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“Aquela floresta era composta por grandes plantas arborescentes, ¢ assim
que penetramos debaixo das suas ramagens, os meus olhos sentiram-se
atraidos pela estranha disposi¢do dos ramos, a qual nunca tinha visto até
entdo nas florestas da superficie terrestre. Nenhuma erva das que
atapetavam o solo, nenhum ramo dos arbustos se enroscava ou se estendia
num plano horizontal: todos subiam para a superficie do mar. Nao havia
um filamento, uma fita, por mais delgada que fosse, que ndo se
mantivesse direita como se fosse um fio de ferro. Notei também que todos
os espécimes do reino vegetal: estavam presos ao solo apenas por uma
ligagdo superficial. Desprovidos de raizes, indiferentes ao corpo sélido,
areia, concha ou pedra, que as suportava apenas lhe pediam apoio e ndo
vitalidade. Essas plantas provém de si mesmas e o principio de sua
existéncia estd na dgua, que as sustenta e alimenta.”

“A maior parte delas, em vez de folhas, eram providas de laminas de
formas extravagantes, circunscritas numa gama restrita de cores, que ndo
compreendia mais do que o cor-de-rosa, o carmim, o verde, o azeitonado,
e o castanho. Tornei a ver ali, mas ndo secas, como os exemplares do
Nautilus, as sifonaceas, abertas em leques, que pareciam como que
solicitar a brisa, ceramios escarlates, laminarias estendendo seus
pequenos gomos comestiveis, neriocristias filiformes e flexuosas, que
desabrochavam a altura de quinze metros, ramalhetes de acetabularias,
cujos pés crescem pela parte superior, e grande numero de outras plantas
pelagianas, todas porém sem flores.”

“Vinte Mil Léguas Submarinas” Julio Verne






“A mesma regra mantém-se para os que aqui estao agora, é claro:
escolheremos o nosso proximo mundo através daquilo que
aprenderemos neste. Nao aprender nada significa que o proximo mundo
sera igual a este, com as mesmas limitacdes e pesos de chumbo a
vencer.”

“Ferndo Capelo Gaivota” Richard Bach






RESUMO GERAL

Macroalgas verdes do género Ulva sdo conhecidas pela alta taxa de
crescimento e absor¢do de nutrientes. Constituindo assim uma ferramenta
para utilizagdo em programas de fitorremediagdo de efluentes ou areas
impactadas. Da mesma forma, a producao de biomassa para utilizagdo em
diversos fins ¢ de grande interesse para o mercado de biomoléculas.
Entretanto, a producdo mundial destes organismos ¢ baixa e um dos
motivos ¢ a necessidade de obtencao de técnicas e linhagens que tolerem
as condi¢bes de cultivo e apresentem caracteristicas economicamente
desejadas. Sendo assim, apresentamos no primeiro capitulo, a
identificagdo, com base em analises moleculares, da macroalga verde U.
ohnoi, uma possivel espécie ndo-nativa que ocorre na costa brasileira.
Esta espécie ¢ conhecida por apresentar rapido crescimento com altas
taxas de absor¢do de nitrogénio e fosforo. Neste capitulo avaliamos o
potencial de fitorremediacdo de U. ohnoi na remocao do metal trago
cadmio e as influéncia que a temperatura ¢ a salinidade possuem neste
processo. Quando na presenca do cadmio, U. ohnoi apresentou redugio
nos parametros fotossintéticos e reduziu sua taxa de crescimento.
Entretanto, esta espécie apresentou resisténcia ao cadmio quando mantida
em condi¢des Otimas de temperatura e salinidade. Nossos resultados
demonstram remocgao de 81,3 £ 1,1% do Cd adicionado na concentragao
de 0,625 pg L' quando a salinidade era 15 e temperatura de 18 °C. Desta
forma, U. ohnoi apresentou potencial na fitorremediagdo do caddmio em
aguas marinhas ou salobras. No segundo capitulo, avaliamos os efeitos
interativos da salinidade e do fosforo em aspectos reprodutivos de U.
ohnoi com objetivo de otimizar a produgio de plantulas que poderiam ser
usadas na produgdo de biomassa ou em programas de biorremediagdo.
Observamos que a redu¢do da salinidade de 35 para 25, aliada com o
acréscimo de 1 pmol L' de fosforo no meio resultou em 94,17 + 1,89%
do talo transformado em estruturas reprodutivas. Uma intensidade alta de
liberagdo das células reprodutivas foi observada com taxas de germinagao
superiores a 80%. As plantulas obtidas apresentaram valores elevados nas
taxas de crescimento em todas as salinidades utilizadas, demonstrando
habilidade de aclimatacdo da espécie as novas condigdes. Desta forma,
este capitulo demonstrou o alto potencial de producéo de plantulas de U.
ohnoi utilizando técnicas de indugdo da reprodugdo. No terceiro capitulo,
selecionamos linhagens gametofiticas e esporofiticas de U. ohnoi com o
objetivo de obter linhagem que apresentassem tolerancia a salinidades
reduzidas e com alta eficiéncia de absorcdo de fosforo. As linhagens



