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RESUMO

Dentre as algas vermelhas os representantes com metabolismo
secundario mais rico estdo delimitados pelo género Laurencia
(Ceramiales, Rhodomelaceae). Estes metabdlitos apresentam
importante papel ecoldgico e destacado potencial biotecnoldgico.
Diversas espécies deste género possuem um metabolismo capaz de
sintetizar substancias de classes distintas, sendo 0s sesquiterpenos 0s
mais abundantes e caracteristicos do género. Estes papéis importantes
nos ecossistemas marinhos sao ameacgados, pelo aguecimento global e
estressores locais uma vez que estas mudancas ambientais podem
comprometer a aptiddo fisiol6gica, empobrecendo o metabolismo
secundario. Dessa forma, o presente trabalho teve com objetivo
conhecer a fenologia reprodutiva de Laurencia catarinensis nos
periodos de verdo e inverno para entdo avaliar os impactos causados
pelo aquecimento global e poluicdo antrépica sobre aspectos
bioguimicos e fisiologicos da alga.

Primeiramente, este trabalho avaliou a variagdo sazonal das
concentracBes dos pigmentos fotossintetizantes, Amido, compostos
fendlicos totais, atividade antioxidante e no geral, pode-se observar
gue ocorreu aumento do conteddo de clorofila a, Ficobiliproteinas e
amido no perido de inverno e aumento das concentragfes para 0S
compostos fenodlicos e carotenoides no periodo de verdo, para
praticamente todos os estadios reprodutivos.

Dentro deste contexto, foi possivel inferir, através do experimento
realizado com a macroalga, que poderd ocorrer 0 aumento da
sensibilidade de L. catarinensis a fatores como aquecimento global e
poluicdo antropica. Para a Taxa de crescimento relativo nas menores
temperaturas com adicdo de nutrientes, o crescimento da macroalga
foi maior variando entre (0,58 mg/gMF a 3,37 mg/gMF). Niveis altos
de poluentes e 0 aumento da temperatura demonstraram toxicidade a
macroalga podendo causar alteragBes bioquimicas e fisioldgicas,
diminuindo a producdo de clorofila a nos tratamentos com
concentracdes altas de nutrientes (CAN) e temperatura de 28°C, em
contrapartida o aumento das concentra¢fes dos pigmentos acessorios



Ficocianina e Ficoeritrina para aumento da captacdo de luz ao aparato
fotossintético. Dessa forma, a analise do perfil dos carotenoides
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
identificou a Luteina, Zeaxantina e a- caroteno. A Luteina foi o
composto majoritario em todos os tratamentos. Com relacéo ao perfil
de compostos fenolicos (determinados por CLAE) foram detectados
0S seguintes compostos: epicatequina, galocatequina,
epigalocatequina, acido cafeico, 4,5 dicafeoilquinico, acido Cumarico
e dois compostos ainda ndo identificados (Composto X-Rt 4,3 min e
Composto  Y-Rt 9,2 min), sendo o composto majoritario a
Epicatequina. O contetido de carotenoides e compostos fenélicos pode
ser associado ao aumento de temperatura e fotoprotecdo e ao estresse
causado pelo incremento de nutrientes, sendo que o mesmo pode ser
verificado pelo teste de atividade antioxidante que foi observado em
maior porcentagem no tratamento a 28°C. Com relagéo aos conteidos
de agucares totais e amido, ocorreu diminuicdo do contelido destes
compostos produzidos pelas algas na temperatura de 28°C e no
tratamento CAN.

Para os dados da fluorescencia da clorofila a analisados através do
PAM, verificou-se decréscimo da irradiancia de saturacdo (lk) da alga
L.catarinensis na temperatura de 28°C, o mesmo também foi
observado nos parametros AF/F'm, ETR e a ETR. Para os dados de
Fv/Fm tanto os tratamentos CBN quanto CAN decresceram seus
valores em temperaturas de 28°C.

PALAVRAS CHAVE: Laurencia catarinensis, aquecimento global,
estressores locais.



ABSTRACT

Among the red algae, representatives with richest secondary
metabolism are delimited by genus Laurencia (Ceramiales,
Rhodomelaceae). These metabolites have important ecological role
and highlighted biotechnological potential. Several species of this
genus have a metabolism able to synthesize different classes of
substances, sesquiterpenes being the most abundant and characteristic
of the genus. These important roles in marine ecosystems are
threatened by global warming and local stressors because these
environmental changes can impair the physiological fitness,
impoverishing the secondary metabolism. Thus, this study was carried
out to know the reproductive phenology of L. catarinensis in the
summer and winter seasons and then evaluate the impacts of global
warming and anthropogenic pollution on biochemical and
physiological aspects of seaweed.

First, this study evaluated the seasonal variation of concentrations of
photosynthetic pigments, Total sugars, starch, total phenolics,
antioxidant activity and can be seen that there was an increase of
chlorophyll content, Phycobiliproteins, total sugars and starch in the
winter period prescribed and increasing concentrations for the
phenolic compounds and carotenoids in the summer period, for
practically all reproductive stages. Inside this context, it was possible
to conclude, with this study, which could take the increased sensitivity
of L. catarinensis to factors such as global warming and anthropogenic
pollution. For the growth rate on the lower temperatures with the
addition of nutrients, the growth of macroalgae was higher ranging
from (0.58 mg / gDW to 3.37 mg / gDW). High levels of pollutants
and increasing temperature to demonstrate toxicity seaweed causing
biochemical and physiological changes, reducing the production of
chlorophyll in treatments with high concentrations of nutrients (HNC)
and of 28 °C, however increasing concentrations of pigments
acessories Phycoerythrin and Phycocyanin and for increased light
reception the photosynthetic apparatus. Thus, the profile analysis of
carotenoids determined by high performance liquid chromatography



(HPLC) identified Lutein, Zeaxanthin and a-carotene. Lutein was the
major compound in all treatments. Regarding the profile of phenolic
compounds (determined by HPLC) The following compounds were
detected: epicatechin, gallocatechin, epigallocatechin, caffeic acid, 4,5
dicaffeoylquinic, coumaric acid and two as yet unidentified
compounds (Compound X-Rt 4.3 min, compound Y-Rt 9.2 min),
being the major compound epicatechin. The content of phenolic
compounds and carotenoids was associated with increases in
temperature and photoprotection and stress caused by the increase of
nutrients, where it can be verified by the test that the antioxidant
activity was observed in a greater percentage in the treatment at 28°C.
Relative to those of total sugars and starch content, a decrease in the
temperature of 28°C and HNC, these compounds produced by algae.
For the chlorophyll a fluorescence , there was a decrease in saturation
irradiance (k) of the algae L.catarinensis at 28°C, it was also
observed in parameters AF/ F'm parameters ETR and o ETR. For data
Fv / Fm both treatments LNC and HNC decreased their values in
temperatures of 28°C.

KEY WORDS: Laurencia catarinensis, global warming, local
stressors.
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1 Introducéo Geral

As alteracBes ambientais em decorréncia das mudangas
climaticas globais e dos impactos antropicos, especialmente nas regides
costeiras, sdo algumas das maiores preocupacgdes atuais em relagdo a
crise que vive a biodiversidade mundial. As alteracbes no
comportamento do clima sd8o majoritariamente em decorréncia da
gueima de combustiveis fosseis, que resultam no aumento do efeito
estufa, colocando em risco a biodiversidade do planeta (Buckeridge et
al, 2007). Declinios na biodiversidade também ja foram observados
mundialmente em decorréncia dos impactos antropicos (Liu et al., 2007;
Connell et al. 2008), especialmente em ambientes marinhos, onde é
possivel que impactos locais (ex. liberacdo de nutrientes, decorrente da
descarga de esgotos domésticos) se combinem com mudancgas globais
acelerando alteraces ecoldgicas em areas mais amplas da costa.

Neste contexto, o ambiente marinho costeiro tem sido
fortemente afetado, pois cerca de 60% da populacdo humana estd
concentrada cerca de 100 km distante do mar e margens costeiras
produtivas dos oceanos, sendo que essa proporcdo devera aumentar até
75% nas proximas décadas devido ao crescimento demografico
(Vitousek et al.1997).

Dentre os fatores relacionados as mudancas climaticas,
podemos citar o aumento da temperatura da atmosfera e
consequentemente da dgua do mar. A temperatura da superficie do mar
(TSM) no Oceano Atlantico tem aumentado nas ultimas décadas, sendo
gue no Atlantico Sul, esse aumento foi intensificado a partir da segunda
metade do século XX, possivelmente devido as mudancgas na camada de
0zonio sobre o Polo Sul e também ao aumento dos gases efeito estufa
(PBMC, 2012). Segundo dados do IPCC (Painel Intergovernamental de
Mudangas climéticas), divulgados no quinto relatério (AR5), o oceano
tem absorvido mais de 80% do calor acrescentado ao sistema climatico,
0 que provocard um aumento de pelo menos 4°C na superficie do mar (
IPCC, 2014). O aumento da temperatura dos oceanos e do nivel do mar
sdo indicadores consistentes de aquecimento do planeta.

Eventos climaticos extremos, como ondas de calor, sdo
previstos a aumentar em frequéncia e magnitude como consequéncia do
aquecimento global, mas seus efeitos ecoldgicos em ecossistemas
marinhos ainda sdo mal compreendidos (Wernberg et al. 2012).
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2 OBJETIVO GERAL

Conhecer a ecofisiologia dos diferentes estadios reprodutivos da
macroalga Laurencia catarinensis encontrados nas estacfes de Verdo e
Inverno, bem como avaliar os impactos causados pela variacdo de
alguns fatores associados ao aquecimento global e também estressores
locais sobre aspectos bioquimicos e fisioldgicos da alga.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a variagdo fenoldgica da populacdo ao longo de
trés anos;

e Avaliar a fisiologia da alga, através de pigmentos, metabolitos
primarios e metabdlitos secundarios dos estadios reprodutivos
nas estacdes de verdo e inverno;

e Realizar experimento com diferentes temperaturas e
concentracBes de nutrientes, para simular a variacdo de um
fator associado ao aquecimento global e outro a poluicdo
antrépica

3 Material e Métodos

3.1 Locais de Estudo

As coletas foram realizadas na Ilha do Xavier localizada a cerca de 4,5
km a leste da Ilha de Santa Catarina, em frente a Praia Mole e na Praia
da Barra, de apenas 70m de extensdo, localizada no canto Sul da Barra
da Lagoa, Floriandpolis, Brasil. De maneira geral, essas regides
apresentam caracteristicas oceanograficas relativamente homogéneas,
apesar de sua dindmica de pequena e mesoescala ainda ser
modestamente conhecida (Pereira et al. 2009). As aguas costeiras e
oceanicas da plataforma continental sul estdo sob a a¢do dindmica da
convergéncia bilateral das correntes do Brasil (CB) e das Malvinas
(CM), formando o limite oeste da Convergéncia Subtropical (CS). A CB
transporta massas de agua de origem tropical para o sul, até cerca de
36°S, onde converge com aguas frias e menos salinas oriundas de sul
transportadas pela CM (Rossi- Wongtschowski & Madureira, 2006).
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Para o experimento, as amostras foram coletadas somente na Ilha do
Xavier e para os estudos fenol6gicos, nos dois locais.

3.2 Material algal e Fenologia

As coletas foram realizadas em trés areas dos costdes rochosos da Ilha
do Xavier, com as respectivas localiza¢des (27°36°33‘S 48°23°09‘W;
27°36°35°°S 48°23°10°“W e 27°36°38°°S 48°23°15°“W), e Praia da Barra
(27°3421.9"S  48°25'05.9"W;  27°34'24.1"S  48°25'16.7"W e
27°34'20.0"S  48°24'59.6"W) nos periodos de Fevereiro/2012,
Agosto/2012, Fevereiro/2013, Agosto/2013 e Fevereiro/2014. As algas
foram coletadas manualmente, com auxilio de quadrado 10x10 cm, para
a delimitacdo da area e foram colocadas em sacos plésticos. Em
laboratério, as algas foram triadas em lupa para separacdo dos estadios
reprodutivos, pesadas, embaladas em papel aluminio e armazenadas em
freezer para posteriores extragdes.

3.3 Material algal e Experimento

Amostras de Laurencia catarinensis foram coletados em marco de 2014,
na llha do Xavier (27°36'33 "S 48°23'09'W, 27°36'35"S 48°23'10"W,
27°36'38 "S 48°23'15"W). Originalmente, as amostras seriam coletadas
na llha do Arvoredo, Praia da Barra e llha do Xavier, onde a alga havia
sido encontrado previamente, mas foi verificado o desaparecimento das
algas na llha do Arvoredo e declinio da populagdo na Praia da Barra.
Assim, para analisar as possiveis causas desses eventos, foi proposto o
experimento para que se pudesse avaliar como a populagdo de
Laurencia catarinensis suportaria fisiologicamente o aumento da
temperatura e da poluicdo na &gua do mar. Por isso, optou-se por
realizar os experimentos com as algas da llha do Xavier, devido a
proporcao de algas desta espécie na localidade.

As medicbes das condi¢bes de campo da irradidncia, temperatura da
agua do mar, salinidade, turbidez, pH e oxigénio dissolvido foram:
691,7+0,04 pmol de fotons.m?s™, 20°C, 32, 0 NTU, 8,1+0.02,
6,7+0,03mg/L, respectivamente.

As amostras foram coletadas do costdo rochoso durante a maré baixa e
transportados em caixas térmicas com agua do mar para o laboratorio,
onde foram triados para remover epifitas e epifauna. Estes segmentos de
talos foram cultivados sob as mesmas condic6es (20°C, com 0,96 UM de
N-NH,"; 0,46 uM de P-PO,% ¢ 0,38uM de N-NO3 - condi¢do controle)
durante 24 horas antes da sua utilizagdo no experimento. Assim, 0s
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tratamentos com nutrientes foram denominados CBN quando
concentracdo baixa de nutrientes, CIN com concentragdes
intermediarias de nutrientes e CBN a niveis elevados em relagdo ao
nivel natural. As concentragdes de nutrientes utilizadas no experimento
foram determinadas de acordo com 0s cenarios mais preocupantes de
poluicdo antropica, que pode ser evidenciado na China.

O experimento mesocosmo foi realizado sob luz natural durante 30 dias,
em casa de vegetacdo (Figura 1 e 2). Trés diferentes temperaturas de
agua (20°C, 24°C e 28°C) foram estabelecidas por chillers (GELAQUA)
e trés combinagfes de concentracdo de nutrientes (CBN: 0,96 uM de
amonio, 0,46 uM de fosfato, 0,38 UM de nitrato; CIN: 40 uM de
amonio, 2 uM de fosfato, 10 uM de nitrato; CAN: 80 uM de ambnio, 5
UM de fosfato, 40 uM de nitrato, foram realizadas usando ((NH,) 2SOy,
Na,H,PO,, NaNO3). A adicdo destes nutrientes foi realizada diretamente
nas caixas dagua com agua do mar. Para isso, os valores de nutrientes
gue a agua ja continha, foram descontados para a obtencdo dos valores
desejados.

As amostras com 20°C e a concentracdo mais baixa de nutrientes foram
consideradas como o controle, por ser a condicdo mais parecida a
ocorrida em campo. O experimento consistiu em nove combinacfes de
tratamentos com n = 4, no ambito de um sistema de fluxo fechado e
estavel. Cada tratamento foi fornecido por um tanque com 300 litros de
adgua do mar, com as temperaturas e concentracdo de nutrientes
controladas. Cada tanque fornecia agua para quatro frascos de plastico
transparentes com capacidade de 2,5 litros, contendo 15g de L.
catarinensis amarradas em uma lamina de vidro.

As medidas de O, dissolvido, pH, salinidade, turbidez, temperatura e
irradiancia foram avaliadas diariamente por meio de egupamentos:
WTW Oximetro Oxi 315i, medidor de pH AT-315 Alfakit,
Refratdmetro SZJ- S10, Termémetro e Quantémetro LI-COR LI-1400,

respectivamente.
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Figura 2: Experimento com a macroalga Laurencia catarinensis em casa de
vegetacdo.
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3.4 Métodos analiticos

As analises de nutrientes da dgua, Biomassa, extracfes e quantificaces
de Clorofila a, Ficobiliproteinas, Carotenoides, Atividade
Antioxidantes, compostos fendlicos e Amido, foram realizadas para as
amostras do estudo fenoldgico. Todas as concentragdes foram
determinadas por espectrofotometria.

Para o experimento realizado com a macrolaga, as concentracdes de
Clorofila a, Ficobiliproteinas, Acucares Totais, Amido também foram
quantificadas por espectrofotometria. No entanto, as analises de
carotenoides e compostos fendlicos, foram realizadas a partir de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Adicionalmente, também foram
realizadas as analises de % da Taxa de crescimento relativo e analise da
fotossintese a partir da Fluorescéncia da clorofila a.

3.4.1 Analises dos Nutrientes da agua

Para as andlises dos nutrientes na agua, as amostras foram colocadas em
garrafas de PVC. Em laboratério, as amostras de agua foram filtradas
com filtros GF/F Whatman com malha de 0,45 um. Os filtros utilizados
para determinacdo do material particulado em suspensdo foram
preparados de acordo com Strickland & Parsons. (1972). Os nutrientes
inorganicos dissolvidos (NOs?, NH,", PO,*) foram determinados pelo
método colorimétrico, utilizando-se espectrofotdmetro (Prd-andlise,
UV-1100), provido de cubetas com 5 cm de passo optico. O Nitrato e 0
fosfato foram determinados segundo Grasshoff et al. (1983). Utilizou-se
uma coluna para reducéo através de um sistema heterogéneo de granulos
de cadmio, para a determinacdo do nitrato. A concentracdo de N-
amoniacal foi determinada seguindo os métodos descritos por Tréguer e
Le Corre (1976). As andlises dos nutrientes da &gua foram realizadas
para todas as coletas da Fenologia. Para o experimento, as analises eram
realizadas de 48 em 48 horas para monitoramento das concentracdes dos
nutrientes.

