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Resumo

O crescimento populacional e sua proximidade as areas litoraneas tem causado um grande
impacto a satde dos mares de todo o mundo. A sobre-exploracéo de recursos naturais, a queima
dos combustiveis fosseis, os residuos despejados direto no mar, sdo alguns exemplos de como
as acdes antropicas estdo cada vez mais transformando e destruindo paisagens e hébitats
marinhos. Como forma de avaliar o impacto de alguns desses fatores, que estdo maiores e mais
frequentes, o presente trabalho teve como objetivo mostrar como variagcdes na temperatura e
irradiancia atuam de forma sinérgica na fisiologia da alga calcaria ndo articulada Mesophyllum
erubescens (Foslie) Me. Lemoine. Para avaliar a resposta ecofisioldgica quando expostas a estas
variaveis, foi realizado um experimento em uma estrutura de mesocosmo, por 30 dias. Ao todo,
foram 12 diferentes tratamentos, incluindo todas as combinacgdes possiveis entre trés diferentes
temperaturas (20°C, 25°C e 30°C), com 4 niveis de irradiancia: 67,00; 13,97; 2,74; 0,25 umol
fotons.m2.s (100%, 21%, 4% e 0,5%, respectivamente). Utilizou-se a fluometria de pulso
modulado (PAM) para analisar o rendimento quantico maximo (Fv/Fm), a concentracdo dos
pigmentos: clorofila a, carotenoide e ficobiliproteinas (ficocianina e ficoeritrina) e a avaliacéo
dos efeitos dos fatores interagindo sinergicamente ou ndo sobre o desempenho fisiolégico da
planta. Com relacdo ao rendimento quantico maximo, observou-se uma relacdo significancia
entre temperatura e irradiancia, ocorrendo um dano maior aos 30°C com a diminui¢do gradual
da irradiancia disponivel. Nos pigmentos, a clorofila a teve um aumento em sua concentracao
somente aos 30°C com 100% de irradiancia, podendo ser devido ao aumento do metabolismo e
da sintese de clorofila, ocorrendo, entdo, uma acumulacdo do pigmento. Entre as
ficobiliproteinas, observou-se influéncia sinérgica de dois fatores nas ficocianinas, onde suas
menores concentracdes foram na maior temperatura com menores irradiancias (4% e 0,5%)., ja
na ficoeritrina cada fator teve seu efeito isoladamente, ocorrendo diminui¢do na concentracdo
ao0s 30°C e em relacdo a irradiancia, em 0,25 pmol fétons.m2.s (0,5%). Em fim, conclui-se
que, no geral, o sinergismo entre altas temperatura e baixas irradiancia causam um efeito
negativo na fisiologia da alga, e que o fato de ocorrer em menores latitudes, é possivel, pois a

irradiancia disponivel no fundo tende a ser maior.

Palavras chaves: Mesophyllum erubescens, aquecimento global, sinergismo, desempenho

fotossintética
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1. Introducéao

O crescimento da populacdo e o modelo de desenvolvimento adotado pela
humanidade, principalmente apds a revolugdo industrial, demandaram sobre-exploracao
dos recursos naturais e a queima de combustiveis fdsseis, tanto na agricultura, na industria,
entre outras formas de ocupacdo dos ambientes continentais, quanto na utilizacdo dos

ambientes marinhos (Vitousek, 1997).

Atualmente, mais de 3 bilhdes de pessoas vivem nas proximidades das regides
litoraneas (Moore et al., 2004), significando que aproximadamente 60% da populacéo
mundial esta vivendo a, no maximo, 100 km de distancia das margens costeiras (Vitousek,
1997 ). Isso implicou em uma grande quantidade de residuos provenientes de fontes
industriais e domésticas acumulados em diferentes ambientes, bem como uma grande
transformacdo das paisagens e em alguns casos, na destruicdo dos habitats costeiros de

maneira significativa (Moore et al., 2004).

Todos esses residuos despejados direto no mar e em corpos d’agua causam um
incremento de nutrientes especialmente nas aguas costeiras, que podem causar efeitos
diretos e indiretos sobre a biodiversidade. Este aumento de poluentes pode levar, por
exemplo, a um processo que chamamos de eutrofizagdo e suas consequéncias no ambiente
marinho sdo diversas, como, por exemplo, 0 aumento da turbidez da 4gua, levando a uma
diminuicdo na penetracdo da luz (Bjork et al., 1995). Esse aporte de sedimentos e nutrientes
pode ser considerado um dos fatores limitantes no crescimento das comunidades bentdnicas
uma vez que estes limitam a quantidade de luz e alteram a qualidade da radiagéo que chegam
sobre o fundo dos oceanos, ambientes colonizados nas areas da plataforma interna por

produtores primarios (Canals & Ballesteros, 1996).