obtidas apresentaram respostas variadas aos descritores utilizados.
Entretanto, linhagens selecionadas em salinidade 25 obtiveram os
melhores resultados. As linhagens LE01-25 e LE(02-25 apresentaram
altos valores de eficiéncia de absorcdo de fosforo, com média de
98,80 +2,31% e 97,66 £ 5,39%, respectivamente. Foram observados
valores de velocidade de absorcao de fosforo superiores a 60 pmol P-PO4
3 g (peso seco)”! h™' em linhagens esporofiticas. Altas taxas de
crescimento também foram observadas, LE01-25 apresentou TC de 34,31
+1,51% dia™! quando incubada com 30 pmol L' de fosforo. Desta forma,
este capitulo demonstrou a possibilidade de sele¢do de linhagens, por
meio de células reprodutivas, para obter algas adaptadas as condi¢des
desejadas de salinidade com uma boa eficiéncia e velocidade de absor¢ao
de fosforo. Sendo assim, acreditamos que nossos resultados demonstram
o potencial de uso da Ulva ohnoi em programas de visam a
fitorremediagdo e produgdo de biomassa para diversos fins.

Palavras-chave: Ulva ohnoi, Fitorremediagdo, Selecdo de linhagens



GENERAL ABSTRACT

Green macroalgae of Ulva genus are known for high growth rate and
nutrient absorption. It is therefore a tool for use in phytoremediation
programs of effluents or impacted areas. Similarly, the production of
biomass for various purposes is of great interest to the biomolecule
market. However, world production of these organisms is low and one
reason is need to obtain techniques and strains that best tolerate the
growing conditions and provide economically desired characteristics.
Thus, we present in the first chapter, identification, based on molecular
analyzes, of the green macroalgae U. ohnoi, a possible non-native species
that occurs in the Brazilian coast. This species is known to exhibit rapid
growth with high rates of nitrogen and phosphorus absorption. In this
chapter, we evaluated the phytoremediation potential of U. ohnoi in the
removal of cadmium and the influence that temperature and salinity have
on this process. When in presence of cadmium, U. ohnoi presented
reduction in the photosynthetic parameters and reduced growth rate.
However, this species presented resistance to cadmium when maintained
under optimal conditions of temperature and salinity. Our results
demonstrate removal of 81.3 = 1.1% of the Cd added at the concentration
0f 0.625 pg L' when the salinity was 15 and temperature was 18 °C. Thus,
U. ohnoi presented potential in phytoremediation of cadmium in marine
or brackish waters. In the second chapter, we evaluated the interactive
effects of salinity and phosphorus on reproductive aspects of U. ohnoi in
order to optimize the production of germlings that could be used in
biomass production or in bioremediation programs. We observed that the
reduction in salinity from 35 to 25, together with the addition of 1 pumol
L' of phosphorus resulted in 94.17 + 1.89% of the thallus transformed
into reproductive structure. A high intensity of reproductive cells release
was observed with germination rates higher than 80%. Germlings
obtained higher values of growth rate in all salinities used, demonstrating
the ability of species acclimatization the new conditions. Thus, this
chapter demonstrated the high potential of U. o/hnoi germlings production
using reproduction induction techniques. In the third chapter, we selected
U. ohnoi gametophytic and sporophytic strains with the objective of
obtaining strains that presented tolerance to reduced salinities and with
high phosphorus absorption efficiency. The obtained strains presented
varied answers to the descriptors used. In addition, strains selected in
salinity 25 obtained the best results. Strains LEO1-25 and LE02-25
presented high values of phosphorus absorption efficiency, with a mean



0f98,80+2,31% and 97,66 + 5,39%, respectively. Phosphorus absorption
velocity values greater than 60 pmol P-PO43 g (dry weight)! h'! were
observed in sporophytic strains. High growth rates were also observed,
LEO01-25 presented GR of 34.31 + 1.51% day! when incubated with 30
umol L' phosphorus. In this way, this chapter demonstrated the
possibility of selecting strains, through reproductive cells, to obtain
macroalgae adapted to the desired salinity conditions with a good
efficiency and phosphorus absorption rate. Therefore, we believe that our
results demonstrate the potential of using Ulva ohnoi in phytoremediation
and biomass production programs for various purposes.

