
NOD para 0 meio quando cultivada com 80:20 nM de ritrato:fosfato (figura 4.14 A). Ja para a
linhagem MA, houve um incremento significativo na concentracéo fina de NOD apenas nos
tratamentos com 20:5, 40:10, 80:20 e 100:25 nM de nitrato:fosfato, sendo que esta linhagem liberou

mais NOD em 100:25 nM de nitrato:fosfato (figura4.14 B). A linhagem MA liberou mais NOD do

que alinhagem V C nos tratamentos com 20:5, 40:10, 80:20 e 100:25 M de nitrato:fosfato.
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Figura 4.12. ConcentracOes iniciais e finais de fosfato presentes na é&gua do mar ("M) e
concentracdo de fosfato removida e porcentagens de remocao do fosfato apresentadas pelas
linhagens VC (A) e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em agua
do mar enriquecida com diferentes concentracOes de nitrato:fosfato. As letras distintas
indicam as diferencas significativas entre as taxas de remocdo, segundo teste de
comparacao de Student-Newman-K euls.
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Figura 4.13. Taxas de captacéo do fosfato (M ¢* d) apresentadas pelas linhagens VC
(A) e MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em &gua do mar

enriquecida com diferentes concentracdes de nitrato:fosfato.
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Figura 4.14. ConcentracOes iniciais e finais de nitrogénio organico dissolvido (NOD)
presentes na &gua do mar (M) e concentragdo de NOD liberada pelas linhagens VC (A) e
MA (B) de Hypnea musciformis, cultivadas por uma semana em &gua do mar enriquecida
com diferentes concentragdes de nitrato:fosfato. * indica as diferencas significativas entre
as concentracOes iniciais e finais de NOD na &gua do mar. As letras distintas indicam as
diferencas significativas entre as concentragbes de NOD liberadas nos diferentes
tratamentos, , segundo teste de comparacdo de Student-NewmanKeuls.
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Para ambas as linhagens estudadas, houve correlagdo positiva entre concentragéo inicial de
nitrato:fosfato e remocado de nitrato e nitrito do meio e captacdo de nitrato e fosfato. Para a linhagem
MA, houve correlacéo positiva entre concentracdo inicial de nitrato e fosfato X liberagdo de NOD e

concentracdo final de NOD no meio (tabela 4.4).

Tabela4.4. Andlise de correlagdo de Pearson das varidveis estudadas com alinhagem VC (A) e MA
(B) de Hypnea musciformis cultivada por 28 dias em adgua do mar esterilizada enriquecida com
diferentes concentracfes de nitrato:fosfato. Em cada célula da tabela, o primeiro valor corresponde

ao coeficiente de correlagcdo e o segundo valor ao valor de p. Negrito, correlacdo significativa.

A
Variaveis Remocgédo Captacéo Remocao Remocéo Captacéo Liberacdo
NOs" NO3" NO," PO,> PO,> NOD
[Nitrato] 0,744 1,00 0,867 -0,928 0,923 0,272
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,291
[Fosfato] 0,764 0,100 0,884 -0,916 0,926 0,265
< 0,001 0,013 < 0,001 <0,001 < 0,001 0,303
B
Variaveis Remocédo Captacéo Remocao Remocéo Captacéo liberacdo
NOy’ NOs* NO," PO, PO,> NOD
[Nitrato] 0,719 1,00 0,733 -0,878 0,820 0,804

< 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

[Fosfato] 0,739 0,10 0,754 -0,858 0,824 0,775
<0,001 0,013 < 0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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Comparacao entre os experimentos com adi¢cdo de nitrato e com adicdo de
nitrato:fosfato

N&o houve diferenca significativa na porcentagem de remocdo de nitrato de ambas as
linhagens, nos tratamentos com ou sem fosfato. A porcentagem de remocdo de nitrito da linhagem
VC cultivada em 20 e 100 nM de nitrato, foi maior nos tratamentos sem adicdo de fosfato. Porém,
nos tratamentos com 40 e 60 MM de nitrato, ambas as linhagens apresentaram maiores porcentagens
de remoc&o de nitrito nos meios com adicéo de fosfato (tabelas 4.5 A e B).