3.4.2 Taxa de Crescimento relativa (TCR)
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Os efeitos dos fatores temperatura e concentragcdes de nutrientes no
crescimento dos talos de L. catarinensis foram avaliadas por meio de
medidas de massa fresca no inicio do experimento, o qual foi
estabelecido peso de 15g para todas as réplicas, e obtido 0s pesos no
final do experimento. A taxa de crescimento foi calculada segundo a
formula de Penniman et al. 1986.

TC = [(MF/MF)* -1].100
Mfi=Massa fresca final
Mfi=Massa fresca inicial

t= tempo

3.4.3 Extrac&o de Ficobiliproteinas

A extracdo dos pigmentos foi realizada através da trituracdo de 0,3 g
(massa fresca) de cada amostra em nitrogénio liquido. O macerado foi
suspenso em 4 mL de tampé&o fosfato 50 mM, pH 5,5 e temperatura de
4°C. A solucdo foi centrifugada por 20 minutos (4000 rpm a 4 °C) e 0
sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas, foi retirado e mantido no
escuro até a leitura em espectrofotometro (A = 498,5, 614 e 651 nm). A
determinacdo da concentracdo das ficobiliproteinas foi realizada
utilizando-se as formulas descritas por Kursar et al. (1983). Os
resultados foram expressos em mg de pigmentos por g de massa seca.

FC= (151.1*Ag14)-(99.1*Ags1)
FE= (155.8*A498)-(40*A614)-(10.5*651)
3.4.4 Extracdo de Clorofila a

A extracdo de clorofila a foi realizada através da trituracdo de 0,3 g
(massa fresca) de cada amostra em nitrogénio liquido. O macerado foi
suspenso em 4 mL de acetona 90%, de acordo com Ritchie (2008). A
solucdo foi centrifugada (4000 rpm a 4 °C) durante 15 minutos e o
sobrenadante, contendo a clorofila a, foi transferido para tubos de
eppendorfs vedados e mantidos no escuro até a leitura em
espectrofotdmetro da marca BIOSPECTRO SP-220 (A = 630, 647 ¢ 664
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nm). A determinagdo da concentracdo de clorofila a foi realizada
utilizando-se a férmula descrita por Ritchie (2008). Os resultados foram
expressos em mg de clorofila a por g de massa seca.

Chl-a = 11,406* (A664— A750)

3.4.5 Extracdo de Carotendides

A extracdo dos carotenoides totais foi realizada com metanol (0,5 g de
massa seca, n = 3). O extrato recuperado foi submetido a
espectrofotometria UV-Vis para determinacdo do teor de carotendides
totais (A = 480 nm). Os carotenoides totais foram determinados através
da férmula de a-caroteno (0.01-12 pg mL ™y = 1019x; r® = 0.998). Esta
analise foi realizada somente para os dados de fenologia.

3.4.5.1 Determinacédo de Carotendides por CLAE

As amostras do experimento foram submetidas a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia . Dessa forma, os carotendides foram extraidos a
partir de amostras (0,5 g de massa seca, n = 3) com metanol. Os extratos
foram centrifugados (10 min., 4000 rpm). Uma aliquota (10 uL, n =3)
foi injetada na cromatografia liquida (LC-10A da Shimadzu) equipado
com uma coluna de fase inversa C18 (Vydac 218TP54; 250 mm x 4.6
mm &, 5 um, 30 °C), protegida por uma coluna de fase reversa de 5 um
(Vydac 218GK54) e detector and a UV-vis (450 nm). As elui¢Bes foram
realizadas com MeOH: CH5CN (90: 10, v/v) com fluxo de 1 mL.min™.
A identificacdo dos carotendides (a-caroteno e luteina) foram realizados
utilizando o tempo de retengdo e co-cromatografia dos compostos
padrbes (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), bem como, por analogia
com outros relatérios de analise de carotendides por RP-CLAE -UV-
visivel em condicdes semelhantes (Scott e Eldridge 2005; Hulshof et al
2007). A gquantificagdo de Carotenoides foi baseada nas curvas padrdes:
luteina (0.5 - 45 pg mL™; y= 7044x; r* = 0.999) ¢ a-caroteno (0,01-12
ug mLhy = 1019x; r? = 0,998).

3.4.6 Analise da Fotossintese a partir da fluorescéncia da clorofila a

As analises da Fluorescéncia da clorofila a, foram realizadas somente
para o experimento. O desempenho fotossintético foi estimado in vivo
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pela fluorescéncia da clorofila a (chl a) do PSII usando um fluorémetro
portatil (Junior-PAM, Walz, Alemanha), em cada lamina contendo alga
(n = 3 repeticdes para cada tratamento). As definicbes ideais para a
espécie estudada foram previamente avaliadas em condigdes in situ e
uma vez definido foram mantidas constantes (ganho = 1 e intensidade da
luz de medida = 8). A duragdo do impulso de saturante foi de 0,8 seg.
Para cada amostra foram medidos rendimento quéantico efetivo do
fotossistema I, AF / F'm , onde AF = F'm - Ft; F'm é a fluorescéncia
méxima de uma amostra iluminada; Ft é o transitério da fluorescéncia
(Schreiber et al., 1994); ETR (taxa de transporte de elétrons) absoluta
porque foi medida a absortancia de cada amostra. Portanto, ETR = AF /
F'mx 0,5 x absx PAR, onde PAR é a radiacdo fotossinteticamente
ativa, como pmols fétons m? s™, abs é a absortancia da amostra ( a abs
das amostras de L. catarinensis foram em média 0,915). Para medi¢des
de rendimento quéntico maximo, as algas foram mantidas no escuro por
15 minutos. As curvas de fotossintese- irradiancia foram geradas com
base na proporcdo de ETR e parametros foram calculados por Webb et
al. (1984) e Platt et al. (1980), dessa forma, o rendimento maximo
guantum (Fv/Fm), a taxa maxima de transporte de elétrons (ETRmax),
eficiéncia fotossintética (oo ETR) e irradiacdo de saturacdo (lk) foram
obtidos.

3.4.7 Determinacdo do contetido de compostos fendlicos totais

A determinacdo do conteido de compostos fendlicos totais foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Arnaldos et al. (2001) com
modificacbes baseadas em Schiavon (2012). Utilizou-se 0,5 g de
biomassa seca e 5 mL de metanol 80%, agitou-se no vortex e incubou-se
por 1h ao abrigo de luz. Logo, as amostras foram centrifugadas por 5
min a 4000 rpm e temperatura ambiente. Retirou-se o sobrenadante e
entdo utilizou-se 150 pL reativo de Folin- Ciocalteu e 1,650 pL de
carbonato de sodio 2% (p/v). Para as leituras em espectrofotdmetro
(BIOSPECTRO S0-220) utilizou-se o comprimento de onda de 750 nm
. A guantificacdo dos compostos fenolicos totais foi realizada a partir da
curva padrdo de acido galico (50 a 800 dg.mL-1 — r2 = 0,99; y =
1,254x). Esta andlise foi realizada somente para os dados de fenologia.

3.4.7.1 Determinacao do contetido de compostos fendlicos por CLAE

Os compostos fendlicos foram extraidos a partir de amostras (0,5 g de
massa seca, n = 3) utilizando metanol 80%. As solugBes foram
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centrifugadas (10 min, 4000 rpm). O extrato (10 pL, n = 3) foram
injetados no cromatdgrafo liquido (Shimadzu LC-10A) equipado com
uma coluna C18 de fase reversa de 5 um (Shim-pack C18; de 250 mm x
4,6 mm @, 5 um, 30 °C) e um detector de UV-vis (280nm). A eluicéo foi
realizada com 4gua: 4cido acético: n-butanol (350: 1: 10, v/ v/ v), aum
fluxol de 0,8 mL.min-1. A Identificacdo polifendlicos foi realizada
utilizando os tempos de retencdo e de co-cromatografia de compostos
padrdo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A guantificacdo dos
compostos fendlicos baseou-se na curvas padrdo de acido galico ((2.5-
200 pg mLY; y = 795.00x; r> = 0.999). Esta analise foi realizada
somente para o experimento.

3.4.8 Inibic&o do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

A metodologia utilizada foi descrita Tait et al. (1996). Para a avaliacdo
guantitativa, 100 pL de cada extrato, obtido pela extracdo com
methanol 80% ( 0.1 mg.mL™") foi acrescido de 2,9 mL da solucdo de
DPPH (200 pg.mL™) (Sigma-Aldrich, USA) e deixado 1 h no escuro a
25°C. Para as leituras em espectrofotdmetro utilizou-se o comprimento
de onda de 517 nm ( espectrofotometro BIOSPECTRO SP-220). A
atividade de sequestro do radical DPPH foi calculada pela equacédo
abaixo:

% de inibicdo: [(Abs controle (DPPH) - Abs final da amostra)/
Abs controle (DPPH)] x 100

3.4.9 Extracdo de agUcares sollveis totais

A extracdo de acucares sollveis totais foi feita de acordo com a
metodologia proposta por Shannon (1968). As amostras foram trituradas
em nitrogénio liquido (0,05 g — massa fresca) com a posterior adi¢do de
2 mL da solucio MCW (metanol:cloroférmio:agua) (12:5:3, viv). A
solucdo foi centrifugada (4000 rpm a 4°C) por 5 minutos, o
sobrenadante foi coletado e o residuo foi novamente extraido com 2 mL
da solu¢do de MCW (5 minutos, 4000 rpm a 4°C). Os sobrenadantes
foram reunidos, adicionados de 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua e
o0 extrato foi novamente centrifugado. A fase superior dos extratos foram
coletadas e utilizada para analise dos agUcares. A dosagem dos agucares
sollveis totais foi realizada de acordo com o método de Umbreit &
Burris (1964). Aliquotas de 1 mL do extrato foram acrescidos de 2 mL
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do reagente antrona (200 mg de antrona em 100 mL de acido sulfurico
concentrado), sendo agitados em vortex e aquecidos em banho-maria a
100° C por 3 minutos. Apos, procedeu-se a leitura das amostras a 630
nm em espectrofotometro. A quantificacdo dos agUcares sollveis totais
foi feita a partir da curva padréo de glucose (1 a 200 pg. mL™- r2= 0,99;
y = 0,008x). Os resultados foram expressos em mg de glucose por g de
massa seca. Esta analise foi realizada somente para o experimento.

3.5 Extracéo de amido

A metodologia descrita por McCready et al. (1950) foi utilizada para
determinar o teor de amido. Ao residuo da centrifugacdo do extrato,
foram adicionados 2 mL de &cido perclérico 30 % (v/v). A solucdo foi
centrifugada (4000 rpm a 4°C) por 5 minutos, o sobrenadante foi
coletado e o residuo foi novamente extraido com 2 mL da solucdo de
acido percldrico 30 % (5 minutos, 4000 rpm a 4°C). Os sobrenadantes
foram reunidos. A dosagem do amido foi realizada de acordo com o
método de Umbreit & Burris (1964). Aliquotas de 1 mL do extrato
foram acrescidos de 2 mL do reagente antrona (200 mg de antrona em
100 mL de &cido sulfarico concentrado), sendo agitados em vdrtex e
aquecidos em banho-maria a 100° C por 3 minutos. Apos, procedeu-se a
leitura das amostras a 630 nm em espectrofotometro. A quantificagdo
dos acUcares sollveis totais foi feita a partir da curva padrdo de glucose
(1a75pg. mL™-r2= 0,99; y = 0,341x). Os resultados foram expressos
em mg de glucose por g de massa seca.

3.6 Medidas dos fatores abidticos: Oxigénio dissolvido, pH , Salinidade,
Irradiancia, Temperatura e Turbidez

Para a avaliagdo do O, dissolvido foi utilizado o equipamento (Oximetro
WTW Oxi 315i), para o pH (pHmetro AT-315 Alfakit), salinidade foi
medidada com refratometro SZJ- S10, Irradiancia com o Quantdmetro
LI-COR LI-1400, para a Temperatura foi usado um Termdmetro de
mercurio 0,5°C de precisdo e a Turbidez foi medida através do
Turbidimetro Plus I1- Alfakit.

3.7 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) e teste de
Student-Newman-Keuls'. Todas as analises estatisticas foram realizadas
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utilizando o pacote de software Statistica, considerando p<0.05. Para
diferencas significativas, post hoc foi realizada utilizando Teste de
maltiplas comparages Newman-Keuls. A homogeneidade da variancia
foi testada a priori, pelo teste de Cochran. Essas analises foram
realizadas para o Experimento e Fenologia.

O grupo de dados multivariados foi analisado em MVSP 3.2 software
(multivariada Statistical Package for Windows) (Kovach 2005), pela
técnica estatistica de Analise de Componentes Principais (PCA- Analise
de Componentes Principais). Esta analise foi realizada somente para o
Experimento.

CAPITULO 1

RestricBes fenotipicas e metabdlicas de Laurencia catarinensis imposta
por variagdes sazonais em costdes rochosos subtropicais

1 Introducéo

A preocupagdo com os impactos da mudanca do clima (IPCC 2013) tem
motivado esforcos para avaliar as mudangas sazonais de padrdes
fenoldgicos e metabdlicos das populagbes-chave, que caracterizam
diferentes aspectos de sua biologia, avaliando eventual relacdo entre
estes aspectos e fatores ambientais, como temperatura (Araujo et al.
2007; Bravin & Valentin, 2002). Essas mudancas fenoldgicas tém sido
relacionadas a respostas bioldgicas ao aquecimento do clima dos Gltimos
150 anos clima (Beebee, 1995; Parmesan & Yohe, 2003).

Nos ecossistemas terrestres, para muitas espécies, o clima influencia nas
principais fases do seu ciclo de vida anual, como a migragao,
florescimento e acasalamento. Como o clima esquentou nas Ultimas
décadas, o calendario destes eventos foi alterado em algumas partes do
pais. Assim, em ecossistemas marinhos, os impactos da mudanca
climatica causa diminuicdo da produtividade do oceano, alteracdo na
dindmica da cadeia alimentar, reducdo da abundancia de espécies de
formacéo de habitats, deslocando a distribuicdo das espécies (Gulberg &
Bruno, 2010; Harley et al. 2006).
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Em ecossistemas costeiros estes esforgos estdo concentrados em
representantes de areas temperadas, principalmente na biodiversidade
marinha da flora do Sul da Austréalia por ter 30-40% das espécies do
mundo de macroalgas e até 50% de suas espécies sdo estimadas
endémica (Wernberg et al. 2011; Kopsell et al. 2006). Assim, essas
informacges sdo importantes para 0 monitoramento e gestdo ambiental
no contexto das mudangas globais (Espinoza-Avalos 2005), em
ambientes tropicais ou transitorias, sdo necessarios esforgos adicionais.
Nas areas de transicdo biogeografica, como provincias subtropicais
representados no Atlantico ocidental por Sul do litoral brasileiro, as
mudancas sazonais na temperatura e irradiancia sdo bem conhecidos. No
entanto, estes padrBes estdo mudando nas Ultimas décadas, devido as
mudancas climaticas. Um estudo recente de temperaturas maximas e
minimas no sul do Brasil durante o periodo 1960-2002 apontou para um
aquecimento sistematico do Sul, as mudancas de sensoriamento de
temperatura maxima e minima nos niveis anuais e sazonais (Marengo,
2010). A temperatura da superficie do mar no Oceano Atlantico, tem
aumentado nas ultimas décadas e no Atléantico Sul, este aumento foi
intensificado a partir da segunda metade do século XX, possivelmente
devido a alteragcdes na camada de ozbnio sobre o P6lo Sul e do aumento
dos gases de efeito estufa (PBMC, 2012). Essas mudangas podem afetar
os padrdes fenoldgicos das algas entremarés. O crescimento e a
reproducdo destes organismos sdo resultado de ajustamentos
metabolicas dos sistemas biologicos. Esses ajustes podem resultar em
alteragdes fenotipicas ou mesmo na selecdo de genotipos com
particularidades bioquimicas (Forrest & Miller-Rushing, 2010; Wilczek
et al. 2010.) Assim, os fatores que determinam a distribuicdo quali-
guantitativa desses produtores primarios variam, apesar de ser muitas
vezes relacionados a dessecacdo, irradiancia, hidrodindmica, fotoperiodo
e também a disponibilidade de nutrientes (Lobban & Harrison, 1997).
Entre os fatores que determinam essas alteracGes na expressdo genética,
a temperatura produz grandes mudancas de comportamento, distribuicdo
ou variacdes fenotipicas sazonais de organismos marinhos (Tittensor et
al. 2010; Eggert, 2012).

