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1. INTRODUCAO

1.1 O género Hypnea J.V. Lamouroux

O género Hypnea J.V. Lamour. faz parte da divisdo Rhodophyta, ordem Gigartinales e
familia Cystocloniaceae (Wynne 2011). Tal género, assim como todas as algas vermelhas, é
caracterizado pela presenca de clorofila a como principal pigmento fotossintetizante e as
ficobiliproteinas (aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina) e carotendides como pigmentos
acessorios. As ficobiliproteinas estdo arranjadas em estruturas conhecidas como
ficobilissomos, localizados na membrana do tilacéide (Lee 2008). Além disso, as rodoficeas
possuem caracteristicas peculiares, tendo como produto de reserva o amido das florideas e

ndo possuem celulas flageladas no seu ciclo de vida (Raven 2007).

Estdo descritas até 0 momento 67 espécies de Hypnea que estdo distribuidas em
regides tropicais e subtropicais (Geraldino et al. 2010). No Brasil, as espécies de Hypnea
podem ser encontradas em todo o litoral durante todo o ano, com distribuicdo desde o
mesolitoral até o infralitoral, sobre rochas ou como epifitas de outras algas, principalmente
sobre espécies de Sargassum C. Agardh (Schenkman 1989, Wallner et al. 1992, Reis et al.
2003). Para o Brasil, foram citadas seis espécies, sendo elas: Hypnea cenomyce J. Agardh;
Hypnea cornuta (Kutz.) J. Agardh; Hypnea musciformis (Wulfen in Jacqg.) J.V. Lamour.;
Hypnea nigrescens Grev. ex J. Agardh; Hypnea spinella (C.Agardh) Kitz. e Hypnea valentiae
(Turner) Mont. (Schenkman 1986, Nunes 2005, Wynne 2011). Recentemente, o trabalho
realizado por Guimardes (2011) no estado de S&o Paulo, descreveu seis espécies: Hypnea
cervicornis J. Agardh, Hypnea cornuta, Hypnea musciformis, Hypnea spinella; Hypnea

flexicaulis Y. Yamagishi & M. Masuda, Hypnea sp. 1 e Hypnea sp. 2.

O género Hypnea € de grande importancia econdmica, principalmente a espécie H.
musciformis, que é uma importante fonte de x-carragenana e t1-carragenana, que Sao

galactanas (polissacarideos) sulfatadas presentes na matriz extracelular (Schenkman 1986,
1



Knutsen et al. 1995). A carragenana é utilizada na industria alimenticia como agente
espessante, estabilizante e gelificante, e também na industria farmacéutica como agente
espessante e estabilizante (Oliveira 1998, Rodrigues et al. 2011). Alguns estudos também
mostraram que a carragenana apresenta atividades antivirais que inibem os virus da herpes
simples (HSV) e da AIDS (HIV) (Neushul 1990). Além da presenca de carragenana, H.
musciformis e H. cervicornis também produzem lectinas, que sdo importantes glicoproteinas
utilizadas como agentes pro e anti-inflamatdrios, que sdo empregadas no diagnostico e terapia
do céancer, e como agentes antibiéticos e antifungicos (Nagano et al. 2005, Cordeiro et al.

2006, Nascimento et a.l 2006).

Devido a grande importancia econdmica do género, diversos estudos de cultivo foram
realizados em laboratdrio e em campo, de forma a estabelecer as melhores condigdes fisicas e
quimicas para o cultivo dessas algas. Schenkman (1980) estudou o crescimento de H.
musciformis cultivadas em laboratério e no mar. A autora verificou a influéncia das
concentracdes de nitrogénio e fosforo no meio, a influéncia da profundidade e da

sazonalidade no crescimento e no contetdo de carragenana presente nos espécimes.

Berchez & Oliveira (1989) relacionaram o crescimento de H. musciformis com 0s
efeitos do nitrato, da sazonalidade e as oscilacdes de temperatura e salinidade da agua
verificando melhores condicdes para a maricultura da espécie. Reis et al. (2003) observaram
os efeitos da profundidade, herbivoria e epifitismo em Sargassum cymosum var. hanum E. de
Paula & E.C. Oliveira de maneira que a utilizacdo de H. musciformis com finalidade
comercial seja feita de forma manejada para ndo causar danos a comunidade marinha

bentodnica.

Estudos recentes com Hypnea musciformis tem mostrado que, além do seu grande
potencial comercial, a espécie pode ser utilizada na biorremediacdo de locais eutrofizados

atuando como um biofiltro. Martins & Yokoya (2010) no estudo com linhagens verde clara e



marrom de H. musciformis, observaram um bom desenvolvimento da espécie em
concentracdes de 10 e 20 UM de nitrato e para a adicao de ureia, essas concentracdes variaram
de 5a 15 pM. J& com a adicdo de amonio, foi visto que concentragdes acima de 15 pM foram
letais para as duas variantes pigmentares. Pelo fato de H. musciformis tolerar altas
concentragdes de nitrato, estudos mostraram a sua utilizagdo como biofiltro. Martins (2007)
estudou a remocéo de nitrogénio e fosforo na d&gua do mar, no qual H. musciformis removeu
esses nutrientes do meio em concentragdes de até 60uM de nitrato e em concentracdes
maiores que 60uLM, grande parte do nitrato assimilado foi devolvido a0 meio como nitrogénio

organico dissolvido (NOD).

1.2 Metabolismo do Nitrogénio e Fosforo nas macroalgas marinhas

O nitrogénio é o principal elemento que limita o crescimento das algas marinhas
bentbnicas e controla a produtividade primaria dos oceanos, sendo o nitrato e o aménio
importantes ions que influenciam o crescimento desses organismos (DeBoer 1981, Lobban &
Harrison 1997). No ambiente marinho, o nitrogénio esta disponivel na forma de nitrato (NO3’,
nas concentra¢des de 0 a 40 umol N I'l), nitrito (NO;", de 0 a 1 pumol N I'l), amoénio (NH4",

entre 0 a lumol N I™) e nitrogénio organico dissolvido (Tyrrel 1999).

A utilizacdo das diferentes fontes de nitrogénio varia entre as espécies de macroalgas
marinhas bentdnicas. Isso ocorre devido ao metabolismo do nitrogénio, uma vez que, para a
captacdo de nitrato ocorre um maior gasto de energia do que para a captacdo de aménio. O
metabolismo do nitrogénio engloba quatro etapas: a captacdo do nitrogénio do meio, sua

assimila¢@o, seu armazenamento e seu “turnover” (figura 1).

O nitrogénio captado e armazenado pelas algas tem como funcdo a formacéo de

aminodcidos, purinas, pirimidinas, porfirinas, aminas, acicares amino, entre outros, sendo um



nutriente com grande importancia metabdlica para esses organismos (Lobban & Harrison

1997).
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Figura 1: Esquema do metabolismo do nitrogénio em macroalgas marinhas benténicas
segundo DeBoer (1981), com modificacdes. NR= nitrato redutase, NiR= nitrito redutase,
FDX=ferredoxina, GS= glutamina sintetase, GOGAT= Glutamato sintetase, NAD=
nicotinamida adenina dinucleotideo, NADH= nicotinamida adenina dinucleétido reduzido
NADP= nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato, NADPH= nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato reduzido, TrA=Transaminase, Pll= fotossistema Il, ATP= adenosina
trifosfato, ADP= adenosina difosfato.

A absorc¢do do nitrogénio pode se dar na forma de nitrato, nitrito, aménio e uréia. A
absorcdo do nitrato ocorre pela membrana plasmatica por transporte ativo, tendo gasto de
energia na forma de ATP. O nitrato presente no citoplasma pode ser armazenado no vacuolo
para posterior utilizacdo ou é reduzido a nitrito pela acdo da enzima nitrato redutase,
utilizando a NADPH como fonte de elétrons. O nitrito, resultante da reducdo do nitrato ou
captado diretamente do meio marinho, é reduzido no cloroplasto a aménio pela acdo da
enzima nitrito redutase que utiliza como fonte de elétrons a ferredoxina reduzida, passando a

ferredoxina oxidada (figura 1).



O amonio obtido pela reducdo do nitrito ou pela captacdo direta do meio marinho, se
incorpora ao glutamato, em uma reacdo com gasto de energia e catalisada pela enzima
glutamina sintetase. A glutamina transfere o grupo amino a um alfacetoglutarato que forma
duas moléculas de glutamato pela agdo enzimatica da glutamato sintetase que utiliza o NADH
como fonte de elétrons. Os grupos aminas das moléculas de glutamato serdo transferidos a
alfacetoacidos pela acdo da transaminase, formando aminoéacidos e alfacetoglutarato. O
alfacetoglutarato sera utilizado em processos metabdlicos, como o Ciclo de Krebs, e 0s
aminoacidos serdo incorporados na forma de proteinas e pigmentos (ficobiliproteinas) (figura

1).

Considera-se que as ficobiliproteinas, principalmente a ficoeritrina seja a principal
reserva de nitrogénio nas algas vermelhas, sendo uma das primeiras moléculas a se degradar
quando a alga se encontra em meio com limitacdo de nitrogénio (Lobban & Harrison 1997).
Da mesma forma, as proteinas soltveis sdo formas de reserva desse elemento, que podem ser
consumidas pelas algas em condicdes de limitacdo de nitrogénio. A diminuicdo das
concentragbes dos compostos nitrogenados, pode causar uma reducdo dos processos
fotossintetizantes e por fim, uma queda das taxas de crescimento (Lobban & Harrison 1997,

Martins 2007).

Assim como o nitrogénio, o fosforo € um nutriente limitante no desenvolvimento das
algas marinhas e esta disponivel principalmente na forma de ortofosfato (HPO.?), que
corresponde a 97% do fosfato inorganico presente na agua do mar (DeBoer 1981, Liining et
al. 1990, Lobban & Harrison 1997, Tyrrel 1999). O fésforo também esta disponivel no mar na
forma de outros fons fosfato, como 1% de ion fosfato (PO4~) e 2% como fosfato dihidrogénio
(H2PO4) (Lobban & Harrison 1997). O fésforo tem como funcdo nas algas marinhas, a
formacdo da sua estrutura e a transferéncia de energia através da formacdo de ATP, GTP,

acidos nucléicos, fosfolipidios, coenzimas e fosfoenolpiruvato (Lobban & Harrison 1997).



Dessa forma, o fésforo pode interferir na fisiologia e morfologia das algas estimulando o
crescimento, a taxa fotossintetizante e aumentando a produgdo de carragenana (Lapointe

1986).
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Figura 2: Esquema do metabolismo do fosforo em macroalgas marinhas bentdnicas,
modificada segundo Lobban & Harrison (1997) Pi= fosfato inorganico, DOP= fosfato
organico dissolvido, Poly-P= polifosfato.

O fésforo € captado do meio marinho na forma de fosfato inorganico, tendo gasto de
energia na forma de ATP (figura 2). Esse fosfato inorganico pode ser armazenado no
citoplasma em quatro formas de polifosfatos (representados por Poly-P A, B, C e D na figura
2) que poderdo formar moléculas de DNA e RNA. O fosfato inorgéanico armazenado no
citoplasma, também pode ser utilizado para a formacdo de fosfolipidios e para fornecer
energia na forma de ATP nos processos de respiracdo e fotossintese, que ocorrem na

mitocéndria e no cloroplasto, respectivamente. Além disso, o fosfato inorganico pode



ser armazenado no vacuolo, onde podera retornar ao meio marinho na forma de fosfato

organico dissolvido (figura 2).

1.3 Efeitos do nitrogénio e do fosforo nas algas marinhas bent6nicas

Alguns autores observaram mudancas na fisiologia das macroalgas relacionadas a
auséncia e presenca de nitrogénio e fosforo no meio. Para Chlorophyta, muitos estudos foram
realizados, principalmente com espécies do género Enteromorpha Link in Nees e Ulva L..
Ulva fenestrata Postels & Ruprecht apresentou maior contetido de proteinas, aminoacidos e
nitrogénio total presente no talo em meios enriquecidos com amonio do que com nitrato
(Naldi & Wheeler 1999). Espécimes de Enteromorpha intestinalis (L.) Nee coletados em
locais com diferentes concentracdbes de nutrientes, captaram e assimilaram maiores
concentracdes de amdnio do que de nitrato e nessas condi¢des, tiveram maiores valores de
clorofila a e b e glutamina (Barr & Rees 2003). Ulva spp. e Ulvaria Ruprecht apresentaram
uma taxa de crescimento e conteudo de carbono semelhantes tanto com a alta disponibilidade
guanto com a limitacdo de nitrogénio no meio. Os maiores valores de N no talo, de proteinas
e clorofila a e b foram maiores em Ulvaria spp e em maiores concentracdes de nitrogénio
(Nelson et al. 2008). Ulva rigida C. Agardh mostrou um grande crescimento em altas
concentracdes de amonio e um baixo contetdo de N no talo (Mata et al. 2010). A espécie
também teve uma maior atividade da nitrato redutase e concentracdo de compostos fendlicos
em maiores concentracfes de nitrato (Cabello-Pasini et al. 2010). Ulva lactuca L. apresentou
grande afinidade ao aménio, apresentando um maior crescimento e maior remocao deste

nutriente do meio (Ale et al. 2010).

Para Ochrophyta, Lobophora variegata (J.V. Lamour.) Womersley ex E.C. Oliveira
apresentou altas concentracdo de compostos fendlicos, maior relacdo C:N e formacéo de pelos

hialinos em meio com limitacdo de nitrato (Arnold et al. 1995). Para Fucus vesiculosus L.,



ocorreu uma queda de 50% na germinagdo dos esporos em altas concentragdes de nitrato e
fosfato (Bergstrom et al. 2003). Sargassum enerve C. Agardh apresentou um maior
crescimento em altas concentracGes de ambnio do que de nitrato (Dogyan et al. 2004). As
frondes de Undaria pinnatifida (Harvey) Suringarm apresentaram um maior crescimento em
altas concentragdes de nitrato e o crescimento do estipe diminuiu em baixas concentracfes de
nitrato e amoénio. Além disso, em altas concentragdes de nitrogénio observaram-se as maiores
porcentagens de C e N, e menores conteidos de clorofila a, ¢ e fucoxantina nas frondes

(Dean & Hurd 2007).

Algumas espécies de Phaeophyceae (Alaria esculenta (L.) Grev., Chorda tomentosa
Lyngb., Chordaria flagelliformis (O.F. Mull.) C. Agardh, Desmarestia aculeata (L.) J.V.
Lamour., Laminaria saccharina (L.) J.V. Lamour., Laminaria solidungula J. Agardh e
Sphacelaria plumosa Lyngb.) apresentaram uma queda da atividade da anidrase carbdnica
externa e de carboidratos em ambientes com enriquecimento de nitrogénio e fosforo, e
paralelamente, ocorreu um aumento da atividade da nitrato redutase, da relacdo de C:N

interno e de pigmentos acessorios e clorofila a (Gordillo et al. 2006).

Diversos estudos foram realizados com espécies pertencente a divisdo Rhodophyta.
Gracilaria tikvahiae McLachlan teve uma queda no crescimento com limitacdo de nutrientes
no meio (Hwang et al. 1987). Gracilaria tenuistipitata C. F. Chang & B. M. Xia teve uma
maior afinidade ao amdnio, apresentando um maior crescimento em altas concentracfes desse
nutriente e em menores concentracdes de fosfato (Haglund & Pedersén 1993). Gracilaria sp.
apresentou um melhor crescimento com maiores concentragdes de N e P no meio, e 0
conteddo de agar foi maior com a diminuicao das concentracoes de fosforo (Lewis & Hanisak
1996). Bostrychia moritziana (Sond. ex Kitz.) J. Agardh e Caloglossa leprieurii (Mont.) G.
Martens apresentaram um crescimento dependente das concentragdes de nitrato no meio,

sendo que apenas C. leprieurii foi altamente dependente de fosfato (Ryder et al. 1999).



Porphyra umbilicalis Kitz. e Porphyra yezoensis Ueda apresentaram maiores
concentracdes de P e N no talo em altas concentragdes de nitrogénio e fosforo, e P. yezoensis
apresentou maiores contedos de ficoeritrina e ficocianina do que P. umbilicalis (Chopin et
al. 1999). Estudos com Chondrus crispus Stack. mostraram uma maior porcentagem de P no
talo em maiores concentracdes de fosfato e a sintese de carragenana foi estimulada por
concentracfes médias a altas de nitrogénio e fosforo (Chopin & Wagey 1999). Gracilaria sp.
apresentou um maior crescimento em menores concentracdes de N no meio juntamente com
altas concentracGes de carbono inorganico dissolvido. A espécie teve maiores concentracfes
de N no talo, de proteinas sollveis totais, clorofila a, ficocianina e ficoeritrina em maiores
concentracdes de N no meio (Andria et al. 1999). Gracilaria cornea J. Agardh apresentou
maior taxa de crescimento em experimentos com N:P nas razdes de 10:1 e 10:5, e menor

crescimento na razéo de 10:0 e 10:10 (Navarro-Angulo & Robledo 1999).

Gracilaria tenuistipitata C.F. Chang & B.M. Xia teve uma queda no crescimento, no
teor de proteinas e na atividade enzimatica, indicando uma diminuicdo no metabolismo
celular geral quando ocorre limitacdo de nutrientes (Collen et al. 2004). Pterocladiella
capillacea (S.G. Gmel.) Santel. & Hommers. apresentou maior crescimento, maior taxa
fotossintetizante, contetdo de clorofila a e de proteinas solUveis totais com uma adi¢cdo maior
de aménio e menor de fosfato (Gal-Or & Israel 2004). Porphyra dioica J. Brodie & L.M.
Irvine teve a taxa de crescimento, o contetdo de N, de ficobiliproteinas e clorofila a
influenciada pelas maiores concentracdes de nitrato e amdnio no meio (Pereira et al. 2008). A
espécie Asparagopsis armata Harv. cresceu bem em ambientes com saturacdo de nitrato e
teve menor contetido de N no talo (Mata et al. 2010). O crescimento de Gracilaria verrucosa
(Hudson) Papenf. foi inibido pelas altas concentracdes de amdnio, nitrato, nitrito e fosfato,

mostrando que a espécie é sensivel a altas concentracdes de nutrientes (Huo et al. 2011).



Alguns estudos referentes aos efeitos do nitrogénio e do fosforo na fisiologia e
bioquimica das algas marinhas foram realizados nos ultimos anos no Brasil e estdo

sumarizados na tabela 1.

Os estudos sobre a disponibilidade do nitrogénio e fésforo no meio marinho e seus
efeitos na fisiologia e bioquimica das algas marinhas bent6nicas é de grande importancia, uma
vez que, esses elementos sdo essenciais para 0 metabolismo desses organismos e s&o
nutrientes responsaveis por impactos ambientais de origem antrépica, como a eutrofizacao

marinha.