A porcentagem de remocéo de fosfato da linhagem V C cultivada com 40 e 60 nM de nitrato
foi maior nos meios com adicdo de fosfato. Para a linhagem MA, no tratamento com 40 nM de
nitrato, a remocao de fosfato foi maior no meio com adicdo de fosfato, porém no tratamento com
100 mM de nitrato, a remocao foi maior no tratamento sem adicao de fosfato (tabelas 4.5 A e B).

A linhagem MA liberou mais NOD nos tratamentos com adicdo de fosfato (tabelas 4.5 B).
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Tabela 4.5. Comparagéo das porcentagens de remocao de nutrientes pela linhagem VC (A) eMA
(B) de Hypnea musciformis, cultivada por 7 dias em agua do mar esterilizada enriquecida com
diferentes concentracdes de nitrato e nitrato:fosfato (4:1). Os vaores correspondem a média e
desvio padréo de cada varidvel analisada. As células em negrito representam as diferencas

significativas entre os meios testados (com ou sem fosfato).

A

Variaveis )
TRATAMENTOS (Nitrato:fosfato)

analisadas

20:0 { 20:5 | 40:0 : 40:10 | 60:0 : 60:15 | 80:0 ; 80:20 | 100:0 | 100:25

Remocéo 99,77 § 99,67 | 99,82 { 99,90 | 99,85 | 99,89 | 99,96 i 99,98 | 99,96 99,96
NOs™ (%) +0.12 ; 0,08 | +0,08 : +0,05 | 0,05 : #0,03 | +0,02 : +0,00 | +0,02 0,01

Remocao 69,64 | 79,25 | 92,88 i 87,22 | 93,92 : 80,95 | 90,61 90,82 | 86,53 91,74
NO, (%) +1,07 : #1252 | +0,49 | +1,00 | +0,42 : #1,60 | +0,52 { +0,00 | *2,10 +0,00

Remocao 88,86 99,31 | 60.40 : 89,35 | 54,98 : 80,80 | 61,30 64,46 | 56,48 48,91
PO43' (%) +1,73 { +0,20 | #9,95 | #7,32 | #10,52 i #2,12 | +11,63 { +6,08 | %3,24 +1,02

Liberagio | 868 | 898 | 38 . 46/ | 808 409 | 2005 ; 1953 | 581 3,96
NOD (mM) | #136 | #L19 | £1.94 2042 | 184 052 | +150 | 233 | +204 | 135

B

Variaveis .
TRATAMENTOS (Nitrato:fosfato)
analisadas

20:0 : 20:5 | 40:0 : 40:10 | 60:0 : 60:15 | 80:0 ; 80:20 | 100:0 | 100:25

Remocéo 99,65 : 99,67 | 99,90 : 99,87 | 99,91 i 99,89 | 99,98 : 99,98 | 99,96 99,95
NOs (%) +0,08 ; #0,09 | +0,05 ; 0,04 | 0,05 : #0,03 | +0,00 : +0,00 | +0,01 +0,02

Remocao 84,52 83,02 | 93,16 | 87,78 | 94,89 ;| 77,14 | 92,12 89,80 | 89,23 90,36
NO, (%) +1,03 | +0,00 | +0,00 : #2,55 | #0,00 : *0,00 | +0,52 | #0,00 | +0,58 +3,82

Remocao 87,70 98,33 | 58,23 | 94,80 59,03 | 72,39 | 58,76 55,92 | 58,35 38,28
PO43- (%) +2,65 | +0,17 | 6,51 | #199 | +9,28 { 2,53 | +1523 { +1,91 | +0,00 +3,29

Liberacéo NS 36.85 NS 26,33 NS NS 36,23 | 81,42 | 91,64 109,75
NOD (mv) +5,21 0,80 *352 | 3,79 | +4,69 *3,47
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Discussao