O mesmo processo que leva as transformacgfes descritas acima, levou ao acimulo
de diéxido de carbono na atmosfera, que hoje se sabe ser responsavel pelas mudancas
climéticas (Gatuso et al. 2015). No Oceano Atlantico, o aumento da temperatura ocorre ha
algumas décadas, sendo este mais acentuado em sua porcao sul pelo aumento da radiacéo
ultravioleta sobre o Polo Sul e do efeito estufa que se ampliou a partir da segunda metade
do século XX (Grimm & Sampaio, 2012). Segundo o Painel Intergovernamental de

Mudancas Climaticas (IPCC), o oceano tem absorvido mais de 80% do calor que foi
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acrescido nos ultimos tempos, e a previsdo é de que a 4gua superficial dos oceanos aumente,

no minimo, 4°C nas proximas décadas (IPCC, 2014).

Relacionado ao aquecimento do planeta, um evento climatico que tem ocorrido cada
vez com mais frequéncia e intensidade, sdo as ondas de calor (heat waves), porém suas
consequéncias nos ecossistemas ainda sdo mal compreendidas (Wernberg et al., 2012). Em
2011, a costa oeste da Australia teve a experiéncia com ondas de calor, em seus
ecossisstemas marinhos. Foram mais de 10 semanas com um aumento anormal de 2 a 4°C
ao longo de mais de 2000 km de extensdo da costa litoranea. Este evento resultou numa
diminuigdo da abundancia de algas formadoras de habitats, empobrecimento estrutural e
tropicalizacdo de algumas espécies de peixes (Wernberg et al.,2012). Na Europa fatos
semelhantes também j& foram registrados, como os relatados por Sparmocchia et al. (2006),

na Franca e por Olita et al. (2007) no mar Tirreno.

No Brasil, essas ondas de calor tem sido observadas com mais frequéncia nos
altimos verdes, como os de 2010 e 2014 em que a temperatura do mar teve um aumento
significativo na regido Sul do pais (Figura 1). Ferreira et al., (2013) destacam também a
ocorréncia dessa anomalia nas ilhas oceénicas de Fernando de Noronha e Atol das Rocas,

em 2009-2010, causando o branqueamento e morte dos corais.
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Figura 2. Anomalias térmicas na regido de Santa Catarina nos Ultimos 30 anos (Adaptado de NOAA).

Consideradas como alguns dos principais componentes das comunidades do
entremarés e infralitoral, as macroalgas contribuem consideravelmente para a producéao

priméaria da costa litordnea, como também na formacgdo estrutural de muitos habitats
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bentdnicos, se tornando abrigos e bercarios para inumeros vertebrados e invertebrados

marinhos (Santelices et al., 2009).

As macroalgas podem ser divididas em verdes (Chlorophyta), pardas
(Phaeophyceae) e vermelhas (Rhodophyta). Em relacdo a essas ultimas, existem cerca de
6000 espécies conhecidas atualmente, sendo a maior parte de ambiente marinho e podendo
ocupar desde regides entremarés até grandes profundidades, além de serem encontradas
tanto em zonas tropicais como de aguas frias. Seus principais pigmentos fotossintetizantes
sdo a clorofila a e 0s pigmentos acessorios, como 0s compostos de carotenos e as

ficobiliproteinas que séo as responsaveis pela cor avermelhada das rodofitas.

Dentre as algas vermelhas, ha determinados grupos que apresentam na parede
celular, dep6sitos de carbonato de calcio e devido a essa caracteristica sao conhecidas como
algas calcérias. Podendo ser ainda classificas em: algas calcérias articuladas e ndo

articuladas.

Entre as calcarias ndo articuladas podem ser encontradas formas incrustadas ao
substrato, como também livres, conhecidas como rodolitos, nédulos ou maérl (Woelkerling,

1988). Os rodolitos podem formar areas extensas conhecidas como bancos de rodolitos.

Estas algas sdo capazes de transformar fundos homogéneos de sedimento inconsolidado
em substratos consolidado heterogéneos, servindo de habitats para diversos organismos
(Steller et al., 2003). Sdo também de grande importancia na construcdo dos recifes de corais
em zonas tropicais, protegendo estes sistemas contra as ac0es erosivas das ondas (Foster,
2001). Além disso, outro papel de grande relevancia esta na participacdo dos processos de
alteracOes climaticas e balango global de CO> (Oliveira, 1996). Isso ocorre devido ao fato
das algas calcarias fixarem o carbono dissolvido na agua, ajudando a neutralizar a
acidificacdo dos oceanos, uma vez que o CaCOs é o principal composto para regular a
alcalinidade no mar (Digby, 1977).

Em virtude de sua importancia econémica, sendo utilizados na agricultura, industria
alimenticia e farmacéutica, os bancos de rodolitos séo fortemente ameacados pelo processo
de explotacéo. Estas atividades demandam grandes quantidades que ndo podem ser repostas
pelo crescimento natural destes organismos, pois sua taxa de crescimento € relativamente
baixa, da ordem de 1 mm/ano (Blake & Maggs, 2003). Este processo, que além de extrair

toneladas de um recurso ndo renovavel anualmente, forma uma pluma de sedimentos que
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prejudica sua producdo primaria e que limita ainda mais seu crescimento ou mesmo

sobrevivéncia (Riul et al., 2008).

