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RESUMO

Os efeitos individuais e interativos dos parametros ambientais fisicos € quimicos,
como temperatura, intensidade luminosa, salinidade e concentrag¢do de fosforo inorganico
dissolvido na dgua do mar, na producdo de proteinas, carboidratos, acimulo de fosforo
tecidual e taxa de absor¢do do fosforo inorganico disponivel no meio de cultura em
Gelidium crinale (Turner) Lamouroux, foram investigados durante um periodo de sete
dias de cultivo laboratorial, em condi¢des controladas. A acdo dos parametros abioticos foi
analisada de trés maneiras diferentes.

A primeira avaliagdo integrou a agdo de temperatura, intensidade luminosa e
fosforo inorganico dissolvido, mantendo-se fixa a salinidade em 25 ups, onde se constatou
que em todos 0s componentes quimicos algais ocorreram interagdes de terceira ordem. O
incremento de 2,28 a 2,67 % nos teores de proteinas foram obtidos a temperatura de 25 °C
e 12 umol m™ s™ de intensidade luminosa, diminuindo com a elevagdo da intensidade
luminosa para 40 pmol m™ s™. Para carboidratos, ocorreram interagdes significativas entre
os trés parametros, com um aumento de 6,85 % sendo registrado a 25 °C de temperatura,

24 pmol m? s’

de intensidade luminosa e 10,0 uM de fosforo inorganico. O aumento
maximo na taxa de fosforo tecidual (0,56 %) ocorreu em talos cultivados nas menores
temperatura e intensidade luminosa e na maior concentracdo de foésforo inorganico
dissolvido. Com relagdo a intensidade luminosa, foi observada uma correlagdo negativa
entre proteinas e carboidratos.

A segunda avaliacdo estabeleceu a acdo independente e sinérgica de temperatura,
salinidade e fosforo inorganico disponivel no meio de cultivo, fixando-se a intensidade
luminosa em 24 pmol m™s™'. A maior producio de proteinas ocorreu em cultivos onde a

temperatura foi de 25 °C, com uma concentragdo de 5,0 e 10,0 uM de fésforo inorganico

dissolvido e salinidade entre 15 e 20 ups, cujos valores médios do incremento variaram
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entre 2,62 a 2,83 % peso seco de alga, resultando em uma interacdo de terceira ordem
altamente significativa. Para carboidratos a elevagdo de 6,85 % em sua concentracio esta
associada a maior temperatura (25 °C), maior salinidade (25 ups) e maior quantidade de
fosforo inorgénico disponivel no meio de cultivo (10,0 uM). Contudo, ndo foi observada
uma interacdo de terceira ordem através da analise estatistica. Para esta biomolécula
observaram-se interagdes de segunda ordem altamente significativa (P < 0,005) entre
temperatura e diferentes concentracdes de fosforo inorginico e entre temperatura e
salinidade (P < 0,000). O acumulo de fésforo nos talos da alga foi menor durante os
cultivos em que a salinidade foi de 25 ups,nas temperaturas de 20 e 25 °C e concentragao
de fosforo disponivel de 2,5 uM, com percentuais entre 0,08 a 0,11 % em peso de cinzas.
O maior incremento ocorreu na menor temperatura, associada a baixa salinidade e alta
concentragdo de fosforo inorganico no meio. O coeficiente de correlagio de Pearson
revelou correlagdes positivas, altamente significativas (P < 0,001) entre teor de proteina,
temperatura e disponibilidade de fosforo inorganico no meio de cultivo. Para carboidratos,
as correlagdes foram positivas com os trés parametros abidticos. Para fosforo tecidual
somente com o fésforo inorganico disponivel no cultivo foi que ocorreu uma relagdo
positiva; com os outros dois parametros esta correlacio foi negativa. Entre os
componentes quimicos encontrados nas algas, proteinas e carboidratos apresentaram uma
relacdo positiva, porém fosforo tecidual apresentou uma correlagdo negativa com ambos,
embora com proteinas esta relacdo nao tenha sido significativa.

A terceira avaliagdo estudou a acdo individual e o sinergismo entre os parametros
ambientais, temperatura, intensidade luminosa e salinidade, a uma concentracao fixa de
fosforo inorganico disponivel no meio de cultivo (10,0 uM), sobre a composicao quimica,
bem como na taxa de absorc¢do de fosforo inorganico disponivel. Observou-se a ocorréncia