As porcentagens maximas de remocdo de nitrato das linhagens VC e MA de Hypnea
musciformis (Wulfen in Jacqu.) J.V. Lamour. foram muito altas e maiores do gque as porcentagens
de remocdo apresentadas por espécies de macroalgas cultivadas em sistemas integrados para
avaliacéo do seu potencial de biofiltro (tabela 4.6). O mesmo foi observado para as porcentagens
maximas de remocdo de nitrito e fosfato. Entretanto, € importante ressaltar que os experimentos
realizados com as linhagens VC e MA de H. musciformis foram realizados em laboratorio,
utilizando-se as condic¢fes Gtimas, enquanto que os cultivos das espécies citadas na tabela foram
realizados em tanques e/ou campo, 0 que pode explicar as maiores porcentagens de remocao
apresentadas pelas linhagens VC e MA. Mas isso ndo descarta o0 potencia dessas linhagens para
serem Uutilizadas em sistemas de cultivo integrado. Dessa forma, um aspecto de interesse para
estudos futuros seria 0 cultivo das linhagens VC e MA de H. musciformis em tanques ou em campo
com sistemas integrados, para constatar, além do potencial como biofiltro, as taxas de crescimento e
aqualidade e o teor de carragenanas.

A porcentagem maxima de remogdo de amonio das linhagens estudadas foi menor do que
aquelas apresentadas pelas espécies citadas na tabela 4.6. Além disso, em muitos tratamentos
testados, a remocao de amonio foi nula e, algumas vezes, observouse 0 aumento da concentracao
desse nutriente no meio. Esse resultado ndo foi observado para Hypnea musciformis (Haines &
Wheeler 1978), uma vez que a taxa de captacdo de ambdnio ndo foi saturada em altas concentragoes.
De fato, para muitas macroalgas a taxa de captacéo de amdnio excede a de nitrato, umavez que sua
assimilac@o requer gastos energéticos menores do que a do nitrato e nitrito. Porém, em altas
concentracdes (>30-50 mM), o aménio pode ser toxico (Lobban & Harrison 1994). Martins &
Yokoya (2004) observaram que as linhagens VC e MA de H. musciformis apresentaram uma
relacdo inversamente proporcional entre concentracdo de amonio e taxa de crescimento, e, apos um

més, concentractes maiores e iguais a 15 nM foram letais para essas linhagens.
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Tabela 4.6. Porcentagens de remocdo de nutrientes (valores méximos) por algas atuando como
biofiltros em cultivos integrados com diversos animais marinhos, segundo diferentes autores (apud
Hayashi 2007)

Espécie Tipo de cultivo % remocao de Autores

nutrientes
Linhagem VC de Hypnea Laboratorio 99,98% de nitrato Presente estudo
musciformis (Wulfenin 93,92% de nitrito
Jacqu.) J.V. Lamour. 38,88% de ambnio

99,31% de fosfato
Linhagem MA de Hypnea Laboratério 99,98% de nitrato Presente estudo
musciformis (Wulfen in 94,89% de nitrito
Jacqu.) JV. Lamour. 44,16% de amonio

98,33% de fosfato
Kappaphycus alvarezii (Doty) Integrado com peixes 18,20% de nitrato Hayashi (2007)
Doty ex P.C. Silva 50,84% de nitrito

70,54% de amoénio

26,76% de fosfato
Kappaphycus alvarezii (Doty) Integrado com ostras 66,0% de nitrato Qian et al. (1996)
Doty ex P. C. Silva 83,4% de nitrito

79,8% de ambnio
Gracilariopsis longissma Integrado com peixes 60% de ambnio Hernandez et al.
(S.G.Gmélin) M. Steentoft 19,4% de fosfato (2005)
L.M. Irvine & W.F. Farnham
Enteromorpha intestinalis Integrado com peixes 81,1% de ambnio Hernandez et al.
Linnaeus (Chlorophyta) 91,6% fosfato (2002)

MartinnezAragon
et al. (2002)

Ulva rotundata Bliding Integrado com peixes 83,4% de ambnio Herndndez et al.

96,2% de fosfato (2002)
MartinnezAragon
et al. (2002)

Nas condicbes experimentais adotadas no presente estudo, houve um incremento linear na
taxa de captacdo do nitrato pelas linhagens VC e MA de Hypnea musciformis. Entretanto, para a
maioria das macroalgas, a captacdo do nitrato segue uma cinética de saturacdo, como foi observado
para Hypnea musciformis e Macrocystis pyrifera (L.) C. Agardh (Haines & Wheeler 1978),
Laurencia brongniartii J. Agardh (Nishihara et al. 2005) e Laminaria abyssalis Joly et Oliveira
Filho (Braga & Y oneshigue-Valentin 1996). As concentragdes testadas no presente estudo variaram

de zero a 100 M de nitrato. Talvez em concentracbes maiores a essa, a Ssaturagdo ocorra.
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Entretanto, Nishihara et al. (2005) testou concentragdes variando de zero a 300 miM de nitrato e a
saturagao ocorreu em valores menores a 100 n.