Tradicionalmente sob condigdes estressantes, com limitag&o de recursos
para a fotossintese, como menor luminosidade e fotoperiodo, poderia
ocorrer a inibicdo do desenvolvimento, especialmente em algas de
ambientes tropicais. Reis & Valentin (2000) no estudo realizado com a
alga vermelha Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux encontraram
mais talos vegetativos do que reprodutivos no verdo, o que foi atribuido
por fatores abidticos, como temperatura e mais horas de luz solar.
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Plantas Cistocarpicas representam uma baixa proporcdo de biomassa
enquanto plantas masculinas ndo foram encontrados. Assim, a raridade
de gametofitos provavelmente, pode ter ocorrido pela substituicdo de
reproducgdo sexual por reproducdo assexuada ou reprodugédo vegetativa
via apomixia. Quando estas temperaturas limitam o crescimento e/ou
reproducdo é observada a reducdo do tamanho ou da frequéncia de
estruturas reprodutivas (Dring, 1988; Molenaar, 1996), o mesmo
verificado por Paula & Oliveira Filho (1980) que descreveram aspectos
fenoldgicos de duas populagdes Sargassum cymosum C. Agardh que
apresentaram valores mais elevados na altura do talo e biomassa no final
da primavera e os valores mais baixos no verdo ou inicio do outono.
Além disso, as alteragdes fenotipicas interferem na sintese de diferentes
categorias de substdncias quimicas que causam alteracdes no
metaboloma de organismos sesseis especialmente em algas (Van
Alstyne et al. 2001). Dessa forma, as algas podem responder @ mudanca
na concentracdo e proporcdo de pigmentos fotossintéticos/pigmentos
fotoprotetores, fotoinibicdo dindmica (Abdala-Diaz et al. 2006), a
atividade eficiente de sistemas antioxidantes (Bischof & Rautenberger
2012), a atividade celular de carboxilagdo (Davison, 1991) e a variagdo
da composicéo lipidica e fluidez das membranas (Steinhoff et al. 2012).
Em certas estacGes extremas de temperatura, por exemplo, exigem
elaborados mecanismos antioxidantes. Estes mecanismos sdo defesas
essenciais para a manutencdo dessas populacdes em periodos adversos
(Bischof & Rautenberger 2012; Bouzon et al. 2012). As demandas de
energia decorrente do estresse oxidativo, resultando em um déficit
exigindo limitacdo fenotipica podem reduzir a fertilidade dos
gametofitos e tetrasporéfitos, como observado em espécies de
Gracilaria (McLachlan & Edelstein, 1977; Rabanal et al.1997,
Marinho-Soriano et al.1998). Ramlov (2010) observou em seu estudo
gue o teor de carotentides em Gracilaria dominguensis, apresentaram
variagbes sazonais e anuais, 0 que demonstra que a mudanca na
concentracdo destes compostos pode representar uma estratégia de
estagios reprodutivos as variacGes dos fatores ambientais observadas
entre os anos de amostragem. Estudos com Chondracanthus acicularis
(Roth) Fredericq (como Gigartina acicularis) tém respostas
guantitativas para dia de fotoperiodo longo atuando apenas na reducéo
do tempo necessario para a diferenciacdo de tetrasporangios (Guiry,
1984). Portanto, a caracterizacdo de popula¢des naturais é extremamente
importante para que se possa inferir estimativas da populagdo frente a
respostas a fatores de estresse, tais como aumento de temperatura em
ecossistemas marinhos. Além disso, estudos de aspectos fenol6gicos séo



39

fundamentais para viabilidade do aproveitamento econémico da espécie.
Assim, o presente estudo buscou avaliar, através do estudo fenoldgico
reprodutivo, a influéncia das estagcBes de verdo e inverno sobre a
fisiologia da alga Laurencia catarinensis através das analises de
biomassa, clorofila a, Ficobiliproteinas, carotendides, compostos
fendlicos, atividade antioxidante e amido.

2 Material e Métodos
2.1 Coleta do Material

As coletas foram realizadas em trés areas dos costdes rochosos da llha
do Xavier e da Praia da Barra, as duas localizadas em Floriandpolis, SC.
Nos periodos de Fevereiro/ 2012, Agosto/2012, Fevereiro/2013,
Agosto/2013, Fevereiro/2014. As algas foram coletadas manualmente,
com auxilio de quadrado de PVC com 10x10 cm, para a delimitacdo da
area com o numero amostral de 15 quadrados, sendo 5 quadrados para
cada area. Todas as amostras foram armazenadas em sacos plasticos
para posterior triagem em laboratério.

2.1.2 Processamento do material em Laboratério

As algas foram triadas em Lupa para a separacdo dos estadios
reprodutivos, pesadas e armazenadas em papel aluminio para posterior
extracdo de pigmentos e metabdlitos primarios e secundarios.

3 Métodos Analiticos
3.1 Andlise dos Nutrientes da agua

As amostras de agua coletadas em campo, foram filtradas com filtros
GF/F Whatman com malha de 0,45 pm. Os filtros utilizados para
determinacdo do material particulado em suspensdo foram preparados
de acordo com Strickland & Parsons. (1972). Os nutrientes inorganicos
dissolvidos (NO3? NH,", PO,?) foram determinados pelo método
colorimétrico, utilizando-se espectrofotdmetro (Pré-anélise, UV-1100),
provido de cubetas com 5 cm de passo éptico. O Nitrato e o fosfato
serdo determinados segundo Grasshoff et al. (1983). Para o processo de
reducdo do nitrato, foi utilizada uma coluna através de um sistema
heterogéneo de granulos de cadmio. A concentracdo de N-amoniacal foi
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determinada seguindo os métodos descritos por Tréguer e Le Corre
(1976).

3.1.2 Pigmentos fotossintetizantes

Para as extra¢des dos pigmentos foram utilizadas 0,3 g de massa fresca,
(n=3) . As amostras foram trituradas em nitrogénio liquido e extraidas
com 50 mM de tampado fosfato (pH 5,5). O homogenato foi centrifugado
a 4000 rpm por 20 min a 4°C para a extracdo das ficobiliproteinas
presentes no sobrenadante. A extracdo de clorofila a foi realizada com
acetona 90% e centrifugada (centrifuga EPPENDORF 5810R) a 4000
rpm por 15 minutos a 4°C. Os carotenoides foram extraidos com 0,5 g
de massa seca e metanol PA (n=3). Os pigmentos foram quantificados
por espectrofotometria (espectrofotometro BIOSPECTRO SP-220). As
concentracBes de ficobiliproteinas foram calculadas de acordo com
Kursar et al. (1983), Ritchie (2006,2008) para clorofila a e os
carotenoides totais foram determinados através da formula de a-
caroteno (0.01-12 pg mL™;y = 1019x; r* = 0.998).

3.1.3 Determinacao do conteido de compostos fendlicos totais

A determinacdo do conteldo de compostos fendlicos totais foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Arnaldos et al. (2001) com
modificacbes baseadas em Schiavon (2012). Utilizou-se 0,5 g de
biomassa seca e 5 mL de metanol 80%, agitou-se no vortex e incubou-se
por 1h ao abrigo de luz. Logo, as amostras foram centrifugadas por 5
min a 4000 rpm e temperatura ambiente. Retirou-se o0 sobrenadante e
entdo utilizou-se 150 uL reativo de Folin-Ciocalteu e 1,650 pL de
carbonato de sodio 2% (p/v). Para as leituras em espectrofotdmetro
utilizou-se o comprimento de onda de 750 nm . A quantificacdo dos
compostos fenolicos totais foi realizada através da curva padrdo de
acido galico (50 a 800 dg.mL™ — r* = 0,99; y = 1,254x).

3.1.4 Inibicdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

A metodologia utilizada foi descrita Tait et al. (1996). Para a avaliacdo
quantitativa, 100 pL de cada extrato obtido pela extragdo com metanol
80% (0,1 mg.mL %) foi acrescido de 2,9 mL da solugdo de DPPH (200
ng.mL ") (Sigma-Aldrich, USA) e deixado 1 h no escuro a 25°C. Para
as leituras em espectrofotdmetro utilizou-se 0 comprimento de onda de
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517 nm ( espectrofotometro BIOSPECTRO SP-220). A atividade de
seqiestro do radical DPPH foi calculada pela equacéo abaixo:

% de inibicdo: [(Abs controle (DPPH) - Abs final da amostra)/ Abs
controle (DPPH)] x 100

3.1.5 Extracéo e dosagem de amido

A metodologia descrita por McCready et al. (1950) foi utilizada para
determinar o teor de amido. Foi utilizada 0,050 g de biomassa seca para
a extracdo. Ao residuo da centrifugacdo do extrato, foram adicionados 2
mL de acido percldrico 30 % (v/v). A solugdo foi centrifugada (4000
rpm a 4°C) por 5 minutos, o sobrenadante foi coletado e o residuo foi
novamente extraido com 2 mL da solucéo de acido perclérico 30 % (5
minutos, 4000 rpm a 4°C). Os sobrenadantes foram reunidos. A
dosagem do amido foi realizada de acordo com 0 método de Umbreit &
Burris (1964). Aliquotas de 1 mL do extrato foram acrescidos de 2 mL
do reagente antrona (200 mg de antrona em 100 mL de &cido sulfarico
concentrado), sendo agitados em vortex e aquecidos em banho-maria a
100° C por 3 minutos. Apos, procedeu-se a leitura das amostras a 630
nm em espectrofotometro. A quantificacdo dos aglcares solUveis totais
foi feita a partir da curva padrdo de glucose (1 a 7,5 pg. mL-1- r?= 0,99;
y = 0,341x). Os resultados foram expressos em mg de glucose por g de
massa seca.

3.2 Medidas de Oxigénio dissolvido, pH, Salinidade, Turbidez e
Irradiancia

Para a avaliacdo do O, dissolvido, pH, Salinidade, Turbidez, Irradiancia
e temperatura foram utilizados os seguintes equipamentos: Oximetro
WTW Oxi 315i, pHmetro AT-315 Alfakit , Refratdbmetro SZJ- S10,
Turbidimetro Plus [I- Alfakit, Radidmetro LI-COR LI-1400 e
Termdmetro. Todos os parametros abidticos foram medidos em campo.

3.3 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e teste de
Student-Newman-Keuls'. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o pacote de software Statistica, considerando p<0.05. Para
diferencas significativas, post hoc foi realizada utilizando Teste de
multiplas comparagfes Newman-Keuls. A homogeneidade da variancia
foi testada a priori, pelo teste de Cochran.
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4 Resultados
4.1 Avaliacdo dos Parametros Ambientais

Com relacdo aos dados ambientais cedidos pela EPAGRI/CIRAM,
pode-se observar que os maiores indices de Precipitacdo Pluviométrica
Total Mensal (PPTM) registrados durante o periodo de amostragem foi
no ano de verdo e inverno de 2013, com 223 mm e 138 mm,
respectivamente e os menores indices foram observados no verdo e
inverno de 2012 com 106 mm e 57.7 mm, respectivamente. A Média
mensal da temperatura minima (MMTMI) foi maior no verdo de 2014
(23°C), juntamente com verdo de 2012 (22.8°C). A Média mensal da
temperatura maxima (MMTMA) foram registradas no verdo de 2014
(30.4°C), seguida pelo verdo de 2012 (29.4°C) e no inverno de 2012
(22.1°C). A Média Mensal da velocidade dos ventos (MMVV) foi maior
no verdo de 2013 (2.28 ms) e inverno de 2012 (2.96 ms). Com relagéo
ao Total mensal dos NUmeros de dias de Chuva (NDC), o maior nimero
ocorreu no verdo de 2013 (18 dias), juntamente com o inverno de 2013
(11 dias) (Tabela 1).

Tabela 1: Dados ambientais fornecidos pela EPAGRI/CIRAM, coletados na
estacdo meteoroldgica de Floriandpolis localizada no municipio de Sdo José,
para 0s meses de Fevereiro e Agosto em que foram realizadas as coletas.
*dados ndo fornecidos pela EPAGRI/CIRAM

EstacGes do PPTM MMTMI MMTMA MMVV NDC

Ano (mm) (°C) (°C) (ms) (Dias)
Verdo/12 106 22.8 29.4 2.1 12
Inverno/12 57.7 16 22.1 2.96 8
Verdo/13 223 22.1 28.7 2.28 16
Inverno/13 138 12.3 19.6 2.68 11
Verdo/14 155 23 30.4 * 10
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Os parametros fisico-quimicos da dgua do mar foram analisados no dia
da coleta, incluindo as analises de irradiancia, temperatura, salinidade,
turbidez, pH, O, dissolvido e os nutrientes dissolvidos na dgua do mar
(ortofosfato, nitrato, nitrito e N-amoniacal). A irradiancia foi maior nas
coletas de verdo, da mesma forma que a temperatura. A salinidade se
manteve entre 31 e 32 durante todas as coletas.

Com relagdo ao pH e O, dissolvido, os menores valores foram
observados nas coletas de verdo e os maiores valores nas coletas de
inverno (tabela 2). As concentragdes de ortofosfato, nitrato, nitrito e N-
amoniacal da agua do mar de cada coleta realizada constam na tabela 3.



44

Tabela 2: Valores médios + desvio padrdo (n=3) da Irradiancia, Temperatura,
Salinidade, Turbidez, pH e O, dissolvido da agua do mar obtidos durante o
periodo de coleta de Laurencia catarinensis na Praia da Barra e llha do
Xavier, Florianopolis, SC, no periodo de Fev/2012 a Fevereiro/2014.

Estacdio Ano  Local Irradiancia  Temperatura Salinidade Turbidez pH Oxigénio
do ano (°C) (UPS) (NTU) (mg/L)

Inverno 2012 PB 301,5+0,00 17+0,00 31+ 0,00 0£0,00 8,2+0,02 7,4+0,01
verdo 2012 PB 659,2+0,03 21,1+0,1 32+ 0,00 0+0,00 8,1+0,01 6,6+0,02
Inverno 2013 PB 344,1+0,01 18,3+0,1 31+ 0,00 0+0,00 8,2+0,02 7,3+0,01
verdo 2013 PB 789,240,03  22,4+0,3 32+ 0,00 0+0,00 7,8+0,01 6,8+0,04
verdo 2014 PB 600,7+0,04  22+0,00 32+ 0,00 0+0,00 8,0+0,00 7,1+0,03
Inverno 2012 XV 391,2+0,02 18,0+0,2 31+0,00 0+0,00 83+0,02 7,9+0,03
verdo 2012 XV 720,8+0,02 21,5+0,1 32+ 0,00 0£0,00 7,8+0,01 6,240,01
Inverno 2013 XV 378,1+0,03 18,8 0,2 31+ 0,00 0+0,00 8,2+0,03 7,4+0,03
verdo 2013 XV 701,240,01 21,0+0,1 32+ 0,00 0+0,00 8,0+0,00 6,4+0,04

veréo 2014 XV 805,7+0,04  20+0,00 32+0,00 0+£0,00 8,0+0,00 6,7+0,03
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Tabela 3: Concentracdo dos nutrientes dissolvidos na agua do mar obtidos
durante o periodo de coleta de Laurencia catarinensis na Praia da Barra (PB)
e llha do Xavier (XV), Florianopolis, SC, no periodo de Agosto/2012 a
Fevereiro/2014. Os valores correspondem a media * desvio padréo (n=3).

Coletas N- NH," (uM) N-NO3(1M) N-NO,(uM)  P-PO,3(uM)
PB/I/12 2,17+0,10 0,14+0,10 0,39+0,10 0,40+0,10
PB/V/12 10,68+0,01  0,110,20 0,20%0,10 0,17+0,10
PB/I/13 2,25+0,01 0,12+0,01 0,42+0,10 0,42+0,10
PB/V/13 50,72¢0,02  0,10%0,10 0,22+0,20 0,32+0,10
PB/V/14 13,52+0,20  0,18+0,10 0,30+0,40 0,50+0,10
XVI/1/12 2,23+0,30 0,14+0,00 0,18+0,10 0,44+0,10
XVIV/12 0,90+0,01 0,13+0,00 0,22 +0,10 0,11+0,10
XV/I/13 2,30+0,02 0,15+0,30 0,17+0,30 0,43+0,10
XVIV/13 0,86+0,02 0,14+0,10 0,22+0,03 0,13+0,10

XVIV/I14 4,78+0,01 0,10+0,03 0,33+0,10 0,09+0,10
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Tabela 4: Resultados da analise de ANOVA fatorial para cada variavel
dependente, com efeitos isolados e combinados das variaveis independentes
Estadios reprodutivos e Estacdes do ano. Estes dados foram obtidos através das
amostras coletadas na Ilha do Xavier da macroalga L.catarinensis. Os efeitos
significativos sdo apresentados com os dados de F e p, em negrito e gl (graus de
liberdade).

Fonte de EstacBes do Ano Estadios Reprodutivos EAXER

variagdo gl 2
MS F p MS F p MS F p
Varia
Biomassa 393,4 4,06 0,00 1397, 14,43 0,00 509,2 5,26 0,00
3 3 8
Clorofilaa 0,14 3154 0,00 0,75 68,13 0,00 0,36 33,17 0,00
7

Ficocianina 0,11 10,07 0,00 0,07 28,30 0,00 1,08 3,89 0,00
Ficoeritrina 0,45 6,23 0,00 4,37 59,46 0,00 2,10 28,62 0,00
Carotenoides 0,09 4391, 0,00 0,26 12695 0,00 0,17 8632, 0,00

8 ,50 1
Compostos 0,01 2659 0,00 0,30 4764, 0,00 0,02 394,2 0,00
fendlicos 6 72 8
DPPH 46,43 381,8 0,00 3998 32838 0,00 48,52 3990 0,00
1 9 43 0

Amido 0,08 327,1 000 1,17 4460, 0,00 2,46 9401, 0,00
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2 Variacao Fenologica da Populagéo

Todos os dados analisados de Biomassa, Clorofila a, Ficobiliproteinas,
Compostos carotenoidicos, Fendlicos, Atividade antioxidante e Amido ,
para os dois locais variaram significativamente, conforme descritos nas
tabela4 e 5.

Nas coletas realizadas na Ilha do Xavier, ocorreu aumento da biomassa
dos tetraspordfitos no inverno/2013, com 17,11 g quando comparado ao
verdo com 8,73 g, ja os talos ndo-férteis apresentaram diminuicdo da
biomassa do verdo para o inverno/2013, A maior quantidade de
biomassa encontrada para os tetrasporofitos foi no verdo/14, com 56,409
(figura 1). Nas coletas realizadas na Praia da Barra, a biomassa
individual dos estadios reprodutivos de Laurencia catarinensis
apresentaram diminui¢cdo da biomassa dos tetrasporofitos quando
comparados verdo/12 com inverno/13 e inverno/12 com verdo/13, Em
contrapartida, verificou-se aumento da biomassa dos tetrasporofitos
guando comparados inverno/13 com verdo/14 (figura 2).

Tabela 5: Resultados da analise de ANOVA fatorial para cada varidvel
dependente, com efeitos isolados e combinados das variaveis independentes
Estadios reprodutivos e Estacfes do ano. Estes dados foram através das amostras
coletadas na Praia da Barra da macroalga L.catarinensis. Os efeitos significativos
sdo apresentados com os dados de F e p, em negrito e gl (graus de liberdade).