Keywords: Ulva ohnoi, Phytoremediation, Strains selection.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL
1.1 O Género Ulva

O género Ulva foi descrito por Linnaeus em 1753. Hoje
compreende um grupo de 130 espécies aceitas taxonomicamente e estio
distribuidas em diversos ambientes com clima tropical ao polar (Guiry e
Guiry, 2019), resultando em ampla diversidade de caracteristicas
morfologicas, anatdmicas e citologicas com alta plasticidade
intraespecifica, tornando a identificagcdo das espécies um tanto complexa
(Flagella etal., 2010). Padrdes de desenvolvimento, detalhes reprodutivos
e cruzamentos entre individuos sdo caracteristicas importantes para a
identificagdo das espécies deste género (Guiry e Guiry, 2019). Diante
dessas dificuldades, o uso de técnicas moleculares, utilizando marcadores
como ITS, tufA e rbcL, tem se mostrado uma boa ferramenta para a
separagdo das espécies (Hiraoka et al., 2004b; Melton et al., 2016b).

As espécies de Ulva possuem cor verde com talos formados por
duas camadas de células crescendo independentemente e formando uma
lamina distromatica ou tubular monostromatico oco simples ou
ramificado. O talo pode ser liso ou lobulado, com margens planas,
caneladas ou dentadas (Hayden et al., 2003; Nakanishi et al., 1996). A
plasticidade morfologica intraespecifica é encontrada e estd relacionada
as variagdes bidticas e abidticas (ex.: dessecagdo, temperatura,
irradiancia, fluxo da 4gua e bactérias simbiontes) referentes aos ambientes
em que estio fixadas.

Ulva spp. ocupam normalmente a zona entremarés do litoral
marinho, onde se fixam ao substrato consolidado por meio de células
rizoidais formando um disco basal (Guiry e Guiry, 2019). Entretanto,
também s3o encontradas espécies de vida livre que flutuam com as
correntes marinhas (Melton et al., 2016a). Frequentemente sdo reportadas
em estuarios e lagunas costeiras, especialmente quando estes ambientes
apresentam aumento na concentracdo de nitrogénio e fosforo (Lanari e
Copertino, 2017; Netto et al., 2018). Diante da diversidade de ambientes
e variacOes de fatores abidticos, algumas espécies de Ulva sdo
consideradas oportunistas, possuindo capacidade de absorcdo rapida e
armazenamento de grande quantidade de nutrientes para metabolizar nos
periodos de escassez (Cohen e Neori, 1991; Copertino et al., 2009).
Aliado a estes fatores, a morfologia simples e a alta capacidade
reprodutiva permitem a ocupagdo rapida de substratos e o deslocamento
de espécies (Smetacek e Zingone, 2013). Algumas espécies sio
resistentes e podem sobreviver em condi¢des severas como privagdo de
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luz por longos periodos (Santelices et al., 2002) e condigdes hipersalinas
(Angell et al., 2015).

Em ambientes com condi¢bes eutroficas, ocorre o crescimento
descontrolado de algumas espécies formando as marés verdes. Estas
condigdes estdo aumentando com o crescimento da urbanizacao das zonas
costeiras, tornando cada vez mais frequente o registro de marés verdes
(Smetacek e Zingone, 2013). Desta forma, com a utilizacdo de
ferramentas moleculares, foram identificadas 8 espécies formadoras de
maré verde (Melton et al., 2016a), sendo 3 espécies (U. rigida, U.
prolifera e U. compressa) encontradas no litoral brasileiro até o momento
(Guiry e Guiry, 2019). Estas floragdes de Ulva spp. provocam diversos
problemas ambientais e socioecondmicos sendo necessario agdes que
mitiguem estes impactos. Entretanto, estas espécies possuem um
importante potencial para utilizagdo em sistemas de biorremediagdo de
poluentes ou zonas contaminadas (Wu et al., 2018).