A captacdo de fosfato seguiu uma cinética de saturagdo, sendo que para a linhagem VC de
Hypnea musciformis houve saturacdo na concentracdo de 60:15 mM de nitrato:fosfato e para a
linhagem MA em 40:10 mM de nitrato:fosfato. Em 100:25 nmM de nitrato:fosfato houve um
decréscimo na taxa de captagdo do fosfato da linhagem MA. A espécie Laminaria abyssalis (Braga
& Yoneshigue-Vaentin 1996) apresentou uma cinética de saturagdo na captacdo do fosfato,
entretanto, para Palmaria palmata (L.) Kuntze, a captacéo do fosforo inorganico (ortofosfato, de
0,23 a 36,02 niM) ndo apresentou uma cinética de saturacéo (Martinez & Rico 2004).

Aslinhagens VC e MA de Hypnea musciformis liberaram grandes quantidades de NOD para
0 meio, sendo que liberacdo foi maior nas concentragtes de 80 (@20 M de NOD) e 100 (@
100 nM de NOD) nM de nitrato, respectivamente, nos tratamentos com e sem adicéo de fosfato. A
adicdo de fosfato no meio ocasionou maior liberacdo de NOD na linhagem MA. Dessa forma,
apesar das linhagens VC e MA terem removido todo o nitrato do meio, elas ndo conseguiram
assmila-lo e estoca- 1o completamente, uma vez que boa parte desse nitrato removido foi devolvido
ao meio naformade NOD. Tyler & McGlathery (2004) observaram que a taxa de liberagdo de N
de Gracilaria vermiculophylla (Ohmi) Papenfuss correspondeu a 67% da captacdo brutadiéria, ea
liberacdo foi maior quando as taxas de crescimento e a disponibilidade de nutrientes estavam
baixas, possivelmente devido & senescéncia das algas. Para o fitoplancton, a magnitude de
liberacdo de N é proporcional a0 gradiente de concentracéo entre o meio (agua do mar) e o interior
da célula, com alta taxa de liberagéo estimulada por baixas concentraces de nitrogénio na coluna
d agua (Flynn & Berry 1999, apud Tyler & McGlathery 2004). A liberacdo de substancias
organicas também pode ser interpretada como liberacdo ativa do excesso de produtos acumulados
da fotossintese, quando a fixagdo de carbono excede a incorporacéo de novos materiais pelas

células (Fogg 1983).
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As substancias liberadas pelas macroalgas podem ser aminoacidos livres (Naldi & Wheeler
2002) ou combinados, como peptideos ou proteinas (Tyler & McGlatery, 2006). A liberacdo de
substéncias orgéanicas pode promover o epifitismo, por exemplo, exsudatos de Gracilaria chilensis
promoveram o estabel ecimento de propagul os de Ulva e Enteromor pha (Santelices & Varela 1993).
Dessa forma, um aspecto para estudos futuros seria a realizac8o de experimentos para verificar se o
exsudato produzido pelas linhagens VC e MA de H. musciformis promove o crescimento de outros
organismos associados, como epifitas ou algas utilizadas como substrato, como € o caso de
Sargassum, substrato onde H. musciformis é frequentemente encontrada na natureza.

Dessa forma, o presente trabalho mostra que as linhagens VC e MA de Hypnea musciformis
sd0 eficientes em remover o nitrogénio e o fosforo da dgua do mar em concentracdes de até 60 M,
uma vez gue a partir dessa concentracdo grande parte do nitrato removido € liberado ao meio como
NOD. Esses resultados indicam que as linhagens estudadas apresentam um grande potencial como

biofiltros.
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DISCUSSAO GERAL E CONSIDERACOES FINAIS

A espécie Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqu.) J. V. Lamour. € um importante recurso
marinho por ser a maior fonte de k-carragenana (Oliveira 1998), um polissacarideo sulfatado muito
utilizado nas industrias alimenticia e farmacéutica. Em 2004, o Brasil ja consumia 100 toneladas de
carragenana por més e produzia 10 toneladas por mésa partir de bancos naturais de H. musciformis
da regido nordeste do pais (Furtado 2004). Devido a essa crescente demanda, os bancos naturais
dessa espécie estdo sendo degradados, comprometendo os estoques naturais.