1.4 Utilizag&o de algas como biofiltros

Os impactos ambientais causados pela descarga de efluentes nas aguas costeiras vém
aumentando nas ultimas décadas, o0 que tem promovido uma procura por métodos que possam
melhorar a qualidade da agua antes da sua liberacdo nos corpos d’agua (Cloern 2001,
Andersen et al. 2006). A utilizacdo de métodos de tratamento de efluentes domésticos e
industriais ndo € adequada para agua do mar e as alternativas disponiveis para a remocéo de
nutrientes nesse tipo de agua sdo escassas. A utilizacdo de macroalgas marinhas para a
remocdo de nutrientes tem sido um mecanismo de combate a eutrofizacdo (Carneiro 2007,

Huo et al. 2010).

As macroalgas séo eficientes na remogdo de nutrientes em excesso na agua, atuando
como biofiltradoras, ou seja, removendo do ambiente aquatico ions como o nitrato e aménio,
que serdo incorporados (bioacumulados) na forma de compostos nitrogenados organicos,
como pigmentos ou aminoacidos. (Lobban & Harrison 1997, Nunes 2006, Carneiro 2007).
Diversos estudos demonstraram a capacidade das macroalgas marinhas bentdnicas de

absorver/remover nitrogénio e fésforo conforme dados descritos na tabela 2.
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Tabela 1: Estudos realizados no Brasil nos ultimos anos sobre os efeitos de diferentes concentragdes de N: P na fisiologia e bioquimica de algas
marinhas bentdnicas. VSES= Von Stosch, PES= Provasoli, TC= Taxa de crescimento, NR= nitrato redutase, PT= proteinas sollveis totais.

Espécies Linhagens Concentragoes testadas Resultados Referéncias

Gracilaria birdiae  Linhagens verde clara e VSES - 250 uM de nitrato Maior TC de tetraspordfitos e gamet6fitos masculinos em Ursi &

vermelhas masculinas e PES - 330 uM de nitrato PES, sendo maior Vm. Plastino

femininas (2001)
Gracilaria VSES - 500 uM de nitrato, A atividade da NR foi maior com adigdo de nitrato e niveis Ho
chilensis C.J. Bird, 5 de amo6nio e 15 uM de uréia basais foram encontrados para aménio e uréia. (2002)
McLachlan & E.C.
Oliveira
Gracilaria birdiae VSES - 125 e 250 uM de nitrato Menores TC em ASP 12-NTA e MCM.
Plastino & E.C. ASP 12-NTA — 1170 pM de nitrato
Oliveira MCM — 1000 UM de nitrato

Linhagens vermelha do Ceara  VSES - 62,5; 125, 250, 375 e 500 uM de  Maior TC da linhagem do ES em VSES 62,5 a 250 uM.

e Espirito Santo nitrato + concentracdes de 125 e 500 UM Maior TC em VSES 62,5 UM + 125uM para a linhagem Costa

de nitrato do CE e em VSES 125uM + 250 uM para a linhagem do (2005)
ES

Linhagens vermelha, marrom-  VSES 12,5% + adi¢do de nitrato de 0, Menor TC e maior contelido de N para verde clara do ES

esverdeada, verde e verde 62,5; 125, 250 e 500 uM e conteudo de C em vermelha do CE em limitacdo de N

clarado ESe CE. Maior contetdo de FE para vermelha do CE, com adicdo

de 500 uM de nitrato

Gracilaria cornea  Linhagem verde e vermelha VSES - 62,5 e 125 uM de nitrato, N&o houve diferengas na TC das duas linhagens. Ferreira et
J. Agardh PES - 165, 330 e 660 UM de nitrato al. (2006)
Gracilaria Linhagens vermelha, marrom  VSES 25% + 0, 62,5; 125, 250 e 500 Maior sobrevivéncia de: - carpdsporos de marrom. Ferreira
domingensis e verde UM de nitrato. - tetrasporos (2008)

(Kitz.) Sond.ex
Dickie

TC maior em tetrasporéfitos do que em gametdfitos.
Maior concentragdo de PT de gametdfitos verde e menor
em tetrasporofitos de marrom em 62,5 uM.

Atividade da NR maior em gametofitos vermelhos do que
nos verdes em 62,5 e 125 uM.

11



Continuacéao Tabela 1.

Espécies Linhagens Concentrac0es testadas Resultados Referéncias
Gracilaria chilensis C.J. VSES + Maior atividade da NR em altas concentra¢des de Chow &
Bird, McLachlan & E.C. 100 a 4000 pM de nitrato, nitrato Oliveira
Oliveira 0 a 90 uM de aménio, Concentrac@es acima de 5 UM de am6nio inibiram a (2008)

0 a 45 uM uréia. atividade da NR
Uréia aumentou a atividade enzimatica até 45 uM
Hypnea musciformis Linhagem verde clara Cinetina (0 a 50uM) + 10uM de Maior ramificacdo, FC e AFC em 10uM de nitrato Martins et
nitrato Mais FE em 100uM al. (2008)
Cinetina (0 a 50uM) + 100uM de
nitrato
Hypnea musciformis Linhagens marrom e verde clara VSES 50% + 5, 25, 45, 65, 85 € Aumento da atividade da NR na linhagem verde clara Matins et
105uM de nitrato em meio com adicdo de fosfato al. 2009
VSES 50% + adic@es de nitrato +
fosfato na razdo de 4:1 de N:P
Gracilariopsis tenuifrons VSES 50 % + 0, 50, 150, 250, Alta concentracdo de N tecidual e PT em 500 uM, e Wanderley
(C.J. Bird & E.C. Oliveira) 500 e 750 uM de nitrato menores concentragBes de C e H, atividade da NR (2009)
Fred. & Hommers. Maior TC, ficobiliproteina, Cl a e menor massa seca
em 250 uM.
Hypnea musciformis Linhagens marrom 1 e marrom 2, VSES e ASP12 A partir de 15uM o ambnio foi toxico para as Martins &
verde clara e verde escura Nitrato, amonio e uréia linhagens verde clara e marrom 2 Yokoya
5, 10, 15, 20 e 25uM Maior crescimento das linhagens marrom 1 e verde (2010)

Razdo de 4:1 de N:P

escura em 5 e 10uM de uréia
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Continuacéo Tabela 1.

Espécies

Linhagens

Concentracdes testadas

Resultados

Referéncias

Gracilaria domingensis
(Ktz.) Sond.ex Dickie

VSES 125 e 250 uM de nitrato
em irradiéncias de 50 e 100 pumol
de fétons m? s*

As concentragBes de N ndo influenciarama TCe o
contetdo de pigmentos. Maior contetdo de zeaxantina
em limitacdo de N e em 50 umol.féton. m2.s™ e de p-
criptoxantina em maiores concentragdes de N.

Ramlov et
al. (2011)

Gracilaria tenuistipitata
C.F. Chang & B.M. Xia

VSES + 0, 30, 70, 100, 250, 500,
750, 1000, 1500 e 2000 UM de
nitrato e radiacdo
PAR+UVA+UVB

PAR= radiacdo
fotossinteticamente ativa

UVA-= radiagdo ultravioleta 200 a
300 nm

UVB= radiacdo ultravioleta 280 a
320 nm

VSES + 0, 100 e 500 uM de
nitrato e radiacdo UVVSES + 0,
100 e 500 uM de nitrato e
radiacdo UVB

Menor contetdo de Cl aem 0 e 100 uM e saturagdo a
partir de 250 uM

Saturacéo de todos os carotenoides a partir de 200 uM.
Maior eficiéncia da fotossintese em 500 uM e de
aminoacidos tipo microsporina (MAASs) em 750 M.

Maior conteido de FE em radiacdo PAR e 500 uM
Menor contetdo de FC, Cl a e PT em radiacdo PAB e
100 uM

Maior atividade da anidrase carbénica em radiacdo
PAB e 100 uM e melhor rendimento quantico 6timo
em todas concentracdes de N na radiacdo PAR.
Maior contetdo de MAAs e rendimento quantico
efetivo em PAB e 500 uM

TC maior em PAR e 500 uM

Maior contetdo de FE, rendimento quantico étimo e
de fotossintese em PA e 500 uM

Maior contetido de carotendides em radiacdo PAB em
limitacdo de N, de MAAs, rendimento quantico efetivo
e DNA em 500 uM

Barufi
(2010)
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Para o Brasil, alguns estudos descreveram a utilizacdo das algas marinhas, como forma
de minimizar os impactos causados pela liberagdo de nutrientes na &gua do mar. Costa (2006)
verificou um maior crescimento da Chlorophyta Ulva lactuca em viveiros de camardo com
alta disponibilidade de nutrientes. Carneiro (2007) avaliou o crescimento de Gracilaria
cervicornis (Turner) J. Agardh em um viveiro de camardo e observou que a espéecie tem boa
capacidade de absorcdo de nitrato e fosfato, utilizando esses nutrientes para 0 Seu
crescimento. Hayashi (2007) relatou que a espécie Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex
P.C. Silva, quando cultivada com efluentes dos cultivos de peixes, apresentou um potencial

como biofiltro, removendo os nutrientes e utilizando-o0s para 0 seu crescimento.

Nunes (2006) observou um menor crescimento de Gracilaria birdiae quando exposta
a altas concentragdes de fosfato e nitrato. Rocha (2009) observou que em cultivos integrados,
0s menores valores de amdnio e nitrito na dgua ocorreram em presenca dessa espécie que em
condicdes hipereutroficas, armazenou um maior conteudo de proteinas. Entretanto, a espécie
ndo removeu o fosfato do meio, e no final dos experimentos verificou uma mortalidade das
espécies, caracterizando um efeito negativo das altas concentracdes desse nutriente para esse

organismo.

Estudos com Hypnea musciformis tem evidenciado que essa espécie apresenta
potencial como biofiltro em ambientes com niveis elevados de nitrogénio e fosforo, tendo
uma rapida absorcdo desses nutrientes e estocando-os na forma de pigmentos e proteinas

(Haines & Wheeler 1978, Martins 2004, Martins 2007).

Assim, partindo-se do pressuposto de que algumas espécies de algas apresentam
mecanismos para se aclimatar a limitacdo de nitrogénio e fosforo, armazenando-os durante
periodos de alta disponibilidade de nutrientes (como num ambiente eutrofico), o presente
estudo contribuird para o conhecimento dos efeitos da disponibilidade de nitrogénio e fésforo

sobre o crescimento e contetdo de pigmentos e proteinas em trés espécies de Hypnea.
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Tabela 2: Remog¢do méaxima de nutrientes por algas marinhas atuando como biofiltradoras em

experimentos de laboratério ou em cultivos integrados com animais marinhos.

Espécie

Tipo de cultivo

% de remocéo de
nutrientes

Autores

Laminaria saccharina

Cultivo de salmao

40 % de DIN (nitrato

Subandar et.

(L.) J.V. Lamour. + amonio) al (1993)
Ulva rotundata Bliding 96,2% de fosfato
Enteromorpha 99,2% de fosfato Martinez-
intestinalis L.Nees Cultivo de peixe Aragon et. al
(2002)
Gracilaria gracilis 98% de fosfato
(Stack.) M. Steentoft.
L.M.Irv. & W.F.
Farnham
Hypnea musciformis 99,98% de nitrato
Linhagem marrom 94,89 % de nitrito
44,16% de amoénio
98,33 % de fosfato
Laboratdrio Martins
Linhagem verde clara 99,98% de nitrato (2007)
93,92 % de nitrito
38,88% de amdnio
99,31 % de fosfato
Kappaphycus alvarezii Cultivo de peixe 18,20% de nitrato Hayashi
(Trachinotus carolinus L.) 50,84% de nitrito (2007)
70,54% de amonio
26,76% de fosfato
Ulva lactuca Cultivo de abalone 80% de amonio Robertson-
(gastrépode Haliotis 77% de nitrato Anderson et.
midae L.) 75% de nitrito al (2008)
Porphyra dioica Laboratorio 98% de nitrato Pereira et. al
88% de fosfato (2008)
Gracilaria Cultivo de vieira (molusco 80 % aménio Mao et. al
lemaneiformis (Bory de  Chlamys farreri Joneset 70,4 % de fosfato (2009)
Saint-Vicent) Grev. Preston)
Ulva chlatrata (Roth) Cultivo de camarao 85 % de DIN em 10 Copertino et.
C. Agardh (Litopenaeus vannamei  dias al (2009)
Boonei) 44% de fosfato em 10
dias
Ulva lactuca Laboratorio 80% de fosfato Tsagkamilis
et. al (2010)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento das respostas fisioldgicas e bioquimicas de espécies
de Hypnea sp., H. cervicornis e Hypnea musciformis expostas a diferentes niveis de

nitrogénio e de fésforo.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos de diferentes concentracbes de nitrogénio e de fdésforo no
crescimento, na morfologia e no conteddo de pigmentos e de proteinas em Hypnea sp.,
H. cervicornis e H. musciformis;

2. Avaliar as diferencas interespecificas nos requisitos nutricionais das espécies de

Hypnea e o seu potencial na biorremediacdo de ambientes eutrofizados.
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MATERIAL E METODOS
3.1 Espécies estudadas

O estudo foi realizado com tetrasporofitos de trés espécies do género Hypnea J.V.
Lamour. cujos dados de coleta estdo descritos na tabela 3. As espécies foram cultivadas no
laboratorio de Cultura de Algas e Cianobactérias “Marilza Cordeiro Marino” do Nucleo de
Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica de Sdo Paulo. Os espécimes foram

depositados no Herbario Cientifico do Estado “Maria Eneyda P. Kauffman Fidalgo™.

Tabela 3: Espécies estudadas com os locais e dados de coleta, o tipo de ambiente, as datas de
coleta e 0 nimero de depdsito no Herbario.

ESPECIE DATA DA LOCAL TIPO DE N° SP
COLETA AMBIENTE
Hypnea sp. 27/05/2002 Praia das Cigarras, Eutrofico SP
S&o Sebastido (SP) 390903
Hypnea cervicornis J. 29/05/2002 Praia da Fortaleza, Oligo- SP
Agardh Ubatuba (SP) Mesotrofico 390904
Hypnea musciformis 07/05/2009 Ilha das Couves, Oligo- SP
(Wulfen in Jacq.) J. V. Ubatuba (SP) — Mesotrofico 400933
Lamour. mesolitoral

3.1.1 Hypnea sp. e Hypnea cervicornis J. Agardh

Primeiramente, a espécie Hypnea sp. foi identificada como Hypnea cervicornis (figura
3) e a espécie H. cervicornis foi identificada como H. spinella (figura 3). O estudo molecular
realizado por Guimaraes (2011) concluiu que as sequéncias de H. cervicornis foram diferentes
das demais espécies estudadas e ndo tiveram afinidade com as sequéncias disponiveis no
banco de dados (GenBank), podendo ser uma espécie nova e foi denominada de Hypnea sp.

No caso da espécie identificada preliminarmente como H. spinella, a sequéncia molecular foi
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diferente das encontradas para H. spinella do GenBank e os estudos morfoldégicos mostraram
semelhancas com as descri¢des de H. cervicornis.

Hypnea sp. H. cervicornis

Figura 3 : Aspecto geral de Hypnea sp. e H. cervicornis cultivadas em laboratério com agua
do mar esterilizada e adi¢do de solucdo de VVon Stosch 25 %, temperatura média de 2313 °C,
fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo foténico de 60 a 90 umol
fotons m? s™. Escala= 1 cm.

3.1.2 Hypnea musciformis (Wulfen in Jacg.) J.V. Lamour.

Hypnea musciformis é encontrada em toda a costa brasileira, desde o Maranh&o, até o
Rio Grande do Sul. Essa especie apresenta uma grande importancia econdmica, ja que é fonte
de 1 e k- carragenana, polissacarideos presentes na sua parede celular, que séo utilizados em

industria farmacéutica e alimenticia (Reis & Yoneshigue-Valentin 2000).

A espécie também apresenta uma grande plasticidade fenotipica, devido a um
polimorfismo do género. Essa plasticidade pode ser verificada na sua morfologia, podendo ser
causada por variacoes fisicas e quimicas dos ambientes (Berchez & Oliveira 1989, Guimaraes

2011). A espécie H. musciformis utilizada no presente estudo é mostrada na figura 4
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Figura 4: Aspecto geral de H. musciformis cultivada em laboratério com agua do mar
esterilizada e adicdo de solucdo de Von Stosch 25 %, temperatura média de 23+3 °C,
fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo foténico de 60 a 90 umol
fotons m?s™. Escala=1 cm.

3.2 Aspectos gerais das areas de coleta

3.2.1 S30 Sebastido

O municipio de Sdo Sebastido localiza-se ao norte do litoral paulista e caracteriza-se
pela presenca da llha de Séo Sebastido (Ilhabela) e do Canal de Sdo Sebastido (figura 5), que
atribuem ao local uma grande relacao entre linha de costa e volume de agua, apresentando um
relevo ingreme, com cobertura vegetal constituida predominantemente por Mata Atlantica e
rios de pequeno e médio porte (como o rio Caraguatatuba), que contribuem com um grande
aporte de nutrientes e matéria organica para o mar (Gianesella & Saldanha-Corréa 2003). O
local também sofre com a grande expansdo urbana que gera impactos ao meio ambiente, uma
vez que as aguas sao utilizadas para recreacdo, despejos de emissarios submarinos (emissario
do Aracé e o das Cigarras) e aquicultura. Na regido também se localiza o Tebar (Terminal
Maritimo Almirante Barroso), que contribui para esses impactos, devido aos riscos de
derramamentos de 6leo e despejo de efluentes de esgoto de embarcacdes (CETESB 2004, De

Laquila 2006).
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Praia das Cigarras

Sdo Sebastido

llhabela

Figura 5: Mapa com a localizacdo da Praia das Cigarras e seu aspecto geral, no municipio de
S&o Sebastido (SP).

Na regido de Séo Sebastido, a distribuicdo de nutrientes como carbono, nitrogénio,
fosforo e enxofre total podem ser relacionados com os padrées de circulacdo da area, com 0s
aportes de matéria organica e com a acdo das ACAS (Agua Central do Atlantico Sul) que
contribuem para 0 aumento dos nutrientes na 4gua durante a primavera e verdo, uma vez que
trata-se de uma corrente de massa de agua fria, sub-superficial e rica em nutrientes. A regido
também sofre a acdo da lixiviacdo devido a grandes indices pluviométricos, contribuindo para
0 escoamento de nutrientes presentes no solo e atmosfera (Venturini 2007). Assim, o litoral de
S8o Sebastido pode ser considerado como um ambiente oligotrofico, podendo se tornar
mesotrofico uma vez que ocorrem variacdes sazonais das concentragcdes de nutrientes na agua

do mar (Gianesella & Saldanha-Corréa 2003).

Um estudo realizado na praia das Cigarras (figura 5) situada ao norte do municipio de
S80 Sebastido e ao Canal de Sdo Sebastido mostrou uma variagdo nas concentracdes de
nitrogénio inorganico total de 0,13% na primavera de 2006 para 0,56% em 2007. Essa area

sofre impactos causados por esgotos domésticos devido a presenca do emissario submarino e
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a presenca de coOrregos que transportam agua contaminada (Zardini 1996, Gianesella &

Saldanha-Corréa 2003).

3.2.2 Ubatuba

A regido de Ubatuba esta localizada ao norte do litoral paulista e faz divisa com o
litoral sul do Estado do Rio de Janeiro. No geral, o litoral de Ubatuba é conhecido como um
ambiente oligo-mesotréfico, uma vez que a produtividade primaria é limitada por falta de

compostos inorganicos, como o nitrogénio e o fésforo (Teixeira & Tundisi 1981).