No Brasil, a diversidade de algas calcarias ndo articuladas € de 50 espécies (Horta
et al., in press). Até o inicio do século XXI pouco se sabia sobre a taxonomia destes
organismos no litoral brasileiro, devido a dificuldade imposta pela grande variabilidade
fenotipica, auséncia de estruturas reprodutivas e das técnicas necessarias para sua
identificacdo. Entretanto, 0 maior acesso as técnicas de microscopia, inclusive eletronica,
assim como a caracterizagdo molecular promoveu grandes avan¢os no conhecimento da
diversidade do grupo (Sissini et al., 2014; Vieira-Pinto et al., 2014). Dentre as espécies com
ampla distribuicdo em nosso litoral, uma das mais estudadas é a Mesophyllum erubescens
(Horta,2000; Horta et al., 2011; Pascelli et al, 2013; Sissini et al., 2014).

M. erubescens foi descrita originalmente para o Arquipélago de Fernando de
Noronha (Foslie, 1900), que esta localizado a 600 km da costa nordeste do Brasil, sendo
encontrada também em areas subtropicais e tropicais do litoral brasileiro e caribenho, em
latitudes que variam de 19°N a 27°S (Horta et al., 2001, 2011), representando condicdes

méaximas e minimas de temperatura bem distintas (Figura 2).

®:cs on

Figura 3. Distribuicdo de M. erubescens no litoral brasileiro. CE: Ceara; FN: Fernando de
Noronha; BA: Bahia; ES: Espirito Santo; IT: Ilha da Trindade; SP: S&o Paulo; SC: Santa
Catarina (Sissini et al, 2014).
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Mesmo sendo encontrados atualmente grandes trabalhos sobre os bancos de algas
calcarias no Brasil, o enfoque ecoldgico e taxonémico ainda € dominante, sendo escasso
seus estudos ecofisiologicos, tornando este um dos principais motivos para a realizacao

deste trabalho.

O entendimento das possiveis respostas de M.erubesens diante as alteracGes do
ambiente proveniente das consequéncias do efeito estufa, poluicédo costeira, e explotacéo,

pode subsidiar iniciativas de conservacdo e manejo dos ecossistemas marinhos.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo contribuir para o conhecimento da
biologia de M. erubescens, complementando aqueles ja existentes e, direcionando trabalhos

futuros relacionados a ecofisiologia dos bancos de algas calcérias.

2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar os impactos causados pela variacdo de fatores associados ao aquecimento
global e atividades antropicas, como o aumento da temperatura e diminuicdo da irradiacao,
sobre aspectos ecofisiologicos da alga calcaria Mesophyllum erubescens (Foslie) Me.

Lemoine.
2.2. Objetivos Especificos
1. Avaliar experimentalmente a resposta ecofisioldgica da alga em estudo quando
exposta ao aumento de temperatura e diminuicdo de radiacao disponivel.

2. Avaliar a interacdo entre os dois fatores ambientais através da analise de

pigmentos e fluorescéncia da alga.

3. Contribuir para o conhecimento da biologia da alga M. erubescens em seu limite

sul de distribuicdo, até entdo estudada sob a perspectiva taxonémica e ecoldgica.
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3. Materiais e métodos

3.1. Area de estudo

A Reserva Bioldgica Marinha do Arvoredo (Rebio), localizada a 11 quilémetros da
costa do litoral de Santa Catarina (ICMBIo0), ¢ uma das duas Unicas Reservas Biologicas
Marinhas brasileiras, junto com Atol das Rocas (RN). Apresenta uma extensa area de
17.800 ha, onde 98% pertencem ao ambiente marinho e somente 2% ao terrestre (ICMBI0).
Incluidas na parte terrestre encontram-se quatro ilhas: Calhau de S&o Pedro, Ilha da Gale,

Deserta e Arvoredo.

A drea encontra-se em uma zona de transicao entre os climas tropical e subtropical,
além de ser influenciada por duas importantes correntes oceanicas: a corrente do Brasil e a
das Malvinas (Metri, 2006). Durante 0 verdo o0s ventos nordeste e norte prevalecem,
enquanto no inverno os do quadrantes sudoeste e oeste sdo os dominantes (Wainer et al.,
2006).

No verdo as massas de agua apresentam uma maior termoclina, resultado da
combinacdo do aquecimento sazonal e do deslocamento das massas de &gua de origem
tropical e subtropical com temperaturas superficiais médias de 25 a 27°C, enquanto em
profundidades inferiores a 15 metros pode chegar abaixo dos 18°C. Ja durante o inverno,
ocorre um deslocamento da convergéncia subtropical das correntes em dire¢do ao norte,
fazendo com que as massas de agua figuem mais homogéneas e com caracteristicas
préximas a aguas temperadas (Amaral & Jablonski, 2005), apresentando temperaturas entre

20 e 23°C tanto no fundo como na superficie.