de interagdes de terceira ordem em todos as varidveis estudadas. O teor de proteinas
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apresentou um aumento de 3,72 % durante o periodo de cultivo, passando de 20,63 %
antes do cultivo, para 24,35 % apds o término do experimento, principalmente nas
condi¢des de 25 °C de temperatura, 12 pmol m™s” de intensidade luminosa e 15 ups de
salinidade. Para carboidratos, nas condi¢des de baixa intensidade luminosa (12 pmol m™s”
", a uma temperatura de 20 °C e salinidades de 10 e 15 ups, foram registrados valores
inferiores a amostra controle, caracterizando um consumo desta biomolécula por parte das
algas. Nestas mesmas condi¢des ambientais, foram registrados os maiores teores de
fosforo tecidual, variando entre 0,86 a 1,09 % do peso das cinzas. As maiores taxas de
absor¢do do fosforo do meio ocorreram na salinidade de 25 ups e 25 °C de temperatura,
diminuindo da intensidade luminosa de 12 pmol m™s™ para 40 pmol m™s™. As maiores
concentragdes de fosforo inorganico residual na agua do meio de cultivo ocorreram nas
salinidades de 10 e 15 ups, em todas as intensidade luminosas e temperaturas estudadas.
Através do coeficiente de correlacdo de Pearson, observou-se que os teores de proteinas
apresentaram uma forte correlacdo negativa com a intensidade luminosa e positiva com a
temperatura e salinidade, embora com esta Ultima ndo tenha sido significativa. Para
carboidratos, as correlacdes com os pardmetros abidticos foram todas positivas.
Correlagdes negativa e positiva, ndo significativas, foram observadas entre esta
biomolécula e o teor de proteinas e a taxa de absor¢cdo de fosforo disponivel no meio,
respectivamente. Por outro lado, com fésforo tecidual, ocorreu uma correlagdo negativa,
altamente significativa.

Este estudo mostra o estado fisiologico de Gelidium crinale e contribui para o
estabelecimento das melhores condi¢des de cultivo para producdo de proteina, carboidrato
e fosforo tecidual e indicacao do uso racional de nutrientes, fornecendo informagdes para a
otimizagdo de processos de maricultura, tanto em termos de cultivo bem sucedido de

algas, quanto de redu¢do no impacto sobre o ambiente.
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SUMMARY

The individual and interactive effects of the physical and chemical environmental
parameters such as temperature, light intensity, salinity and dissolved inorganic
phosphorus concentration in the sea water, on protein and carbohydrate production, tissue
phosphorus accumulation and absorption rate of inorganic phosphorus available in the
culture medium by Gelidium crinale, were investigated in laboratory cultures, for seven
days, under controlled conditions. The action of the abiotic parameters was analyzed in
three different ways.

The first evaluation integrated the action of temperature, light intensity and
dissolved inorganic phosphorus, at a constant salinity of 25 ups, where third-order
interactions were verified for all algal chemical compounds. The increase of 2,28 to 2,76
% in the protein content was obtained at a temperature of 25 °C and 12 pmol m™ s™ of
light intensity, decreasing with an increase in light intensity towards 40 pmol m™ s™'. For
carbohydrates there was a significant interaction among the abiotic parameters, with a
maximum increment of 6.85 % at 25 °C of temperature, 24 umol m™~ s of light intensity
and 10.0 uM of inorganic phosphorus. The highest increase on tissue phosphorus
concentration (0.56 %) occurred in thalli grown under the lowest temperature and light
intensity and the highest dissolved inorganic phosphorus concentration used in this study.
With regard to light intensity, was observed a negative correlation between proteins and
carbohydrates.

The second evaluation established the independent and synergic action of
temperature, salinity and available inorganic phosphorus, setting the light intensity at 24
pumolm™s™. The maximum production of proteins occurred in cultures where the

temperature was 25 °C, with a concentration of 5,0 and 10,0 uM of dissolved inorganic



phosphorus and salinity between 15 and 20 ups, with values varying among 2,62 to 2,83%
of algae dry weight, resulting in a highly third order significant interaction. For
carbohydrates the elevation of 6,85% in concentration is associated to the greatest
temperature (25 °C), salinity (25 psu) and amount of available inorganic phosphorus in the
culture (10,0uM). However, a third-order interaction was not observed in the statistical
analysis. For this biochemical compound, only a second order interaction was observed
between temperature and inorganic phosphorus concentrations (P < 0,005) and between
temperature and salinity (P < 0,000). The phosphorus accumulation in the thalli was minor
during growth under salinity of 25 ups, temperatures of 20 and 25 °C and dissolved
inorganic phosphorus concentration of 2,5 uM, with values of 0,08 and 0,11% on an ash
weight basis. The greatest increase occurred in the smallest temperature, associated to low
salinity and high inorganic phosphorus concentration in the culture. The Pearson’s
correlation coefficient revealed highly significant (P < 0,001) positive correlations among
protein content, temperature and inorganic phosphorus availability in the growth medium.
For carbohydrates, correlations were positive with all three abiotic parameters. For tissue
phosphorus, a positive correlation occurred only with dissolved inorganic phosphorus;
with temperature and salinity the correlations were negative. Among the chemical
components present in the algae, proteins and carbohydrates showed a positive relation,
while tissue phosphorus presented a negative correlation with both, although this
correlation was not significant with regard to protein.