O estudo com variantes pigmentares € uma importante ferramenta para 0 conhecimento da
fisiologia e biologia das macroalgas marinhas, e também nos permite selecionar linhagens com
melhor crescimento e produtividade para o cultivo.

Uma vez que o conhecimento das relacBes entre o nitrogénio e as dgas € de extrema
importancia para 0 sucesso do seu cultivo (Hanisak 1990), o presente estudo teve como objetivo
gera ampliar o conhecimento sobre o metabolismo de nitrogénio em rodoficeas marinhas,
avaliando o comportamento das linhagens marrom (MA) e verde-clara (VC) de Hypnea
musciformis (Wulfen in Jacqu.) J.V. Lamour. Para tal finalidade, foram realizados experimentos
visando a otimizacdo do ensaio in vitro da enzima nitrato redutase para as duas linhagens; e a
avaliacao dos efeitos de diferentes concentracdes de nitrato e fosfato na assimilacéo do nitrogénio,
nas taxas fotossintéticas, no crescimento e na captacdo e remocdo de nitrogénio e fosforo, e
liberac&o de nitrogénio orgéanico dissolvido (NOD) pelas linhagens de cor de H. musciformis. Além
disso, foram avaliados os efeitos do estado nutricional das algas no metabolismo do nitrogénio.

Considerando que os resultados obtidos sdo limitados pelas condiches experimentais
adotadas, apresentamos, a seguir, as principais conclusdes e consideracoes resultantes do presente

estudo.
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Otimizagao do ensaio “in vitro” da nitrato redutase

Considera-se que a nitrato redutase (NR) controla a taxa de assmilacdo do nitrato,
constituindo um fator limitante para o crescimento, desenvolvimento e producdo de proteinas
(Solomonson & Barber 1990). Os ensaios para a otimizagdo do ensaio da NR sdo fundamentais para
0 estudo da enzima, uma vez que os protocolos ndo sdo igualmente eficientes para medir a atividade
da NR nas diferentes espécies de macroalgas marinhas (Chow et al. 2004). Os resultados
apresentados no presente trabalho evidenciam a importancia da otimizagdo do protocolo para o
ensaio in vitro da NR, uma vez que a NR das linhagens VC e MA de H. musciformis apresentaram
diferentes caracteristicas quando comparadas com outras espécies. Por exemplo, a NR da linhagem
V C de H. musciformis apresentou menor afinidade pelo substrato do que a enzima da linhagem MA
e de outras algas. Por outro lado, a NR da linhagem MA possui maior afinidade pelo substrato do
que a enzima de outras espécies citadas na literatura. Nao foram encontrados, na literatura
brasileira, estudos sobre a NR de Hypnea musciformis. Dessa forma, o presente trabalho contribui
para o conhecimento da fisiologia dessa espécie, e para as duas linhagens de cor de H. musciformis,
que sdo utilizadas como um modelo biolégico para os estudos realizados pelo grupo de pesquisa da

Secéo de Ficologia do Instituto de Botanica.

Efeitos da disponibilidade do nitrato e do fosfato no metabolismo do
nitrogénio nas variantes pigmentares de Hypnea musciformis

O estudo dos efeitos da disponibilidade do nitrato e do fosfato no metabolismo do nitrogénio
nas linhagens de cor de Hypnea musciformis gudou a compreender alguns pontos-chave da
fisiologia desses espécimes.