Uma outra caracteristica que ocorre na regido sdo as fortes chuvas e intensas frentes
frias que ocorrem durante o ano, podendo ter associacdo com ciclones gque se intensificam
no inverno em latitudes proximas a costa sul do Brasil (Gan & Rao, 1991). Com isso a
dindmica da 4gua proxima aos costdes aumenta a ponto de formar uma pluma de sedimentos

e organismos que afetam a entrada de luz, diminuindo a intensidade da irradiancia no fundo.



16

Os espécimes utilizados no experimento do presente estudo foram coletados no
banco de rodolitos da Ilha do Arvoredo, no Rancho Norte (48° 22,00 W, 27° 17,5* S)
(Figura 3). Este ponto apresenta um costdo rochoso acompanhado logo em seu limite, ao
fundo, por um extenso banco de algas calcarias. Este banco, que tem como caracteristica
sedimentos e nodulos calcarios em um fundo arenoso cobrindo aproximadamente 1000m?
(Gherardi, 2004) até aproximadamente os 20 metros, e 0 banco de algas calcérias presente
na llha Deserta sdo de grande relevancia ecoldgica e econdmica para o pais, além de estarem

localizados no limite sul da distribuicdo dos bancos no Atlantico Sul Ocidental.

Parana

—— - s llha do
Santa Catarina & : ArVOredO

& 4
Florianépolis & 4

Rio Grande do Sul

Figura 4. Localizagdo da Reserva Bioldgica Marinha do Arvoredo, em destaque o banco de rodolitos da
Ilha do Arvoredo. Fonte: ICMBio (adaptado).

3.2. Objeto de Estudo e caracterizacdo da oceanografia das areas de
ocorréncia

Entre as algas vermelhas, alguns grupos depositam carbonato de célcio em suas
paredes, podendo ser classificadas como calcérias articuladas (quando ha regides nédo
calcificadas no talo) ou ndo-articuladas (totalmente calcificadas) (Joly, 1967). Dentro
dessas Ultimas, as algas podem ainda ser subdivididas quanto ao seu habito de vida,
incrustantes ou livres (Woelkerling, 1988). As formas livres sdo conhecidas como rodolitos,
nodulos, maérl, sempre associada a uma elevada biodiversidade e capacidade de ocupar
grandes areas conhecidas como bancos de algas calcarias (Steller et al., 2003; Riul et al.,
2009).

Junto de cerca de 600 outras espécies (Horta, 2002) de algas calcarias encontradas
em todos 0s oceanos e variadas latitudes (Foster, 2001), pertencendo ao terceiro grupo mais

diverso entre as algas vermelhas atualmente (Brodie & Zuccarello, 2007).
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Mesophyllum erubescens foi a alga escolhida para o presente trabalho de forma a
complementar os estudos sobre a biologia desta espécie uma vez que sua taxonomia esta
relativamente bem resolvida no litoral brasileiro (Nunes et al., 2008; Bahia et al., 2010;
Horta et al., 2011, Sissini et al., 2014) e estudos pretéritos sobre sua ecologia indicavam
algumas lacunas no conhecimento (Horta et al., 2008; Scherner et al., 2010, Pascelli et al.,
2013).

Além disso, a ampla distribuicdo desta espécie (Sissini et al., 2014), sugere que M.
erubescens teve que se adaptar ecofisiologicamente a diferentes condi¢cbes ambientais.
Desde areas de &guas mais claras e quentes proximas da linha do equador, como por
exemplo Fernando de Noronha (sua localidade tipo), até areas de transparéncia reduzida e

aguas frias, como em seu limite sul de distribuicdo (area estudada nesse trabalho).
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3.3. Coleta do Material

Os individuos utilizados na realizacdo do experimento foram coletados no banco de
rodolitos da Ilha do Arvoredo através do mergulho auténomo (Figura 4) em maio de 2014.

Figura 5. A-C: Aspecto geral do banco de rodolitos da Reserva Bioldgica Marinha do
Arvoredo. (A) Banco de algas calcérias da Ilha do Arvoredo. (B) Mesophyllum erubescens e
uma parte da fauna e flora associada. (C) Coleta manual através de mergulho autdnomo.

Aproximadamente, duzentos rodolitos foram coletados manualmente aos dez metros
de profundidade selecionando visualmente o morfotipo da alga escolhida para o estudo.
Ainda, procurou-se individuos de tamanho semelhante (diametro de trés a seis centimetros)
e pouco epifitados. Apoés a coleta, foram transportados em agua salgada até a casa de



19

vegetacdo do Departamento de Boténica da UFSC, onde foram triados, selecionados e

separados aleatoriamente em tanques.

As algas excedentes as necessidades do experimento foram mantidas em tanques e

entdo devolvidas ao mesmo ponto.

3.4. Experimento

Chegando a casa de vegetacdo, todas as algas foram colocadas em tanques para
triagem e remocao de epifitas e fauna associada, evitando danificar ou quebrar a alga. Ao
término da triagem, todas foram separadas em grupos de cinco e alocadas em 36 tanques,
onde foram aclimatadas por dois meses as condicdes abidticas semelhantes ao ambiente

natural (temperatura de 20°C e salinidade de 34 ppm).