Fonte de EstacBes do Ano Estadios Reprodutivos EAXER

MS F p MS F p MS F p
Variavel

Biomassa 20,94 6,56 0,00 456,46 143,09 0,00 8257 25,88 0,00

Clorofilaa 0,03 43,69 0,00 1,64 266,80 0,00 0,51 83,45 0,00
Ficocianina 0,15 25,00 0,00 0,07 28,30 0,00 1,08 3,89 0,00
Ficoeritrina 0,94 47,45 0,00 5,80 291,27 0,00 1,49 74,96 0,00
Carotenoides 0,12 869490 0,00 1,14 78312,40 0,00 0,17 7788,55 0,00
Compostos 0,03 1313,18 0,00 0,07 26858,13 0,00 0,007 2507,59 0,00
fendlicos

DPPH 70,51 1109,10 0,00 388,37 6108,35 0,00 69,05 1086,04 0,00

Amido 0,49 339,75 0,00 5,50 3769,51 0,00 2,12 1455,66 0,00
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Figura 1: Variacdo da biomassa (g) dos estadios reprodutivos de Laurencia
catarinensis coletadas no verdo e no inverno na llha do Xavier, Florianépolis, SC,
no periodo de Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014. Cada valor corresponde a media+
desvio padrdo. T: tetrasporofito; GF: gametdfito feminino com cistocarpos; NF:
ndo-fértil.
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Figura 2: Variagdo da biomassa (g) dos estadios reprodutivos de Laurencia
catarinensis coletadas no verdo e no inverno Praia da Barra, Florianopolis,
SC, no periodo de Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014. Cada valor corresponde a
mediat desvio padrdo. T: tetrasporéfito; GF: gametdfito feminino com
cistocarpos; NF: nao-fértil.

4.3 Pigmentos fotossintetizantes

Na Ilha do Xavier, a concentracdo de clorofila a (figura 3) nos
tetrasporofitos aumentou do verdo para o inverno, em todas as coletas.
Nos individuos ndo férteis, ocorreu diminuicdo da concentracéo, quando
comparadas as estacGes de inverno/12 com verdo/13, com valores
correspondentes a 0,35 mg/gMS e 0,18 mg/gMS, respectivamente.
Gametofitos femininos apresentaram maior concentragdo no verdo/12
(0,36 mg/gMS) do que verdo/14 com 0,21 mg/gMS. Na Praia da Barra
(Figura 4), verificou-se que nos tetrasporofitos ocorreu aumento da
concentracdo de clorofila a do verdo para o inverno, nas coletas do ano
de 2012, com valores de 0,2136 mg/gMS e 0,3436 mg/gMS, ja no verdo
e inverno de 2013, verificou-se o contrario com valores de 0,53 mg/gMS
e 0,33 mg/gMS. Quando comparados inverno/13 com verdo/14
observou-se decréscimo da concentragdo, 0 mesmo observado no ano de
2012, Nos individuos ndo férteis, ocorreu 0 mesmo padréo visto para 0s
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tetrasporofitos nas coletas de 2012. Gametofitos femininos apresentaram
concentracdo de 0,15 mg/gMS e foram encontrados somente nas coletas
de verdo/13, Com relagdo as ficobiliproteinas, na llha do Xavier, foi
encontrado tanto para as ficoeritrinas (Figura 4 a,c) quanto para as
ficocianinas (Figura 4 b,d), o aumento das concentracdes quando
comparadas verdo com o inverno de 2012, em tetrasporofitos, Nos
individuos ndo-férteis observou-se aumento da concentracdo de
ficoeritrina do inverno/12 para inverno/13,0s Gametofitos femininos
apresentaram acréscimo na concentragdo de ficoeritrina e ficocianina do
verdo/12 para o verdo/14, Na Praia da Barra, 0 mesmo ocorreu para 0S
tetrasporofitos nas coletas de 2012, Nas coletas de 2013, ocorreu
diminuicdo da concentragdo de ficoeritrina, no inverno. Nos individuos
ndo-férteis ocorreu diminuicdo da concentracdo de ficocianina e
ficoeritrina, quando comparados verdo e inverno/12, Os gametdfitos
femininos apresentaram maior concentracdo de ficoeritrina do que

ficocianina.
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Figura 3: Concentracdo dos Clorofila a (mg/g-massa seca) de tetrasporofitos (T),
gametofitos femininos com cistocarpos (GF) e ndo-férteis (NF) de Laurencia
catarinensis. As amostras foram coletadas no verdo e inverno na llha do Xavier (a) e
Praia da Barra (b) (Florianopolis, SC), no periodo de Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014.
Cada valor corresponde a mediax desvio padréo.
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Figura 4: Concentracdo dos pigmentos Ficoeritrina e Ficocianina
determinada por espectrofotometria, dos tetrasporofitos (T), gametofitos
femininos com cistocarpos (GF) e ndéo-férteis (NF) de Laurencia
catarinensis. As amostras foram coletadas no verdo e inverno na llha do
Xavier (a,b) e Praia da Barra (c,d) (Florianopolis, SC), no periodo de
Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014. Cada valor corresponde a mediat desvio
padréo.
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Figura 4: Concentracdo dos pigmentos Ficoeritrina e Ficocianina determinada
por espectrofotometria, dos tetrasporofitos (T), gametofitos femininos com
cistocarpos (GF) e ndo-férteis (NF) de Laurencia catarinensis. As amostras
foram coletadas no verdo e inverno na llha do Xavier (a,b) e Praia da Barra (c,d)
(Florianopolis, SC), no periodo de Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014. Cada valor
corresponde a media+ desvio padréo.
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Com relacgdo ao contetido de carotenoides, verificou-se que no primeiro
ano de coleta, ocorreu diminuicdo da concentragdo do verdo para o
inverno, nos dois locais (figura 5) sendo observado 0 mesmo para 0s
individuos ndo-férteis, na Praia da Barra.

Os gametdfitos femininos apresentaram maior concentragdo no verao/12
guando comparado com o verdo/14 (0,49 mg/gMS e 0,36 mg/gMS,
respectivamente).

No segundo ano de coleta, pode-se observar que na llha do Xavier
ocorreu aumento da concentracdo de carotenoides em tetraspordéfitos no
inverno, o que se repetiu para os individuos ndo-férteis. Porém quando
comparados inverno/13 e verdo/14, ocorreu aumento da concentragdo do
pigmento. Nas coletas realizadas na Praia da barra, observou-se o
inverso, pois ocorreu diminui¢do da concentracdo do pigmento do verdo
para o inverno, para os tetrasporofitos e ndo-férteis. Da mesma forma,
guando comparada inverno/13 com verdo/14.

Com relacdo aos compostos fendlicos e atividade antioxidante,
verificou-se a diminuicdo das concentracbes e % de atividade
antioxidante dos tetraspordéfitos do verdo para o inverno, nos trés anos e
nos dois locais de coleta (figura 6). Na llha do Xavier, para 0s
gametdfitos femininos observou-se maior concentracdo de compostos
fenolicos e atividade antioxidante no verdo/12 quando comparado ao
verdo/14. Para os individuos ndo-férteis observou-se 0 mesmo padréo
dos tetrasporofitos.



54

0.8 - Carotenoides h OT
g T OGF
f E
0.6 1 BNF
e
(é) 041 ¢ b d c
=y
> b
E 0.2 | M I a i
LAl N

XV.V.12 XV.1.12 XV.V.13 XV.1.13 XV.V.14

a EstagGes do Ano

Carotenoides

1.2 + .

i

1 A4 =3

g 0.8 A h
g
g 0.6 e

c

f d
€04 - b
a
0 N .

PB.V.12 PB.l.12 PB.V.13 PB.l.13 PB.V.14
Esta¢es do Ano

Figura 5: Concentragdo dos carotenoides determinada por espectrofotometria
para tetrasporofitos (T), gametofitos femininos com cistocarpos (GF) e ndo-
férteis (NF) de Laurencia catarinensis. As amostras foram coletadas no verao
e inverno na llha do Xavier (a) e Praia da Barra (b) (Florianopolis, SC), no
periodo de Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014. Cada valor corresponde a mediat
desvio padréo.
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Figura 6: Concentracdo de compostos fendlicos (a,b) e Atividade antioxidante
(b,c) determinada por espectrofotometria para os tetrasporofitos (T),
gametofitos femininos com cistocarpos (GF) e néo-férteis (NF) de Laurencia
catarinensis. As amostras foram coletadas no verdo e inverno na llha do
Xavier (Florianopolis, SC), no periodo de Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014.
Cada valor corresponde a media+ desvio padréo.
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Figura 6: Concentracdo de compostos fendlicos (a,b) e Atividade antioxidante
(b,c) determinada por espectrofotometria para os tetrasporofitos (T),
gametofitos femininos com cistocarpos (GF) e ndo-férteis (NF) de Laurencia
catarinensis. As amostras foram coletadas no verdo e inverno na llha do
Xavier (Florianopolis, SC), no periodo de Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014.
Cada valor corresnonde a mediaz desvio padréo.

Para o contelido de amido, verificou-se que nos tetraspordéfitos ocorreu
aumento da concentracdo nos dois locais de coleta, do verdo para o
inverno, em todos os anos (figura 7), Nas coletas realizadas na Ilha do
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Xavier, observou-se diminuicdo da concentracdo dos gametofitos
femininos do verdo/12 para o verdo/14, com valores de 1,8 mg/gMS
para 1,3 mg/gMS, Para os individuos ndo-férteis o inverso que foi
verificado para as concentragfes, com diminuicdo do verdo para o
inverno, nos dois locais.
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Figura 7: Concentracdo amido determinada por espectrofotometria para 0s
tetrasporofitos (T), gametofitos femininos com cistocarpos (GF) e néo-férteis
(NF) de Laurencia catarinensis. As amostras foram coletadas no verdo e
inverno na llha do Xavier (XV) (a) e Praia da Barra (PB) (b) e (Florianopolis,
SC), no periodo de Fevereiro/2012 a Fevereiro/2014. Cada valor corresponde
a mediaz desvio padréo.
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Para a concentragdo de amido, ocorreu aumento nas estagdes de inverno
para os dois locais para os tetrasporéfitos, porém para os talos néo-
férteis pode-se observar o inverso. Nos gametéfitos femininos, observa-
se que no verdo/14 ocorreu diminuicdo do contelido, se comparado com
verdo/12.

4.4 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos primeiramente ao teste de normalidade e
homogeneidade de variancia (Teste de Cochran).

Para verificar a variagdo da Biomassa, Clorofila a, ficobiliproteinas,
compostos carotenoidicos, fenolicos, Atividade antioxidante e Amido,
o0s dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) fatorial,
seguido do teste de comparacdo mudltipla de Student- Newman-Keuls.
As analises foram feitas considerando um intervalo de confianca de 95%
e nivel de siginificancia de 5% (p<0,05), As analises de variancia foram
realizadas no programa STATISTICA 7,0 (StatSoft, Inc.).

5 Discussao

Durante o periodo de coletas (3 anos) observou-se a predominancia de
tetrasporofitos em relacdo aos gametdfitos e ndo-férteis, sendo que em
nenhum local de coleta foram encontrados gametofitos masculinos. Esta
predominéncia foi ainda maior no verdo/14 tanto para a llha do Xavier
guanto para a Praia da Barra. Este fato pode estar relacionado ao dobro
de material genético que individuos diploides possuem o que confere
vantagens adaptativas a estes em relagdo aos espécimes haploides (fase
gametofitica) (Destombe et al. 1989). Desta forma, os individuos
haploides desenvolveriam estratégias para sobreviver as condicdes
adversas, por estarem mais suscetiveis. Ainda que estudos em
laboratério tenham verificado que a taxa de liberagdo de carposporos e
tetrasporos seja semelhante (Ferreira, 2008), os resultados obtidos no
presente estudo indicam que a sobrevivéncia dos gametofitos dependem
da interacdo entre véarios fatores, um destes fatores pode ser a
temperatura, que diminui nos meses de inverno. Estudos realizados com
espécies de Gracilaria evidenciaram que a temperatura pode influenciar
a sobrevivéncia de esporos e que ocorre diferengas nos limites de
tolerancia para tetrasporos e carposporos (Yokoya & Oliveira, 1992). A
relevancia da propagacéo vegetativa também ja foi observado por outros
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autores para diversificada macroalgas entremarés (Lobban & Harrison,
1994). Em Laurencia crustiformans McDermid que € uma espécies de
sub e entremarés, plantas sexuais sdo pouco frequentes (McDermid,
1989), apenas algumas plantas femininas tém sido observadas.

Estas diferengas podem ser atribuidas aos fatores ambientais (salinidade,
temperatura, irradiagdo, herbivora) e/ou surgem como resultado de
diferentes pressdes de selegdo podendo ser transformadas em vantagens
adaptativas especificas para cada fase (Hannach & Santelices, 1985).
Neste contexto, a ocorréncia de talos ndo-ferteis de L. catarinensis foi
baixa quando comparada aos férteis, sendo que do total de amostras
coletadas, foram encontrados na Ilha do Xavier e Praia da Barra, 32,6%
e 21,18%, respectivamente, corroborando com estudos realizados com
Gracilaria spp, observado por Plastino (1985) e Costa & Plastino
(2001), que identificaram baixa frequéncia para individuos ndo-ferteis.
Pigmentos fotossintetizantes como a clorofila a e pigmentos acessorios,
podem apresentar alteracGes nas suas concentragdes de acordo com as
variacdes ambientais. Algumas espécies podem apresentar variacdes
significativas do conteddo pigmentar em resposta as diferentes
condicdes de luz disponiveis no ambiente, como o evidenciado no
presente estudo. Essas adaptaces do aparato fotossintetizante das algas
estdo relacionadas principalmente as variagbes na quantidade e
gualidade da luz recebidas, possibilitando maior aproveitamento da luz
pela alga (Beer & Levy, 1983; Honsell et al. 1984; Carnicas et al. 1999),
0 que pode ser observado no presente trabalho quando comparadas
coletas de inverno e verdo, na llha do Xavier observou-se maior
concentracdo de clorofila a nos tetraspordfitos no inverno/12, quando
comparadas as coletas de verao, isso pode ter ocorrido devido as baixas
condi¢des de luz disponiveis no ambiente, aumentando a concentracdo
dos pigmentos para otimizar e maximizar a colheita de luz e a
fotossintese (Pereira, 2009 ). O gametdéfito feminino foi encontrado no
verdo de 2012 e 2014, com maior concentracdo no primeiro ano da
coleta, que pode ser atribuido a menor irradidncia que pode ser
constatada pela medigcdo em campo.

As algas desenvolvem diversos mecanismos para captar a luz solar e
assim conseguem regular o seu teor de pigmentos, em resposta a
guantidade e qualidade da luz, nutrientes e variacdo de temperatura,
assegurando a sua sobrevivéncia (Lopez-Figueroa & Niell, 1990). Neste
contexto, com relacdo as ficobiliproteinas, que sdo pigmentos
acessorios, observou-se 0 aumento da concentracdo de ficocianina e
ficoeritrina no inverno de 2012, nos tetraspordfitos, corroborando com o
que foi verificado em outros estudos, que registraram aumento nas
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proteinas totais sollveis e ficobiliproteinas no periodo de inverno e
gueda no verdo (Campbell et al. 1999; Aguilera et al. 2002; Orduna-
Rojas et al. 2002), sendo 0 mesmo padrdo observado na Praia da Barra,
tanto para os tetrasporofitos quanto para os talos ndo-férteis, exceto no
verdo/13 que ocorreu aumento da concentracdo de clorofila a no verdo,
nos talos tetrasporofiticos. Evidenciou-se 0 mesmo padréo no verdo/12,
com o aumento do contelido pigmentar de ficocianina e ficoeritrina, ja
no verdo/13 ocorreu aumento da concentracdo de ficoeritrina, pelo fato
dos dados de Precipitacdo pluviométrica total mensal (mm) terem sido
maiores no verdo/13 do que no inverno/13, pode ter acarretado no
aumento da turbidez da agua e consequentemente no aumento da
concentracdo de nitrogénio e da concentracdo de ficoeritrina, visto que,
formam uma das principais reservas intracelulares de nitrogénio nas
algas vermelhas, sendo uma das primeiras macromoléculas consumidas
quando a alga encontra-se sob limitagdo de nitrogénio (Bird et al. 1982;
Lapointe & Duke, 1984; Lobban & Harrison, 1997). Nos meses de
verdo, alem do aumento na radiagdo, ocorre 0 aumento da temperatura,
dessa forma, em condi¢es de emersdo a alga sofre desidrata¢cGes muito
mais severas do que em qualquer outra época do ano. Nessas condi¢des
estressantes o fotossistema Il sofre fotoinibi¢do, 0 que gera a formacéo
radicais livres (Smirnoff,1993). Os carotenoides podem reagir com esses
radicais e proteger o cloroplasto contra lipoperoxidagdo e bloguear a
reacdo em cadeia dos radicais (Collen & Davison, 1999). O Acimulo de
carotendides em espécies de algas é acrescido com a temperatura devido
ao aumento oxidativo e efeitos de fotodano. Dessa forma, a tolerancia de
L. catarinensis a essas condices de estresse pode ser atribuida aos
pigmentos carotenoides, que atuam na defesa antioxidante e reagem
com espécies reativas de oxigénio, promovendo a manutengdo da alga
em periodos de estresse, pois no presente estudo, foi encontrado maior
contetido de carotenoides nos talos tetrasporofiticos no verdo/14 na llha
de Xavier, porém foi verificado aumento da concentragdo no inverno de
2013 para os tetraspordfitos e talos ndo-férteis, o que pode ter ocorrido
devido a baixa concentracdo de clorofila a, com o intuito de maximizar
a coleta de luz, uma vez que a transferéncia de energia das clorofilas
para alguns carotendides do ciclo da xantofila que leva a dissipagéo de
energia na forma de calor, protegendo o aparato fotossintético contra
fotodanos, agindo como antioxidantes (Pereira, 2009; Araljo &
Dominicis, 2009; Marquardt & Hanelt, 2004), sugerindo também que a
fotodegradacédo é maior que a formacéo de carotenoides nos meses onde
a irradiancia e a temperatura sdo mais elevadas (Rodriguez-Amaya et al.
2008). Como descrito acima, os altos niveis de irradiancia favorecem a
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fotodegradacdo dos carotenoides, e, por este motivo, os estadios
reprodutivos de L. catarinensis poderiam aumentar a sintese dos
compostos fendlicos, evitando assim danos fotooxidativos. Como no
verdo/14 foram observadas as maiores temperaturas (minima = 23°C;
méaxima = 30,4°C), o aumento nas concentracbes de compostos
fendlicos pode ser considerado um mecanismo de protecdo contra a
elevacdo da temperatura (Rodriguez-Amaya et al. 2008), como visto na
Praia da Barra, pelo aumento de carotenoides no periodo do verdo, nos
trés anos de coleta,

Algas vermelhas, sdo consideradas fontes de antioxidantes, tais como
polifendis, florotaninos, e fucoxantina, Estudos relataram que os
extratos isolados de diversas algas vermelhas contém compostos
fendlicos e possuem atividades antioxidantes (Ganesan et al. 2008;
Huang & Thi, 2014; Farvin & Jacobsen, 2013). Os compostos fendlicos,
assim como o0s carotenoides, tem elevada capacidade de combater os
radicais livres, corroborando o que foi evidenciado no presente estudo,
pois contetidos de fendlicos e atividade antioxidante também seguiram o
mesmo padrdo, aumentando suas concentragfes nas estacbes de verdo e
diminuindo no inverno, nos tetraspordfitos, 0 mesmo ocorreu para 0s
talos ndo-ferteis. Na Praia da Barra, com relacdo aos tetraspordfitos e
talos ndo-férteis, observou-se 0 mesmo que na llha do Xavier para 0s
contetidos de fendlicos e atividade antioxidante.