1.1.1 Influéncia de Fatores Ambientais no Crescimento de Ulva spp.

O desenvolvimento de processos que visam a produgdo de
macroalgas tem como objetivo principal a manuteng¢do do crescimento,
consequentemente, a producdo de biomassa para ser utilizada diretamente
ou na extragdo de bioprodutos (Bostock et al., 2010). Desta forma, para
obtenc¢do do 6timo crescimento € necessario alcancar um balango positivo
em relagdo aos efeitos ambientais positivos e negativos sobre 0 organismo
(Gustavs et al., 2009). Portanto, entender de que forma os fatores
ambientais e suas interagdes influenciam o crescimento deve ser o
primeiro ¢ mais importante objetivo de um programa que deseje a
utilizagdo de macroalgas para produgcdo de biomassa e/ou
biorremediagao.

Dentre os fatores mais importantes para o crescimento, a
temperatura ¢ um fator essencial, influenciando na fluidez de membranas
em todos os processos metabdlicos. A temperatura afeta a absorcio de
nutrientes, a fotossintese, e, consequentemente, o crescimento (Lobban e
Harrison, 1994). Para espécies de Ulva, a temperatura ideal para o
crescimento Otimo esta correlacionada ao regime de temperatura do
ambiente em que vivem (Fortes e Liining, 1980). Por exemplo, U. fasciata
coletada em uma populagio na costa oeste India apresentou crescimento
otimo em 25°C, reduzindo 60% do crescimento se mantida em 20°C e
25% em 30°C (Mantri et al., 2011). J& para U. fenestrata coletada na costa
do Japdo, o crescimento 6timo foi obtido quando incubada em 10°C,
redugdo de 20% em 20°C e 15% em 5°C (Kalita e Tytlianov, 2003).



29

A luz ¢é outro fator primordial para o crescimento de Ulva spp.
devido seu papel na fotossintese. O crescimento possui alta dependéncia
da fotossintese com relagdo similar a da irradidncia com a fotossintese.
Neste processo, a fotossintese aumenta com o aumento da irradidncia
atingindo um ponto de compensacdo (fotossintese passa a ser maior que
a respiracdo) e um pico maximo (irradidncia de saturacdo) onde a
fotossintese também ¢ maxima. Entretanto, quando a irradiagdo supera a
irradiagdo de saturacdo ocorre a fotoinibicdo (Jassbyl e Platt, 1976;
Lobban e Harrison, 1994). As respostas do crescimento sob influéncia da
luz sdo dependentes das espécies e do historico do local onde sdo
encontradas (Arnold e Murray, 1980). Entretanto, Ulva spp. possuem
capacidade de aclimatagdo rapida as condi¢des de luminosidade, variando
a quantidade de conteido pigmentar no talo. Por exemplo, U. lactuca
manteve o crescimento aumentando o conteido de clorofila a quando
incubada com radia¢do PAR de 0,6 umol fotons m? s! (Vermaat e Sand-
Jensen, 1987). Também sdo registradas uma gama de irradiancia de
saturagdo para diferentes espécies e locais. Por exemplo, para U. lactuca
da Coréia, a irradiancia de satura¢do foi de 70 pumol de fotons m? s!,
enquanto para U. linza da China foi de 689 umol de fotons m s™! (Fortes
e Liining, 1980; Kim et al., 2011). A fotoinibi¢do tende a ocorrer em
intensidades muito altas de luz para este género. Arnold e Murray (1980)
encontraram reducdo na fotossintese de U. intestinalis (39%), U. lobata
(57%) e U. rigida (32%) quando incubadas com irradia¢do entre 1405 e
1956 umol de fotons m2 s!.