The third evaluation looked at the individual and synergic action among the
environmental parameters of temperature, light intensity and salinity, at a constant
concentration of dissolved inorganic phosphorus (10,0 uM) on the chemical composition,
as well as in absorption rates of available inorganic phosphorus. Third-order interactions

were observed for all the studied variables. Proteins presented an increase of 3,72% during
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the growth period, ranging from 20,63 %, before cultivation to 24,35% by the end of the
experiment, especially at 25 °C of temperature, 12 pumolm™s” of light intensity and
salinity of 15 ups. For carbohydrates, under conditions of low light intensity (12 pmolm™s’
1, a temperature of 20 °C and salinities of 10 and 15 ups, concentrations were below the
control values, characterizing a consumption of this component by the algae. In these same
environmental conditions, the largest quantity of tissue phosphorus was registered, varying
from 0,86 to 1,09% of ash weight. The highest absorption rates of the phosphorus
available in the medium took place under salinity of 25 ups and 25 °C of temperature,
decreasing from a light intensity of 12 pumolm™s” to 40 pmolm™s”. The highest
concentrations of residual inorganic phosphorus in the medium seawater were measured
for salinities of 10 and 15 ups, for all the light intensities and temperatures studied.
Analysis of the Pearson’s correlation coefficient demonstrated that proteins content had a
strong negative correlation with light intensity and positive correlation with temperature
and salinity, although with this last one the correlation was not significant. For
carbohydrates, the correlations with the abiotic parameters were all positive. Negative and
positive correlations, though not significant, were observed among this biochemical
component and protein content and absorption rate of available inorganic phosphorus,
respectively. On the other hand, with tissue phosphorus, carbohydrates showed a highly
significant negative correlation.

This study reveals the physiological behavior of Gelidium crinale, and contributes
to the establishment of the optimum conditions of the growth medium and to the rational
use of nutrients, providing valuable information for optimizing processes of marine
culture, both in terms of successful growth of algae and reduced impact on the

environment.
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INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, foram realizadas pesquisas sobre o0s recursos naturais
mundiais de varias espécies de algas marinhas de importancia econdmica. As algas sdo
exploradas comercialmente para o uso na alimentagdo humana, principalmente nos paises
asiaticos, na obtencao de polissacarideos — alginatos, carrageninas e agar — utilizados em
biotecnologia, na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, entre outras. (Chapman
1970; McHugh 1991; Skjak-Broek & Martinsen 1991; Indergaard & Minsaas 1991;
Indergaard & Jstgaard 1991; De Roeck-Holtzhauer 1991; Tseng 2001).

Entre as espécies explotaveis estdo as algas agarofitas dos géneros Gracilaria
Greville e Gelidium Lamouroux e com menor contribui¢do as dos géneros Pterocladiella
Santelices et Hommersand e Gelidiella Feldmann et Hamel. Anualmente s3o coletadas
varias toneladas de biomassa seca de espécies de Gelidium e Pterocladiella, responsaveis
pelo agar de melhor qualidade e maior valorizagcao no mercado (Santelices 1988; McHugh
1991, Santos & Duarte 1991).

As espécies de Gelidium, usadas em seu estado natural, desempenham um papel
importante na industria, sendo comercialmente exploradas para obtengdo de agar. Possuem
uma larga distribui¢do em aguas tropicais ¢ temperadas (Santelices 1991), crescendo em
praias rochosas, em profundidades de zero a dezessete metros (De Craene 1971; Salinas
1991a; 1991b; Santos & Duarte 1991; McHugh 1991; Torres et al. 1991).

A intensa exploracdo das espécies economicamente vidveis, associada ao
aperfeicoamento de métodos de coletas, seja manual ou mecanico (Juanes & Borja 1991;
Briand 1991), provoca um efeito destrutivo nas populagdes naturais devido a relativa
fragilidade das mesmas. Este fato desencadeou estudos ecoldgicos (Carter & Simons

1987; Anderson et al. 1991; Santos 1993b; Engel & Destombe 2002; Orduna-Rojas et al.



2002) e cultivos em ambientes naturais (Buschman et al. 1990; Fei & Huang 1991,
Wakibia et al. 2001; Jayasankar & Varghese 2002;), em tanques de cultura massiva
(Hurtado-Ponce & Pondevida 1997; Nagler et al. 2003) e laboratoriais (Oliveira et al.
1990; Ugarte & Santelices 1992; Vergara et al. 1993; Wilson & Critchley 1997; Israel et
al. 1999), principalmente para as espécies dos géneros Gelidium e Gracilaria.

Para avaliar a estrutura e funcionamento das populagdes, ecologistas estudaram a
dindmica temporal e a distribui¢do de freqiiéncia de algumas medidas individuais, tais
como comprimento do talo, biomassa, diametro do eixo do talo e area dos fildéides. A
evolucdo destas distribuigdes através do tempo reflete o efeito combinado dos parametros
demograficos de crescimento, sobrevivéncia e recrutamento (Carter & Anderson 1985;
Santos 1993a).

O crescimento vegetativo ¢ um fendmeno importante na propagacao das espécies
de algas marinhas. Ele ocorre espontaneamente na natureza, apresentando vantagens sobre
a multiplicag@o através de esporos (Friedlander & Lipkin 1982; Macler & Zupan 1991;
Juanes & Puente 1993) e de reproducdo sexuada, uma vez que frondes gametofiticas
consistem minoria dentro de uma populagdo. No crescimento vegetativo os novos talos sao
produzidos a partir de eixos prostrados perenes (Hansen 1977, apud Santelices 1990). Em
algumas espécies, estas estruturas de fixagdo sdo tolerantes as variagdes fisico-quimicas do
ambiente e, devido a sua perenidade através do tempo, sobrevivem melhor onde as
competicdes por espaco podem limitar o desenvolvimento dos elementos de reprodugao.