No verdo, ocorrem 0s maiores indices pluviométricos que juntamente com a atuacao
dos ventos ocasionam um aumento das concentragdes de nutrientes e matéria organica na
agua do mar. Isso ocorre devido ao escoamento desses compostos presentes no solo e na
atmosfera, além da influéncia das correntes maritimas, como as ACAS. Durante o inverno, as
ACAS recuam e as Aguas Tropicais (AT) e Aguas Costeiras (AC) passam a ser
predominantes. A AT e AC juntamente com os ventos fortes causam ressurgimento das aguas,
sendo a principal fonte de nutrientes para a produtividade primaria (Braga 1999, Moraes
2007). Estudos realizados na regido tém mostrado que as concentracdes de nitrato (NO3) e
fosfato (PO4?) sd0 maiores no inverno e baixas no verdo (0,71 e 0,16 umol NOs I,
2 |-1,

respectivamente, e 0,36 e 0,17 pmol PO, respectivamente), ocasionado por essas

variacOes sazonais (Braga 1999).

A praia da Fortaleza (figura 6), localizada na enseada da Fortaleza, sofre grande
influéncia de ondas, devido a localizacdo da sua desembocadura. Um dos principais aportes
de matéria organica e nutrientes é proveniente do Rio Escuro, do despejo de esgoto pela
comunidade e das atividades turisticas, mesmo que em menor escala do que as demais regides

de Ubatuba (Moraes 2007).
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Ilha das
Couves

Ubatuba

Praia da
Fortaleza

Ilha das Couves

Figura 6: Localizacdo e aspecto geral da Praia da Fortaleza e Ilha das Couves no municipio
de Ubatuba (SP).

A llha das Couves (figura 6) faz parte do tombamento da Vila de Picinguaba e
encontra-se a 2,53 km da costa. Esta llha faz parte do arquipélago das Couves, localizado ao
norte do municipio de Ubatuba e é considerado uma Area de Protecio Ambiental (APA)
Marinha do Litoral Norte. As ilhas do Litoral Norte, como em todo o litoral paulista, sdo bem
frequentadas por turistas e pescadores, sendo locais visitados por passeios de escuna, pratica

de mergulho autdnomo e pesca subaquatica, o que pode impactar esses locais.

3.3 Culturas unialgaceas em laboratdrio
3.3.1 Esterilizagdo da agua do mar

Os meios de cultura foram preparados com agua do mar coletada na Base Norte do

Instituto Oceanogréafico da Universidade de Sdo Paulo, na Praia do Lamberto, Ubatuba (SP).
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Um mesmo lote de &gua do mar coletado no outono (24/04/2010) foi utilizado nos
experimentos com Hypnea sp. e Hypnea cervicornis para padronizagdo da composicao
quimica. Para os experimentos com Hypnea musciformis, utilizou-se o lote coletado no
inverno (02/06/2011). A &gua do mar utilizada nos experimentos foi esterilizada por filtragem
em pré filtro de membrana (Millipore) AP 20 e aquecida duas vezes em banho-maria durante

1 hora, contado a partir do inicio da fervura.

3.3.2 Meio de Cultura

As algas foram mantidas em meio de cultura preparado com agua do mar esterilizada e
enriquecida com solucdo de Von Stosch segundo Edwards (1970) e modificado por Yokoya
(1996) (tabela 4). Para a manutengdo das algas e experimentos, adicionou-se a concentracao
de 2 ml de solucdo de Von Stosch por litro de agua do mar esterilizada (VSES 25%). Nos
experimentos para avaliar os efeitos da variacdo de nitrogénio e fosforo, foi preparada uma
solucdo de Von Stosch sem nitrato e fosfato, e esses ions foram adicionados posteriormente

conforme o tratamento a ser testado.

3.3.3 Isolamento e propagacéo de culturas unialgaceas

O isolamento e propagacdo das culturas das espécies estudadas foram realizados a
partir de segmentos apicais de individuos tetrasporofiticos. Para o isolamento de Hypnea
musciformis, os individuos foram cultivados em meio de cultura VSES 25% com adicdo de
dioxido de germanio (GeO,) e a troca do meio foi realizada semanalmente. Ja para a
propagacdo de todas as espécies, 0 mesmo procedimento foi realizado, utilizando apenas o

meio de cultura VSES 25% (sem adicdo de GeO,).
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Tabela 4: Composigdo quimica da solugdo Von Stosch preparada segundo Edwards (1970) e
modificado segundo Yokoya (1996).

Componentes Concentrac6es para um litro de meio

NaNOs 0,50 mM
Na;HPO,412H,0 30 uM
FeS0,4.7H,0 1uM
MnCl,.4 H,0 0,1 uM
Na,EDTA.2 H,0 10 uM
Tiamina.HCI 0,59 pM*
Biotina 4,10 pM*
Cianocobalamina 1,0 nM*

*concentragdo equivalente a 50% em relagdo a composicdo original

proposta por Edwards (1970).

Para o isolamento, utilizou-se frascos de vidro de 120 ml contendo 70 ml de meio de
cultura com adicdo de GeO; e para a propagacéo foram utilizados frascos de vidro de 230 ml,
contendo 130 ml de meio de cultura. A vidraria foi autoclavada a 121°C durante meia hora e
0s instrumentos utilizados no manuseio das algas foram esterilizados em etanol 70% e

flambados.

3.4 Metodologia experimental

3.4.1 Anadlise de nutrientes da dgua do mar utilizada nos experimentos

Amostras da agua do mar (n=3) foram filtradas em membrana com poro de 0,45 pum
de diametro (marca Millipore) por duas vezes, sendo utilizadas para a analise de nutrientes no
Laboratorio de Nutrientes, Micronutrientes e Tracos do Mar do Instituto Oceanogréafico da
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Universidade de Sdo Paulo (I0-USP). As analises de nitrato (A), nitrito (A) e fosfato (B) e
nitrogénio organico dissolvido (NOD) (C) foram realizadas segundo 0s métodos descritos por
Strickland & Parsons (1972) e Grasshoff et al. (1983) em colaboragdo com a professora Dr?

Elisabete de Santis Braga, conforme os seguintes métodos:

A. A quantificagdo de nitrato e nitrito dissolvido foi realizada utilizando o
Technicon Auto Analyzer Il (Technicon ®), seguindo a metodologia descrita por Grasshoff et
al. (1983), que consiste na reducdo do nitrato a nitrito através da passagem das amostras por
uma coluna de cadmio. A concentracéo final de nitrito foi determinada por espectrofotometria
a 543 nm, apos a adicdo de sulfanilamida e n-(1-naftil) etilenodiamina diidrocloreto (NED).

B. A obtencédo dos valores de fosfato dissolvido foi feita pela reacdo do ion com
um reagente contendo molibdato, que produz o complexo fosfomolibdato em meio &cido.
Essa reacdo € catalisada pelo antiménio e forma um complexo amarelado que é reduzido a um
composto azul, por acdo do acido ascorbico. Por fim, é feita a leitura por espectrofotometria a
880 nm (Grasshoff et al. 1983, Strickland & Parsons 1968).

C. O nitrogénio organico dissolvido (NOD) foi quantificado a partir da foto-
oxidacdo das amostras de agua do mar. Essas amostras foram transferidas para tubos de
ensaio de quartzo com adicdo de peroxido de hidrogénio e incubadas por 10 horas em camara
com lampada de radiacdo ultravioleta, causando a quebra das moléculas organicas.
Adicionou-se peréxido de hidrogénio para que todo o nitrogénio formado fosse oxidado,
formando nitrato e nitrito, que foram analisados como descrito nos itens A e B. Por fim,
obtém-se o contetdo de nitrogénio total dissolvido (NTD). Para o célculo do valor de NOD,
subtraiu-se o valor de NTD pelos valores de nitrato, nitrito e amdnio das analises anteriores.
Essa analise foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Armstrong et al. (1966) e

adaptada pela Profa. Dra. Elisabete de Santis Braga.

25



As concentracOes de nutrientes iniciais (nitrato, nitrito, fosfato e nitrogénio organico
dissolvido - NOD) disponiveis na agua do mar utilizada nos experimentos com H. sp. e H.
cervicornis estdo apresentados na tabela 5 e as concentragdes dos nutrientes da &gua utilizada

para os experimentos com H. musciformis séo apresentadas na tabela 6.

Tabela 5: Concentracdo inicial de nutrientes na agua do mar utilizada nos experimentos com
Hypnea sp. e Hypnea cervicornis. Os valores correspondem & média (n=3) * desvio padréo.

Nitrato Nitrito Fosfato NOD

Concentracdo (uM) 2,01+ 042+ 037+ 454+
0,35 0,04 0,04 0,62

Tabela 6: Concentracéo inicial de nutrientes na &gua do mar utilizada nos experimentos com
Hypnea musciformis. Os valores correspondem a média (n=3) * desvio padréo.

Nitrato Nitrito Fosfato NOD

Concentracdo (uM) 560+ 041+ 0,76+ 533%
0,02 0,00 0,00 0,29

3.4.2 Experimentos com nitrogénio e fésforo

As concentracOes de nitrogénio e fosforo descritas a seguir foram testadas na razao de
10:1, simulando um meio eutrdfico e 100:1, simulando um meio oligotrofico. O tratamento
controle é representado pela adicdo de OuM de nitrogénio na forma de nitrato ou amdnio e de

fosfato.

1. Experimentos com adicdo de nitrato e fosfato: para esse experimento,
utilizou-se agua do mar esterilizada com adicdo de VSES 25% (descrito no item 3.3.2) sem
adicdo de NaNO3; e Na,HPO,4.12H,0. Nesse meio de cultura adicionou-se nitrato de sodio

(NaNOg3) como fonte de nitrogénio nas concentra¢@es de zero, 100, 200, 300, 400 e 500 uM
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de nitrato e fosfato dissédico dodecahidratado (Na,PO,4. 12H,0) mantendo as relacdes de 10:1
e 100:1 de N:P

2. Experimentos com adi¢do de amonio e fosfato: o amonio utilizado para 0s
experimentos foi proveniente do cloreto de amonio (NH4CI) que assim como o nitrato, foi
adicionado com Na,PO4. 12H,0 no meio de cultura. Foram testadas as concentragdes de zero,

10, 20, 30, 40 ¢ 50 uM de aménio.

3.4.3 Condicdes laboratoriais

Foram preparadas solugdes estoque para cada fonte de nitrogénio e fosfato, que foram
filtradas em membrana com poro de 0,45 um de diametro (marca Millipore) e adicionadas ao
meio VSES 25% como descrito no item 3.4.2. Para cada tratamento foram feitas seis
repeticdes, cada uma com cinco segmentos apicais de 1 cm de comprimento, provenientes das
culturas unialgaceas. Os experimentos tiveram uma duracdo de 32 dias e foram realizados
utilizando-se frascos de vidro de 150 ml contendo aproximadamente 80 ml de meio de cultura
e a sua troca foi feita semanalmente. Foram feitos rodizios dos frascos diariamente para que

todos recebecem a mesma irradiancia.

As espécies foram cultivadas no Laboratério de Cultura de Algas e Cianobactérias
“Marilza Cordeiro Marino” no Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica de
Sdo Paulo, sob as seguintes condicdes: temperatura média de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h,
salinidade 30, pH 8,0, densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pumol de fétons m? s,
provenientes de duas lampadas fluorescentes de 40 W do tipo “luz do dia” dispostas

horizontalmente acima dos frascos de cultura.

Ao final dos experimentos de taxa de crescimento (28 dias) foi trocado o meio de

cultura dos tratamentos e apds quatro dias (32° dia), as algas foram congeladas em nitrogénio
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liguido e mantidas em freezer a -80°C para extracbes de pigmentos e proteinas

posteriormente.

3.5 Variaveis analisadas

3.5.1 Taxa de crescimento

A massa da matéria fresca dos espécimes (provenientes de cinco segmentos apicais)
cultivados nos diferentes tratamentos foi determinada semanalmente, durante quatro semanas,
utilizando uma balanca analitica. Antes da pesagem, o excesso de agua foi retirado utilizando

papel absorvente. As taxas de crescimento (TC) foram calculadas utilizando-se a formula:

TC= (I, Massa final — I, Massa inicial) / (Tempo final — Tempo inicial).

3.5.2 Extracéo e andlise de pigmentos

A extracdo de pigmentos foi realizada triturando 80mg de massa fresca em nitrogénio
liquido. Para as repeticbes que nao tiveram uma biomassa de 80 mg, utilizou-se a maior
biomassa obtida e para o calculo foi feito uma regra de trés como por exemplo, x = 80y/z,
onde z é a biomassa utilizada, y € o valor obtido por espectofotometria em cada absorbancia,

nessa biomassa e x é o valor de pigmentos caso a biomassa utilizada fosse 80 mg.

O material triturado foi suspenso em 1 ml de tampédo fosfato 50 mM, pH 5,5 e
temperatura de 4°C. A solucdo foi centrifugada por 20 minutos a 14000 g a 4°C. O
sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas, foi mantido no escuro em eppendorfs, para
posterior leitura em espectrofotdmetro. O sedimento foi ressuspendido em acetona 90% para
obter um homogeneizado e foi centrifugado a 12000 g a 4°C, durante 15 minutos. O

sobrenadante (contendo a clorofila a) foi transferido para eppendorfs e mantido no escuro até
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a leitura em espectrofotometro. As concentragdes dos pigmentos foram determinadas pelas
equacOes de Kursar et al (1983) e Jeffrey & Humphrey (1975) e estéo representadas na tabela
7 a sequir:

Tabela 7: EquacBes utilizadas para quantificar as concentracbes de ficobiliproteinas e

clorofila a (em pg/mL) segundo Kursar et al (1983) e Jeffrey & Humphrey (1975),
respectivamente.

Pigmento Equacéo
Aloficocianina — AFC AFC=181,3. Aes1 — 22,3. Ag14
Ficocianina — FC FC=151,1. As14 — 99,1. Ass1

Ficoeritrina — FE FE=155,8. Asgs,5 —40,0. Ag14 — 10,5. Ass1

Clorofilaa - Cla Cla=11.85 Ages —1.54 Ags7 —0.08 A 530

Augs 5 = Valor da absorbancia no comprimento de onda de 498,5 nm; Ag4 = Valor da
absorbancia no comprimento de onda de 614 nm; Agp = Valor da absorbancia no
comprimento de onda de 630; Ags; = Valor da absorbancia no comprimento de onda de 647

nm; Ags1 = Valor da absorbancia no comprimento de onda de 651nm.

As andlises de pigmentos foram realizadas a partir de trés das seis repeticdes
realizadas para cada tratamento nas duas relacdes de nitrogénio e fosforo cultivadas por 32

dias.

3.5.3 Extracdo e andlise de proteinas sollveis totais

A extracdo de proteinas foi realizada através da trituracdo de 80 mg de biomassa fresca
em nitrogénio liquido. Para as repeticdes que ndo tiveram uma biomassa de 80 mg, utilizou-se
a maior biomassa obtida e modificou-se as concentracdes de tampdo utilizadas. Por fim, as
concentracdes para a leitura foram padronizadas. O material triturado foi suspenso em um

tampéo de extracdo (0,2 M tampéo fosfato, pH 8, 5 mM EDTA; 1 mM DTT) na proporcéo de
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19 de biomassa fresca por 10 ml de tampdo. A solucdo foi centrifugada por 15 minutos a
12000 g e 4 °C. O contetdo de proteina soluvel total foi determinado por espectrofotémetro a
595 nm ap6s a adicdo da solucdo de Coomassie Blue (Bio-Rad), segundo o método de
Bradford (1976). A curva padrdo utilizada para a realizacdo dos célculos foi feita utilizando-
se BSA (albumina sérica bovina). As analises de proteinas foram realizadas a partir de trés
das seis repeticdes realizadas para cada tratamento nas duas relagdes de nitrogénio e fésforo

cultivadas por 32 dias.

3.5.4 Analise morfométrica

A andlise morfométrica foi avaliada com base nas medidas do comprimento do eixo
principal e do nimero total de ramos primarios e secundarios dos espécimes estudados. Os
valores de cada variavel analisada correspondem a seis repeticdes, e foram analisados um
espécime de cada repeticdo e para cada tratamento realizado. A analise morfométrica foi
realizada no 32° dia de experimento, anteriormente ao congelamento das amostras. As

medidas foram feitas no programa AxionVision 4.6.3.

3.6 Analise dos dados

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) One-Way e fatorial,
e testes “a posteriori” de comparagdo multipla de Student-Newman-Keuls para distinguir 0s
tratamentos significativamente diferentes. Também foi feita a analise de correlacdo de
Pearson, para verificar as correlagbes significativas entre as variaveis analisadas (TC, PT,
pigmentos e morfometria) e as relacbes de N:P testadas. As analises foram feitas com o

programa STATISTICA (versdo 10).
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4. RESULTADOS
4.1 Efeitos da disponibilidade de amonio e fosfato em Hypnea sp.

E possivel observar um maior crescimento no tratamento com N:P de 50:0,5uM,
apresentando uma biomassa de 39,93 mg (figura 7). As menores curvas de crescimento foram
obtidas em &gua do mar e controle. As maiores taxas de crescimento (TC) de Hypnea sp.
foram observadas nas concentragcdes de 30 a 50 UM, e as diferencas entre as relacfes N:P de
10:1 e 100:1 ndo foram significativas (figuras 8). As taxas de crescimento de espécimes
cultivados nos tratamentos com 20 UM nas razdes de N:P de 10:1 foram semelhantes entre si,
e as menores TC foram observadas nos demais tratamentos (H,O do mar e controle) (figura

8).

As maiores concentracdes de proteinas soluveis totais (PT) foram observadas em
espécimes cultivados com adi¢cdes de 40 e 50puM de amonio em 100:1 de N:P e em 10:1 de
N:P na adicdo de 50uM (figura 9). As menores concentracbes foram observadas nos
tratamentos com limitacdo de nutrientes, como a agua do mar esterilizada e o controle (figura

9).

As maiores concentracdes de ficobiliproteinas (AFC, FC e FE) foram observadas nos
tratamentos com adicdo de 40 e 30 uM de aménio na razdo de N:P de 100:1 e 10:1,
respectivamente (figura 10). As menores concentracdes de AFC, FC e FE ocorreram nos
tratamentos com menores concentracdes de nutrientes (agua do mar esterilizada e controle)
(figura 10). O conteudo de CI a apresentou niveis basais, sendo menor que 0,01 mg de
pigmento/ g de massa fresca em todos os tratamentos, e as maiores concentracBes foram
observadas em tratamentos com adicdo de 40 e 50 UM de amonio nas razdes 10:1 de N:P,

(figura 11).
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Figura 7: Curva de crescimento de Hypnea sp. cultivada por 28 dias em agua do mar e em
diferentes concentracdes de aménio: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotodnico de 60 a 90 pmol fétons m? s™. Os valores correspondem & média (n=6).
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Figura 8: Variacdo da taxa de crescimento de Hypnea sp. cultivada por 28 dias em agua do
mar (H,O) e em diferentes concentracdes de amonio: fosfato nas razbes de 10:1 e 100:1 em
meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m™2 s™. Os valores correspondem & média
(n=6 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 9: Variacdo do contetdo de proteinas solUveis totais de Hypnea sp. cultivadas por 32
dias em agua do mar (H,O) e em diferentes concentracdes de amdnio: fosfato nas razbes de
10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de
30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m? s™*. Os valores
correspondem a média (n=3 + desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).