A temperatura também é relacionada as modificacdes no teor de amido
em células algais, pois as algas Rhodophyceae metabolizam amido,
como amido das florideas. Estes sdo produzidos por metabdlitos
fosforilados nas reaces escuras do ciclo da fotossintese utilizando
ligagdes de fosfato ricos em energia (ou seja, ATP) formados nas
reacbes de luz. No entanto, devido as enzimas envolvidas neste
processo, altas temperaturas poderiam degrada-las e consequentemente
ao amido produzido (Nakamura & Myiachi, 1982), o que pode- se
evidenciar no presente estudo, pois para duas localidades, ocorreu
diminuicdo do conteldo de amido nos tetraspordfitos no verdo, onde
ocorrem maiores temperaturas. Neste contexto, é possivel verificar que
os diferentes estadios reprodutivos de Laurencia catarinensis poderiam
sofrer alteragBes quanto sua fisiologia em diferentes épocas do ano
(verdo e inverno). No entanto, estudos fenoldgicos sdo importantes para
uma melhor compreensdo do funcionamento do metabolismo da alga
frente a alteragBes dos fatores abidticos para que se possa inferir
consequéncias de mudancas climaticas nos organismos marinhos.
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CAPITULO 2

As ondas de aquecimento e polui¢do antrépica podem comprometer a
ecofisiologia de produtores primarios? Um estudo de caso com
Laurencia catarinensis (Ceramiales, Rhodophyta)

1 Introducéo

A temperatura € um dos principais determinantes de aspectos
macroecoldgicos e evolutivos das macrdéfitas marinhas (Wernberg et al.
2011). No inicio de 2011, os ecossistemas marinhos ao longo da costa
oeste da Australia, experimentaram uma onda de aquecimento sem
precedentes no registro histérico. Anomalias de 2-4° C foram
observadas na agua superficie do oceano, e persistiram por mais de 10
semanas ao longo de mais de 2.000 km de litoral. Este evento extremo
alterou a fisionomia dos ambientes costeiros da regido, ocorrendo uma
reducdo na abundancia de algas formadoras de habitat, empobrecimento
na estrutura da comunidade e tropicalizacdo das comunidades de peixes
(Wernberg et al. 2012). Na Europa (particularmente na Franga)
Sparmocchia et al. (2006) evidenciaram o desenvolvimento de uma
anomalia na temperatura do mar em 2003 no mar da Ligdria, que
comecou no final de maio e persistiu no més de Agosto, com aumento
de 2-3°C maior do que em verdes anteriores. Conforme, também foi
observado por Olita et al. (2007) no ano de 2003, pois este evento de
aquecimento da temperatura da superficie do mar chegou a 29,5 ° C,
2,5 ° C mais altas do que os verfes anteriores, no Tirreno. Estas ondas
de calor, provavelmente estdo ligadas as mortalidades evidenciadas nos
locais de comunidades de recifes rochosos que ocorreram na época
(Garrabou et al. 2009).
Estes fenémenos globais de aquecimento, que vém sendo observados
com maior frequéncia, como no Ultimo verdo no sul do Brasil, podem
interagir com estressores locais, como a poluicdo por nutrientes
inorganicos derivados da urbanizacdo e producdo agricola na zona
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costeira (Conley et al. 2009; Martins et al. 2014; Scherner et al. 2013).
Este aporte de nutrientes em habitats marinhos tem aumentado nas
Gltimas décadas. A quantidade de nitrogénio inorganico dissolvido
(DIN) na agua do mar, por exemplo, mais do que duplicou, levando a
eutrofizacdo e deterioracdo da qualidade da &gua em ambientes costeiros
ao redor do mundo (Teichberg et al. 2010, Piazzi et al. 2011, Karez et al.
2004, Scherner et al. 2012; Pagliosa & Barbosa 2006 ). Um dos fatores
limitantes para a produtividade de macroalgas marinhas € de fato a
concentracdo de DIN e fosforo (P) (Hanelt & Figueroa, 2012; Zou &
Gao, 2014). Estes nutrientes sdo necessarios para a sintese de proteinas e
para a sintese de DNA, RNA e transferéncia de energia,
respectivamente, possibilitando a manutencéo do crescimento de plantas
aquaticas. Por outro lado, estas substancias quando em concentragdes
elevadas representam estressores, isolados ou combinados, que
provocam importantes mudancas na estrutura das comunidades
entremarés, diminuindo a riqueza e a diversidade de espécies em
ecossistemas marinhos tropicais e subtropicais (Martins et al. 2012;
Scherner et al. 2013; Halpern et al. 2008).

A toxicidade destas substancias altera as respostas fisiolégicas destes
produtores primarios marinhos modificando potencialmente o
metabolismo primério e secundario. Entre o0s constituintes do
metabolismo primario, destacam-se pigmentos como clorofilas, que
desempenham papel chave na fotossintese, auxiliando a absorcédo de luz
e a transferéncia de energia para os centros de reacdo. A clorofila a é
considerada uma reserva de nitrogénio nas algas vermelhas, sendo que
diversos estudos reportam reducdo na concentracdo deste pigmento em
algas submetidas & baixa disponibilidade de nitrogénio (Garcia-Sanchez
et al. 1993; Parjikolaei at al. 2013). As ficobiliproteinas, especialmente a
ficoeritrina, formam uma das principais reservas intracelulares de
nitrogénio nas algas vermelhas, sendo uma das primeiras
macromoléculas consumidas quando a alga encontra-se sob limitacdo de
nitrogénio (Bird et al. 1982; Lapointe & Duke, 1984; Lobban &
Harrison, 1997). Outras proteinas sollveis, incluindo enzimas
envolvidas na fotossintese, podem ser consumidas pelas algas sob
limitacdo de nitrogénio (Lapointe & Duke, 1984; Garcia-Sanchez et al.
1993), ocasionando a diminuicdo dos pigmentos fotossintetizantes
nitrogenados, reducdo das taxas fotossintetizantes e, consequentemente,
no decréscimo das taxas de crescimento (Bird et al. 1982; Lapointe &
Duke, 1984). Estudos realizados, também verificaram que o conteldo de
carbono, juntamente com o crescimento, pode diminuir, decorrente de
altas concentracdes de nutrientes (Garcia-Sanchez et al. 1993; Hessen &
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Anderson, 2008; Sterner & Elser, 2002),. Segundo Huo et al. (2011), o
crescimento de Gracilaria verrucosa (Hudson) Papenf. foi inibido pelas
altas concentragdes de amonio, nitrato, nitrito e fosfato, mostrando a
sensibilidade da espécie a altas concentragdes de nutrientes.

Por outro lado, em algas sob limitacdo de nitrogénio, ocorre aumento
nas concentracfes de carbono e na razdo entre carbono e nitrogénio
tecidual decorrente da utilizacdo de reservas celulares de aminoacidos
livres, pigmentos fotossintetizantes e proteinas sollveis (Lapointe &
Duke, 1984), que pode ser atribuido ao acimulo de amido das florideas
e floridosideo. Li et al. (2001) observaram que em culturas de
Porphyridium sp. submetidas a escassez de nitrato ocorre um aumento
de até 1500% no contetdo de polissacarideos soluveis, corroborando
gue em Rhodophyta estes compostos atuam como reserva dindmica de
carbono (Yu et al. 2002; Collén et al. 2004).

Dessa forma, partindo do pressuposto que respostas ecofisiologicas,
como as anteriormente descritas, sdo influenciadas por variagcGes na
temperatura da agua, suas interacdes com a disponibilidade de nutrientes
podem levar a sinergismos que venham a comprometer sobremaneira a
producdo primaria em ambientes costeiros. Quando a temperatura se
eleva acima do 6timo da espécie, a fotossintese decresce. Quando estes
valores elevados perduram por longos periodos os danos nos
fotossistemas tornam-se irreversiveis (Hanelt & Figueroa, 2012). Além
disso, altas temperaturas podem levar ao aumento da respiracao
mitocondrial e da fotorrespiracdo, o que acarreta na diminuicdo de
fixacdo do CO, e consequentemente, do crescimento.

Enquanto os metabélitos primarios respondem pela sobrevivéncia do
vegetal, exercendo funcdo ativa nos processos de fotossintese,
respiracdo e assimilagdo de nutrientes; os metabolitos secundarios estdo
associados a estratégias de protecdo contra estressores ambientais como
0 excesso de irradiancia, temperatura, herbivoros, entre outros. Dentre
as vias relacionadas ao metabolismo secundario destacam-se substancias
denominadas carotenoides e fendlicos, protegendo 0s organismos contra
excesso de irradiancia, temperaturas extremas e herbivoria (Demmig-
Adams et al. 1996; Souza et al. 2011). Todo o metalismo primario e
secundario refletem estas variacdes no meio externo. Assim, estes
fatores podem determinar a presenca ou auséncia de certos carotenoides,
por exemplo. Estas variagfes bioquimicas alteram a capacidade destes
produtores primarios de reagir as diferentes disponibilidades de
irradiancia, alternado a capacidade de aclimatacdo ou as suas respostas
de fotoprotegdo (Marquardt & Hanelt, 2004). Estes carotenoides
promovem a necessaria dissipacdo de energia na forma de calor,
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protegendo o aparato fotossintético contra fotodanos, atuando como
antioxidantes (Pereira, 2009; Aradjo & Dominicis, 2009; Marquardt &
Hanelt, 2004). Essa funcdo decorre da habilidade destas substancias em
prevenir a formacdo de radicais espécies reativas de oxigénio, que sdo
formados a partir da transferéncia de energia da clorofila em estado
triplete para o basal, tornando assim os produtos termodinamicamente
estaveis (Barufi, 2010). Algas vermelhas, sdo consideradas fontes
destes antioxidantes, destacando-se polifendis, florotaninos e
fucoxantina (Ganesan et al. 2008; Huang & Thi, 2014; Farvin &
Jacobsen, 2013).

Dentre as algas vermelhas os representantes com metabolismo
secundario mais rico estdo delimitados pelo género Laurencia
(Ceramiales, Rhodomelaceae). Estes metabolitos apresentam importante
papel ecoldgico (Lhullier et al. 2010; Santos et al. 2012) e destacado
potencial biotecnoldgico. Tendo em vista a importante presenca dos
metabdlitos na referida alga, diversos trabalhos foram realizados com
extratos de Laurencia, 0s quais apresentaram significativa atividade
antioxidante e citotoxicas de metabdlitos isolados (Pereira & Teixeira,
1999; Machado et al. 2010; Anggadiredja et al. 1997; Rocha et al.
2007). Além disso, alguns metabdlitos halogenados demonstraram que
estes compostos apresentam potencial para atuar como substancias
guimicas de defesa contra bactérias patogéncias (Vairappan, 2004;
Machado et al. 2010). Exemplos da magnitude das propriedades destes
metabdlitos puderam ser verificados no trabalho de Stein et al. (2011)
gue constatou que extratos apolares de espécies de Laurencia
(Laurencia aldingensis, Laurencia catarinensis, Laurencia dendroidea,
Laurencia intricata e Laurencia translucida) possuem propriedades
antifungicas, incentivando a investigagdo para novas drogas nho
tratamento de doencas infecciosas. Outros estudos, também mostraram
que o composto elatol, presentes no género Laurencia, apresentam
atividade antiincrustantes (Deepa et.al. 2014; Da Gama et. al. 2014; Da
Gama et al 2008; Da Gama et al. 2002). Também foi relatado na
literatura que as algas deste género apresentam defesas quimicas contra
peixes recifais, ouricos-do-mar e gastrépodos. Tal aspecto ndo €
surpreedente, uma vez que diversas espécies deste género possuem um
metabolismo capaz de sintetizar substancias de classes distintas, sendo
0S sesquiterpenos 0s mais abundantes e caracteristicos do género
(Lhulier, et al. 2009; Fujii et al. 2011). Estes papéis importantes nos
ecossistemas marinhos sdo ameacados, pelo aquecimento global e
estressores locais (Horta et al 2012), uma vez que estas mudancas
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ambientais podem comprometer a aptiddo fisioldgica, empobrecendo o
metabolismo secundario.

Sendo assim, neste estudo avaliamos os efeitos isolados e combinados,
do incremento de nutrientes e temperatura, na taxa de crescimento,
acucares totais, amido, pigmentos fotossintetizantes, performance
fotossintética, compostos fendlicos e atividade antioxidante na
ecofisiologia de Laurencia catarinensis, com o objetivo de fornecer
informacOes complementares sobre os mecanismos fisioldgicos que
ocorrem sob condi¢bes de estresse e consequentemente gerando a
diminuicdo da populacdo de produtores primarios. Desta forma, poder-
se-a acrescentar conhecimento a bem documentada perda de
biodiversidade em consequéncia da urbanizacéo.

2 Material e Métodos

2.1 Material algal e Experimento

Laurencia catarinensis apresentou uma mudanca drastica na sua
abundancia nos Ultimos anos no sul do Brasil. Esforcos de amostragem
(CAP 1) revelam o desaparecimento da Ilha do Arvoredo e reducéo da
biomassa na populagdo da Praia da Barra. Assim, para avaliar as
possiveis causas desses eventos, foi proposto o experimento para que se
pudesse avaliar como a populacdo de Laurencia catarinensis suportaria
fisiologicamente o aumento da temperatura e da poluicdo na agua do
mar.

Amostras de Laurencia catarinensis foram coletados em margo de 2014,
na llha do Xavier (27°36'33 "S 48°23'09'W, 27°36'35"S 48°23'10"W,
27°36'38 "S 48°23'15"W), localizado a cerca de 4,5 km de distancia da
ilha de Florianopolis, Brasil.

As medicbes das condi¢bes de campo da irradiancia, temperatura da
agua do mar, salinidade, turbidez, pH e oxigénio dissolvido foram:
691,7+0,04umols fétons por mm?, 20°C+, 32+, 0 NTU, 8,1+0,02,
6,7+0,03mg/L, respectivamente.

As amostras foram coletadas do costdo rochoso durante a maré baixa e
transportados em caixas térmicas com agua do mar para o laboratério,
onde foram triados para remover epifitas e epifauna. Estes segmentos de
talos foram cultivadas sob as mesmas condi¢6es (20°C, com 0,96 uM de
N-NH,, 0,46 uM de PO, e 0,38uM de NO; - condigdo de bixa
concentragdo de nutrientes) durante 24 horas antes da sua utilizacdo no
experimento. Assim, os tratamentos com nutrientes foram denominados
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CBN (concentracdo baixa de nutrientes), CIN (concentragdes
intermediarias de nutrientes) e CAN (concentrac@es altas de nutrientes).
O experimento mesocosmo foi realizado sob luz natural durante 30 dias.
Trés diferentes temperaturas de agua (20°C, 24°C e 28°C) foram
estabelecidas por chillers (GELAQUA) e trés combinagdes de
concentragdo de nutrientes (CBN: 0,96 pM de amonio, 0,46 uM de
fosfato, 0,38 uM de nitrato; CIN: 40 uM de amonio , 2 uM de fosfato,
nitrato de 10 uM; CAN: 80 uM de amonio, fosfato de 5 uM, 40 uM de
nitrato) foram realizadas usando ((NH4)ZSO4, Na,H,PO,;, NaNOs). As
amostras com 20°C e a concentragdo mais baixa de nutrientes foi
consideradas como o controle. O experimento consistiu em nove
combinagdes de tratamentos com n = 4, no &mbito de um sistema de
fluxo fechado e estavel. Cada tratamento foi fornecido por um tanque
com 300 litros de 4gua do mar, com as temperaturas e concentragdo de
nutrientes controladas. Cada tanque fornecia dgua para quatro frascos de
plastico transparente com capacidade de 2,5 litros, contendo 15g de L.
catarinensis amarradas em uma lamina de vidro.

As medidas de O, dissolvido, pH, salinidade, turbidez, temperatura e
irradiancia foram avaliadas diariamente através WTW Oximetro Oxi
315i, medidor de pH AT-315 Alfakit, Refratbmetro SzZJ- S10,
Termdmetro e Quantdmetro LI-COR LI-1400, respectivamente.