Trabalhos como de Juanes & Borja (1991), Santelices (1991) e Salinas & Valdes
(1993) afirmam que a formacao de frondes eretas, iniciadas a partir dos eixos prostrados, ¢
o principal mecanismo de colonizacdo de novos individuos entre as algas da Ordem
Gelidiales. A capacidade dos fragmentos apicais em aderirem ao substrato, através da

formacgao de rizoides, indica que a propagacdo vegetativa ¢ um processo importante na



reprodugdo e producdo de biomassa das espécies de Gelidium, podendo ser interpretada
como mecanismo ativo de dispersdo e coloniza¢do de praias rochosas (Salinas 1991a;
1991b; Juanes & Puentes 1993). Prova experimental da importancia da emissdo de
rizoides na colonizagdo de substrato artificial, sob condi¢des laboratoriais, foram obtidas
por Salinas (1991a; 1991b), Salinas & Valdes (1993) e Santelices & Varela (1994).

As informagdes relativas aos parametros abiodticos sdo fundamentais para que um
sistema de cultivo algal se torne efetivo, permitindo o controle do crescimento,
reproducao, ciclo de vida, produgdo de biomassa e composi¢ao quimica de varias espécies
de algas (Perfeto 1998; Sousa-Pinto et al. 1999; Hernandez-Guerrero et al. 2000; Raikar et
al. 2001; Orduna-Rojas et al. 2002), que sdo regulados por uma complexa interagdo entre
os parametros ambientais como, por exemplo, temperatura, luz, nutriente € movimento de
massas d'agua, e, quando um destes fatores se torna limitante, o efeito dos demais pode
ndo ser completamente manifestado (Santelices 1978; 1987a; 1987b; 1991; Santelices et
al. 1981; Vergara et al. 1993; Bellorin & Castro 1997; Hernandez — Guerrero et al. 2000).

Em laboratério e ao ar livre, foram realizados trabalhos para producio de algas,
em tanques de cultivo, sob condi¢des de cultura continua. Nestes cultivos a remogao de
agua, parcial ou total, era periddica (7 a 15 dias), tornando dificil o controle e a otimizagao
dos fatores ambientais (Lignell et al. 1987; Ugarte & Santelices 1992). Assim, o sistema
mais apropriado para determinar o efeito de qualquer fator limitante no crescimento e
producdo de macroalgas em cultivo ¢ aquele que possui a capacidade de manter uma
cultura sob fluxo constante e controlado de nutrientes e outros fatores abidticos (Loban et
al. 1985; Loban & Harrison 1994).

O conhecimento das condigdes fisiologicas das espécies de Gelidium em cultivo ¢
de particular interesse, principalmente pela importancia na produgao ¢ na alta qualidade do

agar extraido deste género. As algas utilizadas em experimentos de fisiologia sdo



normalmente provenientes do meio ambiente, através da coleta de diversos individuos. A
variagdo na idade do talo, exposi¢do ao ambiente, disponibilidade de nutrientes e
localizagdo fisica e sazonal podem produzir grandes diferengas nas respostas fisiologicas
destes organismos, favorecendo ou nao o processo de adaptagdo as condigdes de cultivo a
que foram submetidas (Macler & West 1987; Fredriksen & Rueness 1989; Bellorin &
Castro 1997).

Além do crescimento das espécies de Gelidium, bem como de outras algas
vermelhas, ser regulado por essa complexa interagdo entre os fatores ambientais, ficou
constatado que estes também afetam a morfologia e a distribuicdo das Gelidiales, que
tendem a viver em habitats com baixa intensidade luminosa (Santelices 1987b; Santelices
etal. 1981). Sob condigdes de sombreamento, algumas espécies tornam-se mais escuras ¢
maiores (Stewart 1968, Durako & Dawes 1980; Ordufia-Rojas et al. 2002), enquanto que
sob condi¢des de elevada intensidade luminosa ocorre a destruicdo dos pigmentos
(fotooxidagdo das ficobilinas), o conseqiiente branqueamento e o aparecimento de lesdes
no talo das algas (Bellorin & Castro 1997; Tasende & Fraga 1999).

O objetivo biologico primario em um sistema de cultivo, fora do ambiente natural,
¢ obter a maxima produgdo algal através da efetiva captacdo de energia luminosa pelas
estruturas vegetativas, transformando-a em energia quimica, que ¢ utilizada diretamente
nos processos vitais de manutengdo ou acumulada sob forma de biomassa quando em
condigdes favoraveis (Kautsky 1990; McLachlan 1991; Macchiavello et al. 1998; Wong &
Chang 2000).