33



Aloficocianina

« -
§ 0,4 C3 10:1de N:P @ 100:1 de N:P
R d
(49
g 03 -
T 1
€
a
< C
< 0,2 bc
= bc bc
E bc
= b
. 0.1 ab ab
[«
a
-E a g a a2 =
€ 0,0 ] r==lll
2 © > D X © S
Ficocianina
0,4 = 10:1 de N:P @l 100:1 de N:P
0,3
0,2

d
0,1 c
abc abc abe abc
a b a
\eg,o © N> o e © S

Ficoeritrina

ma de niamento/ o de massa fresca

T
g 04 3 10:1 de N:P @ 100:1 de N:P
£
<
g 0,3 d
a
< C
£ 02
g bc bc
a be abc
g 0,1
e 7 a D a
=
oo loe 2 gl [
€ 00 Le=yem =g
2 © > > £ © <

Adicdo de amdnio (utM)

Figura 10: Contetdo de aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina de Hypnea sp. cultivadas
por 32 dias em agua do mar (H,O) e em diferentes concentracbes de amonio: fosfato nas
razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h,
salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m? s*. Os
valores correspondem a média (n=3 + desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas séo
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 11: Conteldo de clorofila a em Hypnea sp. cultivadas por 32 dias em agua do mar
(H20) e em diferentes concentragdes de amonio: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio
VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m™2 s™. Os valores correspondem & média
(n=3 % desvio padréo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

O comprimento do eixo principal (CEP) do talo de Hypnea sp. e a disponibilidade de
amonio no meio apresentaram uma relacdo proporcional, atingindo os maiores valores nos
tratamentos com adicdo de 50uM de amoénio em 100:1 de N:P e os menores nos tratamentos
agua do mar e controle (figura 12). O namero de ramificacbes primarias ndo variou
significativamente entre os tratamentos e entre as razfes de N:P testadas. Entretanto, o
namero de ramificacbes secundarias (RS) foi maior no tratamento com adicdo de 20 uM de
amonio em 100:1 de N:P e os tratamentos com adicdo de aménio na razdo 10:1 de N:P

apresentaram menor namero de RS (figura 12).

A figura 13 mostra o aspecto geral de Hypnea sp. cultivada nos diferentes tratamentos
com adicdo de amdnio e fosfato na razdo 10:1 de N:P. Os espécimes cultivados nos
tratamentos com agua do mar, controle, 10:1 e 20:2 uM de amdnio e fosfato foram
apresentados na forma de negativo devido a despigmentacdo do talo, observando-se um
menor comprimento do eixo principal e do nimero de ramos secundarios nesses tratamentos.

Os espécimes cultivados com amdnio em concentracdes iguais e superiores a 30:3 puM,
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apresentaram o eixo principal com coloracdo amarelada e as partes apicais com coloragéo

marrom (figura 13).
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Figura 12: Efeitos de diferentes concentracdes de amonio:fosfato no comprimento do eixo
principal, na formacdo de ramos primarios e ramos secundarios de Hypnea sp. cultivadas por
32 dias em &gua do mar (H,O) e nas raz6es de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura
de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60
a 90 pmol fétons m? s*. Os valores correspondem a média (n=6 + desvio padrio).
Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si segundo o teste de

comparacao de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 13: Aspecto geral de Hypnea sp. cultivada por 32 dias em agua do mar (H,0) e em
diferentes concentracbes de amonio:fosfato na razdo de 10:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotonico de 60 a 90 pmol fétons m™? s™. Escala: 1cm. As fotos para os tratamentos 4gua do
mar, controle, 10:1 e 20:2 séo apresentadas em forma de negativo.

Na figura 14 é possivel observar a morfologia dos espécimes cultivados nos
tratamentos com amdnio:fosfato na relagdo de 100:1. Os espécimes cultivados em todos 0s
tratamentos foram apresentados na forma de negativo, ja que ocorreu uma despigmentagdo do

talo das algas e podem ser observadas diferengas quanto ao CEP e ao numero de RS.
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Figura 14: Aspecto geral de Hypnea sp. cultivada por 32 dias em agua do mar (H,0) e em
diferentes concentracfes de aménio: fosfato na razdo de 100:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotdnico de 60 a 90 umol fotons m™? s™. Escala: 1cm. As fotos para todos os tratamentos sdo
apresentadas em forma de negativo.

De acordo com a correlacdo de Pearson (tabela 8), houve uma correlacdo negativa
significativa entre as concentracbes de aménio:fosfato em 10:1 com as ficobiliproteinas

(AFC, FC e FE), PT e CEP. Na razdo de 100:1 de N:P, observou uma correlacdo negativa
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significativa entre todos os pigmentos, PT e CEP e as concentragdes de amonio:fosfato. As
demais variaveis (TC, RP e RS) ndo tiveram correlacdo significativa com as adi¢des de

amonio e fosfato nas razdes de N:P testadas.

Tabela 8: Analise de correlagdo de Pearson das variaveis estudadas com Hypnea sp.
cultivadas em agua do mar ou em meio VSES 25% com diferentes concentragdes de amonio e
fosfato, mantendo a relagdo N:P de 10:1 e 100:1. Os valores da primeira linha da tabela
correspondem ao coeficiente de correlacdo e o segundo ao valor de p (sendo p < 0,05). Em
negrito estdo representadas as correlagdes significativas.

10:1 de N:P

Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS

Coeficiente -0,309 -0,651 -0,486 -0,520 -0,510 -0,347 -0,508 0,028 -0,083
p 0,894 0,001 0,025 0,016 0,018 0,123 0,019 0,904 0,718

100:1 de N:P

Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS

Coeficiente -0,274 -0,491 -0,453 -0,458 -0,456 -0,442 -0,486 0,144 -0,123
p 0,228 0,024 0,039 0,037 0,038 0,045 0,025 0,533 0,595

A tabela 9 mostra as médias e desvios padrdo das variaveis analisadas em relacdo aos
tratamentos com adicdo de amdnio:fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 de N:P. Diferencas
significativas ocorreram entre os tratamentos de 20uM para o conteudo de PT. O contedo de
Cl a foi diferente na adi¢cdo de 30 e 40uM. Nos tratamentos com adi¢do de 50uM, houve
diferenca significativa para o CEP e PT dos talos de Hypnea sp. Os maiores valores de PT e
CEP foram observados nos tratamentos com na razdo de 100:1 de N:P. A Unica excegdo

foram as concentracdes de Cl a que foram maiores na razdo de 10:1 de N:P.
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Tabela 9: ComparacGes entre as médias * desvios padrdo das variaveis analisadas nos experimentos com Hypnea sp. cultivada em &gua do mar ou
com diferentes concentracGes de aménio e fosfato nas razGes de 10:1 e 100:1 de nitrogénio:fésforo em meio VSES 25%, temperatura de 2313 °C,
fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m? s. As células com niimeros em negrito
representam as diferencas significativas entre as médias dos tratamentos testados segundo ANOVA fatorial e teste de comparacdo de Stundent-
Newman-Keuls (p<0,05).

Variaveis Tratamentos com adi¢do de amonio e fosfato
10:1 e 100:1
H,O do mar 0:0 10:1 | 10:0,1 | 20:2 | 20:0,2 | 30:3 | 30:0,3 | 40:4 | 40:0,4 | 50:5 | 50:0,5
TC 440 | 449 | 3,88 | 447 | 514 6,09 5,87 5,86 8,38 7,89 8,25 8,46 8,94 8,81
(% d™) + + + + + + + + + + + + + +
1,27 | 0,24 | 1,09 | 0,63 0,75 1,48 1,87 1,04 0,79 0,90 0,49 0,70 0,80 0,95
PT 0,35 1,41 0,48 | 154 | 1,26 1,71 0,96 1,90 1,98 2,14 2,16 2,59 2,47 3,09
(mg PT/g MF) + + + + + + + + + + + * + +
0,22 0,27 0,34 | 0,22 | 0,26 0,13 0,33 0,42 0,01 0,32 0,26 0,27 0,08 0,18
AFC 0,01 0,01 | 0,01 | 0,01 0,05 0,09 0,05 0,17 0,14 0,10 0,31 0,09 0,12
(mg p|g/g MF) + 0,00 + + + + + + + + + + + +
0,00 0,01 | 0,00 | 0,01 0,05 0,01 0,05 0,06 0,08 0,09 0,02 0,08 0,08
FC 0,01 0,03 0,01 0,06 0,04 0,04 0,11 0,04 0,05
(mg pig/g MF) | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 + + + + + + + + +
0,01 0,00 0,01 0,02 0,02 0,03 0,00 0,02 0,02
FE 0,01 0,01 | 0,01 | 0,01 0,03 0,07 0,03 0,15 0,10 0,10 0,25 0,09 0,11
(mg p|g/g MF) + 0,00 + + + + + + + + * + + +
0,01 0,01 | 0,00 | 0,00 0,03 0,01 0,00 0,06 0,05 0,07 0,01 0,05 0,06
Cla 0,001 0,003 | 0,001 | 0,005 | 0,002 | 0,005 | 0,000
(mg pig/g MF) | % | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | + + + + +
0,001 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,000
CEP 0,71 1,21 0,99 | 1,45 | 1,07 1,59 1,06 1,52 1,35 1,67 1,64 1,70 1,67 2,5
(cm) + + + + + + + + + + + * + +
0,16 | 0,29 | 0,19 | 0,22 | 0,29 0,24 0,29 0,23 0,51 0,47 0,40 0,31 0,36 0,52
RP 11,00 | 13,66 | 11,00 | 11,33 | 10,66 | 14,66 | 10,50 | 14,66 | 12,33 | 14,33 | 12,33 | 13,66 | 12,5 | 13,83
+ + + + + + + + + + + + + +
2,60 | 3,72 | 2,68 | 2,06 | 2,73 3,01 2,73 5,39 2,16 5,04 4,08 3,82 4,59 2,78
RS 2,5 6,16 | 3,16 | 5,66 15 8,66 8,16 | 15,16 | 8,16 | 11,00 | 8,66 9,66 9,16 10,5
+ + + + + + + + + + + + + +
288 | 1,60 | 2,85 | 2,25 | 1,76 4,13 292 | 12,22 | 2,99 5,93 2,06 2,65 2,48 4,92
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4.2 Efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato em Hypnea sp.

Os espécimes de Hypnea sp. cultivados em &gua do mar e controle (sem adi¢do de
N:P) apresentaram as menores TC (figuras 15 e 16). O crescimento de Hypnea sp. em
biomassa foi maior nos tratamentos de 100 a 500 pM de nitrato:fosfato na razéo de 10:1 N:P
quando comparado com 0s mesmos tratamentos na razdo de 100:1 (figura 15). Nas relacoes
de 10:1 e de 100:1 de N:P, a variagcdo das TC nos diferentes tratamentos apresentou uma
cinética de saturacdo, atingindo as maiores taxas nas adi¢des de 100 a 300 uM de nitrato

(figura 16).

O conteudo de PT em Hypnea sp. foi maior nos tratamentos com 300 uM de nitrato
em N:P de 10:1 e em 300 e 400uM em 100:1, entretanto a concentracdo na razdo de 10:1 de
N:P foi maior quando comparadoa razdo de 100:1 de N:P (figura 17). As menores
concentracdes de PT foram observadas nos tratamentos controle e agua do mar esterilizada

(figura 17).

As concentracdes de AFC, FC, FE e Cl a foram maiores nos tratamentos com adicao
de nitrato e menores no tratamento controle e com agua do mar, tanto em N:P de 10:1 quanto
de 100:1 (figura 18). Os maiores valores foram observados no contetdo de AFC e FE (figura
18). O conteudo de AFC foi semelhante em todos os tratamentos com adi¢do de nitrato e
fosfato e nas duas razdes testadas. Os contetdos de FC, FE e Cl a apresentaram 0 mesmo
padrdo que o contetdo de AFC, sendo maiores e semelhantes nos tratamentos com adicéo de

100 a 500 uM de nitrato (figuras 18 e 19).
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Figura 15: Curva de crescimento de Hypnea sp cultivada por 28 dias em agua do mar (H,0)
e em diferentes concentracdes de nitrato: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES
25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de
fluxo fotdnico de 60 a 90 umol fotons m? s™. Os valores correspondem & média (n=6).
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Figura 16: Variacdo da taxa de crescimento de Hypnea sp. cultivada por 28 dias em agua do
mar (H,O) e em diferentes concentragdes de nitrato: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em
meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m™2 s™. Os valores correspondem & média

(n=6 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 17: Variacdo do contetdo de proteinas sollveis totais de Hypnea sp. cultivadas por 32
dias em agua do mar (H,0O) e em diferentes concentracdes de nitrato: fosfato nas razdes de
10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de
30, pH 8,0 e densidade de fluxo foténico de 60 a 90 pmol fétons m? s™*. Os valores
correspondem a média (n=3 + desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas séo
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 18: Contetdo de aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina de Hypnea sp. cultivadas
por 32 dias em agua do mar (H,O) e em diferentes concentracGes de nitrato: fosfato nas
razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h,
salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m? s™. Os
valores correspondem a média (n=3 + desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas séo
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 19: Conteddo de clorofila a de Hypnea sp. cultivadas por 32 dias em agua do mar
(H20) e em diferentes concentracdes de nitrato: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio
VSES 25%, temperatura de 23%3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m™2 s™. Os valores correspondem & média
(n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

O maior CEP de talos de Hypnea sp. foi observado no tratamento com adicdo de 200
uM de nitrato na razdo de 10:1 de N:P e os tratamentos com agua do mar esterilizada e
controle inibiram o crescimento do eixo principal (figura 20). O menor nimero de RP foi
observado nos tratamentos controle e com agua do mar esterilizada e 0s demais tratamentos
ndo foram significativamente diferentes. A limitacdo de nitrogénio e fésforo inibiu a
formacdo de RS (a4gua do mar esterilizada e controle), e 0 maior nimero de RS foi observado

em espécimes cultivados com adicdo de 200 uM em 100:1 de N:P (figura 20).
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Figura 20: Efeitos de diferentes concentracdes de nitrato:fosfato no comprimento do eixo
principal, na formacdo de ramos primarios e ramos secundarios de Hypnea sp. cultivadas por
32 dias em &gua do mar (H,O) e nas raz6es de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura
de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo foténico de 60
a 90 pmol fétons m? s™. Os valores correspondem a média (n=6 + desvio padrio).
Tratamentos com letras distintas séo significativamente diferentes entre si segundo o teste de

comparacgdo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 21: Aspecto geral de Hypnea sp. cultivada por 32 dias em agua do mar (H,O) e em
diferentes concentracdes de nitrato: fosfato na razdo de 10:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotdnico de 60 a 90 pmol fotons m? s™. Escala: 1cm. As fotos dos espécimes cultivados com
agua do mar e controle sdo apresentadas na forma de negativo.
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Figura 22: Aspecto geral de Hypnea sp. cultivada por 32 dias em agua do mar (H,O) e em
diferentes concentracGes de nitrato: fosfato na razdo de 100:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotdnico de 60 a 90 pmol fotons m? s™. Escala: 1cm. As fotos dos espécimes cultivados com

agua do mar e controle sdo apresentadas na forma de negativo.
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Na figura 21, é possivel observar a diferenca do crescimento vegetatitvo de Hypnea
sp. avaliado pelo CEP, RP e RS nos tratamentos com agua do mar e com meio VSES 25%
com adigdo de nitrato e fosfato na razdo de 10:1 de N:P. Os tratamentos com limitagdo de
nitrogénio e fésforo (dgua do mar e controle) séo apresentados na forma de negativo devido a
despigmentacdo do talo, além de ser possivel observar um menor nimero de RP e
principalmente RS. Para os tratamentos com adicdo de nitrato e fosfato, os espécimes

apresentaram uma colora¢do marrom avermelhada, maior CEP e maior formacédo de RP e RS.

Na figura 22, observa-se que nos tratamentos com limitacdo de nitrogénio e fésforo
(apresentados na forma de negativo) ocorreu despigmentacdo do talo, menor CEP, nimero de
RP e principalmente RS. Além disso, observa-se uma maior ramificagdo das algas cultivadas
com adicdo de 100 a 300 uM de nitrato na relacdo de 100:1 de N:P . As algas cultivadas com

adicdo de 100 a 500 uM de nitrato apresentaram uma colora¢do marrom avermelhada .

Foi observada uma correlacao positiva significativa entre as concentracfes de nitrato e
fosfato e a TC, os pigmentos, o0 CEP, o nUmero de RS e PT na razdo de N:P 10:1 (tabela 10).
Para a razdo de N:P 100:1, todas as variaveis apresentaram uma correlacdo positiva

significativa com as concentracdes de nitrato e fosfato testadas (tabela 10).
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Tabela 10: Andlise de correlacdo de Pearson das variaveis estudadas com Hypnea sp.
cultivadas em agua do mar e em meio VSES 25% com diferentes concentragdes de nitrato e
fosfato, mantendo a relagdo N:P de 10:1 e 100:1. Os valores da primeira linha da tabela
correspondem ao coeficiente de correlagcdo e o segundo ao valor de p (sendo p < 0,05). Em
negrito estao representadas as correlagdes significativas.

10:1 de N:P
Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS
Coeficiente 0,635 0,789 0,747 0,747 0,753 0,655 0,309 0,297 0,605
p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,046 0,055 0,000
100:1 de N:P
Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS
Coeficiente 0,682 0,822 0,636 0,616 0,550 0,736 0,336 0,451 0,373
p 0,000 0,000 0,002 0,003 0,010 0,000 0,030 0,003 0,015

A tabela 11 apresenta as médias e desvios padrdo das variaveis analisadas de Hypnea

sp. com adicdo de nitrato e fosfato na razdo de N:P 10:1 e 100:1. E possivel observar uma

diferenca significativa nas TC entre os dois tratamentos com agua do mar esterilizada. O

contetdo de PT foi significativamente diferente entre 100, 300 e 500 uM, com maiores

valores na razdo de 10:1. As concentracbes de AFC e FE foram diferentes na adicdo de

200uM. A FE também apresentou diferencas significativas na adicdo 100uM, assim como a

FC. O CEP e RS diferiram significativamente entre os tratamentos de 200uM, sendo que 0

maior CEP foi observado na razdo de N:P 10:1 e o de RS em N:P 100:1. O CEP também foi

significativamente diferente em agua do mar esterilizada.
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Tabela 11: Comparacgdo entre média + desvios padrdo das variaveis analisadas nos experimentos com Hypnea sp. cultivada em &4gua do mar e com
diferentes concentracbes de nitrato e fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 de nitrogénio:fésforo em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C,
fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m? s. As células com niimeros em negrito
representam as diferencas significativas entre as médias dos tratamentos testados segundo ANOVA fatorial e teste de comparacdo de Stundent-
Newman-Keuls (p<0,05).