Em zonas sob influéncia das marés ou estuarios, espécies de Ulva
estdo susceptiveis as variagdes da maré, chuvas, longos periodos de
exposi¢do solar direta e escoamento de agua doce alterando a salinidade
do ambiente em que vivem (Lobban e Harrison, 1994). Embora ambientes
sejam estressantes para a maioria das macroalgas, adaptagdes no controle
da osmorregulagdo possibilitaram que algumas espécies colonizassem
estas regides. Ulva spp. sdo tolerantes a,s variacdes de salinidade e
possuem facilidade de aclimatacdo a baixas ou altas salinidades,
resultando, através de sucessivas geragdes, na formagdo de diferentes
ecotipos (Lobban e Harrison, 1994). Taylor et al. (2001) estudaram a
tolerancia as variagdes de salinidade em 4 espécies de Ulva (U. curvata,
U. rigida, U. compressa e U. linza) formadoras de marés verdes na
Inglaterra. No ambiente onde foram coletadas, a salinidade variava entre
32,3 e 34,7, entretanto as espécies cresceram em laboratorio quando
incubadas em salinidades de 3 até 34. Esta tolerincia esta ligada ao
desenvolvimento de defesas, aumentando a disponibilidade de
antioxidantes e aumentando a atividade de enzimas antioxidantes devido
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a mudanca na salinidade (Lu et al., 2006). Além disso, podem utilizar ions
de K*, Na*, Cl-e SO4* para equilibrar a pressdo osmotica com baixo custo
energético (Karsten, 2012).

Os nutrientes sdo outro fator importante para a manutengdo do
crescimento em espécies de Ulva. O género é conhecido como oportunista
e domina zonas costeiras eutrofizadas, principalmente com altas
concentragdes de nitrogénio e fosforo (Luo et al., 2012). Em ambientes
costeiros, o nitrogénio pode ser um fator limitante para o crescimento de
Ulva spp.. Por outro lado, em regides que possuem alta sedimentagdo,
sedimentos derivados de carbonato de calcio e/ou com intensa atividade
fitoplanctonica possam levar o ambiente a limita¢do por fosforo (Lapointe
et al., 1992; McGlathery et al., 1994). No ambiente, o nitrogénio pode
estar presente em diferentes formas; entretanto, muitas macroalgas
marinhas utilizam, preferencialmente, o amoénio (NH4") e nitrato (NO37)
(Lobban e Harrison, 1994). Ale et al. (2011) analisaram a preferéncia de
U. lactuca por NH4" e NO3;~ como fonte de nitrogénio ¢ observaram maior
crescimento em individuos cultivados com NH4*
(NHs =16.4+0.18% dia! ¢ NOs™ = 9.4 + 0.72% dia'). Os autores
também observaram maior taxa de absor¢cdo de NH4" em relacdo a NO3™,
inclusive quando os dois nutrientes estavam em conjunto. Naldi e
Wheeler (1999) observaram maior acimulo de nitrogénio total com
consequente aumento de proteinas totais e aminoacidos no tecido de U.
fenestrata quando mantida com NH4* em relagdo a NOs™. A preferéncia
por NHs*em relagdo a NOs~ estaria relacionado ao fato de o aménio estar
disponivel em estado reduzido, facilitando sua absor¢@o. Para o fosforo,
as macroalgas absorvem principalmente o ortofosfato (PO4*") (Lobban e
Harrison, 1994). Frequentemente, as macroalgas possuem seu
crescimento limitado por fosforo; principalmente em ambientes em que
as concentragdes de nitrogénio sdo baixas (Lobban e Harrison, 1994).
Para U. fenestrata, as taxas de crescimento sdo reduzidas mais
rapidamente quando limitadas por fosforo, em comparagdo com a
limitagdo por nitrogénio (Bjornsater e Wheeler, 1990). Entretanto, em
culturas ndo limitadas por nitrogénio, o crescimento reduz quando as
concentragdes de fosforo no meio ultrapassam 20 pmol L' em
U. compressa € U. curvata, 30 pmol L' para U. rigida e 60 umol L' para
U. linza (Taylor et al., 2001). Em cultivo integrado com camardo
(Litopenaeus vannamei), U. clathrata absorveu 50% do fosforo em 15
horas, demonstrando potencial de remogdo de 0,72 mg g (biomassa seca)”
! de fosforo por dia (Copertino et al., 2009).
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1.1.2 Ciclo de Vida e Reprodugdo no Género Ulva

O ciclo de vida no género Ulva é complexo e apresenta diferentes
vias de acordo com as condi¢gdes extracelulares em que os talos sdo
expostos (Fjeld e Lovlie, 1976). Basicamente, o ciclo de vida ocorre com
alternancia de geragdes isomorficas entre esporofitos diploides e
gametofitos hapldides. Gametofitos podem liberar gametas masculinos
ou femininos formados por mitose, enquanto o esporofito libera
zoosporos formados por meiose. Os gametas sdo biflagelados com
fototaxia positiva e os zodsporos apresentam quatro flagelos e fototaxia
negativa (Raven et al., 2008) (Figura 1).