Em Gelidium coulteri a reprodugao pode ser induzida pela variagdo da intensidade

luminosa. Isto ocorre quando os talos da alga, submetidos a ambiente com baixa

intensidade luminosa (50 pmol m-2s-1), sdo expostos a uma elevacdo deste parametro

(150 umol m~2 s-1). Por outro lado, o aumento na sua taxa de crescimento e no contetido



de polissacarideos (agar) ¢ estimulado pela elevag¢ao continua da intensidade luminosa de

150 a 250 pumol m2 g1 (Macler & West, 1987; Macler & Zupan, 1991). Dentro desta
faixa de radiagdo, Sousa-Pinto et al. (1999) determinaram um aumento na taxa de
crescimento e fotossintese em G. pulchellum, resultando preferencialmente na sintese de
polissacarideos de reserva (amido) em detrimento dos constituintes da parede celular
(4gar).

Oliger & Santelices (1981), ao estudarem o efeito combinado de intensidade
luminosa e fotoperiodo na taxa de crescimento de diferentes espécies de Gelidium e
Pterocladiella, constataram que as espécies de zona intertidal, horizonte inferior,
apresentam menor tolerancia a elevada intensidade luminosa (120 wmol m-2 s‘l), quando
submetidas a periodos longos de luz (16Luz : 8Escuro), diminuindo desta forma a taxa de
crescimento, pois em seu habitat natural crescem em locais sombreados (Santelice 1988;
1991).

O efeito da radiacdo e fotoperiodo no desenvolvimento de rizéides em G. robustum
foi demonstrado por D'Antonio & Gibor (1985), quando observaram o maior nimero de
estruturas celulares de fixacdo ocorrendo sob condi¢cdes de longo fotoperiodo e baixa
intensidade luminosa. Mudangas na morfologia de G. latifolium ocorreram quando a alga
foi submetida a intensidades luminosas entre 40 ¢ 100 umol m-2s-1, modificando os eixos

do talo, inicialmente achatados, em estreitos e cilindricos. Com a elevacao deste parametro

para 200 ¢ 300 pmol m-2 s-1, a espécie apresentou um aumento na taxa de crescimento e
no numero de ramos laterais (Fredriksen & Rueness 1989; Ruenes & Fredriksen,1989).
Em experimentos realizados com Gelidium sesquipedale (Salinas, 1991a; 1991b),

ficou demonstrada uma relacdo direta entre a intensidade luminosa estudada (15 a 40 pmol

m-2s-1), 0 aumento no crescimento e abundéncia dos novos talos provenientes dos eixos



refixados. Salinas & Valdes (1993) obtiveram para esta mesma espécie uma maior

producdo de bandas de rizéides em experimentos com fotoperiodo de 14L (Luz):10E

(Escuro) e 16L:8E do que em 8L:16E, a uma intensidade luminosa de 35 pmol m-2 s-1,
cujos resultados foram similares aos de D'Antonio & Gibor (0Op. cit.), na mesma
temperatura.

A temperatura ¢ um fator fundamental, devido aos seus efeitos nas atividades e
propriedades moleculares e, portanto, em praticamente todos aspectos metabolicos. No
ambiente pode variar marcadamente desde proximo ao congelamento no inverno a valores
letais no verdo, ou manter-se a niveis constantes, considerados ndo satisfatorios as
atividades biologicas (Lobban et al. 1985; Lobban & Harrison 1994). Nos sistemas de
cultivo, a temperatura pode ser mantida em niveis Otimos e constantes, oferecendo
oportunidades para maximizar o crescimento em culturas massivas de algas (Macler &
West 1987; Fredriksen & Rueness 1989; Macler & Zupan 1991; Bellorin & Castro 1997,
Pfetzing et al. 2000), acelerar o processo de refixagdo através de producdo de rizoides
(Salinas & Valdes 1993), e promover a liberacdo, fixa¢do e sobrevivéncia de esporos
(Garza-Sanchez et al. 2000).

Bellorin & Castro (1997) constataram que as diferengas observadas entre as
temperaturas responsaveis pelo maior indice de crescimento de Gracilariopsis tenuifrons
estdo relacionadas com as diferengas que existem na temperatura da 4gua do mar dos
diferentes locais de coletas. Pfetzing et al. (2000) observaram que o crescimento das algas
esta associado, além do local de coleta, a época do ano em que foram efetivadas as
coletas, ou seja, para os exemplares de Pelvetia canaliculata coletados durante o inverno,
o intervalo 6timo de temperatura para uma maior taxa de crescimento das algas variou
entre 10 e 20 °C, enquanto as coletadas na primavera este intervalo foi mais restrito, entre

20 e 23 °C. Para a maioria das espécies de Gracilaria de aguas quentes a maior taxa de



crescimento ocorreu em temperaturas entre 25 e 30 °C, tornando-se letal acima deste nivel
(McLachlan & Bird 1986; Levy et al. 1990), embora varias espécies tropicais apresentem
o0timos crescimentos em temperaturas superiores a estes valores (Yokoya & Oliveira
1992).