2.2 Taxa de Crescimento relativa (TCR)

Os efeitos dos fatores temperatura e concentragcdes de nutrientes no
crescimento dos talos de L. catarinensis foram avaliadas através de
medidas de massa fresca no inicio do experimento, o qual foi
estabelecido peso de 159 para todas as réplicas e obtido os pesos no
final do experimento. A taxa de crescimento foi calculada segundo a
férmula de Penniman et al. 1986.

2.3 Métodos Analiticos
2.3.1 Andlises dos Nutrientes da agua

Para as analises dos nutrientes na agua, as amostras foram colocadas em
garrafas de PVC. Em laboratério, as amostras de &gua foram filtradas
com filtros GF/F Whatman com malha de 0,45 um. Os filtros utilizados
para determinacdo do material particulado em suspensdo foram
preparados de acordo com Strickland & Parsons. (1972). Os nutrientes
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inorganicos dissolvidos (NOs2, NH,", PO,*) foram determinados pelo
método colorimétrico, utilizando-se espectrofotdmetro (Pro-anélise,
UV-1100), provido de cubetas com 5 cm de passo optico. O Nitrato e 0
fosfato serdo determinados segundo Grasshoff et al. (1983). Utilizou-se
uma coluna para reducéo através de um sistema heterogéneo de granulos
de cadmio, para a determinacdo do nitrato. A concentracdo de N-
amoniacal foi determinada seguindo os métodos descritos por Tréguer e
Le Corre (1976).

2.3.2 Pigmentos fotossintetizantes

Para extracdo de amostras dos pigmentos (0,3 g de massa fresca, n = 3)
foram moidos com nitrogénio liquido até formar pé e extraido com
tampéo fosfato 50 mM (pH 5,5). Os homogenatos foram centrifugados
(Centrifuga EPPENDORF 5810R) a 4000 rpm durante 20 mina 4 ° C
para a separacdo de ficobiliproteinas presentes nos sobrenadantes.
Clorofila a foi extraida depois da dissolucdo do pellet em de acetona
90% e centrifugado (Eppendorf 5810R) a 4000 rpm durante 15 minutos
a 4 ° C. Os pigmentos foram quantificados por espectrofotometria (SP-
BIOSPECTRO 220) e as concentragdes foram calculadas de acordo com
Kursar et al. (1983) para ficobiliproteinas e Ritchie (2008) para a
clorofila a.

2.3.2.1 Extracdo de Carotendides por CLAE

Os carotendides foram extraidos a partir de amostras (0,5 g de massa
seca, n = 3) com metanol. Os extratos foram centrifugados (10 min.,
4000 rpm). Uma aliquota (10 uL, n =3) foi injetada na cromatografia
liqguida (LC-10A da Shimadzu) equipado com uma coluna de fase
inversa C18 (Vydac 218TP54; 250 mm x 4.6 mm &, 5 um, 30 °C),
protegida por uma coluna de fase reversa de 5 um (Vydac 218GK54) e
detector and a UV-vis (450 nm). As elui¢cbes foram realizadas com
MeOH: CH5CN (90: 10, v/v) com fluxo de 1 mL.min™". A identificagéo
dos carotendides (a-caroteno e luteina) foram realizados utilizando o
tempo de retencdo e co-cromatografia dos compostos padrbes (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), bem como, por analogia com outros
relatorios de andlise de carotendides por RP-CLAE -UV-visivel em
condicdes semelhantes (Scott e Eldridge 2005; Hulshof et al 2007). A
quantificacdo de Carotenoides foi baseada nas curvas padrdes: luteina
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(0.5 - 45 ug mL™?; y= 7044x; r* = 0.999) e a-caroteno (0.01-12 ug mL
Ly = 1019x; r’ = 0.998).

2.3.3 Perfomance Fotossintética

O desempenho fotossintético foi estimada in vivo pela fluorescéncia da
clorofila a (chl a) do PSII usando um fluorémetro portéatil (Junior-PAM,
Walz, Alemanha), em cada Iamina contendo alga (n = 3 repeticdes para
cada tratamento). As definicdes ideais para a espécie estudada foram
previamente avaliadas em condic@es in situ e uma vez definido foram
mantidas constantes (ganho = 1 e intensidade da medida = 8). A duragéo
do impulso de saturante foi de 0,8 seg. Para cada amostra foram
medidos rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il, F/ Fm ', onde
F =Fm'- Ft; Fm 'é a fluorescéncia méaxima de uma amostra iluminado;
Ft é o transitdrio da fluorescéncia (Schreiber et al., 1994); ETR (taxa de
transporte de elétrons) absoluta porque foi medir a absorvancia de cada
amostra. Portanto, ETR = F/Fm'x 0,5 x absx PAR, onde PAR ¢ a
radiacdo fotossinteticamente ativa, como fétons umole m-2 s-1, abs é a
absortancia que foi medida para cada amostra. Para medi¢fes de
rendimento quantico maximo, as algas foram mantidas no escuro por 15
minutos. As curvas de fotossintese- irradiancia foram geradas com base
na proporcdo de ETR e parametros foram calculados por Webb et al.
(1984) e Platt et al. (1980). Valores de rendimento quantico maximo
(Fv/Fm), a taxa maxima de transporte de elétrons (ETRmax), eficiéncia
fotossintética (o ETR) e irradiacdo de saturacdo (Is) foram obtidos.

2.3.4 Compostos Fendlicos determinados por CLAE

Os compostos fendlicos foram extraidos a partir de amostras (0,5 g de
massa seca, n = 3) utilizando metanol 80%. As solugdes foram
centrifugadas (10 min, 4000 rpm). O extrato (10 pL, n = 3) foram
injetados no cromatografo liquido (Shimadzu LC-10A) equipado com
uma coluna C18 de fase reversa de 5 um (Shim-pack C18; de 250 mm x
4,6 mm @, 5 um, 30 °C) e um detector de UV-vis (280nm). A eluigéo foi
realizada com agua: acido acético: n-butanol (350: 1: 10, v/ v/ v), aum
fluxol de 0,8 mL.min-1. A Identificacdo polifendlicos foi realizada
utilizando os tempos de retencdo e de co-cromatografia de compostos
padrdo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A guantificacdo dos
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compostos fendlicos baseou-se na curvas padrao de &cido galico (2.5—
200 pg mL™; y = 795.00x; r* = 0.999).

2.3.5 Atividade antioxidante (DPPH)

A atividade de eliminagdo radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)
foi determinada de acordo com Tait et al. (1996). Para a avaliacdo
quantitativa, 100 pL de cada extracto foi misturado (0,1 mg.mL-1) com
2,9 mL de solu¢do de DPPH (200 ug.mL-1) (Sigma-Aldrich, EUA),
preparada diariamente. Apds 1 h no escuro a 25 ° C, a absorbancia foi
medida a 517 nm utilizando espectrofotémetro (BIOSPECTRO SP-
220). A atividade anti-radical (AA) foi determinada utilizando a
seguinte formula:% de AA = (Abs-Abs amostra de controle) / Abs x
100%. O controle positivo de quercetina foi também medida nas
mesmas concentracdes. Todas as analises quantitativas foram realizadas
em triplicata e os resultados sdo expressos como percentagem.

2.3.6 Acucares Totais e Amido

A extracdo de acucares soluveis totais foi realizado de acordo com
Shannon (1968). As amostras (0,05 g de massa seca, n = 3) foram
extraidos com 2 ml de metanol: cloroférmio: agua (MCW) (12: 5: 3) e
centrifugado ( Centrifuga EPPENDORF 5810R) a 3000 rpm durante 5
minutos a 25 ° C. O sobrenadante foi recuperado e o pelet foi re-
extraido com 2 ml de MCW. Uma parte de cloroférmio e 1,5 parte de
agua foram adicionados para cada quatro partes de sobrenadante,
seguido de centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 minutos, a partir dos
quais foram obtidas duas fases. A fase aquosa superior foi colhida e
dosagem utilizando antrona 0,2%, de acordo com Umbreit & Burris
(1957). A extragdo de amido foi realizado de acordo com McCready et
al. (1950). Os granulos usados na extracdo de agUcares solUveis totais
foram triturados com &cido perclérico (HCIO4) a 30% (v / v) e
centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos, a 25 ° C. O sobrenadante
foi recolhido e o precipitado foi novamente extraida como especificado
acima. O extrato também foi centrifugado e os sobrenadantes de ambas
as extragfes foram combinadas e analisadas de acordo com Umbreit e
Burris (1964), utilizando o reagente de antrona de 0,2% (w/v). A
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concentracdo de aglcar e amido foram calculados usando a D-glucose
como padrao.

2.4 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) e teste de
Student-Newman-Keuls. Para determinar as variagdes na taxa de
crescimento, clorofila a, ficobiliproteinas, amido, acUcares totais,
compostos fendlicos e carotendides em diferentes temperaturas e
concentragdes de nutrientes foi utilizada a ANOVA bi-fatorial. Para as
analises realizadas com os parametros obtidos com a fluorescéncia da
clorofila foi utilizada ANOVA ftri-fatorial, porque as medidas foram
realizadas ao longo da experimentacdo. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o pacote de software Statistica, considerando
p<0.05. Para diferencgas significativas, post hoc foi realizada utilizando
Teste de multiplas comparacfes Newman-Keuls. A homogeneidade da
variancia foi testada a priori, pelo teste de Cochran.

O grupo de dados multivariados foi analisado em MVSP 3.2 software
(multivariada Statistical Package for Windows) (Kovach 2005), pela
técnica estatistica de Analise de Componentes Principais (PCA- Analise
de Componentes Principais). Quinze varidveis foram selecionadas para
esta andlise: clorofila a, ficoeritrina, Ficocianina, Amido, AgUcares
totais, carotendides totais, compostos fendlicos totais, DPPH, Fv/Fm,
ETR max, o ETR, Is, ETR, AF/F'm. Como essas variaveis tém
diferentes escalas de medi¢do, os dados foram submetidos a
transformacéo log 10. Matrizes de Covariancia e Biplots com distancia
euclidiana foram utilizadas. Os autovetores produzidos a partir da biplot
euclidiano foram usados para identificar as faixas individuais que
contribuiram para a formacao de grupos. A soma dos valores absolutos
do eixo x e coordenada y para cada autovetor foram utilizada para
classificar as bandas como determinantes forte ou fraco, considera se
gue quanto maior o autovetor maior o efeito. Para maior clareza
somente os valores dos dois primeiros eixos da andlise foram
apresentados.

3 Resultados

3.1 Taxa de Crescimento Relativa

Apos 30 dias de experimento, os efeitos da temperatura e nutrientes,
apresentaram diferencas significativas na taxa de crescimento relativa
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(TCR) de L. catarinenses (p<0.05, Tabela 1). As menores TCRs foram
observadas nos tratamentos com concentracdo baixa de nutrientes
(CBN). As algas expostas a 28°C apresentaram TCRs inferiores as
observadas nos tratamentos mais frios, sendo notérias as diferencas
observadas nos tratamentos com altas concentragbes de nutrientes
(CAN) (Figura 1). Nestas condi¢des a temperatura extrema inverte uma
tendéncia de elevacdo de seus valores quando considerados o0s
tratamentos 20 e 24°C.



Tabela 1: Resultados das andlises bifatoriais ANOVA para cada variavel dependente, com efeitos isolados e
combinados das variaveis independentes nutrientes e temperatura. Estes dados foram obtidos ao final do
experimento realizado com L.catarinensis. Os efeitos significativos sdo apresentados com os dados de F e p,
em negrito e gl (graus de liberdade).

Fonte de Nutrientes Temperatura NXT
iacdo gl 2
Variavel MS F p MS F p MS F p

TCR% 15,34 1746 0,00 9,31 1059,80 0,00 3,10 353,35 0,00
Clorofila a 0,20 81,08 0,00 0,07 28,30 0,00 0,01 7,66 0,00
Ficocianina 0,48 1,74 0,20 2,34 8,43 0,00 1,08 3,89 0,01
Ficoeritrina 4,65 4,16 0,03 9,78 8,75 0,00 4,37 3,91 0,01
Acucares 6,61 1139,86 0,00 43,73 7533,82 0,00 12,32 2123,19 0,00
Totais

Amido 0,50 5229,50 0,00 0,28 2930,45 0,00 0,56 5792,99 0,00
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Figura 1. Taxa de crescimento relativa (% d™) da macroalga
Laurencia catarinensis ao final do experimento, com temperaturas de
20°C, 24°C e 28°C e concentragBes baixas de nutrientes (CBN),
intermediarias (CIN) e altas (CAN). Os dados estdo apresentados
como média (n= 3). As diferengas significativas de acordo com o teste
de Newman-Keuls estdo marcados com

comparacoes.
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3.2 Pigmentos Fotossintetizantes

A interacdo entre temperatura e nutrientes produziu variacdo
significativa (tabela 1) em clorofila a (figura 2 a), ficocianina (figura 2
b) e ficoeritrina ( figura 2 c). Em todas as temperaturas combinadas
com as condicdes intermediarias e altas de nutrientes, verficou-se
aumento da concentracdo de clorofila a. Porém, quando comparamos 0s
tratamentos CBN, CIN e CAN em temperaturas mais quentes, percebe-
se uma tendéncia da alga diminuir o contéudo do pigmento
fotossintetizante. A concentracdo de Ficocianina apresentou influencia
somente da temperatura, apresentando maior conteido na temperatura
de 28°C. J4, a Ficoeritrina apresentou maior concentracdo na condicdo
CIN e temperatura de 28°C, ocorrendo o decréscimo em temperaturas
mais frias.
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Figura 2. Contetdo de Clorofila a (a), Ficocianina (b) e Ficoeritrina (c) dos talos
da macroalga Laurencia catarinensis ao final do experimento, com temperaturas
de 20°C, 24°C e 28°C e concentragdes baixas de nutrientes (CBN), intermediarias
(CIN) e altas (CAN). Os dados estdo apresentados como média (n= 3). As
diferengas significativas de acordo com o teste de Newman-Keuls estdo marcados
com letras diferentes entre comparacdes.
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Figura 2. Contetdo de Clorofila a (a), Ficocianina (b) e Ficoeritrina (c) dos talos
da macroalga Laurencia catarinensis ao final do experimento, com temperaturas
de 20°C, 24°C e 28°C e concentragdes baixas de nutrientes (CBN), intermediarias
(CIN) e altas (CAN). Os dados estdo apresentados como média (n= 3). As
diferengas significativas de acordo com o teste de Newman-Keuls estdo marcados
com letras diferentes entre comparacdes.
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3.2.1 Andlise dos Parametros da Fluorescéncia da Clorofila a

A interacdo entre temperatura e nutrientes produziu diferencas
significativas nos parametros fotossintético (p<0.05) (Tabela 2).

Quando analisados os parametros AF/F'm (Figura 3a) e ETR (Figura 3c¢)
verificou-se que a alga obteve melhor desempenho fotossintético em
temperatura de 20°C, diminuindo-o0 com o0 aumento da temperatura. Em
condi¢des de 20°C ocorreu aumento dos valores com o incremento de
nutrientes, sendo observado o contrario na temperatura de 24°C. Nas
condigBes de concentragdes baixas e altas de nutrientes foi observado a
diminuicdo dos valores dos parametros na temperaturas mais quente.
Através dos parametros obtidos pela curva de luz Fv/Fm, ETRmax, o
ETR e Is ( Figura 3 a, b, ¢ e d) pode-se verificar que na temperatura de
20°C ocorreu aumento dos valores com o incremento de nutrientes,
porém foi observado o efeito antagdnico nos dados de irradiancia de
saturacdo (Is). Na temperatura a 28°C observou-se o efeito negativo ao
incremento de nutrientes, ocorrendo queda dos valores dos parametros
fotossintéticos. Quando analisado o tratamento CBN e CAN pode-se
perceber que o aumento da temperatura foi prejudicial ao metabolismo
da macroalga. Sendo que para as concentragdes intermediarias (CIN)
pode-se observar o inverso para os dados de Fv/Fm e o ETR.



Tabela 2: Resultados das andlises trifatoriais ANOVA para cada varidvel dependente, com efeitos isolados e
combinados das variaveis independentes tempo, nutrientes e temperatura. Estes dados foram obtidos durante o
experimento realizado com L.catarinensis. Os efeitos significativos sdo apresentados com os dados de F e p, em
negrito e gl (graus de liberdade).

(continua)
Fonte de Tempo Nutrientes Temperatura ToxN
variagdo ~g|=2
Variaveis MS F_ p MS F _ p MS F _ p MS F p
AF/F'm 0,005 3,96 0,05 0,00 0,64 0,50 0,02 15,34 0,00 0,00 0,57 0,56
ETR 38,30 58,24 0,00 4,40 6,78 0,00 12,59 19,15 0,00 0,75 1,15 0,33
Fv/Fm 0,26 254 0,00 001 17,1 0,00 0,01 1521 0,00 0,01 17,15 0,00
ETRmax 3408,76 679,14 0,00 453 090 040 291,06 57,98 0,00 100,11 19,94 0,00
aETR
0,00 28,86 0,00 0,00 13,37 0,00 0,00 10,23 0,00 0,00 3,71 0,00
Is

111096 144,18 0,00 294081 38,16 0,00

1041178 135,13 0,00

255899 33,21 0,00
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(continuagéo)

Fonte de ToxTemp NxTemp NxToxTemp

variagao
Variaveis MS F p MS F p MS F op
AF/F'm 0,021 20,14 0,00 0,027 14,70 0,00 0,025 20,36 0,00
ETR 28,89 4394 000 32,33 49,16 0,00 28,70 43,64 0,00
Fv/Fm 0,028 17,26 0,00 0,035 33,09 0,00 0,035 33,09 0,00
ETRmax 224,14 44,65 0,00 57,67 11,49 0,00 136,70 27,23 0,00
oETR

0,00 2801 000 000 7,78 000 000 697 0,00

Is

935862 121,46 0,00

132109 17,14 0,00

404496 52,49 0,00
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Figura 3: Valores das médias+desvio padrdo dos Parametros fotossintéticos AF/F'm
(@) e ETR (b) de Laurencia catarinensis de amostras iniciais e finais ao experimento
em temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C combinadas com concentracdes baixas de
nutrientes (CBN), intermediarias (CIN) e altas (CAN), n=3.
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n=3.
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iniciais e finais ao experimento em temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C combinadas
com concentracGes baixas de nutrientes (CBN), intermediarias (CIN) e altas (CAN),
n=3.
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3.2.2 Extracéo de carotenoides por CLAE

A interacdo entre temperatura e nutrientes produziu
diferencas significativas nos carotenoides

(p<0.05) (Tabela 3).