Variaveis Tratamentos com adicdo de nitrato e fosfato
10:1e100:1

H,O do mar 0:0 100:10 | 100:1 | 200:20 | 200:2 | 300:30 | 300:3 | 400:40 | 400:4 | 500:50 | 500:5
TC 355 | 480 | 410 | 3,85 | 12,77 | 12,62 | 12,89 | 12,30 | 12,90 | 12,26 | 12,31 | 12,28 12,42 | 11,78

(% d™) * + + + + + + + + + + + + +
1,19 | 0,91 | 0,54 | 0,16 0,25 0,43 0,31 0,52 0,28 0,99 0,42 0,51 0,87 0,80
PT 1,04 | 093 | 0,92 | 0,94 2,29 1,88 2,49 2,10 4,56 3,84 3,32 3,44 3,64 2,92

(mg PT/gMF) | = + + + + + + + + + + + + *
0,19 | 0,20 | 0,29 | 0,08 0,25 0,10 0,03 0,09 0,49 0,13 0,42 0,30 0,02 0,36
AFC 0,38 | 0,38 | 0,37 | 0,37 0,40 0,47 0,42 0,49 0,47 0,44 0,50 0,42 0,48 0,50

(mg pig/g MF) + x x x t t + + t t + + + +
0,02 | 0,02 | 0,00 | 0,00 0,04 0,03 0,02 0,05 0,06 0,13 0,12 0,00 0,06 0,11
FC 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,19 0,28 0,20 0,26 0,24 0,27 0,27 0,25 0,22 0,26

(mg p|g/g MF) + + + + + + + + + + + + + +
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,02 0,01 0,02 0,04 0,06 0,05 0,04 0,03 0,02 0,07
FE 0,31 0,49 0,36 0,46 0,42 0,49 0,48 0,36 0,39 0,44

(mg pig/g MF) | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 + + + + + + t t t +
0,05 0,02 0,03 0,09 0,12 0,09 0,05 0,05 0,03 0,15
Cla 004 | 005 | 003 | 004 | 004 | 005 [ 004 [ 005 | 004 | 005

(mg pig/g MF) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 t t t t s s + + + +
0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
CEP 1,29 | 0,97 | 1,64 | 1,22 2,16 2,67 3,15 2,41 2,59 2,31 2,24 2,10 2,24 2,03

(cm) + + + + + + + + + + + + + +
0,30 | 0,18 | 0,18 | 0,29 0,65 0,23 0,86 0,37 0,64 0,38 0,15 0,37 0,49 0,46
RP 566 | 416 | 466 | 500 | 11,00 | 11,50 | 11,16 | 13,33 8,16 12,66 | 12,00 | 12,16 8,83 11,66

+ + + + + + + + + + + + + +
1,75 | 1,83 | 2,65 | 2,19 3,34 2,50 6,01 5,20 3,43 4,36 4,81 5,74 2,85 3,01
RS 0,33 | 0,50 | 10,50 | 15,50 9,16 21,66 8,83 14,33 | 11,33 | 13,83 | 12,00 | 11,83

0,00 | 0,00 | =% + + + + + + + + + + +
0,51 | 0,83 2,81 5,00 5,91 8,23 4,62 4,45 3,07 8,70 517 3,54

51



4.3 Efeitos da disponibilidade de amonio e fosfato em Hypnea cervicornis

H. cervicornis apresentou curvas de crescimento semelhantes em resposta aos
tratamentos com &gua do mar e com meio VSES 25% com diferentes concentragbes de
amonio nas razdes de 10:1 e 100:1 de N:P (figura 23). A variagdo nas TC nédo apresentou uma
cinética de saturacdo e pode ser observada uma relagdo proporcional entre a TC e as
concentracdes de aménio testadas (de agua do mar a 50uM de am6nio), principalmente na
razdo de N:P de 100:1 (figura 24). Portanto, a TC de H. cervicornis com adi¢cdo de amonio foi
maior com a adicdo de 50 puM de amonio na razdo de 100:1 e as menores TC foram

observadas nos tratamentos com adgua do mar esterilizada (Figura 24).

O contetdo de PT em Hypnea cervicornis foi menor em dgua do mar esterilizada, no
controle e com a adicdo de 10 uM de aménio em 10:1 de N:P (figura 25). O maior contetido
de PT ocorreu na razdo de 10:1 de N:P com adi¢do de 50 uM de aménio. Na razdo 100:1 de
N:P, ndo se observou uma saturacdo nas concentracdes de PT, sendo maior na adicdo de

50uM de amodnio nas duas razdes de N:P testadas (figura 25).

As maiores concentracdes de ficobiliproteinas em Hypnea cervicornis foram nas
formas de AFC e FE (figura 26). As maiores concentracdes de AFC, FC e FE foram
observadas nos tratamentos com a adicdo de 30uM de aménio nas duas razbes de N:P
testadas. As menores concentragdes foram observadas nos tratamentos com agua do mar,

controle e adicdo de 10 uM, principalmente na razdo de N:P de 10:1 (figura 26).

As menores concentracdes de Cl a em Hypnea cervicornis foram observadas nos
tratamentos com agua do mar esterilizada, controle e nas adi¢des de 10 e 20 uhM de aménio
nas razbes de N:P de 10:1 e 100:1 (figura 27). Os maiores valores ocorreram nos tratamentos
com adicdo de 30 a 50 uM de aménio na relacdo de 10:1 de N:P. Com a adicdo de 30uM de
amdnio, observou-se 0 maior contetdo de clorofila a na razdo de 100:1 de N:P (figura 27).
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Figura 23: Curva de crescimento de Hypnea cervicornis cultivada por 28 dias em agua do
mar (H,0) e com diferentes concentraces de amonio: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em
meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m™? s™. Os valores correspondem & média
(n=6).
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Figura 24: Variacdo da taxa de crescimento de Hypnea cervicornis cultivada por 28 dias em
agua do mar (H20) e em diferentes concentracdes de amdnio: fosfato na razdo de 10:1 e 100:1
de N:P em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30,
pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m™ s™. Os valores correspondem
a media (n=6 + desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente
diferentes entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 25: Variacdo do contetdo de proteinas solGveis totais de Hypnea cervicornis
cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,O) e em diferentes concentracdes de amonio:
fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo
de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m? s™.
Os valores correspondem a média (n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sao

significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 26: Variacdo do conteudo de aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina de Hypnea
cervicornis cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,O) e em diferentes concentracGes de
amonio: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C,
fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo foténico de 60 a 90 umol
fotons m? s, Os valores correspondem & média (n=3 + desvio padrdo). Tratamentos com
letras distintas sdo significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparagdo de
Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 27: Contetdo de clorofila a de Hypnea cervicornis cultivadas por 32 dias em &gua do
mar (H,O) e em diferentes concentracdes de amonio: fosfato nas razbes de 10:1 e 100:1 em
meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 umol fétons m™? s™. Os valores correspondem & média

(n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

O maior CEP ocorreu com adi¢cdo de 30, 40 e 50 uM de amoénio em 100:1 de N:P
(figura 28). Os menores valores de CEP foram observados em tratamentos com N:P de 10:1.
O maior nimero de RP ocorreu apenas com adi¢do de 20 uM de amdnio na razdo de 10:1 de
N:P, e o menor valor foi observado na mesma concentracdo na razdo N:P de 100:1 (figura
28). O numero de RS foi menor no tratamento com agua do mar esterilizada, e 0 maior valor

ocorreu na razdo N:P de 10:1 com adicao de 20 uM de aménio (figura 28).
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Figura 28: Efeitos de diferentes concentracdes de amdnio: fosfato no comprimento do eixo
principal, na formacdo de ramos primarios e ramos secundarios de Hypnea cervicornis
cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,O) e nas razBes de 10:1 e 100:1 em meio VSES
25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de
fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fotons m? s™. Os valores correspondem & média (n=6 +
desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si
segundo o teste de comparacgédo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 29: Aspecto geral de Hypnea cervicornis cultivada por 32 dias em agua do mar (H,0)
e em diferentes concentracbes de amonio: fosfato na razdo de 10:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotdnico de 60 a 90 pmol fotons m? s, Escala: 1cm. As fotos de todos os tratamentos s&o
apresentadas na forma de negativo.

Nas figuras 29 e 30, € possivel observar que em todos os tratamentos ocorreu uma
despigmentacdo do talo de H. cervicornis. Ocorreu um maior comprimento do eixo principal
e ramificacdo secundéria na adi¢do de 50:5 de amdnio e fosfato (figura 29). Nos tratamentos
com adicdo de amonio e fosfato na razdo de 100:1, observa-se principalmente a diferenca do

comprimento do eixo principal (figura 30).
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Figura 30: Aspecto geral de Hypnea cervicornis cultivada por 32 dias em agua do mar (H,0)
e em diferentes concentraces de amonio: fosfato na razdo de 100:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotdnico de 60 a 90 umol fétons m? s™. Escala: 1cm. As fotos de todos os tratamentos sdo

apresentadas na forma de negativo.
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Foram observadas correlagdes positivas entre as adicdes de aménio e fosfato e PT,
AFC, FC, FE e Cl a para os tratamentos com as raz6es N:P de 10:1 e 100:1 (Tabela 12). As
demais variaveis ndo foram correlacionadas significativamente com as concentracdes de

amonio e fosfato.

Tabela 12: Anélise de correlagdo de Pearson das variaveis estudadas com Hypnea cervicornis
cultivadas em &gua do mar e em meio VSES 25% com diferentes concentra¢cdes de amonio e
fosfato, mantendo a relagdo N:P de 10:1 e 100:1. Os valores da primeira linha da tabela
correspondem ao coeficiente de correlagdo e o segundo ao valor de p (sendo p < 0,05). Em
negrito estdo representadas as correlagdes significativas.

10:1 de N:P

Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS

Coeficiente -0,131 0,882 0,676 0,680 0,635 0,837 -0,191 -0,054 -0,223
p 0,405 0,000 0,001 0,001 0,002 0,000 0,224 0,730 0,155

100:1 de N:P

Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS

Coeficiente -0,197 0,864 0,735 0,763 0,762 0,705 0,103 0,192 -0,295
p 0,209 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,949 0,223 0,058

A tabela 13 apresenta as médias e o0s desvios padrdo das variaveis analisadas em H.
cervicornis em tratamentos com adi¢cdes de amonio e fosfato nas razbes de 10:1 e 100:1 de
N:P. Ocorreu uma diferenca entre as TC e o RP com adi¢do de 20uM, sendo a TC maior em
100:1 e RP maior em 10:1 de N:P. A TC também teve diferencas significativas nas adicdes de
40 e 50uM e também foi maior em 100:1 de N:P. O conteudo de Cl a foi significativamente

diferente nos tratamentos com 30 a 50uM e os valores foram maiores em 10:1 de N:P.
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Tabela 13: Comparacdo entre as médias + desvios padrdo das variaveis analisadas nos experimentos com Hypnea cervicornis cultivada em agua do
mar e com diferentes concentraces de amonio e fosfato nas razes de 10:1 e 100:1 de nitrogénio:fésforo em meio VSES 25%, temperatura de 2343
oC, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m? s”. As células com nlimeros em negrito
representam as diferencas significativas entre as médias dos tratamentos testados segundo ANOVA fatorial e teste de comparacdo de Stundent-
Newman-Keuls (p<0,05).

Variaveis Tratamentos com adicdo de amonio e fosfato
10:1 e 100:1
H,O do mar 0:0 10:1 | 10:0,1 | 20:2 | 20:0,2 | 30:3 | 30:0,3 | 40:4 | 40:0,4 | 50:5 | 50:0,5
TC 6,51 | 573 | 795 | 6,97 | 7,53 8,22 6,95 9,15 | 10,23 | 10,41 | 9,23 | 10,80 | 10,09 | 11,52
(% d™) + + + + + + + + * * + + + +
1,07 | 0,61 | 0,71 | 0,54 | 1,35 0,63 0,58 0,59 0,92 0,66 0,17 0,42 0,20 0,80
PT 055 | 055 | 0,65 | 0,43 | 0,74 0,99 1,89 1,14 2,21 1,63 2,10 1,83 1,52 1,76
(mg PT/g MF) + + + + + + + + + + + + + +
0,13 | 0,11 | 0,16 | 0,34 | 0,39 0,62 0,46 0,55 0,38 0,08 0,53 0,19 0,38 0,01
AFC 0,00 | 0,03 | 0,01 | 0,06 | 0,03 0,10 0,10 0,24 0,50 0,51 0,34 0,43 0,28 0,33
(mg pig/g MF) + + + + + + + + + + + + + *
0,00 | 0,01 | 0,00 | 0,02 | 0,00 0,04 0,01 0,09 0,21 0,12 0,23 0,18 0,04 0,19
FC 0,01 0,01 0,02 0,03 0,07 0,16 0,16 0,11 0,14 0,09 0,11
(mg p|g/g MF) 0,00 + 0,00 + 0,00 + + + + + + + + +
0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,07 0,03 0,07 0,05 0,01 0,06
FE 0,01 0,02 0,04 0,03 0,10 0,29 0,29 0,20 0,24 0,14 0,21
(mg p|g/g MF) 0,00 + 0,00 + 0,00 + + + * * * + + +
0,00 0,01 0,03 0,04 0,07 0,14 0,06 0,14 0,10 0,04 0,12
Cla 0,01 0,01 0,01
(mg pig/g MF) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00
0,00 0,00 0,00
CEP 1,17 1,19 1,66 | 1,00 | 1,27 1,58 1,34 1,88 1,51 2,03 1,61 2,26 1,47 2,31
(cm) + + + + + + + + + + + + + +
029 | 0,25 | 0,47 | 0,43 | 0,61 0,80 0,51 0,61 0,56 0,48 0,40 0,36 0,28 0,42
RP 11,00 | 11,00 | 11,00 | 10,50 | 9,83 | 10,16 | 16,83 | 7,16 9,00 9,83 | 11,66 | 12,33 | 11,66 | 11,16
* * * * * * + + + + + * * *
1,78 3,74 | 3,79 | 3,01 | 1,47 2,04 2,92 2,92 1,41 2,13 1,75 1,50 2,94 1,72
RS 11,00 | 9,16 | 17,66 | 13,66 | 12,16 | 16,16 | 22,00 | 12,33 | 12,83 | 17,00 | 15,83 | 15,16 | 20,50 | 13,5
+ + + + + + + + + + + + + +
3,79 3,37 564 | 4,13 | 4,07 7,44 5,09 5,81 4,35 4,81 4,26 4,57 8,16 6,59

61



4.4 Efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato em Hypnea cervicornis

As curvas de crescimento e as TC de H. cervicornis foram maiores nos tratamentos
com adicao de nitrato e fosfato nas concentragdes de 100 a 500 UM e menores nos tratamentos
com limitacdo de nutrientes, como em agua do mar e controle (figuras 31-32). Nos tratamentos
com a razdo N:P de 100:1 , observou-se um menor crescimento no tratamento com 100:1 pM
e, em geral, as TC foram menores quando comparadas aos tratamentos com N:P de 10:1 (figura

32).,

As menores concentraces de PT foram observadas em especimes de H. cervicornis
cultivadas nos tratamentos com limitacdo de nutrientes (dgua do mar esterilizada e controle) e
maiores nos tratamentos com adicéo de nitrato:fosfato (figura 33). O conteudo de PT atingiu
a saturacdo com 100 puM de nitrato na razdo N:P de 100:1, e 200 uM de nitrato para a razéo

N:P de 10:1 (figura 33).
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Figura 31: Curva de crescimento de Hypnea cervicornis cultivada por 28 dias em agua do
mar e em diferentes concentracdes de nitrato: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio
VSES 25%, temperatura de 233 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m? s™. Os valores correspondem & média
(n=6).
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Figura 32: Variacdo da taxa de crescimento de Hypnea cervicornis cultivadas por 28 dias em
agua do mar (H,O) e em diferentes concentracOes de nitrato: fosfato nas razdes de 10:1 e
100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH
8,0 e densidade de fluxo foténico de 60 a 90 pmol foétons m? s™. Os valores correspondem &
média (n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente
diferentes entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 33: Variacdo do contetdo de proteinas solGveis totais de Hypnea cervicornis
cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,O) e em diferentes concentracdes de nitrato: fosfato
nas razbes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h,
salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 umol fétons m? s*. Os
valores correspondem a média (n=3 + desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas séo
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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O maior contedo de pigmentos em Hypnea cervicornis ocorreu principalmente na
forma de FE, quando comparada com os demais pigmentos, e a Cl a apresentou a menor
concentracdo (figuras 34 e 35). As menores concentracbes de AFC, FC e FE foram
observadas nos tratamentos com limitagdo de nitrato:fosfato e as maiores concentragdes foram
observadas nos tratamentos com adicdo de nitrato:fosfato (figura 34). Entretanto, as
concentragfes 6timas de nitrato variaram conforme o tipo de pigmento e a razdo N:P. As
maiores concentragdes de AFC e de FC foram observadas nos tratamentos com 400 uM de
nitrato nas raz6es N:P de 10:1. Os espécimes de H. cervicornis cultivados nos tratamentos
com agua do mar e controle apresentaram conteldo de FE abaixo do limite de deteccdo do
método (figura 34). O contelido de FE atingiu a saturagdo com a adi¢cdo de 100 uM de nitrato
na razdo de 100:1 de N:P. Ja na razdo de 10:1, o conteido de FE apresentou o maior valor

com a adigéo de 400 e 500 uM de nitrato (figura 34).

Os maiores valores de Cl a foram observados em espécimes de H. cervicornis
cultivados com adicdo de N:P na razdo de 10:1 do que aqueles cultivados com adigdo de

nitrato:fosfato de 100:1 (figura 35).