O experimento foi realizado por um tempo total de 30 dias. Para o estudo, foram
utilizados 12 tratamentos diferentes, onde trés temperaturas (20°C, 25°C e 30°C) e quatro
diferentes niveis de PAR (Radiacdo Fotossinteticamente Ativa) foram combinadas de todas
as maneiras possiveis. As diferentes temperaturas foram estabelecidas por chillers
(GELAQUA) e aquecedores (Roxin, 500W) e a radiacdo disponivel utilizada foi uma fonte
natural que para diminuir a PAR utilizaram-se camadas de sombrites (0, 1, 2, 4 sombrites)
em cada tanque, significando aproximadamente 67,00; 13,97; 2,74; 0,25 umol fétons.m2.s"
1 (100%, 21%, 4% e 0,5%, respectivamente), de PAR disponivel para cada ambiente. Esta
informacdo provem da média obtida de medi¢Ges com o quantdémetro (Licor 2500) (fora do
tanque) durante o experimento, no periodo da manha em cada tanque. A PAR variou entre

50 e 800 pmol fétons.m2.s* (Figura 5).
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Figura 6. Niveis de irradiancia medidos em cada tanque (36 tanques) através de um quantdmetro em determinados
dias, junto com algumas amostragens fotossintéticas. Observou-se uma variacdo grande entre os dias devido a

presenca de dias de muito sol, como também dias nublados e chuvosos.

Por ser um sistema de fluxo fechado, a cada quatro tanques de 30 litros de mesma
temperatura (mas ndo de mesma irradiancia) uma caixa d’agua com 300 litros fornecia agua

do mar, tendo este sua temperatura e salinidade controladas diariamente (Figura 6).

1

Figura 7. Esquema da disposi¢do dos tanques e seus referidos tratamentos na casa de vegetacéo.
Cada tracado preto representa uma unidade de sombrites e os algorismos romanos os corredores.
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As algas separadas aleatoriamente foram dispostas da mesma maneira em todos 0s

tanques (n=5) com o objetivo de que todas estivessem suscetiveis a mesma cinética do

processo de enchimento do tanque através das torneiras (Figura 7).

‘ I

Figura 8. A-E: Experimento em mesocosmo realizado com M. erubescens na casa de vegetagéo.
(A) Disposic¢do dos tanques nas bancadas em fase de aclimatacdo. (B) Grupo de tanques de mesma
temperatura com diferentes camadas de sombrites. (C-D) Disposi¢do dos rodolitos no tanque de
maneira padronizada para receberem a mesma dindmica da agua. (E) Aclimatacdo das algas no
escuro para as analises fotossintéticas.

3.5. Métodos Analiticos

Para avaliar a resposta fisiologica de M. erubescens aos diferentes tratamentos,
foram utilizados parametros a partir da fluorescéncia da clorofila akle da concentracéo

da clorofila a e pigmentos acessorios.

3.5.1. Extragdo de Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas foram extraidas a partir de triplicatas de 500g cada por massa
fresca de algas congeladas (-80°C) no inicio e imediatamente ap6s o término do
experimento. O processo iniciou-se com a maceracdo dessas algas em nitrogénio liquido,

com auxilio de almofarizes e pistilos. Apés triturar cada amostra, estas foram pesadas e
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armazenadas em tubos de ensaio plasticos de 12 ml e, por fim, adicionado 10 ml de tampéao
fosfato (pH 6,5) em cada um deles.

As solucdes foram centrifugadas a 4500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente
e entdo acondicionadas em gelo, no escuro, para suas futuras leituras. Por fim, as amostras
foram lidas no espectrofotdmetro (Biospectro SP 220) nos comprimentos de onda 455, 564,
592, 618, 645, 750 nm, segundo Beer & Eshel (1985).

Quando seus valores de absorbancia resultavam em numeros maiores do que um,

estas eram diluidas no mesmo tampé&o usado na extracéo.

Todos os dados foram aplicados nas férmulas descritas por Sampath & Neefus
(2007), sendo adaptado o comprimento de onda de 730 nm para 750 nm, para a

quantificacdo de ficocianinas (PC) e ficoeritrinas (PE), respectivamente:

R-PC=0.154 (As1s8-A730)
R-PE=0,1247((Ase4-A730)-0.4583(As18-A730)

3.5.2. Extracdo de Clorofila a e Carotendides

Para a extracdo de clorofila a e carotenoides, as amostras foram preparadas segundo
Torres (2014), adaptado, sendo realizadas algumas modificacgdes.