De um modo geral, todas as espécies de algas apresentam um oOtimo de
temperatura para a realizagdo de seus processos fisiologicos. Em Gelidium coulteri
(Macler & West 1987) e em Gelidium latifolium (Fredriksen & Rueness 1989), o aumento
da taxa de crescimento ocorreu em temperaturas cujos valores considerados o6timos
variaram entre 14 e¢ 28 °C, acima dos quais o crescimento ¢ inibido, surgindo o
branqueamento e¢ por fim a morte da alga. Em Gelidium sesquipedale os melhores
resultados para o processo de refixa¢ao e produgdo de rizéides foram obtidos na faixa de
temperatura entre 16 - 18 °C. Embora as temperaturas de 20 e 22 °C favoregam o aumento
da produgdo de rizdides, aumentam também a producdo de manchas necrdticas que
finalmente levam a morte da alga (Salinas 1991a; Salinas & Valdes 1993). As altas
temperaturas também ocasionam o decréscimo no processo fotossintético e em niveis
bioquimicos, as assimilacdes de carbono e nitrogénio sdo inibidas, decrescendo os
compostos de carbono com baixo peso molecular (Macler & Zupan 1991).

Como todos organismos eucariontes, as macroalgas ndo possuem a capacidade de
fixar nitrogénio atmosférico. Em geral amonio e nitrato sdo as maiores fontes de
nitrogénio no seu habitat natural, sendo efetivamente utilizados como fontes de nutrientes
nos sistemas de cultivo algais (Hafting 1999; Naldi & Wheeler 1999; 2002; Lotze &
Schramm 2000; Friedlander 2001; Smit 2002). A utilizacdo destas fontes de nitrogénio
inorganico pelas algas varia com as espécies e suas populagdes (DeBoer 1981; Fong et
al. 1996). A taxa de absorgdo destes nutrientes depende da preferéncia da alga pela fonte

de nitrogénio e estd influenciada pela disponibilidade deste elemento nos talos da alga



(D'Elias & DeBoer 1978; Ryther et al. 1982; Hanisak 1990). Em Codium fragile (Hanisak
& Harlin 1978), Laminaria japonica (Mizuta & Maita 1991), L. abyssalis (Braga &
Yoneshigue-Valentin 1996), Gracilaria cornea (Navarro-Angulo & Robledo 1999) ¢ G.
gracilis (Smith 2002), foi registrada uma preferéncia pela absor¢do de amonio, mesmo
quando o nitrato estava disponivel no meio. Porém, a assimilacdo simultanea das duas
fontes de nitrogénio foi determinada em trabalhos realizados em Gelidium nudifrons
(Bird 1976) e em algas pardas (Topinka 1978; Harlin & Craigie 1978).

Uma das vantagens que as algas apresentam ¢ a capacidade de armazenar
nitrogénio, tanto na forma de nitrato como amonio, particularmente quando este elemento
se encontra sob condi¢des limitantes na agua do mar (Bird et al. 1982; Thomas &
Harrison 1987; Hurtado-Ponce & Pondevida 1997). Estas reservas sdo utilizadas
posteriormente no processo de crescimento, durante periodos de baixa concentragdo
externa (Chapman & Craigie 1977; Chapman & Lyndley 1980; Rosenberg & Ramus
1982), a0 mesmo tempo em que outros parametros como radiagdo solar e temperatura
apresentam indices ideais para a realizag@o deste processo (Ryther et al 1982).

As concentragdes deste elemento sdo criticas para culturas massivas de algas
vermelhas, tanto para o crescimento quanto para a regulacdo do metabolismo e reprodugao
(Macler & West 1987; Israel et al. 1999), sendo elemento necessario para a biossintese de
aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos. Uma consideravel quantidade de nitrogénio ¢é
também encontrada nos pigmentos, principalmente nas ficobiliproteinas (ficoeritrina e
ficocianina) (Lapointe 1981; Bird et al. 1982; Fredriksen & Rueness 1989).

Em cultivo de G. coulteri (Macler 1986; 1988; Macler & Zupan 1991), quando se
esgota o nitrogénio do meio, a alga perde inicialmente as ficobiliproteinas. Como a taxa
de crescimento torna-se nitrogé€nio-limitante e a fotossintese continua, ocorre uma

mudanga metabolica da sintese de proteinas e aminoacidos para a sintese de



polissacarideos, agar ¢ amido de florideas. Com a continua diminui¢ao do nitrogénio, a
clorofila ¢ perdida, a fotossintese declina e a taxa de crescimento decresce. Eventualmente
a planta cataboliza suas reservas e morre. Como a concentragdo Otima de nitrogénio
permanece desconhecida, continua a pratica de fertilizagdo dos meios de cultivos com
fontes de nitrogénio (amonio e nitrato).

Berchez & Oliveira (1990) constataram que fragmentos do talo de Hypnea
musciformis, ao serem imersos em uma solugdo de agua do mar enriquecida com nitrato
de sodio, durante um determinado periodo, e depois transplantados para o meio ambiente,
apresentaram um aumento de 25% na sua taxa de crescimento. Isto demonstra o
importante papel que o nitrogénio desempenha no controle da produtividade desta alga,
pois altas taxas de crescimento podem ser obtidas em periodos de alta temperatura e alta
irradiagdo, desde que o nutriente nitrogenado seja anteriormente administrado a planta.