Em relacdo a morfometria, Hypnea cervicornis apresentou maiores valores de CEP no
tratamento com adicdo de 200 puM de nitrato na razdo N:P de 100:1 e os menores valores
foram observados em espécimes cultivados nos tratamentos com limitacdo de nitrato e fosfato
(figura 36). O maior numero de RP foi observado em espécimes cultivados em agua do mar
esterilizada e nas adi¢des de 500 uM de nitrato na razdo de 10:1 de N:P. Para o niumero de
RS, os menores e maiores valores foram observados, respectivamente, em espécimes
cultivados no tratamento controle e com adi¢do de 500 UM de nitrato na razdo de 10:1 (figura

36).
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Figura 34: Contetdo de aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina em Hypnea cervicornis
cultivadas por 32 dias em &gua do mar (H20) e em diferentes concentracdes de nitrato:
fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo
de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m? s™.
Os valores correspondem a média (n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sao
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparagdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 35: Contetdo de clorofila a de Hypnea cervicornis cultivadas por 32 dias em &gua do
mar (H,O) e em diferentes concentragdes de nitrato: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em
meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fotons m™? s™. Os valores correspondem & média
(n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

As figuras 37 e 38 apresentam as variaces do CEP, RP, RS e da coloragéo do talo de
H. cervicornis expostas a diferentes concentracdes de nitrato e fosfato nas razdes N:P de 10:1
e 100:1.0bservou-se uma despigmentacdo dos talos de H. cervicornis nos tratamentos com
limitacdo de nitrato e fosfato (figura 37). No tratamento com adicdo de 100:10 puM, os talos
apresentaram uma coloracdo amarelada. Com o aumento das concentragcdes de N:P, o talo
apresentou um aspecto mais saudavel e com coloracdo marrom avermelhada nos tratamentos

com adicédo de nitrato:fosfato nas raz6es de 10:1 e 100:1 (figuras 37-38).
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Figura 36: Efeitos da adicdo de nitrato:fosfato no comprimento do eixo principal, na
formacdo de ramos primarios e ramos secundarios de Hypnea cervicornis cultivadas por 32
dias em agua do mar (H,0) e em diferentes concentracdes de nitrato: fosfato nas razdes de
10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de
30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m?s™. Os valores
correspondem a média (n=6 + desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 37: Aspecto geral de Hypnea cervicornis cultivada por 32 dias em agua do mar (H,0)
e em diferentes concentragdes de nitrato: fosfato na razdo de 10:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotonico de 60 a 90 umol fétons m2s™. Escala; 1cm. As fotos dos talos cultivados com agua
do mar e controle sdo apresentadas na forma de negativo.
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H,O do mar Controle

Figura 38: Aspecto geral de Hypnea cervicornis cultivada por 32 dias em diferentes
concentracdes de nitrato: fosfato na razdo de 100:1, em meio VSES 25%, temperatura de
233 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo foténico de 60 a
90 pmol fétons. m? s, Escala: 1cm. As fotos dos talos cultivados com agua do mar e do
controle sdo apresentadas na forma de negativo.
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A tabela 14 apresenta as correlagbes de Pearson para os tratamentos com adigéo de
nitrato: fosfato em 10:1 e 100:1. Houve uma correlacdo significativa positiva entre as

concentragdes de nitrato e fosfato em 10:1 e 100:1 de N:P e a TC, PT, pigmentos, CEP e RS.

Tabela 14: Anélise de correlacdo de Pearson das varidveis estudadas com Hypnea cervicornis
cultivadas em &gua do mar esterilizada enriquecida com diferentes concentracdes de nitrato e
fosfato, mantendo a relagdo N:P de 10:1 e 100:1. Os valores da primeira linha da tabela
correspondem ao coeficiente de correlagdo e o segundo ao valor de p (sendo p < 0,05). Em
negrito estdo representadas as correlagdes significativas.

10:1 de N:P

Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS

Coeficiente 0,933 0,867 0,865 0,866 0,924 0,724 0,802 0,044 0,634
p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,780 0,000

100:1 de N:P

Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS

Coeficiente 0,981 0,874 0,877 0,824 0,815 0,710 0,858 -0,252 0,654
p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,107 0,000

A tabela 15 apresenta uma comparacdo entre as médias obtidas para as variaveis de
Hypnea cervicornis cultivada com adi¢do de nitrato:fosfato nas razdes 10:1 e 100:1. As
concentracdes de PT e de Cl a foram significativamente maiores nos tratamentos com adi¢éo
de 100 a 500 puM na razdo de 100:1 de N:P quando comparada a razdo N:P de 10:1. O
conteldo de AFC e FC foi maior nos tratamentos com 400 e 500uM em 100:1 de N:P. O
contetdo de FE foi maior na concentracao de nitrato de 100uM de nitrato também na razéo de

100:1, e o CEP dos talos de H. cervicornis foi maior com adi¢do de 200 uM (tabela 15).
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Tabela 15: Comparagdo entre as médias + desvio padrdo das varidveis analisadas nos experimentos com Hypnea cervicornis cultivada dias em agua do
mar e com diferentes concentragdes de nitrato e fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h,
salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m? s™. As células com nlimeros em negrito representam as diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos testados segundo ANOVA fatorial e teste de comparacdo de Stundent-Newman-Keuls (p<0,05).

Variaveis Tratamentos com adi¢do de nitrato e fosfato
10:1 e 100:1

H,O do mar 0:0 100:10 | 100:1 | 200:20 | 200:2 | 300:30 | 300:3 | 400:40 | 400:4 | 500:50 | 500:5
TC 460 | 3,80 | 6,15 | 4,58 13,15 | 11,31 | 14,45 | 13,12 | 13,51 | 13,28 | 13,34 | 13,77 13,46 | 12,79

(% d*) + + + + + + + + + + + + * *
0,64 | 051 | 0,34 | 0,55 0,66 0,22 0,66 0,53 0,49 0,45 0,66 0,40 0,77 0,42
PT 0,26 | 0,26 | 0,46 | 0,46 3,07 8,73 4,88 7,20 5,41 7,32 4,59 7,60 4,99 7,35

(mg PT/g MF) + + + + + + + + + + + + + +
0,07 | 0,07 | 0,20 | 0,20 0,36 0,67 0,56 1,11 0,75 1,24 0,90 2,29 0,37 0,12
AFC 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,03 0,27 0,27 0,35 0,29 0,34 0,26 0,41 0,31 0,35 0,24

(mg piglg MF) | * + + + + + + + + + + + + *
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,00 0,01 0,06 0,09 0,00 0,01
FC 0,17 0,23 0,17 0,20 0,18 0,17 0,24 0,18 0,20 0,15

(mg p|g/g MF) 0,00 0,00 0,00 0,00 + + + + + + + + + +
0,00 0,02 0,03 0,01 0,00 0,05 0,01 0,02 0,02 0,03
FE 0,30 0,74 0,54 0,66 0,55 0,63 0,83 0,64 0,72 0,52

(mg p|g/g MF) 0,00 0,00 0,00 0,00 + + + + + + + + + +
0,05 0,13 0,23 0,00 0,01 0,28 0,07 0,09 0,14 0,16
Cla 0,13 0,06 0,12 0,04 0,13 0,04 0,12 0,05 0,12 0,05

(mg p|g/g |\/|F) 0,00 0,00 0,00 0,00 + + + + + + + + + +
0,03 0,01 0,02 0,00 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
CEP 1,19 | 1,19 | 1,51 | 1,51 2,34 2,67 2,34 3,09 2,58 2,50 2,36 2,10 2,31 2,10

(cm) + + + + + + + + + + + + + +
0,13 | 0,13 | 0,07 | 0,07 0,29 0,94 0,44 0,25 0,50 0,55 0,22 0,25 0,25 0,53
RP 11,33 | 16,83 | 13,66 | 11,33 | 13,50 | 11,16 | 16,33 12,5 16,33 | 12,83 | 14,16 | 12,16 | 14,50 | 13,33

+ + + + + + + + + + + + + +
1,21 | 1,72 | 3,07 | 1,21 3,61 2,92 3,55 2,07 3,65 3,86 1,83 1,16 3,33 2,80
RS 21,33 | 21,33 | 8,83 | 8,83 29,66 | 29,83 | 25,00 35,5 29,33 | 25,00 | 35,66 | 31,66 | 40,50 | 31,66

+ + + + + + + + + + + + + +
361 | 361 | 263 | 2,63 10,6 6,76 6,95 3,61 8,64 7,09 8,43 8,94 17,86 6,08
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4.5 Efeitos da disponibilidade de amonio e fosfato em Hypnea musciformis

Hypnea musciformis apresentou um crescimento maior quando cultivada com altas
concentracdes de amdnio: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 e um menor crescimento nos
tratamentos com limitacdo de nutrientes (figura 39). Foi observado uma aumento nas TC com

0 aumento das concentragdes de amonio, nas duas razdes de N:P (figura 40).

O conteudo de PT foi significativamente maior em espécimes de H. musciformis
cultivados com adicdo de 50:5 pM de aménio: fosfato, e os demais tratamentos néo

apresentaram diferencas significativas (figura 41).

As maiores concentragdes de AFC, FC, FE e Cl a foram observadas nos tratamentos
com adicdo de amdnio:fosfato nas razdes 10:1 e 100:1 e as menores concentragdes foram
observadas nos tratamentos com limitacdo de nutrientes (figuras 42-43). Entre as
ficobliproteinas, o maior conteudo foi de FE, entretanto os tratamentos com adi¢cdo de amonio
(de 10 a 50 uM) nas duas razdes de N:P testadas ndo apresentaram diferencas significativas
(figura 42). As maiores concentracbes de AFC e foram observadas nos tratamentos com
adicdo de 10 e 50 M de aménio na razdo N:P de 100:1 e em 40 uM de amdnio na razdo N:P
de 10:1 (figura 42). A concentracdo de Cl a aumentou com o aumento das concentracdes de
amonio:fosfato, sendo maiores com a maior disponibilidade de fosfato, isto é, na razdo N:P de

10:1 (figura 43).
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Figura 39: Curva de crescimento de Hypnea musciformis cultivada por 28 dias em agua do
mar e com diferentes concentracdes de amdnio: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio
VSES 25%, temperatura de 23%3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m™? s™. Os valores correspondem & média
(n=6).
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Figura 40: Variacdo da taxa de crescimento de Hypnea musciformis cultivada por 28 dias em
agua do mar (H,O) e com diferentes concentracdes de amdnio: fosfato nas razbes de 10:1 e
100:1 de N:P em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de
30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m? s*. Os valores
correspondem a média (n=6 + desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 41: Variacdo do conteudo de proteinas sollveis totais de Hypnea musciformis
cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,O) e com diferentes concentracBes de amonio:
fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo
de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m? s™.
Os valores correspondem a média (n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sao
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 42: Conteudo de aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina de Hypnea musciformis
cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,O) e com diferentes concentracBes de amdnio:
fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo
de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fétons m2s™.
Os valores correspondem a média (n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sao
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 43: Contetdo de clorofila a de Hypnea musciformis cultivadas por 32 dias em agua do
mar (H,0) e com diferentes concentra¢fes de amonio: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em
meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m™2 s™. Os valores correspondem & média
(n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

O CEP e 0 nimero de RS dos talos de Hypnea musciformis foram maiores com adicéo
de 50 UM de amdnio na razdo de 10:1 de N:P (figura 44), e o nimero de RP foi maior na
mesma concentracdo, mas na razéo de 100:1. O menor CEP foi observado em talos cultivados
com agua do mar esterilizada e em 40uM de nitrato na razdo N:P de 100:1. O menor namero
de RP e de RS foram observados em talos cultivados com &gua do mar esterilizada e no

tratamento controle, respectivamente (figura 44).

A figura 45 apresenta o aspecto geral de Hypnea musciformis cultivada com adigédo de
amonio e fosfato na relacdo de 10:1 de N:P e sdo apresentadas na forma de negativo (com
excecdo do tratamento de 50:5 uM). Todas as algas apresentaram um talo despigmentado,
com excec¢do do espécime 6 no tratamento com 50:5 pM, cujo talo apresentou uma coloragéo
marrom-avermelhada. No geral, observou-se um aumento do CEP, nimero de RP e de RS

com o aumento da disponibilidade de amdnio e fosfato.
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Figura 44: Variacdo no comprimento do eixo principal, na formacdo de ramos primarios e
ramos secundarios de Hypnea musciformis cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,0) e
com diferentes concentracdes de aménio: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES
25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de
fluxo fotdnico de 60 a 90 pmol fotons m? s™. Os valores correspondem & média (n=6 +
desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si
segundo o teste de comparacao de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

78



H,O do mar Controle

[ &
¢ S, > < % ) .
S V y :‘v I W & T
.)4 i )’/ M < & I
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
10:1
\ { ¥ oot o
1 2 3 4 s 6
20:2
% o 2 7)
L &8 & |
1 2 3 4 s 6
30:3 .
' T B vl
; L3 Bodee o |
1 2 3 4 s 6
40:4 -
N LA r;A R V ‘i\.‘g/ |
J } }
1 ;) 3 4 5 6
50:5

4y
—~C

1 2 3 4 s 6
Figura 45: Aspecto geral de Hypnea musciformis cultivada por 32 dias em agua do mar e
com diferentes concentracfes de aménio: fosfato na razdo de 10:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo

fotdnico de 60 a 90 pmol fotons m? s™. Escala: 1cm. As fotos dos espécimes cultivados nos
tratamentos a4gua do mar, controle, 10:1, 20:2, 30:3 e 40:4 sdo apresentadas na forma de

negativo.

A figura 46 mostra o aspecto geral de Hypnea musciformis cultivada com diferentes
concentracdes de amdnio e fosfato na razdo de 100:1 de N:P e também € apresentada na
forma de negativo por causa da despigmentacdo do talo. Observou-se um aumento no CEP,

no numero de RP e de RS com 0 aumento das concentra¢cdes de aménio e fosfato no meio.
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Figura 46: Aspecto geral de Hypnea musciformis cultivada por 32 dias em agua do mar e
com diferentes concentra¢bes de amonio: fosfato na razdo de 100:1, em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotdnico de 60 a 90 umol fétons m? s™. Escala: 1cm. As fotos das algas cultivadas em todos
os tratamentos sdo apresentadas na forma de negativo.

A tabela 16 apresenta os coeficientes da correlacdo de Pearson para as variaveis
analisadas em Hypnea musciformis cultivada com agua do mar e com diferentes
concentracdes de amonio e fosfato na razdo de 10:1 e 100:1. Para a razdo de 10:1 de N:P, as

adicOes de amonio e fosfato apresentaram uma correlacdo negativa com a TC, AFC, FC, FE,
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Cla e RP . Para a razéo de 100:1 de N:P, observou-se uma correlagdo negativa significativa

entre as adi¢Oes de amonio e fosfato e a TC, AFC, FC, FE e Cl a.

Tabela 16: Analise de correlagdo de Pearson das variaveis estudadas em Hypnea musciformis
cultivadas em agua do mar e com diferentes concentragdes de amonio e fosfato, mantendo a
relagio N:P de 10:1 e 100:1. Os valores da primeira linha da tabela correspondem ao
coeficiente de correlacdo e o segundo ao valor de p (sendo p < 0,05). Em negrito estdo
representadas as correlacées significativas.

10:1 de N:P

Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS

Coeficiente -0,514 -0,248 -0,665 -0,657 -0,911 -0,706 -0,190 -0,564 -0,214
P 0,017 0,277 0,001 0,001 0,000 0,000 0,407 0,008 0,349

100:1 de N:P

Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS

Coeficiente -0,491 -0,264 -0,749 -0,730 -0,883 -0,596 -0,300 0,255 0,022
p 0,024 0,246 0,000 0,000 0,000 0,004 0,18 0,264 0,925

A tabela 17 apresenta uma comparacdo entre as médias das variaveis analisadas em
Hypnea musciformis cultivada nas diferentes concentracdes de aménio e fosfato nas razdes de
N:P de 10:1 e 100:1. A TC foi significativamente maior no tratamento com N:P de 10:1 na
adicdo de 20uM de amdnio. As concentracfes de Cl a foram maiores nos tratamentos com 10,
40 e 50 uM na razdo de 10:1, o que também foi observado para o CEP dos talos de H.

musciformis, que foram maiores nos tratamentos com 40 e 50 uM (tabela 17).
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Tabela 17: Comparacdo entre as médias * desvios padrdo das variaveis analisadas nos experimentos com Hypnea musciformis cultivada em &gua do
mar e com diferentes concentraces de amonio e fosfato nas raz6es de 10:1 e 100:1 de N:P em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo
de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 umol fétons m? s™. As células com nlimeros em negrito representam as
diferencas significativas entre as médias dos tratamentos testados segundo ANOVA fatorial e teste de comparacdo de Stundent-Newman-Keuls
(p<0,05).

Variaveis Tratamentos com adi¢do de amonio e fosfato
10:1 e 100:1
H,O do mar 0:0 10:1 | 10:0,1 | 20:2 | 20:0,2 | 30:3 | 30:0,3 | 40:4 | 40:0,4 | 50:5 | 50:0,5
TC 476 | 481 | 552 | 5,40 | 6,62 6,27 8,13 7,07 7,45 7,59 8,37 8,85 8,92 9,37
(% d™) + + + + + + + + + + + + + +
0,32 | 0,88 | 0,61 | 0,47 | 0,56 0,32 0,50 0,54 0,37 0,49 0,47 0,47 0,84 0,33
PT 287 | 3,46 | 3,45 3,62 | 3,02 3,57 3,76 3,84 3,34 3,75 4,56 4,53 6,06 4,14
(mg PT/g MF) + + + + + + + + + + + + + +
0,05 | 1,13 | 0,54 | 0,68 | 0,49 0,95 0,49 0,35 0,65 0,34 0,34 0,43 1,62 1,08
AFC 0,05 | 0,04 |0,01|0,03]| 0,21 0,44 0,23 0,37 0,35 0,18 0,41 0,37 0,24 0,41
(mg pig/g MF) + + + + + + + + + + + + + *
0,02 | 0,04 | 0,00 | 0,02 | 0,17 0,09 0,06 0,20 0,21 0,01 0,14 0,20 0,08 0,11
FC 0,01 | 0,01 0,06 0,14 0,08 0,12 0,12 0,06 0,14 0,13 0,08 0,14
(mg p|g/g MF) + + 0,00 | 0,00 + + + + + + + + + +
0,00 | 0,01 0,05 0,03 0,02 0,06 0,07 0,00 0,04 0,07 0,02 0,04
FE 0,03 | 0,03 0,01 | 0,36 0,50 0,40 0,49 0,44 0,57 0,50 0,37 0,44 0,45
(mg pig/g MF) + + 0,00 | = + + + + + + + + + +
0,01 | 0,02 0,01 | 0,11 0,05 0,04 0,19 0,09 0,13 0,05 0,03 0,05 0,18
Cla 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,02 0,05 0,03 0,06 0,04
(mg p|g/g MF) 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 + + + + + + + + + +
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
CEP 1,68 154 | 1,77 | 1,78 | 1,95 1,76 2,03 1,97 1,95 2,18 2,64 1,56 3,03 1,94
(cm) + + + + + * + + + * + + + +
0,36 | 0,28 | 0,29 | 0,25 | 0,65 0,61 0,55 0,34 0,34 0,62 0,68 0,62 0,49 0,59
RP 500 | 7,66 | 8,00 | 6,16 | 6,33 6,83 6,66 7,83 8,16 | 10,16 | 9,16 | 11,16 | 10,16 | 12,33
+ + + + + + + + + + + + + +
1,09 | 2,65 | 1,89 2,13| 0,81 0,75 2,94 0,98 1,47 3,06 2,56 2,40 2,31 3,07
RS 583 | 5,16 | 5,83 | 4,00 | 8,83 6,33 8,50 5,50 8,33 | 10,66 | 9,83 | 12,00 | 15,50 | 12,66
+ + + + + + + + + + + + + +
2,13 | 1,60 | 2,48 | 1,41 | 4,07 3,93 3,50 2,25 3,72 4,84 2,85 5,09 3,98 1,21
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4.6 Efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato em Hypnea musciformis

As curvas de crescimento e as TC de H. musciformis foram maiores nos tratamentos
com adicdo de nitrato e fosfato nas concentracfes de 100 a 400 pM e menores nos
tratamentos com limitacdo de nutrientes, como em agua do mar e controle (figuras 47-48). .
Além disso, os dados das curvas de crescimento e das TC mostram um crescimento maior na

razdo de 10:1 de N:P quando comparado a raz&o 100:1 (figuras 47-48).