Semelhante e simultaneamente ao processo de extracdo das ficobiliproteinas, as
protuberancias das algas foram maceradas e entdo pesadas 200 mg (massa fresca congelada)
de cada amostra em nitrogénio liquido. Todas elas foram armazenadas em tubos de ensaio
de vidro (12 ml), adicionando a cada tubo 10 ml de metanol, seguidamente agitando-os e
mantendo-0s em repouso, no escuro, em 24 horas na geladeira. Ap6s o repouso, 0s tubos
foram agitados novamente e centrifugados por 15 minutos a 4500rpm (SIGMA 6-15) em
temperatura ambiente. Por fim o sobrenadante foi colocado em cubetas e submetidos a
espectrofotometria UV-Vis (Biospectro SP 220) para a determinagédo do teor de clorofila
(4= 665 e 750 nm) e carotenoides totais (1 = 470, 665, 750 nm).

Em todas as extracOes as anélises foram realizadas em triplicata e os resultados dos
carotenoides foram expressos em pg 3 — caroteno por grama de massa seca e da clorofila

em g clorofila- a por grama de massa seca.
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3.5.3. Anélise da fluorescéncia da clorofila a

Com o objetivo de analisar o desempenho fotossintético da alga in vivo, foi utilizado
um fluordmetro portatil (Junior PAM, Walz, Alemanha) com fibra ética de 3 mm para

estimar a fluorescéncia da clorofila a do PSII (Fotossistema I1I).

Antes de iniciar o processo, foram avaliadas as condicGes ideais para a espécie
estudada e entdo mantidas constantes até o fim do experimento (ganho = 1 e intensidade da

medida =8). Durante os trinta dias foram realizadas analises duas vezes por semana.

Para a realizagdo do rendimento quantico méaximo (Fv/Fm), escolhia-se
aleatoriamente uma alga de cada tanque (n=3/tratamento) que ficava aclimatando no escuro
por cinco minutos e entdo dava-se inicio as medidas, sendo nove pulsos de diferentes PAR
(0 a 820 pmol fétons.m2.s1), com intervalos de 10 segundos a cada pulso.

3.5.4. Andlises estatisticas

Para todas as analises, primeiramente os dados foram sujeitos ao teste de

normalidade e homogeneidade de variancia (Teste de Cochran).

A variacdo de clorofila a, carotenoides, ficocianina, ficoeritrinas e variacoes
fotossintéticas tiveram seus dados submetidos em uma andlise de variancia (ANOVA)
multifatorial (temperatura e irradiancia), sendo realizado, em seguida, um teste de
comparacdo multipla de Student- Newman-Keuls. O intervalo de confianca e o nivel de
significancia considerado foram de 95% e 5% (p<0,05), respectivamente. As analises de

variancia foram realizadas no programa STATISTICA 10.0 (StatSoft, Inc.).
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4. Resultados

4.1. Pigmentos Fotossintetizantes

Em relacdo aos pigmentos fotossintetizantes, pdde-se observar que a interacdo entre
temperatura e irradiancia produziu variancia significativa (Tabela 1) em clorofila a (Figura
8) e ficocianina (Figura 10). Na primeira, observou-se um aumento significativo na
concentracdo de clorofila a aos 30°C com 100% de irradiancia disponivel (sem sombrite).
A0 passo que constatou-se uma diminuicédo significativa de ficocianina com o aumento da
temperatura (25 e 30°) nos ambientes mais escuros (0,5% de PAR aos 25°C; 4% e 0,5% de
PAR aos 30°C).

As concentracBes de carotenoides (Figura 9) e de ficoeritrina (Figura 11)
apresentaram influéncia somente com os fatores isolados, sendo que os carotenoides
responderam somente ao fator temperatura e a ficoeritrina a ambos fatores (temperatura e
irradidncia). Nesta ultima, pbde-se observar uma diminuicdo significativa de sua

concentracdo aos 30°C e também com menor irradiancia (0,5%).

Tabela 1. Resultados das analises de ANOVA fatorial para cada varidvel dependente, com efeitos isolados e
combinados das variaveis independentes Temperatura e Irradiancia. Estes resultados foram obtidos ap6s o término
do experimento com M. erubescens em cada tratamento. Os efeitos significativos estdo com os dados em negrito
e o grau de liberdade foi 2.

Variavel Fonte de Variagao
Temperatura Irradiancia Temperatura*lrradiancia
MS 0,004109 0,003158 0,000828
Ficocianina F 16,446 12,640 3,316
p 0,000032 0,000037 0,016035
MS 0,079733 0,057632 0,010194
Ficoeritrina F 7,9649 5,7571 1,0183
p 0,002223 0,004097 0,437141
MS 521,8 3007,3 5526,1
Clorofila F 1,2279 7,0775 13,0052
p 0,310648 0,001432 0,000002
MS 197,39 51,53 41,22
Carotenoide F 3,8333 1,0006 0,8006