Os carotenoides totais (Tabela 4) apresentaram-se em
maior concentragdo nos tratamentos CIN nas temperaturas
20°C e 24°C, enquanto na temperatura mais alta observou-
se maior concentracdo destes compostos em ambos 0s
tratamentos CIN e CAN. Os carotenoides presentes nas
amostras foram Luteina, Zeaxantina Livre e esterificada e
a-Caroteno.

Para o composto Luteina obteve-se 0 mesmo padrdo do
gue em carotenoides totais. Em Zeaxantina livre observou-
se que tanto para as temperaturas de 20°C e 24°C, o
tratamento CIN obteve maior concentracdo do composto,
porém a 28°C o tratamento com maior concentracdo de
nutrientes obteve menor conteddo do composto. O
tratamento CIN, diminuiu a 28°C e CAN aumentou a
producdo de Zeaxantina livre.

Em Zeaxantina esterificada observou-se que nas
temperaturas de 24°C e 28°C, ocorreu aumento do
contetdo com o incremento de nutrientes. Para o
tratamento CIN observou-se a diminui¢do da concentracdo
com o aumento da temperatura e em CAN o inverso foi
constatado. Por fim, em o-Caroteno observou-se que ele
esteve presente somente no tratamento CIN, em
temperaturas de 20°C e 24°C. Porém na temperatura mais
alta, observou-se 0 aumento da concentragdo com o
incremento de nutrientes. Quando comparados 0s
tratamentos com as temperaturas, constatou-se que em
CBN e CAN O composto esteve presente somente a 28°C,
enquanto em CIN o maior contetdo ocorreu a 20°C.


Leli
Caixa de texto
carotenoides 
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Tabela 3: Resultados das analises bifatorial ANOVA dos Carotenoides, para cada variavel dependente, com efeitos isolados e
combinados das varidveis independentes nutrientes e temperatura. Estes dados foram obtidos durante o experimento realizado
com L.catarinensis. Os efeitos significativos estdo apresentados com os dados de F e p, em negrito e gl (graus de liberdade).

Nutrientes Temperatura NXT

MS F p MS F p MS F p
Variavel
Luteina 12679,32 128,62 0,00 2097,29 21,27 0,00 3239,50 32,86 0,00
Zeaxantina 344,12 951,18 0,00 89,08 246,23 0,00 131,06 362,27 0,00
Livre
Zeaxantina 6086,35 2355,82 0,00 4012,67  1553,16 0,00 3728,50  1443,17 0,00
esterificada
a-Caroteno 126,24 53,15 0,00 22,66 9,54 0,00 43,49 18,31 0,00
Carotenoides ~ 50008,8 54 0,00 158754 1,71 0,00 19022,6 2,05 0,00

totais
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Tabela 4: Concentracdo dos carotenoides (mg/g - massa seca) determinada por CLAE da macroalga Laurencia catarinensis.
As Amostras foram submetidas as temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C e concentracdes baixas de nutrientes (CBN),
intermediarias (CIN) e altas (CAN). Os valores apresentados correspondem a media de tres injecoes (10 pL *desvio padréo.
As letras (na mesma linha) indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparagdo de Student-

Newman-Keuls.

mg/gMS
20°C 24°C 28°C

Pico, Rt CBN CIN CAN CBN CIN CAN CBN CIN CAN
composto  (mi

n)
Luteina 3,6- 6,26+0,33 6558+1,2 1,85+0,7 3,70+1,53 132,09+28, 20,92+6,1 9,02+2,12* 3559+6,3 38,56+3,9

38 @ 2° 0 a 02¢ 6% 4° b
Zeaxantin 4,1 2,34+0,06 13,33#0,2 nd 1,29+0,06 27,74+0,01° 5,97+1,72 3,11+0,69 4,25+155 8,37+1,14
a Iivre ab 3f ab d bc cd e
Zeaxantin 4,4 1,85+0,37 Tragos* 0,37+0,1 1,88+0,12 133,57+0,0 8,59+2,55 4,01+1,10*° 18,16+2,8 15,08+2,6
a a 7a a 1d b 7c 8c
esterificad
a
a-caroteno 9,7 nd 10,79+0,7 Tragos*  nd 6,67+1,83°  Tragos* 1,85+0,91* 7,042,550 11,01+2,7

3C b 8C

Carotenoi 10,45+0,7 89,68+2,1 2,22+0,8 6,87+1,71 300,07+29, 35,48+£10, 17,99+4,8 65,04+£13, 73,02%10,
des 6° 8" 7 b 85’ 43° 2 22 59
Totais**

nd: ndo detectado

Tragos*: concentragdo abaixo do limite de detecgdo da curva de calibracio
Carotenodides totais**: Soma dos carotenoides identificados por CLAE
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3.3 Acucares Totais e Amido

Os conteldos de agucares totais (figura 5 a) de Laurencia
catarinensis, apresentaram diminuicdo nas temperaturas
20°C e 28°C, com o incremento de nutrientes, no entanto,
na temperatura intermediaria (24°C), verifica-se a mesma
tendéncia para os tratamentos CBN e CIN, mas o inverso é
verificado no tratamento CAN. Dessa forma, o mesmo é
verificado quando s&o comparados os tratamentos CBN,
CIN e CAN com aumento de temperatura. Mostrando
influéncia do aumento de nutrientes e da temperatura na
sintese de compostos importantes do metabolismo
primario da alga.

A substancia de reserva, amido (figura 5 b) teve a maior
concentragdo no tratamento controle CBN/20°C,
ocorrendo diminui¢do quando incrementados os nutrientes,
assim como na temperatura de 24°C. Porém, na
temperatura de 28°C, percebe-se a influencia do nutriente
na producdo do amido, pois em temperaturas mais quentes,
é preciso que se tenha concentragGes intermedidrias de
nutrientes, ja que nos tratamentos CBN e CAN, ocorre
diminuicdo da substdncia de reserva da alga. Nos
tratamentos CBN, em temperaturas mais quentes, ocorre
uma tendéncia de diminui¢do do amido, porém para o CIN
possibilita a produgdo, na temperatura de 28°C. Para o
tratamento CAN, a temperatura de 24°C benéfica para a
producdo dos compostos, tendo ocorrido o inverso em
28°C.
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Figura 5. Concentragdo de Acucares Totais (a) e amido (b) em mg/gMS da
macroalga L. catarinensis no final do experimento, com temperaturas de 20 °C,
24 °C e 28 °C e concentracfes baixas de nutrientes (oligo), intermediarias
(meso) e altas (hiper). Os dados estdo mostrados como médias + desvio padréo
(n = 3). As diferengas significativas de acordo com o teste Newman-Keuls estéo
marcadas com letras diferentes entre os tratamentos.
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3.4 Compostos fendlicos determinados por CLAE e
Atividade antioxidante

A interacdo entre temperatura e nutrientes produziu
diferencas significativas nos Compostos fendlicos )
(p<0.05) (Tabela 5).

Os maiores conteddos de compostos fendlicos totais
(tabela 6) foram verificados nos tratamentos com
concentragdes (CIN e CAN), na temperatura de 28°C e no
tratamento CAN na temperatura de 24°C como consta na
tabela 3. Com relagdo as Catequinas pode-se observar que
0 composto Epicatequina foi encontrado em maior
concentracdo em todos os tratamentos variando entre
2,14mg/gMS e 6,84 mg/gMS. Galocatequina apresentou
maior concentragdo em CAN a temperatura de 28°C com
1,08 mg/gMS. A Epigalocatequina apresentou as menores
concentracBes a 20°C e maiores em 24°C e 28°C.

O Acido Cafeico na temperatura mais fria apresentou
diminuicdo da concentragdo com o incremento de
nutrientes, ocorrendo o inverso a temperatura de 24°C.

O tratamento CBN, apresentou diminui¢cdo do composto
com o aumento da temperatura, assim como em CAN.
Porém em CIN verificou-se 0 aumento da concentragdo a
28°C. O composto 4,5 dicafeoilquinico fez-se presente em
guantidades consideraveis somente nos tratamentos CIN e
CAN a 28°C. Da mesma forma ocorreu nas concentracoes
de Acido cumarico, porém foi observado também em
CBN/20°C e CBN-CAN/ 24°C.

Foram observados também dois compostos nédo
identificados, denominados de Composto X e Composto
Y.

O composto X apresentou aumento de sua concentragdo
com o incremento de nutrientes, na temperatura de 28°C.
Ja 0 composto Y, ocorreu somente nos tratamentos CBN
em todas as temperaturas testadas, com o maior valor em
24°C.


Leli
Caixa de texto
Compostos fenólicos 
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Para o teste de DPPH (Figura 6) também foi observado o
mesmo padrdo, pois ocorreu maior atividade antioxidante
nas temperaturas mais quentes, sendo o valor mais alto
encontrado no tratamento CAN/28°C com 28,7%.



Tabela 5: Resultados das analises bifatorial ANOVA dos compostos fendlicos, para cada variavel dependente,
com efeitos isolados e combinados das varidveis independentes nutrientes e temperatura. Estes dados foram
obtidos durante o experimento realizado com L.catarinensis. Os efeitos significativos estdo apresentados com
os dados de F e p, em negrito e gl (graus de liberdade).

e de variacdo Nutrientes Temperatura NXT
1=2 MS F p MS F p MS F p
Variavel
Composto X 4,85 38,53 0,00 8,06 63,99 0,00 4,89 38,82 0,00
Epicatequina 27,56 23,65 0,00 5,96 511 0,00 9,22 7,92 0,00
Galocatequina 0,46 17,05 0,00 0,38 14,07 0,00 0,31 11,67 0,00

Epigalocatequina 0,18 32,44 0,00 0,10 19,32 0,00 0,12 22,52 0,00

Composto Y 1,77 254,73 0,00 0,15 22,02 0,00 0,27 39,80 0,00
Acido Caféico 0,21 25,06 0,00 0,28 32,75 0,00 0,42 49,19 0,00
4 5dicafeoilquinico 0,07 8,19 0,00 0,31 32,66 0,00 0,17 17,69 0,00
Acido Cumarico 0,49 32,55 0,00 1,97 128,61 0,00 1,31 85,60 0,00

Fenolicos totais 66,21 1829,79 0,00 48,33 1335,60 0,00 58,76 1623,84 0,00
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Tabela 6: Concentracéo dos compostos fenolicos da macroalga L. catarinensis. As condigdes experimentais foram 20°C, 24°C e 28°C, com
as concentragdes baixas de nutrientes (CBN), Intermediarias (CIN) e altas (CAN). Os valores apresentados correspondem a media de trés
injecOes (10pL)+ desvio padrdo. As letras (na mesma linha) indicam tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparagéo
de Student-Newman-Keuls.

mg/gMS
20°C 24°C 28°C
Pico, Rt CBN CIN CAN CBN CIN CAN CBN CIN CAN
composto (min)
Composto X 4,3 1,14+0, nd 0,600, 1,41+0,06 0,91+0, 1,490, 0,64+0, 1,93+0, 4,790,
32® 15% a 49° 10® 10% 61° 64"
Epicatequina 4,6- 2,701, 6,22+0, 3,58+1, 2,15+0,54 2,33t1, 6,36x0, 2,140, 6,80£1, 6,84+1,
4,7 14 90° 34° 2 5° 36" 33 19 68"
Galocatequina 6,2 nd tracos tracos 0,50£0,09 nd 0,560, nd 0,400, 1,080,
b 34° 23* 31°
Epigalocatequi 8,7 tracos 0,260, 0,20#0, 0,39+0,04 nd 0,570, tragos 0,610, 0,700,
na 05° 02° g 09° 10° 15°
Composto Y 9,2 O,7d7:r0, nd nd 1,35+0,11 nd tracos 0,45+0, tragos tracos
16 ¢ 05°
Acido Cafeico 14,2 0,960, 0,990, 0,48+0, 0,32+0,09 0,34+0, 0,97+0, nd 0,61+0, 0,760,
04° 14° 12% g 04° 06" 05~ 11°
4 5dicafeoilqui  16,3-  tragos nd nd nd nd nd nd 0,320, 0,550,
nico 17 05° 03"
Acido 23,4- 0,340, nd nd 0,55+0,16 nd 0,270, nd 1,060, 1,92+1,
Cumérico 256 12" ¢ 01* 18° 24°
Fenolicos 5,91 7,47' 4,86° 6,67° 3,58 10,22° 3,23 11,73"  16,64'
totais

nd: ndo detectado; Tragos*: concentragdo abaixo do limite de deteccéo da curva de calibragdo; Fenodlicos totais**: Soma dos
fenolicos identificados por CLAE
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Figura 6. Atividade antioxidante (DPPH) dos compostos fendlicos totais da macroalga
L. catarinensis no final do experimento, com temperaturas de 20°C, 24°C e 28°C e
concentraces baixas de nutrientes (CBN), intermediarias (CIN) e altas (CAN). Os
dados estdo apresentados como média (n= 3). As diferencas significativas de acordo
com o teste de Newman-Keuls estdo marcados com letras diferentes entre comparagoes.
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3.5 Andlise de componentes principais (PCA)

A andlise de ordenacdo mostrou que o primeiro componente (eixo 1)
apresenta amplitude de valores para com contribuicdo de 55,06% da
variancia do conjunto de dados relacionada com o TCR%, agrupou o
tratamento CIN/20°C-24°C e CAN/24°C. O segundo componente
apresenta o de maior contribuicdo a explicacao da variancia total dos
dados com 77,71% (Eixo Il) que é representado correlacionado com as
variaveis acucares totais, ETRmax e Amido alocando as condicGes
CBN-CAN/20°C e CBN/ 24°C para o eixo Il. Os fatores Fendlicos
totais, DPPH e Ficoeritrina alocaram os tratamentos CIN-CAN/28°C,
mostrando uma correlacdo negativa com relacdo ao eixo Il (Figura 7,
Tabela 7)

Tabela 7: Os autovalores e percentual da variancia total dos dois primeiros eixos
extraidos dos dados de PCA utilizando os pardmetros fotossintéticos (o ETR,
ETRmax, ETR, Fv/IFm, AF / F'm, Is), pigmentos fotossintéticos, compostos
fendlicos, DPPH, acucar totais e amido.

Axis 1 AXis 2
Eigenvalues 0,35 0,14
Percentage 55,06 22,65
Cum. Percentage 55,06 77,71
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Figura 7: Distribuicdo fatorial do componente principal (PCA) para 0s
dados de (o ETR, ETRmax, ETR, Fv/Fm, AF/F'm, 1k), clorofila a,
Ficobiliproteinas, carotenoides, compostos fendlicos, DPPH, Acucares
totais. amido e Taxa de crescimento.
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4 Discussao

Variagbes na temperatura alteram diferentes aspectos da biologia de
organismos marinhos, sendo fator determinante de sua ecologia e
biogeografia (Eggert, 2012). Estas respostas ecoldgicas ou mesmo
evolutivas, sdo reflexo das limitagBes fisiologicas que temperaturas
extremas impdem a homeostase de populaces ou mesmo de
comunidades. Nossos resultados reforgam esta perspectiva considerando
que todos os descritores apresentaram variacBes expressivas quando
considerada as temperaturas maximas avaliadas. Quando consideramos
cenarios que integram variagfes na disponibilidade de nutrientes e as
variagbes na temperatura, as hipOteses correntemente defendidas
apontam para uma elevacdo na biomassa de produtores primarios em
oceanos mais quentes e mais ricos em nutrientes (Teichberg et al. 2008
). Em geral, a taxa de crescimento das algas é proporcional a velocidade
de absor¢do do nutriente, habilidade limitada por extremos de
temperatura (Juneja et al. 2013), o que pode ser observado no presente
estudo, pois na temperatura de 28°C com o tratamento CAN, a alga
obteve menor taxa de crescimento (0,074 mg/gMF) correlacionando-se
negativamente com o tratamento. Nas menores temperaturas com adigdo
de nutrientes, o crescimento foi maior variando entre (0,58 mg/gMF a
3,37 mg/gMF), corroborando com a hipétese de que a disponibilidade
de nutrientes representa o fator ambiental que muitas vezes €
responsavel pelo aumento da biomassa de muitas espécies de produtores
primarios costeiros (Reis & Yoneshigue-Valentin, 1998), o0 mesmo
comprovado por Nishihara et al. (2004) em experimentos realizados
com a macroalga Laurencia papillosa, mostrando que tanto a
temperatura da 4gua do mar quanto a disponibilidade de nutrientes
foram determinantes importantes que influenciaram o crescimento
sazonal da alga, da mesma forma, Yokoya et al. (2007) em um estudo
realizado com a alga Hypnea musciformis, verificou a maior taxa de
crescimento em temperaturas de 20°C-25°C.

No entanto, adicdo de compostos nitrogenados na agua do mar pode
estimular a taxa de crescimento, fotossintese, a atividade de enzimas
relacionadas ao metabolismo do nitrogénio, como a nitrato redutase e de
enzimas relacionadas ao metabolismo do carbono como a RuBisCO
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(Wheeler & Weidner, 1983; Rosemberg & Ramus, 1982). Dessa forma,
diferentes respostas das macroalgas marinhas tem sido descritas para sua
adaptacdo a radiacéo solar e mudancgas de temperatura, como alteragdes
no conteddo dos pigmentos e taxas de  pigmentos
fotossintéticos/pigmentos de fotoprotecdo (Staehr & Wernberg 2009),
compostos fendlicos e eficiéncia da atividade de sistemas antioxidantes
(Bischof & Rautenberger, 2012).