Vérios foram os trabalhos realizados, principalmente na década de 1970, que
apontaram o nitrogénio como o mais importante elemento disponivel no meio marinho,
responsavel pela limitacdo do crescimento das algas em aguas costeiras, além de ser o
responsavel pela variagdo de outros processos fisiologicos (DeBoer et al. 1978; Mathieson
& Tverter 1975; Neish et al. 1977; Lapointe & Ryther 1979). Estes estudos levaram ao
conceito do chamado “Efeito Neish”, isto ¢, algas que crescem em cultivos ndo
enriquecidos com nitrogénio apresentam maior quantidade de ficocoldides (carragenina
ou agar) do que aquelas espécies que crescem em agua do mar enriquecida por este
elemento.

Em fungdo desta valorizac¢ao dispensada ao nitrogénio, o elemento fésforo recebeu
pouca ateng¢ao como um fator limitante. O efeito da variagdo na disponibilidade de fosforo
ndo tem sido muito estudado em macroalgas, embora seja um elemento que atue

diretamente em quase todas as fases do metabolismo, particularmente nas reagdes de
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transformagdao de energia (Kuhl 1962; 1968; 1974). O fésforo normalmente ndo ¢
considerado um elemento limitante no meio marinho (Lobban et al. 1985); contudo,
trabalhos mais recentes (Chopin et al. 1995; Chopin & Wagey 1999) sugerem que este
elemento possa ser mais limitante do que o nitrogénio em sistemas costeiros,
principalmente em espécies de aguas tropicais e sub-tropicais e em algumas de aguas
temperadas. Sua presenca, associada a compostos como nitrato € amonio em meio de
cultivos, interfere na taxa de crescimento e no conteudo de proteinas, polissacarideos de
reserva e/ou estrutural, cinzas e pigmentos (Chopin et al. 1990a; 1991; Hemalatha &
Rengasamy 1993; Sousa-Pinto et al. 1996; Hafting 1999).

Fontes de nutrientes sdo, portanto, as principais varidveis operacionais no manejo
do cultivo de algas marinhas. Combinagdes adequadas na quantidade de nitrogénio e de
fosforo, para o enriquecimento dos meios de cultura, seriam mais providenciais do que os
valores para razao entre nitrogénio:fésforo (N:P). Isto foi demonstrado em trabalhos
realizados com Chondrus crispus (Chopin & Wagey 1999), onde constatou-se que os
teores de carboidratos produzidos pelo enriquecimento semanal do meio de cultivo com
20 uM de nitrogénio e 3 uM de fosforo inorganico foram superiores aos obtidos com 40
uM de nitrogénio e 6 M de fosforo inorganico, sendo que nos dois casos o valor para a
razao N:P ¢ a mesma (6,67).

A salinidade é um parametro tipicamente mais local do que global e altamente
variavel em regides costeiras, especialmente em zonas intertidal e estuarina (Kirst 1989).
Segundo Lobban & Harrison (1994), os efeitos mais importantes da salinidade nas algas
sdo o fluxo de ions ao longo de um potencial eletroquimico e as conseqiiéncias osmoticas
do movimento de moléculas de 4gua ao longo do gradiente do potencial hidrico.

Como uma adaptagdo as flutuacdes de salinidade, em seus habitats, espécies de

algas de zona litoral e eulitoral alteram suas concentracdes idnicas, principalmente de
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sodio, potassio e cloro, além das concentragdes de solutos organicos, como manitol em
Phaeophyta, floridosideo em Rhodophyta e sacarose em Chlorophyta (Liining 1990).

O ajuste osmotico pode ocorrer aparentemente sob varias formas, utilizando
aminoacidos ou varios carboidratos. Os aminoacidos que estdo mais relacionados com
este processo parecem estar associados as enzimas da glicolise e do Ciclo de Krebs
(Dawes, 1986). Em estudos com Compsopogon coeruleus (Glazer et al. 1994), os autores
encontraram uma relacdo direta entre o aumento do polissacarideo isofloridosideo (D-
galactopiranosil-glicerol) e o aumento da salinidade. Véarios outros solutos organicos
podem contribuir para o equilibrio osmotico, incluindo sorbitol e prolina em
Klebsormidium marinum e sacarose e acido glutamico em Ulothrix fimbriata (Kirst 1989).
O aumento na quantidade de proteinas totais em Gracilaria tenuistipitata (Israel et al.
1999) e em Gelidium coulteri (Macler 1988) ocorreu em ambientes com altos niveis de
salinidade. Wong & Chang (2000) sugerem que, para a obtengdo de bons resultados na
producdo e crescimento, principalmente de Grateloupia filicina, os niveis de irradiagdo ¢
de salinidade devem ser cuidadosamente controlados durante os cultivos massivos.

Em trabalhos realizados por Bidwell et al. (1985) e Guerin & Bird (1987), o
movimento d'agua foi mencionado como fator essencial no auxilio das altas taxas de
crescimento e densidade das algas em cultivo. Muitas vezes a limitacdo de nutrientes para
as algas ndo ¢é necessariamente resultado das suas baixas concentragdes no ambiente, mas
sim da falta de ressuspensdo destes elementos pela auséncia do movimento da massa
d'agua. Além do aumento do fluxo de nutrientes disponiveis na agua para as algas, tem-se
observado um decréscimo na contaminagdo por epifitas e no prejuizo causados pelo
pastoreio dos organismos herbivoros (Santelices 1987a).