p 0,035919 0,409568 0,579084
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Figura 9. Concentragdo de clorofila @ (ug.g*-massa seca) nos tratamentos com 100%, 21%, 4% e 0,5% de
irradiancia em trés diferentes temperaturas. As letras minusculas representam a varian¢do em cada temperatura
com diferentes irradiancias e os asteriscos a variagdo significativa entre as mesmas irradiancias e diferentes
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Figura 10: A concentracdo de carotenoide (ug.gl-massa seca) ndo apresentou efeito significativo na
combinacdo dos fatores (A), apontando variagcdo somente para as diferentes temperaturas dos tratamentos,
como se pode observar no grafico (B). Cada valor corresponde a média+ desvio padréo.
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Figura 12. Em relacdo a concentragdo de ficocianina (ug.g'-massa seca), determinada por
espectrofotometria, houve efeito significativo na combinacdo de diferentes temperaturas e irradiancias.
Sendo que as letras mindsculas simbolizam a interacdo das algas em mesma temperatura e diferentes
irradiancias e o asterisco a diferenca entre as algas de mesma iradiéncia e temperaturas diferentes. Cada
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Figura 11. Concentragdo de ficoeritrina (FE) (ng.g™*-MS) apresentou efeito significativo somente nos
fatores isolados (A), sendo que sua concentragdo em diferentes temperaturas foi significamente menor aos
30°C (B) e em diferentes irradiancias sua concentracao foi menor na presenca de 0,5% de irradiancia (umol
fotons.m2.s1) (C). Cada valor corresponde a médiaz desvio padrao.
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Além de todas as informacdes obtidas através da espectrofotometria, a intensidade
dos pigmentos, ou a falta dela nas algas, puderam ser observadas logo ap6s o término do
experimento, ainda nos tanques. A diferenca mais notavel foi o branqueamento parcial e
quase total que ocorreu nas algas dos tratamentos aos 30°C nas diferentes irradiancias,
sendo a mais drastica no tratamento com mais sombrites e, consequentemente, menos
irradiancia (0,5%) (Figura 12).

Figura 13. (A-D): Resultado ap6s os 30 dias de experimento das algas aos 30°C, com diferentes irradiancias
disponiveis. A.100% de irradiancia disponivel. B. 21% de irradiancia. C. 4% de irradiancia. D. 0,5% de irradidncia.
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4.2. Anélise dos Pardmetros da Fluorescéncia

A interacdo entre temperatura e irradiancia produziu diferenca significativa no

parametro obtido pela curva de luz (p <0,05) (Tabela 2).

Quando analisado o rendimento quantico maximo (RQM - Fv/Fm) no ultimo dia de
analise (T30), verificou-se uma diminui¢cdo no tratamento de maior temperatura e
menor irradiancia. Notou-se, principalmente aos 30°C, que 0 RQM diminuiu conforme

a irradiancia disponivel também diminuia (Figura 13).

Tabela 2. Resultado da analise ANOVA para cada variavel dependente, com efeitos isolados e combinados das
variaveis independentes: temperatura e irradiancia. Estes dados foram obtidos durante o experimento realizado
com M. erubescens. Os efeitos significativos estdo apresentados com os dados de F e p, em negrito e o grau de
liberdade foi igual a 2.

Variavel

MS 0,01515 0,02128 0,00604
Fv/Fm F 16,99 23,86 6,77
p 0,000004 0,000002 0,000271

0,7

0,6
*

0,5 b
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Figura 14. Valores do Rendimento Quantico Maximo (Fv/Fm) de M. erubescens com amostras finais
do experimento (T30) nos 12 diferentes tratamentos (n=3). As letras minusculas representam a
variangdo em cada temperatura com diferentes radiancias e os asteriscos a variagdo significativa entre
as mesmas irradiancias e diferentes temperaturas. Todos os valores acompanhados com o desvio padréo.
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5. Discussao

Pigmentos fotossintéticos estdo diretamente relacionados a eficiéncia na
fotossintese, pois a partir deles ocorre a captura de luz e ativacdo do fotossistema Il
(FSII). Fatores como variacdes de luz, temperatura e nutrientes, no ambiente, requerem
as algas uma adaptacdo em seu aparato fotossintético, alterando tanto suas

concentragdes, como suas proporcoes (Rosemberg & Ramus, 1982).

A clorofila a esta presente em todos os organismos fotossintéticos, e pode ser
considerada um pigmento essencial para uma resposta na fotossintese, pois € a Unica
capaz de transferir energia solar diretamente para a via fotossintética (Ji et al., 2009),
além de se adaptar a uma ampla faixa de variacdo ambiental (Koch & Lawrence, 1987).

No presente experimento, ao analisar a concentracdo de clorofila a nos diferentes
tratamentos, notou-se um aumento significativo do pigmento aos 30°C com 100% de
irradiancia disponivel. Isso pode ter ocorrido pelo aumento do metabolismo diante de
uma maior temperatura e consequentemente da sintese de clorofila, bem como de sua

acumulacdo, uma vez que ndo foi detectada fotoinibig&o.

Entre os pigmentos considerados auxiliares, os carotenoides tém como algumas de
suas funcbes a ampliacdo do comprimento de onda de luz captado para a fotossintese,
dissipacdo de energia excessiva e fotoprotecdo do aparato fotossintético (Frank &
Cogdell, 1996).

Segundo Demmig-Adams & Adams (1996), quando estresses ambientais, como
estresse hidrico, de nutrientes, temperatura e excessiva absorbancia de luz, passam a
reduzir a taxa fotossintética da planta, os niveis das xantofilas (grupo dos carotenoides)

aumentam, como forma de dissipar a energia excessiva e fotoprotecao.