A temperatura também é relacionada as modificagdes no teor de amido
em células algais. As Rhodophyceae metabolizam amido, como amido
das florideas. Amidos sdo produzidos por metabodlitos fosforilados nas
reacdes escuras do ciclo da fotossintese utilizando ligac6es de fosfato
ricos em energia (ou seja, ATP) formados nas reacfes de luz. As
enzimas que tém sido sugeridas para desempenhar um papel critico na
temperatura de degradagdo dependente de amido sdo a-amilase e
glucano-a fosforilase constatou-se que 0 aumento da temperatura leva a
degradacdo do amido produzido (Nakamura & Myiachi, 1985), o que
pode-se observar no presente estudo, pois na temperatura de 28°C e
CAN, ocorreu diminui¢cdo na quantidade de amido e agucares totais
produzido pelas algas, comprovando-se na analise de correlagdo com os
tratamentos CBN-CAN/20°C e CBN-24°C, corroborando com o estudo
realizado por Rotem et al. (1986) quem também evidenciou aumento da
quantidade de amido na macroalga Gracilaria sp., quando cultivadas em
agua do mar sem adicao de nutrientes.

Algumas espécies de algas podem estocar o nitrogénio na forma de
aminoacidos, proteinas e pigmentos (Bird et al. 1982, Rosemberg &
Ramus 1982). Neste estudo foi possivel observar que sem a adi¢do de
nutrientes, a alga produziu pouca quantidade de clorofila a (entre
0,037mg/gMS e 0,09 mg/gMS), ja em concentracfes intermediarias
ocorreu aumento (entre 0,213mg/gMS e 0,560mg/gMS), valores
menores aos encontrados em algas do mesmo género Laurencia pacifica
e L. nidifica, que apresentaram maiores valores para clorofila a, em
temperatura de 21°C, sendo 2,5 mg/gMS e 1,2 mg/gMS,
respectivamente (Padilla-Gamino & Carpenter, 2007), logo em
condicdes de altas concentracdes de nutrientes, houve decréscimo do
contetido de clorofila a (0,157mg/gMS a 0,282mg/gMS). Dessa forma,
uma hipotese a este fato pode ser em decorréncia da degradacdo da
clorofila a, pois observou-se coloragdo amarronzada das algas nos dois
tratamentos. Segundo Steet & Tong (1996) a degradacdo da Clorofila a
pode ser observada pela perda de cor ou pela formagéo da cor marrom
oliva, que sdo caracteristicas da feofitina. Este fendmeno esta
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relacionado com uma alteracdo comum de clorofila (feofitinizacéo),
onde o centro de magnésio é substituido por hidrogénio, alterando o
espectro de absorcdo da clorofila a (Martins & Silva, 2000; Streit et al.
2005), o que pode ser comprovado neste trabalho, pois na temperatura
de 20°C e condi¢Bes CAN, ocorreu maior concentracdo de Clorofila a,
ndo sendo evidenciada a degradacdo.

A adaptacdo do aparato fotossintético das algas as variacGes de luz,
nutrientes, ou a temperatura no ambiente pode envolver alteracfes tanto
nas concentragdes quanto nas proporgdes de pigmentos no talo da
macroalga (Rosemberg & Ramus, 1982), isso pode ser comprovado
neste estudo, pois as ficocianinas por ndo serem consideradas as
principais reservas de nitrogénio como as ficoeritrinas, uma vez que
este composto é degradado na auséncia do nutriente (Bird et al. 1982),
sofreu somente a influéncia da temperatura nos tratamentos, sendo que
foi produzida em maior quantidade na temperatura de 28°C, como pode
ser visto na correlagdo positiva, fato que pode ter sido estimulado pela
baixa concentracdo de clorofila a. Assim, as ficoeritrinas, foram
influenciadas pelos nutrientes e temperatura, apresentando aumento na
sua concentragdo em temperatura de 28°C em condi¢es CIN e CAN.
De fato, a intera¢éo sinérgica entre elevadas concentragdes de nutrientes
em conjunto com temperaturas extremas promoveram modificagdes na
concentracdo pigmentar de L.catarinensis. Neste contexto, assim como
as ficobiliproteinas, os carotenoides absorvem a energia da luz para
utilizacdo no processo de fotossintese protegendo a clorofila do
fotodano (Amstrong et al. 1996). Aclmulo de carotendides em espécies
de algas pode ser acrescido com a temperatura devido ao aumento
oxidativo. Segundo a literatura, as algas vermelhas apresentam um
padrdo na composicdo de carotenoides, sendo este padrdo composto por
o e p-caroteno e uma xantofila majoritaria, luteina, zeaxantina ou
anteraxantina (Marquardt & Hanelt, 2004, Schubert et al. 2006, Esteban
et al. 2009). Em algumas espécies de algas, a luteina é o carotendide
principal, como evidenciado para L. catarinensis porém em outras
espécies pode ser substituido por zeaxantina ou anteraxantina. Estudos
com o mesmo genero ja foram realizados por Schubert et al (2006) que
verificou em Laurencia gardneri a presenca de 18,9% de Luteina e 43,7
% de Zeaxantina, do total de carotenoides ja em L. pacifica apresentou
3,5% e 57%, de luteina e zeaxantina, respectivamente, corroborando
com os valores obtidos no presente trabalho para as concentracdes de
zeaxantina observada no tratamento controle CBN/20°C. Os resultados
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obtidos para Laurencia catarinensis apontam para a influéncia dos
fatores ambientais na sintese de carotenoides.

Aumento na formacédo de carotendide com o aumento da temperatura é
geralmente atribuido a resposta celular ao aumento da formacdo de
radicais livres de oxigenio ativo ou 0 aumento da atividade da enzima
biossintética (Juneja et al. 2013). A disponibilidade de Nitrogénio ndo
deve afetar diretamente as concentragBes de carotendides, pelo fato
deste elemento ndo fazer parte da sua composicdo quimica. No entanto,
decréscimos de N, seguido de uma diminuicdo da clorofila poderia
causar menor capacidade para absorver a luz para a fotossintese.
Consequentemente, mais foto-dano poderia estimular um aumento em
carotenodides como antioxidantes (Kopsell et al. 2007; Parjikolaei et al.
2013), o que pode ser representado no estudo, pois nas condi¢cGes CBN,
as algas produziram menor quantidade de clorofila a, em contrapartida
ocorreu incremento no contetido de carotendides.

Dessa forma como os carotenoides, os compostos fendlicos estdo
envolvidos na prevencdo de inUmeras patologias, devido a sua
capacidade antioxidante (Farvin & Jacobsen, 2013). Assim como para
0s carotenoides, pouco se conhece sobre a dindmica no acumulo de
compostos fendlicos em macroalgas, principalmente no que diz respeito
as algas vermelhas. Esses compostos interrompem a cadeia de reacéo
por meio da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres,
convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis para as
células (Angelo & Jorge, 2007). Os antioxidantes fenolicos tem
interacdo principalmente com o0s radicais peroxila, e possuem
capacidade de quelar metais de transi¢do. A atividade antioxidante
destes compostos depende da sua estrutura, do grau de metoxilagéo e do
nimero de hidroxilas presentes na molécula (Barreiros et al. 2006). O
estudo aqui apresentado referente ao acimulo de compostos fenélicos
totais para Laurencia catarinensis, foi semelhante aos descritos na
literatura, para macroalgas marinhas (Abdala-Diaz et al. 2006;
Plouguerné et al. 2006), sendo que as maiores concentracdes destes
compostos, foram observadas na temperatura mais elevada (nos
tratamentos CIN e CAN). No entanto, para as condicbes CBN e
temperatura de 28°C, ocorreu o decrésimo destes compostos, o que pode
ser atribuido a diferenga de irradiacdo natural do ambiente. As
catequinas pertencem a um pequeno grupo de compostos fenolicos, eles
incluem catequina (3-hidroxiflavan) e o seu epimero, e também podem
ocorrer como galatos com acido galico. Estudo realizado com a alga
vermelha Porphyra yezoensis verificou o contelido de catequina e
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epigalocatequina em concentragcdes de 36 + 4 e 32 + 4 mg/gMS,
respectivamente, j& em Chondrus verruscosus ndo foi detectado o
conteldo de catequinas. Epigalocatequina galato, epigalocatequina,
epicatequina galato e epicatequina foram os mais importantes
componentes em termos de capacidade antioxidante entre todos as
catequinas (Yoshie et al. 2000), o que pode ser verificado no presente
estudo, onde a epicatequina foi encontrada em maiores concentracdes
dentre os tratamentos.

A atividade de eliminacdo de radicais, realizada por DPPH, constatou
neste estudo o mesmo padrdo para compostos fenolicos, onde 0s
tratamentos com temperaturas 24°C e 28°C, juntamente com altas
concentragBes de nutrientes apresentaram maiores  atividades
antioxidantes (24,38% e 28,72% em concentragdo de 0,1 mg.mL™ de
extrato, respectivamente). Estudos com varias espécies da ordem
Ceramiales, mostraram relativamente um alto valor para DPPH, para
Heterosiphonia gibbesii (8,15% =+ 0,10 mg. mL™), Acanthophora
spicifera (12,50% + 0,24 mg.mL™), Bryothamnion triquetrum (12,89%
+ 0,51 mg.mL™) e Ceramium nitens (13,89% + 0,07 mg.mL™). Outros
estudos tém demonstrado atividade antioxidante em Polysiphonia
urceolata e P. morrowii (Fujimoto, 1990), Bryothamnion Triquetrum
(Fallarero et al. 2003), e Rhodomela confervoides (Huang & Wang,
2004).

Estresses ambientais ndo s6 produzem danos no aparato fotossintético
diretamente, mas também afetam a atividade das enzimas envolvidas
nas reacdes de escuro e no transporte fotossintético de elétrons (Lin et
al. 2009, Yang et al.2012). A temperatura é um fator de extrema
importancia no controle da taxa de fotossintese em todas as plantas e
algas (Davison et al. 1991), o crescimento, a fotossintese e a reproducéo
de macroalgas entremarés sdo frequentemente limitadas por elevadas
temperaturas do ar e da dgua (Clark et al. 2013).

Os pigmentos fotossintéticos que facilitam a captura de luz na
fotossistema 1l estdo também relacionados com a eficiéncia da
fotossintese. As algas tém desenvolvido diversos mecanismos para
captar a luz solar e assim conseguem regular o seu teor de pigmentos,
em resposta a quantidade e qualidade da luz, nutrientes e variagdo de
temperatura, assegurando a sua sobrevivéncia (Lopez-Figueroa & Niell,
1990). Sendo assim, no geral, para todos os parametros da fluorescéncia
da Clorofila a, verificou-se que as temperaturas quentes e condi¢bes
CAN causaram danos ao Fotossistema Il da macroalga Laurencia
catarinensis, o que pode ser visualizado juntamente com a concentracéo
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de acucares totais, amido e Clorofila a, ocorrendo decréscimo na
concentracgdo destas substancias na citada macroalga. Segundo Steller et
al. (2007), estas respostas seriam consequéncia de regulacdo negativa
de processos metabolicos que sdo regulados por enzimas, que por sua
vez sdo altamente sensiveis a altas temperaturas (30°C). Necchi (2004)
ao estudar as caracteristicas fotossintéticas em resposta a irradiancia de
33 espécies de macroalgas por meio das técnicas de fluorescéncia da
clorofila e oxigénio dissolvido, verificou que as Curvas de fotossintese-
irradiancia baseadas nas duas técnicas indicaram adaptagdes a baixa
irradiancia para Bacillariophyta e Rhodophyta, demonstrando que estas
algas sdo tipicamente adaptadas a sombra, 0 que também foi verificado
no presente estudo, devido ao decréscimo da irradiancia de saturacdo
(Is) da alga L.catarinensis na temperatura de 28°C. As estratégias de
protecdo a fotodanos de plantas crescendo sob luz excessiva podem
envolver inducdo de mecanismos fotoprotetores e sintese de pigmentos,
em contraste, a fotoinibicdo crénica resulta na perda de atividade dos
centros de reacdo do FSII (Schreiber et al. 1994).

O pardmetro AF/F'm representa a eficiéncia de captura da excitagdo
pelos centros de reacdo abertos do PSII (Schreiber et al. 1994) e esta
relacionada & dissipagdo da energia termal no sistema antena (Demmig-
Adams et al. 1990). A diminui¢do de AF/F'm e ETR, como foi
observado no presente estudo em condicGes de incremento de nutrientes
e altas temperaturas, mostra o processo regulatério da atividade do PSII
por meio da reducdo da absor¢do de energia no sistema antena e
decréscimo dos processos fotoquimicos da fotossintese e
consequentemente na diminui¢ao na eficiéncia do PSII ( o ETR) podem
ser gerados pela acumulagdo de aceptores reduzidos, como, também,
pelo aumento da dissipacdo térmica do excesso de energia excitada,
antes de alcancar os centros de reacdo do PSII (Demmig-Adams et al.
1995). Devido ao fato dos processos fotoquimicos e ndo-fotoquimicos
competirem pela energia excitada, o aumento em um dos processos
causa a reducdo em outro (Krause & Weis, 1991). As estratégias de
protecdo a fotodanos de plantas crescendo sob luz excessiva podem
envolver inducdo de mecanismos fotoprotetores e sintese de pigmentos,
em contraste, a fotoinibicdo crénica resulta na perda de atividade dos
centros de reagdo do FSII. Curvas de inducgdo escuro/luz permitem
avaliar informag6es importantes sobre a performance fotossintética de
uma planta adaptada ao escuro, pois é possivel inativar parcialmente as
enzimas do ciclo de Calvin e depois ativa-las através do pulso de
saturacdo durante os primeiros minutos de iluminagdo (Schreiber et al.
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1994). Estudo realizado por Fujimoto et al. (2014) verificou em
experimentos realizados com a macroalga Gelidiela acerosa, que o
Fv/Fm apresentou-se dependente da temperatura, ocorrendo aumento
gradual até 27°C e decréscimo a temperatura de 30°C, semelhante ao
que pode ser observado no presente estudo, onde tanto os tratamentos
CBN quanto CAN decresceram seus valores em temperaturas de 28°C.
Estudos anteriores também indicaram que o rendimento quéntico
maximo era dependente da temperatura conforme relatado para Pyropia
tenera (Kjellman) (Watanabe et al. 2014) e Agardhiella subulata (C.
Agardh) Kraft et Wynne (Vo et al. 2014).

Macroalgas entremarés por vivem na interface dos habitats marinhos e
terrestres e por serem submetidas a desafios ambientais colocados por
ambos os regimes climaticos aquaticos e atmosféricos (Helmuth et al.
2006), experimentam grandes mudancas temporais na temperatura,
radiagdo solar e disponibilidade de nutrientes e sdo confrontados com a
dessecacdo freqliente e stresses osmoticos (Li & Brawley, 2004). Em
virtude de seu habitat, estas algas sdo expostas a pressfes climaticas e
antroépicas, e estdo sendo cada vez mais utilizadas como um sistema de
alerta para impactos das mudancas climaticas (Harley et al. 2006, Lima
et al. 2007). Com a expectativa de vida relativamente curta, as algas
podem responder mais rapidamente as mudancas climaticas do que as
plantas terrestres (Southward et al. 2004). Dentro deste contexto, é
possivel inferir, com o presente estudo e outros ja realizados, que pode
ocorrer 0 aumento da sensibilidade de macrofitas aquaticas,
principalmente de Laurencia catarinensis a varios fatores ambientais em
aguas eutrofizadas (Ralph 1999). Além disso, determinados niveis de
poluentes podem causar alteragbes bioquimicas nestas algas,
aumentando a sintese da energia para demanda de reparos nos
constituintes celulares ocorrendo um decréscimo de energia disponivel
para a macroalga crescer e manter seu ciclo reprodutivo.
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6 Discussao Geral e Conclusao

As macroalgas entremarés por vivem na interface dos habitats marinhos
e terrestres e por serem submetidas a desafios ambientais colocados por
ambos os regimes climaticos aquaticos e atmosféricos (Helmuth et al.
2006), experimentam grandes mudancas temporais na temperatura,
radiagdo solar e disponibilidade de nutrientes e sdo confrontados com a
dessecacgdo freqiente e stresses osmoticos (Li e Brawley, 2004). Em
virtude de seu habitat, estas algas sdo expostas a pressdes climaticas e
antroépicas, e estdo sendo cada vez mais utilizadas como um sistema de
alerta para impactos das mudancas climaticas (Harley et al., 2006, Lima
et al. 2007). Com a expectativa de vida relativamente curta, as algas
podem responder mais rapidamente as mudancas climaticas do que as
plantas terrestres (Southward et al. 2004). Dentro deste contexto, é
possivel inferir, com o presente estudo e outros ja realizados, que pode
ocorrer 0 aumento da sensibilidade de macrofitas aquaticas,
principalmente de Laurencia catarinensis a varios fatores ambientais em
aguas eutrofizadas (Ralph 1999). Além disso, pode-se evidenciar com 0s
experimentos realizados que determinados niveis de poluentes podem
causar alteracfes bioquimicas na alga, aumentando a sintese da energia
para demanda de reparos nos constituintes celulares ocorrendo um
decréscimo de energia disponivel para a macroalga crescer e manter seu
ciclo reprodutivo (Lobban e Harrison 1994). Dessa forma, estes estudos
representam importantes subsidios para monitoramento dos efeitos do
aquecimento global e estressores locais sobre aspectos como alteragdes
na abundancia das espécies, nos padrfes de reproducdo, mudancas
temporais e impacto nos ecossistemas.
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