A variagdo no conteido de PT em H. musciformis apresentou uma cinética de
saturagdo nos tratamentos com adicéo de nitrato na razdo de 10:1 de N:P, atingindo o0 maior
valor na concentragdo de 200 e 300uM de nitrato (figura 49). Na razdo de 100:1 de N:P, a
maior concentracdo de PT foi observada no tratamento com 500puM de nitrato. Os menores
conteidos de PT foram observados nos tratamentos controle e dgua do mar esterilizada

(figura 49).

Em relacdo a variacdo de pigmentos em H. musciformis, as concentraces de AFC e
FE foram maiores do que as concentragcdes de FC (figura 50). As maiores concentragdes de
AFC e FC foram observadas nos tratamentos com adi¢cdo de nitrato:fosfato nas razes 10:1 e
0 oposto foi observado para as concentracdes de FE (figura 50). A maior concentracdo de
AFC ocorreu na adi¢do de 500uM de nitrato e para FC ocorreu nas adi¢cdes de 200 e 300uM.
O conteudo de FE foi maior na adicdo de 300uM de nitrato. As concentracbes de
ficobiliproteinas foram maiores do que as de clorofila a, que foi menor que 0,1 mg de
pigmento/ g de massa fresca (figura 51). O contetdo de Cl a foi maior nos tratamentos com
adicdo de nitrato na razdo N:P de 10:1 do que em 100:1, aumentando com o incremento de

nutrientes no meio (figura 51).
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Figura 47: Curva de crescimento de Hypnea musciformis cultivada por 28 dias em agua do
mar e com diferentes concentracGes de nitrato: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 de N:P em
meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotdnico de 60 a 90 umol fétons m? s™. Os valores correspondem & média
(n=6).
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Figura 48: Variacdo da taxa de crescimento de Hypnea musciformis cultivada por 28 dias em
agua do mar (H20) e com diferentes concentracGes de nitrato: fosfato nas razbes de 10:1 e
100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH
8,0 e densidade de fluxo foténico de 60 a 90 pmol foétons m? s™. Os valores correspondem &
média (n=6 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente
diferentes entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 49: Variacdo do conteudo de proteinas sollveis totais de Hypnea musciformis
cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,O) e com diferentes concentracbes de nitrato:
fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo
de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fotons m? s™.
Os valores correspondem a média (n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sao
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 50: Conteudo de aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina de Hypnea musciformis
cultivadas por 32 dias em agua do mar (H,O) e com diferentes concentracbes de nitrato:
fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo
de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fétons m? s™.
Os valores correspondem a média (n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas séo
significativamente diferentes entre si segundo o teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Figura 51: Contetdo de clorofila a de Hypnea musciformis cultivadas por 32 dias em agua do
mar (H,0) e com diferentes concentracdes de nitrato: fosfato nas raz6es de 10:1 e 100:1 em
meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e
densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 pmol fotons m™2 s™. Os valores correspondem & média
(n=3 * desvio padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes
entre si segundo o teste de comparagéo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Os maiores valores de CEP e do numero de RP e RS foram observados em talos de
Hypnea musciformis cultivada com adicéo de nitrato enquanto que os menores valores foram
observados em espécimes cultivados em agua do mar e no controle (figura 52). A figura 53
mostra o aspecto geral de Hypnea musciformis cultivada em diferentes concentracdes de
nitrato e fosfato na razdo de 10:1 de N:P. Nos tratamentos com limitacdo desses nutrientes
(apresentados na forma de negativo) € possivel observar uma despigmentacao do talo e menor
CEP e nimero de RP e de RS. Com o0 aumento da disponibilidade de nitrato e fosfato, essas
algas apresentaram uma coloragdo marrom avermelhada e uma alta ramificacdo do talo. A

mesma resposta foi observada nos tratamentos realizados na razdo de 100:1 (figura 54).
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Figura 52: Variacdo no comprimento do eixo principal, na formacdo de ramos primarios e de
ramos secundarios de Hypnea musciformis cultivada por 32 dias em &gua do mar (H,O) e com
diferentes concentrac@es de nitrato: fosfato nas razdes de 10:1 e 100:1 em meio VSES 25%,
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotdnico de 60 a 90 pmol fotons m? s™. Os valores correspondem & média (n=6 + desvio
padrdo). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si segundo o
teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 53: Aspecto geral de Hypnea musciformis cultivada por 32 dias em agua do mar
(H20) e com diferentes concentracfes de nitrato: fosfato na razdo de 10:1, em meio VSES
25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de
fluxo foténico de 60 a 90 umol fétons m™? s™. Escala: 1cm. As fotos dos tratamentos agua do
mar e controle sdo apresentadas na forma de negativo.
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Figura 54: Aspecto geral de Hypnea musciformis cultivada por 32 dias em agua do mar
(H20) e com diferentes concentraces de nitrato: fosfato na razdo de 100:1, em meio VSES
25%, temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de
fluxo foténico de 60 a 90 pmol fétons m™? s™. Escala: 1cm. As fotos dos tratamentos agua do
mar e controle sdo apresentadas na forma de negativo.

A tabela 18 apresenta os valores das correlagdes entre as concentracGes de nitrato:
fosfato e as variaveis analisadas para Hypnea musciformis. Segundo a analise de correlacao de

Pearson, é possivel verificar uma correlacdo positiva entre as concentracdes de nitrato:fosfato
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na razdo de 10:1 e a TC, CEP e RS. Para a razdo N:P de 100:1, foi observada correlacéo

positiva entre os tratamentos com TC, RS, CEP e contetdo de Cl a. (tabela 18).

Tabela 18: Anéilise de correlagdo de Pearson das varidveis estudadas com Hypnea
musciformis cultivadas em agua do mar e com diferentes concentracdes de nitrato e fosfato,
mantendo a relacdo N:P de 10:1 e 100:1. Os valores da primeira linha da tabela correspondem
ao coeficiente de correlacdo e o segundo ao valor de p (sendo p < 0,05). Em negrito estdo
representadas as correlacées significativas.

10:1 de N:P
Variaveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS
0,669 0,195 -0,014 -0,056 -0,007 0,374 0,520 0,384 0,596
0,001 0,395 0,951 0,809 0,976 0,094 0,016 0,086 0,004
100:1 de N:P
Varidveis TC PT AFC FC FE Cla CEP RP RS
0,610 0,169 -0,156 -0,100 -0,185 0,479 0,628 0,188 0,578
0,003 0,462 0,499 0,665 0,422 0,028 0,002 0,414 0,006

Comparando-se 0s tratamentos realizados nas razGes de N:P de 10:1 e 100:1, as TCe

as concentracdes de FC em Hypnea musciformis foram maiores nos tratamentos com adicéo

de nitrato na razdo de 10:1, enquanto que o contetdo de PT foi maior com adicdo de nitrato

na razdo de 100:1 (tabela 19). A concentracdo de AFC foi maior no tratamento com 300 uM

de nitrato na razdo de 10:1 de N:P e o contetudo de Cl a foi maior nos tratamentos com 100,

400 e 500 uM na mesma razéo de N:P (tabela 19).
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Tabela 19: Comparacdo entre as médias + desvios padrdo das variaveis analisadas nos experimentos com Hypnea musciformis cultivada por em &gua
do mar e com diferentes concentrages de nitrato e fosfato nas razbes de 10:1 e 100:1 de N:P em meio VSES 25%, temperatura de 23+3 °C,
fotoperiodo de 14h, salinidade de 30, pH 8,0 e densidade de fluxo fotonico de 60 a 90 umol fétons m? s™. As células com nimeros em vermelho
representam as diferencas significativas entre as médias dos tratamentos testados segundo ANOVA de medidas repetidas e teste de comparagdo de
Stundent-Newman-Keuls (p<0,05).

Variaveis Tratamentos com adi¢do de nitrato e fosfato
10:1e100:1

H,O do mar 0:0 100:10 | 100:1 | 200:20 | 200:2 | 300:30 | 300:3 | 400:40 | 400:4 | 500:50 | 500:5
TC 4,46 | 406 |3,71|4,73| 14,07 | 12,20 | 14,40 | 12,76 | 15,04 | 13,19 15,26 | 14,37 14,29 | 13,24

(% d™) + + + + + * + + * * + + + +
0,78 | 0,34 |0,83|056| 0,24 0,32 0,99 0,90 0,87 0,78 0,50 0,87 1,01 0,55
PT 164 | 282 |2,73|235| 5,83 6,29 6,24 9,82 5,57 10,06 5,01 8,25 6,65 12,67

(mg PT/g MF) + + + + + + + + + + + + * +
0,32 | 0,01 {0,32|0,63| 0,57 1,50 1,92 1,12 0,49 0,79 2,92 0,87 1,36 0,51
AFC 0,03 | 0,06 |0,03|005| 0,34 0,44 0,43 0,37 0,44 0,18 0,26 0,37 0,47 0,41

(mg pig/g MF) + x x x t t t t + + + + + +
0,02 | 0,01 /0,02 |004| 0,19 0,09 0,08 0,20 0,05 0,01 0,09 0,20 0,03 0,11
FC 0,01 | 0,02 0,01 |001| 0,18 0,14 0,23 0,12 0,24 0,06 0,19 0,13 0,23 0,14

(mg p|g/g MF) + + + + + + + + + + + + + +
0,00 | 0,00 | 0,00 |0,01| 0,04 0,03 0,02 0,06 0,02 0,00 0,05 0,07 0,02 0,04
FE 0,30 0,50 0,31 0,49 0,39 0,57 0,52 0,37 0,35 0,45

(mg p|g/g MF) 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 + + + + * * + + + +
0,11 0,05 0,02 0,19 0,13 0,13 0,05 0,03 0,07 0,18
Cla 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,02 0,05 0,03 0,06 0,04

(mg p|g/g MF) 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 + + + + + + + + + +
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
CEP 141 | 1,31 | 140 |1,09 | 3,03 2,56 2,68 2,92 3,17 3,28 3,37 2,97 2,93 2,88

(cm) + + + + + + + + + + t t t t
0,39 | 0,23 /10,32 |015| 0,61 0,48 0,34 0,68 0,23 0,79 0,84 0,64 0,52 0,64
RP 8,33 | 8,16 |9,00|883| 17,16 | 1550 | 13,83 | 14,16 | 16,00 | 16,83 | 17,83 | 16,33 | 15,00 | 18,00

+ + + + + + + + + + t t t t
250 | 2,63 | 200|132 | 343 4,13 2,48 6,27 5,96 4,53 8,54 2,06 3,09 5,21
RS 2,66 | 500 |566|433| 3600 | 2850 | 36,83 | 29,33 | 31,00 | 30,50 | 39,66 | 42,33 | 40,83 | 28,16

+ + + + + + + + + + + + + t
1,75 | 1,78 |1 294|121 | 6,13 10,01 | 10,68 | 12,38 7,92 7,25 8,23 8,75 12,08 8,58
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4.7 Efeitos do amdnio:fosfato e nitrato:fosfato nas espécies de Hypnea

Foi feita uma comparacdo entre as espécies de Hypnea cultivadas nas diferentes
concentracdes de amonio e fosfato. A tabela 20 mostra as diferencas entre as espécies em
relacdo as variaveis analisadas e os valores minimos, maximos e concentragdes 6timas para as
adicOes de amobnio e fosfato. Observa-se que Hypnea sp. apresentou o menor valor para TC,
contetdo de AFC, CEP e RS, e maiores valores, apenas para FC quando comparada com as
demais especies. A TC de H. cervicornis apresentou valor maximo na concentracdo de 50uM
de amdnio e foi maior em comparacdo com Hypnea sp. e H. musciformis. A espécie também
apresentou os maiores valores para o CEP e formacdo de RS e os menores valores foram
observados para o contetdo de PT e formacdo de RP. H. musciformis apresentou 0s maiores
valores maximos, em relacdo as outras espécies, para o conteudo de PT, e todos os pigmentos

(ficobiliproteinas e clorofila a).

A tabela 21 mostra as diferencas entre as espécies em relacdo as variaveis analisadas e
os valores minimos, maximos e concentracdes 6timas na adicao de nitrato e fosfato ao meio.
Hypnea sp. teve o valor minimo para TC, o conteudo de AFC, CEP e formacéo de RP e RS
em relacdo as demais espécies. O maior valor ocorreu apenas para FC e foi maior em relacéo
as outras duas espéecies de Hypnea. Os contetdos de AFC, FC e FE ndo foram estimuladas
pelas concentracdes de nitrato e fosfato testadas. A espécie H. cervicornis teve o valor
minimo para PT em relacdo as outras espécies. O valor maximo apresentado para o contetdo
de AFC foi menor para esta espécie, assim como o CEP. O valor maximo obtido para o
contetdo de FC foi menor e igual ao apresentado por H. musciformis, e esta espécie
apresentou valores maximos para TC, PT, CEP, RP e RS em compara¢do a H. cerviconis e

Hypnea sp.
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Tabela 20: Valores maximos, minimos e concentragdes 6timas das variaveis analisadas em concentracfes de amdnio e fosfato (uUM) para as espécies
de Hypnea sp., H. cervicornis e H. musciformis.

Variaveis Hypnea sp. H. cervicornis H. musciformis
Min. | Max. Conc. 6tima Min. | Max. Conc. 6tima Min. | Max. Conc. 6tima
TC 3,88 18,94 |30,40e50em 10:1e100:1 | 5,73 | 11,52 50 em 100:1 4,76 |9,37 50 em 100:1
(% d”)
PT 0,48 |3,09 |30,40e50em10:1e100:1 (0,43 |2,52 50 em 10:1 2,87 |6,06 50 em 10:1
(mg PT/g MF)
AFC 0,00 |0,35 40 em 100:1 0,01 |0,10 |30em10:1e100:1|0,01 |0,44 |10e50em100:1
(mg pig/g MF)
FC 0,00 |0,12 40 em 100:1 0,00 | 0,02 |30em10:1e100:1|0,00 [0,14 |10e50em100:1
(mg pig/g MF)
FE 0,00 |0,26 40 em 100:1 0,00 | 0,40 |30em10:1e100:1|0,00 |0,57 *
(mg pig/g MF)
Cla 0,000 | 0,006 40 em 10:1 0,000 | 0,000 | 30 em 10:1 e 100:1 | 0,002 | 0,060 | 40 e 50 em 10:1
(mg pig/g MF)
CEP 0,71 | 2,20 40e50em10:1e100:1 |[1,00 (2,31 | 40e50em100:1 | 1,54 |3,03 50 em 10:1
(cm)
RP 10,5 | 14,66 * 7,16 | 16,83 20em 10:1 500 |12,33| 50em 100:1
RS 1,5 15,16 20 em 100:1 9,16 |22,00 20em 10:1 4,00 | 15,50 50 em 10:1

* ndo ocorreu diferencas significativas entre as concentragoes testadas.
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Tabela 21: Valores maximos, minimos e concentra¢des 6timas das varidveis analisadas em concentragdes de nitrato e fosfato (UM) para as espécies de
Hypnea sp., H. cervicornis e H. musciformis.

Variaveis Hypnea sp. H. cervicornis H. musciformis
Min. [ Max. Conc. 6tima Min. | Max. | Conc. tima | Min. | Max. Conc. 6tima
TC 3,55 | 12,90 | 200 e 300 em 10:1 | 3,80 | 14,45 * 3,71 | 15,26 300 e 400 em 10:1
(% d*)
PT 0,92 | 4,56 300 em 10:1 0,02 |8,73 |100em100:1 | 1,64 | 12,67 500 em 100:1
(mg PT/g MF)
AFC 0,00 | 0,47 * 0,02 (0,41 | 400em10:1 | 0,03 | 0,47 *
(mg pig/g MF)
FC 0,00 | 0,26 * 0,00 | 0,24 | 400em10:1 (0,01 | 0,24 300 em 10:1
(mg pig/g MF)
FE 0,00 | 0,46 * 0,00 |0,83 * 0,00 [ 0,57 300 em 100:1
(mg pig/g MF)
Cla 0,00 | 0,05 * 0,00 |0,13 Em 10:1 0,02 [ 0,06 400 e 500 em 10:1
(mg pig/g MF)
CEP 0,97 | 3,15 200 em 10:1 1,19 (3,09 |200em100:1|1,09 |3,37 *
(cm)
RP 4,16 | 13,33 | 200 em 100:1 11,33 | 16,83 H,O 8,16 | 18,00 [ 100 e 400 em 10:1 e 500 em 100:1
RS 0,00 | 21,66 | 200em 100:1 8,83 |40,5 | 500em10:1 | 2,66 | 40,83 *

* mostram que nas variaveis ndo ocorreu diferencas significativas entre as concentracoes testadas.
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5. DIscussAo
5.1 Efeitos do aménio e fosfato nas especies de Hypnea

As taxas de crescimento de H. cervicornis e de H. musciformis apresentaram um
incremento linear com o aumento da disponibilidade de aménio. Este resultado podem indicar
que essas espécies apresentam alta preferénciaao amdnio, sendo que as concentracfes
utilizadas ndo foram limitantes para o seu crescimento. Por outro lado, as altas concentragcdes
de aménio inibiram apenas a TC de Hypnea sp. e a espécie continuou assimilando maiores
concentragdes de amonio na forma de proteinas e pigmentos. Esses dados corroboram com
aqueles apresentados por Haines & Wheeler (1978) para Hypnea musciformis, que captou
altas concentragdes de amdnio no meio (60pM de amdnio). O crescimento de Neoagardhiella
baileyi (Kutzing) M.J. Wynne & W.R. Taylor e Gracilaria foliifera (Forskall) Bgrgesen
apresentaram uma cinética de saturacdo, atingindo o valor maximo com adi¢cdo de 20uM
amonio (DeBoer et al. 1978). Este resultado é similar ao observado no presente trabalho para
Hypnea sp. Em contrapartida, concentragdes a partir de 15uM de aménio inibiram o
crescimento das linhagens verde clara e marrom de H. musciformis (Martins & Yokoya
2010), sendo que a toxicidade pode ser uma consequéncia da falta de esqueleto de carbono
necessario para a assimilacio do amonio, que se acumula no citoplasma gerando protons H",

diminuindo o pH celular.

Alguns estudos evidenciaram que a principal forma de incorporacdo de aménio
ocorreu na forma de proteinas sollveis totais. Além disso, a presenca do fosfato pode
aumentar a capacidade de incorporacdo de nitrogénio na forma de proteinas, como foi
observado em Gelidium crinale (Turner) Gailloon cultivada na concentracdo de 50uM de
amdnio e 10uM fosfato (razdo de 5:1 de N:P) (Perfeto et al. 2004). Gracilaria pacifica I.A.

Abbott e Gracilaria tikvahiae McLachlan apresentou alto conteudo de proteinas quando
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cultivadas em concentracdes de 1 mM de aménio. Gracilaria chilensis C.J. Bird, Mclachlan
& E.C. Oliveira também apresentou alto contetdo de proteinas quando cultivada em baixas
concentragdes de amonio e fosfato (0,02 e 0,51 pM, respectivamente) provenientes de
efluentes de cultivo de salméo (Bird et al. 1982, Naldi & Wheeler 1999, Buschmann et al.