Reprodugio via partenogénese também foi reportado para o género
(Tanner, 1981; van den Hoek et al., 1995). Em U. mutabilis, gametas
podem se desenvolver partenogeneticamente em gametofitos (1 a 2%) ou
esporofitos (98 a 99%). Os partenospordfitos sdo haplodides ou diploides
(Fjeld e Lovlie, 1976). As vias de reprodugdo ocorrem em equilibrio na
natureza, sendo alteradas por eventos extracelulares como, por exemplo,
baixa densidade de individuos ou condi¢des desfavoraveis para a fusdo
dos gametas (Lavlie e Bryhni, 1978) (Figura 1).
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Figura 1- Ciclo de vida de Ulva. Caixa interna representa o ciclo de vida
basico com alternancia de geragdes entre esporofitos diploides e
gametofitos haploides isomorficos. Caixas externas representam eventos
alternativos no ciclo de vida. Porcentagens sdo relativas aos estudos com
Ulva mutabilis (Fjeld e Lavlie, 1976). R! = meiose. Modificado de Tanner
(1981).
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A reprodugdo assexuada por fragmentacdo do talo ¢ comum no
género, sendo possivel a regeneragdo do talo a partir de uma unica célula
(Rusig e Cosson, 2001; Gao et al., 2010). Técnicas utilizando isolamento
do protoplasto sdo utilizadas para reprodugdo assexuada e aumento da
biomassa de U. pertusa, U. fasciata e U. conglobata (Reddy et al., 1989).
Hiraoka et al. (2003) também relataram a liberagdo de células
reprodutivas quadriflageladas com fototaxia negativa que possuiam DNA
equivalentes as células vegetativas de U. spinulosa e sdo formados sem
meiose.

A reproducgdo sexuada pode ser induzida através de modifica¢des
nas condi¢les abidticas (ex.: dessecagdo, concentragdo de nutrientes e
temperatura; Dan et al., 2002; Carl et al., 2014a). Apds a indugdo,
qualquer célula do talo pode ser modificada para a formagdo de gametas
ou zoosporo, sendo comum a modificacdo das células marginais (Raven
et al., 2008).

1.1.3 Indug¢do da Reprodugdo em Ulva spp.

A reproducdo em espécies de Ulva ocorre quando células
vegetativas sdo transformadas em células reprodutivas por influéncia de
fatores intrinsecos e extrinsecos (Hiraoka e Enomoto, 1998). A
transformac@o ocorre, inicialmente, com estimulo externo e a temperatura
ambiente ¢ um dos fatores principais. Picos de reproducdo de U.
pseudocurvata na Alemanha sdo modificados ao longo das estagdes do
ano, apresentando picos semanais no verdo € quinzenais no inverno
(Liining et al., 2008), enquanto U. lactuca dos EUA, a reprodug¢éo ocorre
apenas no verdo (Niesenbaum, 1988). Em laboratorio, os ciclo de
reproducdo de U. fenestrata foram reduzidos de 100 para 5 dias com o
aumento da temperatura de 5 para 10 °C (Kalita e Titlyanov, 2011). Gao
et al. (2017a) demonstraram que o aumento da temperatura combinado
com aumento no pCQO; e nitrato aumentaram a taxa de reprodugio de U.
rigida em 64,4%.

Como muitas espécies de Ulva ocupam a zona entremarés e
estuarios, elas estdo sujeitas a niveis variados de salinidade provocados
pelo aporte de agua doce e dessecagdo nesses ambientes. Em uma baia no
Golfo da Califérnia, foram observadas a formagdo de estruturas
reprodutivas em cinco espécies de Ulva quando a salinidade variava entre
34,7 e 35,6 (Chavez-Sanchez et al., 2018). Para U. prolifera coletada em
estuario no Japao, foi observado indugdo da reproducdo entre salinidades
5 e 52, entretanto a liberagao das células reprodutivas ocorreu apenas
quando mantida entre 13 ¢ 45 (Dan et al., 2002). Para U. pertusa, as taxas
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de liberacdo das células reprodutivas ocorreram entre salinidades 15 e 55,
com maiores valores entre 15 e 25 (Han et al., 2008). Mantri et al. (2011)
observaram em laboratério que a reducdo da salinidade diminuiu o tempo
de formacdo dos zoosporos em U. fasciata. Entretanto, Lin et al. (2011)
observaram que a reproducdo de U. prolifera ocorre somente em
salinidades altas (40) e o crescimento vegetativo em baixas (10 e 20).