No presente estudo, a temperatura foi o Unico fator que alterou significativamente
a concentracdo de carotenoides, indicando que a diferenca de irradidncia entre os
tratamentos talvez ndo tenha sido expressiva, uma vez que o tratamento com 100% de
irradiancia (67,00 pmol fotons.m2.s%) representa um valor baixo. Ja em relagio a
temperatura, 0 aumento da concentracdo de carotenoide aos 25°C e sua diminuicao aos
30°C, ndo ocorrendo um processo gradual aos 20°C, ndo teve uma explicacdo
justificavel, podendo ter ocorrido algum erro durante alguma das etapas ou a

necessidade de um maior aprofundamento em tal situacéo.
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Por fim, acompanhado da clorofila a e do carotenoide, as algas vermelhas possuem
a presenca de um dos principais componentes do aparato fotossintético, as
ficobiliproteinas (Glazer, 1981). As ficobiliproteinas, junto com os carotenoides, fazem
parte dos pigmentos considerados auxiliares, encontrando-se ao lado do estroma da
membrana do tilacoide, tendo como uma das func¢Bes bésicas o transporte de energia
para o centro de reacdo do fotossistema Il. O processo de transferéncia é feito via

ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina.

Segundo, Kuebler (1991), a ficoeritina pode suportar até o dobro dos valores
iniciais das temperaturas iniciais, no caso 20°C, porém no experimento, ao chegar aos
30°C a concentracdo de ficoeritrina caiu significativamente, assim como em Kin et al.
(2007) que avaliou a interacdo entre temperatura e nutriente em diferentes espécies de
Porphyra, analisando que em concentragdes iguais de nutriente a ficoeritrina diminuiu
na temperatura mais alta (20°C). No presente experimento, ao relacionar as
concentracgdes de ficobiliproteinas, que dao a cor avermelhada para a alga) e as fotos das
algas no final do tratamentos, observa-se uma relacao, pois aos 30°C passou a ocorrer
um branqueamento das algas conforme a irraidancia diminuiu, o que aconteceu também
nas ficocianinas, porém como nao houve uma andlise de % de branqueamento das algas

essa informacéo nao pode ser afirmada com convicgéo.

Em relagcdo ao pardmetro fotossintético analisado, o RQM indica a eficiéncia
maxima do fotossistema Il (PSII) e é observado apés a adaptacdo da alga ao escuro, em
gue os centros de reacdes estdo abertos e a dissipacdo por calor € minima. No presente

trabalho observou-se uma resposta sinérgica entre temperatura e PAR disponivel

Pdde-se observar que, conforme a temperatura foi aumentada, 0 RQM se tornou
mais sensivel a radiacdo disponivel. Como aos 30°C em que houve uma diminuicao
significativa nos tratamentos com 21%, 4% e 0,5% de PAR. Segundo Maxwell e
Johnson (2000) a queda nos valores do RQM pode ser um desequilibrio induzido pela
fotoinibicdo entre a absor¢éo e utilizacdo da energia. No caso, 0s 30°C pode ter sido
uma temperatura limite no inicio de um estresse ambiental que com 100% da irradiancia
disponivel ainda conseguiu manter seu rendimento entre 0,5-0,6, o esperado para algas
vermelhas (Dring et al., 1996). Porém, a partir do momento em que ocorreu um segundo
estresse, como a diminuicao na disponibilidade de luz a mesma temperatura, a producéo
de pigmentos como a clorofila diminuiu e com isso a absor¢do de energia também

decresceu, influenciando o RQM.
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6. Conclusao

A temperatura se apresentou como um fator de grande relevancia na eficiéncia
fotossintética da alga Mesophyllum erubescens, tendo influéncia, principalmente aos

30°C tanto nas concentracfes dos pigmentos, como no RQM.

J& o sinergismo entre temperatura e irradiancia ocorreu somente quando avaliada a
concentracdo de clorofila, ficocianina e, de maneira mais pronunciada no RQM onde
notou-se que a influéncia da combinacdo dos dois estressores foi causando uma
diminuicdo gradual do rendimento aos 30°C conforme a irradiandia disponivel ia

ficando cada vez mais limitada.

Visualmente, notou-se também o branqueamento gradual das algas diferentes nos
tratamentos aos 30°C, exibindo a perda, especialmente, das ficobiliproteinas. Contudo,
néo se pode afirmar com certeza essa situacdo, pois ndo foi mensurada a porcentagem

de brangueamento das algas.

Por fim, conclui-se que a distribuicdo cosmopolita de M. erubesenes pode estar
relacionada a sua plasticidade ecofisiolégica em tolerar condi¢des ambientais distintas
como por exemplo, temperaturas mais elevadas e maior PAR disponivel como ocorre
em baixas latitudes. No entanto, se as ondas de calor tornarem-se mais expressivas e

frequentes, a habilidade desta alga tolerar e sobreviver é incerta.
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