O nitrato e o fosfato sdo importantes nutrientes para o desenvolvimento das linhagens
estudadas, uma vez que influenciaram, diferentemente, 0 metabolismo do nitrogénio. Os resultados
obtidos com agas com limitacdo interna de nutrientes evidenciaram diferencas entre as linhagens

de cor de H. musciformis quanto ao metabolismo de assimilacéo do nitrogénio: com a adi¢cdo de
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nitrato, a linhagem VC armazenou nitrogénio principamente na forma de proteinas e a linhagem
MA naforma de proteinas e de pigmentos (FC e FE). Com adicdo de N:P, a linhagem VC também
armazenou o nitrogénio na forma de pigmentos (AFC, FC e Cla) e alinhagem MA naforma de Cla.
Além disso, arespiracdo da linhagem VC aumentou com o incremento de nitrato no meio enquanto
que a linhagem MA apresentou aumento na fotossintese. Os espécimes sem limitagdo interna de
nitrogénio apresentaram maiores valores de TC e de contelido de proteinas do que os espécimes
com limitacdo interna de nitrogénio, indicando que as linhagens cultivadas por duas semanas em
&gua do mar sem adicdo de nutrientes ndo conseguem restabelecer seu estoque interno de nitrogénio
e 0s seus processos fisiolégicos, mesmo apds serem cultivadas por um més em meio enriquecido
com nitrato.

As diferencas metabdlicas entre as linhagens estudadas quanto a assimilagdo do nitrato
também estdo relacionados a enzima nitrato redutase da linhagem VC, uma variante deficiente em
ficoeritrina. Ao passar por um periodo de limitagcdo de nitrogénio, a NR da linhagem VC é
estimulada quando este nutriente se torna disponivel, sugerindo que essa variante possui
mecanismos que possibilitam absorver rapidamente os nutrientes, quando estes se tornam
disponiveis. Os resultados do presente estudo também corroboram a hipétese de que fosfato
estimula a atividade da NR (Nicholas & Scawin 1956, Huber et al. 1994). Os resultados referentes a
respiracéo e a fotossintese sugerem que as linhagens VC e MA de H. musciformis apresentam
diferencas quanto a origem da fonte de carbono necessaria para a assimilagdo do nitrogénio, sendo
que a fonte de carbono da linhagem VC provém da respiracéo, e a dalinhagem MA da fotossintese.
Esses dados indicam que a linhagem MA pode fixar mais carbono fotossintético do que a linhagem
VC.

Ao estudar aremocao e liberacdo de nitrogénio na agua do mar, observou-se que a linhagem
MA libera grandes quantidades de nitrogénio organico dissolvido (NOD) quando cultivada com
altas concentragbes de nitrato (80 e 100 mM de nitrato, com e sem adicdo de fosfato,

respectivamente). A fotossintese dessa linhagem também foi maior nesses tratamentos. Para o
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fitoplancton marinho, a liberacdo de substéncias organicas também pode ser interpretada como
liberacdo ativa do excesso de produtos da fotossintese acumulados, quando a fixac&o de carbono
excede a incorporagdo de novos materiais pelas células (Fogg 1983). Esses dados corroboram a
hipétese de que a linhagem MA de H. musciformis fixa mais carbono fotossintético do que a
linhagem VC. Porém, o presente trabalho ndo contemplou o estudo do metabolismo do carbono.
Entretanto, como os resultados indicam que as linhagens estudadas possuem diferencas quanto ao
metabolismo do carbono, um aspecto interessante para estudos futuros seria a avaliagdo dessas
diferencas para gjudar na compreensdo dos processos metabdlicos como um todo.

As linhagens VC e MA de H. musciformis foram eficientes na remoc&o de nitrogénio e de
fosforo da agua do mar. Essas respostas também merecem estudos mais amplos, com cultivos em
tanques ou em campo com sistemas integrados, para avaliar 0 potencial dessas linhagens como
biofiltro, bem como as taxas de crescimento e a qualidade e teor de carragenanas produzidas por
essas linhagens.

No Brasil, o estudo da liberagdo de NOD por uma macroalga marinha é pioneiro, e 0s
resultados mostram a sua importancia na compreensdo do metabolismo do nitrogénio, uma vez que,
em determinadas condic¢oes, as algas ndo conseguem armazenar e converter em produtos de reserva
todo o nitrogénio que absorvem do meio. A liberacdo de NOD por macroalgas marinhas merece
estudos mais detalhados, primeiramente, quanto a sua ocorréncia, aos fatores que influenciam a sua

liberacdo e quanto aidentificacdo dos compostos nitrogenados.
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