Os efeitos dos nutrientes sobre a indugdo da reprodugao sdo pouco
abordados na literatura, entretanto, os trabalhos existentes tém
demonstrado uma forte relagdo. Acredita-se que a formagdo de células
reprodutivas ¢ induzida com o aumento nas concentragdes de fosforo no
meio e a liberacdo ocorra quando as concentra¢des de nitrogénio forem
maiores. Esta relacdo é discutida por Imchen (2012) e Chavez-Sanchez et
al. (2018). Gao et al. (2018) observaram que a adigdo de nutrientes (nitrato
e fosforo) adiantaram o processo de formagdo de estruturas reprodutivas
em U. rigida. Quando os autores adicionaram alta concentragcdo de
nutrientes (1000 umol L' de nitrato € 50 umol L' de fosforo) ocorreu
aumento de 64,4% na taxa de reproducdo. Mohsen et al. (1974)
observaram aumento na esporogénese e liberacdo de esporos quando
adicionado nitrato ao meio. Os autores observaram ainda aumento na
reproducdo assexuada, através de zigosporos, quando U. fasciata estava
limitada por nitrogénio.

1.1.4 Influéncia de Fatores Ambientais na Germinag¢do de Células
Reprodutivas de Ulva spp.

A temperatura ambiente ¢ um dos fatores principais na germinago
de células reprodutivas em Ulva spp. Geralmente, a temperatura ideal
para que o processo de germinacdo ocorra esta relacionada com a
ocorréncia média deste parametro no ambiente onde a populacio esta
inserida e variagdes em torno desta média podem diminuir ou aumentar a
velocidade do processo, desde que os limites de tolerancia ndo seja
ultrapassados (Woodhead e Moss, 1975). Por exemplo, Song et al. (2015)
analisaram a germinagao de esporos de U. prolifera, U. linza e Ulva sp.
coletadas em trés zonas na costa norte da China com temperaturas
variando de 1 a 30 °C ao longo das estagdes. Os autores ndo registraram
germinacao dos esporos quando mantidos em 5 °C e os valores maximos
foram obtidos em 15 °C, 10 °C, 25 °C para U. prolifera, U. linza e Ulva
sp., respectivamente.

A luz ¢é outro fator importante para o processo de germinagdo. A
germinagdo ndo ocorre se as células reprodutivas forem mantidas no
escuro por longos periodos e uma redugdo linear na sobrevivéncia é
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observado com o aumento do tempo de permanéncia no escuro. Quando
exposta a luz, as taxas de germinacdo sdo maiores quando o tempo de
permanéncia no escuro sdo menores, com atrasos na germinagdo quando
os esporos sdo incubados por longos periodos no escuro (Kolwalkar et al.,
2007). Finlay et al. (2008) obtiveram melhores resultados quando os
esporos de Ulva sp. foram mantidos em 12 umol fotons m? s, A
qualidade da luz também pode afetar a germinagdo das células
reprodutivas. Para U. pertusa, Han et al. (2004) observaram redugdo
acima de 50% na germinag@o quando esporos incubados por 40 minutos
em UV-B com 05-1,0 W.m Entretanto, quando exposta a luz azul, a
germinagdo era aumentada diminuindo os efeitos da irradiagao UV-B.

Poucos estudos demonstraram influéncia da salinidade nas taxas
de germinag@o. Uma resposta linear foi encontrada para U. fasciata por
Mantri et al. (2011), onde maiores taxas de germinagéo foram encontradas
quando incubados com salinidade 30 e menores em 15. Sousa et al.
(2007), observaram também que o crescimento dos esporos diminui
significativamente quando sdo incubados em salinidade 5, entretanto o
crescimento aumenta quando incubados acima de salinidade 20.

As concentracdes de nutrientes, especialmente fosforo e amonia,
tem apresentado influéncia na germinacdo de células reprodutivas e
crescimento das plantulas de espécies de Ulva, demonstrando maior
sensibilidade em relagdo as macroalgas adultas (Sousa et al., 2007). Em
U. flexuosa, o crescimento dos zoosporos foi significativamente
influenciado pelas concentragdes de nitrato utilizadas, com redugéo de
quase 50% quando as concentragdes passaram de 80 umol L! para 150
umol L' 