2008).

As espécies de Hypnea estudadas no presente trabalho também incorporaram o
amoénio na forma de ficobiliproteinas (aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina), sendo a
ficoeritrina a segunda principal forma de incorporagéo de nitrogénio em Hypnea musciformis
quando cultivada com altas concentracGes de amonio e fosfato. Hypnea sp. acumulou menos
ficoeritrina do que as demais espécies, incorporando nitrogénio como aloficocianina. Em
limitacdo de nitrogénio e fésforo, as concentragdes de FE foram basais para todas as espécies
estudadas, uma vez que esse pigmento é o primeiro a ser utilizado como fonte de nitrogénio
para a alga. Em meio com baixa disponibilidade de amonio e fosfato, houve uma maior
incorporacdo de ficobliproteinas em Hypnea sp. e H. cervicornis, enguanto que H.
musciformis armazenou esses pigmentos principalmente em meio com alta disponibilidade de
amonio e fosfato. O acimulo de clorofila a foi baixa e sua incorporacao foi estimulada pela
presenca de fosforo no meio. Resultados similares foram observados para Gracilaria
tikvahiae que assimilou nitrogénio na forma de ficoeritrina e a sintese de clorofila a foi baixa
em concentracdes de 1mM de aménio (Bird et al. 1982). A incorporacdo de nitrogénio como
ficoeritrina em Porphyra linearis Greville, P. umbilicalis Kiitzing, P. leucosticta Thuret e P.
amplissima (Kjellman) Setchell & Huss também foi estimulada em concentracGes de aménio

de 250uM e na razdo de 10:1 de N:P (Kim et al. 2007).

As espécies de Hypnea estudadas no presente trabalho, apresentaram um crescimento
do eixo principal e a formacdo de ramos primarios e secundarios estimulados pela maior

disponibilidade de amdnio e fosfato no meio. Em limitacdo de nutrientes, Hypnea
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musciformis apresentou menor formacdo de ramos secundarios e H. cervicornis apresentou
uma maior formacdo de ramificagdes. Além disso, os talos das espécies estudadas
apresentaram uma despigmentacdo, o que indica uma deficiéncia no contetdo de pigmentos,

principalmente de ficobliproteinas.

Desta forma, as espécies estudadas podem ser consideradas boas indicadoras do
desbalanceamento e/ou limitacdo de fosforo e principalmente de nitrogénio no meio. Estudos
relatam a despigmentacdo e ramificagdo em Bostrichia moritziana Mont. e Caloglossa
leprieurii (Mont.) G. Martens em meio com limitacdo de nitrogénio e fésforo (Ryder et al.
1999). Alguns estudos mostram o aparecimento de pelos hialinos em Hypnea musciformis,
Gracilaria sp., Ceramium rubrum C. agardh e Agardhiella subulata (C. Agardh) Kraft & M.J.
Wynne cultivadas em meio com déficit de nitrogénio, aumentando a superficie de contato e a

capacidade de absorcédo de nutrientes (Deboer 1981).

5.2 Efeitos do nitrato e fosfato nas espécies de Hypnea

As taxas de crescimento das espécies estudadas de Hypnea em diferentes
concentracdes de nitrato e fosfato apresentaram uma cinética de saturacdo, atingindo o valor
méaximo logo nas primeiras adi¢Ges de nitrato ao meio (em 100 e 200 uM). A disponibilidade
de fosforo estimulou uma maior taxa de crescimento nas espécies estudadas e, na sua
presenca, a saturacdo da taxa de crescimento ocorreu mais rapidamente. Resultados similares
foram observados nas linhagens de cor de H. musciformis que ndo apresentaram diferencas
no crescimento com adi¢6es de 125 a 500uM de nitrato (Martins & Yokoya 2010). Porphyra
torta V. Krishnamurthy apresentou maiores taxas de crescimento com adicdo de 88uM de
nitrato e Gracilaria pacifica I.A. Abbott teve uma taxa de crescimento elevada com a adi¢éao
de 1 mM (Conitz et al. 2001, Naldi & Wheeler 1999). Gracilaria sp. apresentou uma baixa
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taxa de crescimento com a adi¢do de 490uM de nitrato e sem adicdo de fosfato (Lewis &

Hanisak 1996).

A principal forma de armazenamento de nitrogénio com a maior disponibilidade de
nitrato nas espécies estudadas de Hypnea ocorreu na forma de proteinas sollveis totais, e a
maior disponibilidade de fosfato no meio néo alterou essa resposta em H. cervicornis e H.
musciformis. Resultados similares foram observados por Martins et al. (2009) para H.
musciformis que apresentou maior conteudo de proteinas solliveis totais em alta
disponibilidade de nitrato, entretanto este ndo foi estimulado pela presenca de fosfato no
meio. Gracilariopsis tenuifrons (C.J. Bird & E.C. Oliveira) Fredericq. & Hommers. tambem
apresentou altas concentracfes de proteinas com a disponibilidade de nitrato de 750uM
(Wanderley 2009). Tetrasporofitos de Gracilaria domingensis (Kutz.) Sond. Ex Dickie
apresentaram uma tendéncia a acumular menos proteinas soliveis totais quando cultivadas em
meio com limitacdo de nitrato (Ferreira 2008). Esses dados corroboram com os apresentados
no presente estudo. Além disso, as espécies de Hypnea apresentaram baixas concentracoes de

proteinas em meios com limitacao de nitrato e fosfato.

As espécies estudadas de Hypnea apresentaram conteudo de ficobiliproteinas
semelhantes, sendo maior em H. cervicornis. As espécies armazenaram nitrato principalmente
na forma de ficoeritrina ea concentracdo desse pigmento foi maior nos tratamentos com
adicdo de concentracdes intermediarias de nitrato (300uM) em H. musciformis e ndo
apresentou diferencas entre as concentrac@es de nitrato para Hypnea sp. e H. cervicornis. Em
estudo com variantes pigmentares de Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira, observou-
se um aumento no conteudo de ficoeritrina em meios com adicdo de 500uM de nitrato (Costa

2005).
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Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a é pouco alterada em relagdo as
concentracdes de nitrato testadas eo conteudo de clorofila a das espécies estudadas se
apresentou em niveis basais. O conteudo de ficobiliproteinas e clorofila a de Porphyra dioica
J. Brodie & L.M. Irvine aumentaram com a adi¢do de 500uM de nitrato (Pereira et al. 2008).
Para esta espécie, 0 armazenamento de nitrato ocorreu principalmente na forma de
ficocianina, sendo que para as espécies de Hypnea do presente estudo, a ficocianina

apresentou as menores concentragcdes quando comparada a outras formas de ficobiliproteinas.

As espécies de Hypnea cultivadas em meio com limitacdo de nutrientes apresentaram
baixas concentracdes de pigmentos, o que também foi observado pelos talos despigmentados.
Resultados similares foram observados em Gracilaria sp. cultivada em meio com limitacéo
de nitrato e fosfato, que também apresentou despigmentacdo do talo, indicando uma
deficiéncia no contetdo de ficobiliproteinas (Lewis & Hanisak 1996). O contetdo de
ficoeritrina das espécies de Hypnea apresentou valores abaixo do limite detectado pelo
método utilizado no presente estudo para as espécies cultivadas em limitacdo de nutrientes.
Este resultado pode ser explicado pelo fato de que em meios com limitacdo de nitrogénio e
fosforo, as algas utilizaram a ficoeritrina como reserva de nitrogénio, incorporando este
elemento em outros compostos necessarios para 0 Seu crescimento. A utilizacdo de
ficoeritrina como principal fonte de nitrogénio quando este se encontra limitante no meio

também foi verificado para Gracilaria sp. (Andria et al.1999).

6. CONSIDERACOES FINAIS

As espécies de Hypnea estudadas no presente trabalho apresentaram algumas
diferencas nos mecanismos fisiologicos de captacdo e armazenamento de nitrogénio e fosforo.
Hypnea sp. foi proveniente da praia das Cigarras, em Sao Sebastido, uma regido considerada
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eutrofizada devido a constante descarga de esgoto no mar (Gianesella & Saldanha-Corréa
2003). Considera-se que em &reas com descarga de esgoto, ocorre uma maior concentracao de

amonio (Lobban & Harrison 1997).

Apesar das diferentes concentracdes testadas para amoénio e nitrato, pode-se considerar
que Hypnea sp. apresentou uma maior preferénia ao nitrato, uma vez que as taxas de
crescimento foram maiores com a disponibilidade de nitrato do que de amdnio. Além disso, a
espécie apresentou maiores taxas de crescimento em meio considerado eutrofizado, tanto com
a maior disponibilidade de amdnio quanto de nitrato. Em contrapartida, o acimulo de
pigmentos como reserva de nitrogénio foi maior em meio oligotrofico, podendo considerar
que com a menor disponibilidade de fosforo, ocorreu um aumento na incorporagdo de
nitrogénio. Hypnea sp. também apresentou diferengas fisiolégicas em relagdo ao
armazenamento de amonio e nitrato na forma de proteinas soluveis totais. Com a adicdo de
amonio e menor disponibilidade de fosfato, estimulou-se a sintese de proteinas soltveis totais,

e para o nitrato, este estimulo ocorreu em altas concentracdes de fosfato no meio.

Mesmo com o acumulo de nitrogénio na forma de proteinas e pigmentos nas adigc@es
de amdnio, Hypnea sp. foi mais sensivel a esta forma de nitrogénio do que as demais espécies
estudadas no presente trabalho. Hypnea sp. é cultivada em laboratério desde 2002 e mostrou
uma aclimatacdo a ambientes oligotréficos. Por se tratar de uma espécie nova e ainda nao

estudada em relacdo a sua fisiologia, estudos posteriores se fazem necessarios.

Hypnea cervicornis apresentou uma maior preferéncia ao aménio do que as demais
espécies estudadas no presente trabalho, e apresentou um maior crescimento em meio com
menor disponibilidade de fosforo. H. cervicornis foi proveniente da praia da Fortaleza, em
Ubatuba, um ambiente caracterizado como oligo-mesotrofico e limitado por compostos

inorganicos, tendo uma relacdo de N:P dissolvidos de 15:1 (proxima a relacdo de Redfield de
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16:1) (Teixeira & Tundisi 1981, Braga 1999). A espécie teve o maior acimulo de nitrogénio
na forma de proteinas e pigmentos, sugerindo que as concentraces de amonio ndo foram
limitantes. Além disso, estudos com maiores concentracdes de aménio no meio sdo
necessarios, a fim de verificar os limites de tolerdncia da espécie. Na presenca de nitrato, H.
cervicornis apresentou um crescimento maior em meio eutrofizado, além de acumular
maiores concentracdes pigmentos. A espécie apresentou um comportamento caracteristico de
espécies de ambientes oligotroficos, onde, quando ocorre maior disponibilidade de nutrientes,
armazenam maiores concentragdes de nitrogénio para suprir suas necessidades nutricionais

quando esses se tornam limitantes no meio.

Hypnea musciformis foi coletada na Ilha das Couves, uma regido considerada
oligotrofica. A especie apresentou caracteristicas tipicas de uma espécie de regides com baixa
disponibilidade de nutrientes, j& que em alta disponibilidade, captou e acumulou maiores
conteddos de pigmentos e proteinas sollveis totais. A espécie tambem apresentou diferentes
respostas para as diferentes fontes de nitrogénio, sendo que com adicdo de amodnio, H.
musciformis cresceu quando a disponibilidade de fosfato foi maior, ao contrario do que

ocorreu na presenca de nitrato.

O conhecimento dos efeitos da disponibilidade de fésforo e principalmente do
nitrogénio sobre as algas é de extrema importancia para o sucesso do seu cultivo, seja em
campo ou em laboratério (Lobban & Harrison 1997). Entretanto, deve-se ter cuidado ao
extrapolar os resultados obtidos em experimentos de laboratério para 0 campo, uma vez que

as condicOes sdo distintas.

No presente estudo, as espécies de Hypnea apresentaram diferencas no metabolismo
do nitrogénio e fosforo. Todas as espécies cresceram com as adi¢cdes de amdnio e nitrato e as

concentracOes testadas nas razbes de N:P de 10:1 e 100:1 ndo foram inibit6rias. Lewis &
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Hanisak (1996) observaram uma razdo N:P de 30:1 para Gracilaria sp., indicando uma
limitacdo por fésforo e Redfield (1958) mostra uma relacdo de 16:1 de N:P para o
fitoplancton. No presente estudo, podemos observar que a maioria dos parametros testados
(taxa de crescimento, conteldo de proteinas solUveis totais e pigmentos), apresentaram
melhores respostas em concentracdes (30, 40 e 50 UM de amdnio e 100, 200 e 300 uM de
nitrato) que nos remetem a uma razdo semelhante a observada pelos autores. Todas as
espécies apresentaram uma preferéncia ao nitrato, em altas concentracdes de fosforo ao meio
(10:1 de N:P). H. cervicornis mostrou uma preferéncia maior ao amonio comofonte de
nitrogénio, do que as demais espécies e Hypnea sp. foi mais sensivel. Apesar dessas
diferencas, Hypnea sp., H. cervicornis e H. musciformis acumularam nitrogénio
principalmente na forma de proteinas e ficobiliproteinas em altas concentragdes de nutrientes
no meio, o que lhes conferem caracteristicas de espéecies biofiltradoras, podendo ser utilizadas
na biorremediacdo de ambientes eutrofizados. Para que isso seja confirmado, estudos
subsequentes sobre remocdo de nutrientes da agua do mar, aléem de uma ampliacdo na
investigacdo sobre os efeitos de nitrogénio e fosforo sobre espécies de Hypnea, se fazem

necessarios.
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RESUMO

O nitrogénio e o fosforo sdo os principais elementos que limitam o crescimento das algas
marinhas bentdnicas e controlam a produtividade priméria dos oceanos, e o nitrato e 0 amonio
sdo ions importantes que influenciam o crescimento desses organismos. Os estudos sobre a
disponibilidade do nitrogénio e fésforo no meio marinho e seus efeitos na fisiologia e
bioquimica das algas marinhas bent6nicas sdo de grande relevancia, uma vez que esses
elementos sdo essenciais para 0 metabolismo desses organismos e sdo nutrientes responsaveis
por impactos ambientais de origem antrdpica. Assim, o presente estudo tem como principal
objetivo contribuir para o conhecimento dos efeitos da disponibilidade de nitrogénio e fésforo
sobre o crescimento e conteldo de pigmentos e proteinas em Hypnea cervicornis J.Agardh,
Hypnea musciformis (Wulfen in Jacquin) J.VV. Lamour. e Hypnea sp. (Rhodophyta,
Gigartinales). Os tratamentos testados foram preparados com agua do mar esterilizada
enriquecida com a solugdo de Von Stosch 25% sem nitrogénio e fosforo, e com adi¢do de
nitrato (NaNOs3) ou de aménio (NH4CI) e de fosfato (Na;HPO,4.12H,0), mantendo uma razéo
de N:P de 100:1 e 10:1. As concentracOes testadas de NO3™ foram de 0, 100, 200, 300, 400 e
500 uM e de NH," foram de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 uM. Cada tratamento foi testado com 6
repeticdes e foram determinadas a taxa de crescimento, morfometria, conteudo de pigmentos
fotossintetizantes e de proteinas sollveis totais. Os experimentos foram mantidos em
temperatura de 23+3 °C, fotoperiodo de 14 h, salinidade 30, pH 8,0 e densidade de fluxo
fotonico de 60 a 90 pmol de fotons.m™?.s™. Nos tratamentos com limitacdo de nutrientes, as
espécies apresentaram 0s menores valores na maioria das variaveis analisadas. Todas as
espécies estudadas apresentaram uma afinidade ao nitrato em alta disponibilidade de fésforo
no meio. As espécies estudadas também apresentaram afinidade ao amoénio, entretanto H.
cervicornis mostrou uma afinidade maior a esta fonte de nitrogénio e Hypnea sp. foi mais
sensivel. As espécies apresentaram um crescimento linear nas adicdes de aménio, enquanto
que em adicdo de nitrato, as TC apresentaram uma cinética de saturacdo. As espécies
estudadas acumularam o nitrogénio (tanto nitrato quanto aménio) na forma de proteinas
soluveis totais e ficobiliproteinas, sendo a ficoeritrina a principal forma de armazenamento.
Hypnea sp., H. cervicornis e H. musciformis bioacumularam nitrogénio quando submetidas a
altas concentracfes de nutrientes no meio, o que lhes conferem caracteristicas de espécies

biofiltradoras, podendo ser utilizadas na biorremediacdo de ambientes eutrofizados.

Palavras-chave: Hypnea, amonio, nitrato, fosfato.
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ABSTRACT

The nitrogen and the phosphorus are the main elements that limit the growth of seaweeds, and
control the primary productivity of the oceans. The nitrate and the ammonium are important
ions that influence the growth of these organisms. Studies on the availability of nitrogen and
phosphorus in the marine environment, and their effects on the physiology and biochemistry
of seaweedsare of great importance, since such elements are essential for their metabolism,
and they are responsible for the anthropic impacts in the environment. The present study
contributes to the knowledge of the effects of nitrogen and phosphorus availabilities on the
growth, and in the content of pigments and proteins in Hypnea cervicornis J.Agardh, Hypnea
musciformis (Wulfen in Jacquin) J.V. Lamour. and Hypnea sp. (Rhodophyta, Gigartinales).
Treatments were composed by sterilized seawater enriched with 25% Von Stosch’s solution
without nitrogen and phosphorus, with addition of nitrate (NaNOs) or ammonium (NH,CI)
and phosphate (Na;HPO..12H,0) in order to obtain N:P ratios of 100:1 e 10:1. Nitrate
concentrations varied from 0, 100, 200, 300, 400 to 500 uM and ammonium concentrations
varied from 0, 10, 20, 30, 40 to 50 uM. Each treatment was tested with six replicates, and
growth rates , morphology, photosynthetic pigments (chlorophyll a, phycoerythrin,
phycocianin, and allophycocianin) and total soluble proteins were analysed. The species were
cultured at 23 + 3°C, photoperiod of 14 h, salinity 30, pH 8.0, photon flux densities of 60 to
90 mol of photons.m?s™. In treatments with nutrient limitation, the species had the lowest
values in all variables. All species showed affinity for nitrate at high concentrations of
phosphorus in the medium, and had also affinity to ammonium availability in the medium.
Hypnea cervicornis showed higher affinity to this nitrogen source, and Hypnea sp. was more
sensitive to ammonium. The studied species showed a linear increase in the additions of
ammonium. In nitrate addition, the growth showed saturation Kinetics. All studied species
accumulated nitrogen (nitrate or ammonium) as total soluble protein, and the phycoerythrin
was the main nitrogen storage in the form of phycobiliproteins. Hypnea sp., H. cervicornis
and H.musciformis bio-accumulate high concentrations of nitrogen when submitted to high
nutrient availabilities in the medium, which gives them the characteristic of bio-filters, and

thus they could be used in bio-remediation in eutrophic environments.

Key words: Hypnea, ammonium, nitrate, phosphate.
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