A falta de hidrodinamica direcional nos tanques de cultivos massivos de Gelidium

sesquipedale faz com que esta espécie apresente modificagdes na sua morfologia,
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transformando seus apices de aspecto eliptico em formas cilindricas e afiladas; contudo,
esta auséncia de movimento de agua pode ser o principal estimulo para iniciacdo dos
rizoéides e, conseqlientemente, de grupos de rizoéides. Porém quando um fluxo d'agua ¢
adicionado nos tanques de cultivo, as algas com frondes cilindricas tornam-se
gradualmente achatadas e arredondadas (Salinas 1991a; 1991Db).

O acréscimo de nutrientes pode compensar o0 movimento inadequado da massa de
dgua, com um aumento na taxa de crescimento das algas, principalmente quando este é
relativamente baixo. O movimento da massa de agua interage fortemente com a
concentragdo de nutrientes e pode aliviar a limitagao do nitrogénio, reduzindo a resisténcia
imposta ao processo de difusdo (Smit 2002). A alta difusdo dos nutrientes, resultante do
maior movimento de adgua ou adigdo destes elementos nutritivos, resulta no uso mais
efetivo dos niveis de radiagdo e temperatura, promovendo assim um maior crescimento €
altas concentragdes de pigmentos em espécies de Gelidium (Santelices 1991).

Diferengas na composi¢ao dos pigmentos das algas vermelhas podem aparecer
como respostas as trocas das condigdes ambientais. H4 ampla evidéncia de que a
concentragdo dos pigmentos aumenta ou diminui em respostas as baixas e altas
intensidades luminosas e ndo em resposta a qualidade de luz (Ramus et al. 1976; Dring
1981; Ramus & van der Meer 1983). E também conhecida a existéncia de uma correlagéo
entre a deficiéncia de nitrogénio e a redu¢do do conteudo de pigmentos nas células das
algas (DeBoer 1981; Macler & West 1987). Assim o branqueamento que ocorre no talo
da alga pode ser atribuido a intensidade luminosa e a concentracdo de nitrogénio
(Fredriksen & Rueness 1989; Bellorin & Castro 1997; Tasende & Fraga 1999).

O decréscimo no conteido de ficobiliproteinas e clorofila a ocorre quando
determinadas espécies de algas marinhas ficam sujeitas a altas intensidades luminosas e

condicdes deficientes de nutrientes nitrogenados. Esta observacdo sugere que os
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pigmentos vermelhos sdo usados como fonte de nitrogénio por parte das algas,
principalmente quando este elemento torna-se limitante. A vantagem ecoldgica dos
elevados contetdos de ficobiliproteinas estd na capacidade de absorver o maximo de luz
em periodos com baixa radiacdo e, ao mesmo tempo, proteger o vegetal contra a foto-
oxidagdo da clorofila a durante periodos de altas intensidades luminosas (Fredriksen &
Rueness 1989; Santelices 1991; Vergara et al. 1995).

Tentativas foram feitas para avaliar as condi¢des de nitrogénio nas macroalgas
marinhas, utilizando a razao carbono:nitrogénio (C:N). De uma maneira geral os valores
da razdo C:N, para as algas marinhas, variam entre 5 ¢ 40, sendo considerados valores
estaveis para esta razdo aqueles que estdo entre 10 e 15, pois valores acima deste
intervalo indicam uma limitagdo no teor de nitrogénio, enquanto os inferiores acusam uma
elevacdo no conteudo deste elemento na alga (Niell 1976; DeBoer & Ryther 1977). A
estabilidade da relagdo C:N, dentro dos valores propostos, em espécies de Gelidium, é
provavelmente devido aos elevados contetdos de carbono, principalmente presente na
parede celular (Torres et al. 1991). Valores em torno de 42 para a razdo C:N foram
observados em Gelidium latifolium quando cultivada em meio com deficiéncia de
nitrogénio, sugerindo desta maneira que esta relagdo pode ser usada como um indicador
da disponibilidade de nitrogénio nas células da alga (Fredriksen & Rueness 1989).

Uma relagdo inversa entre a disponibilidade de nitrogénio e a producdo de
polissacarideos, principalmente agar, foi observado em trabalhos realizados por Dawes et
al. (1974), Bird et al. (1981), Macler & West (1987), Smit et al. (1997). A disponibilidade
de nitrogénio regula a biossintese de 4gar. Quando o nitrogénio torna-se limitante, o
carbono fixado ¢ direcionado para a sintese do polissacarideo ¢ quando ha uma atividade
assimiladora de nitrogénio, o carbono ¢ entdo direcionado para compostos organicos

nitrogenados, em detrimento das estruturas de reservas de carbono (Macler 1986).
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Em cultivo laboratorial de Gelidium sequipedale, Vergara et al. (1993; 1995)
constataram que, em condi¢des suficientes de nitrogénio a baixos niveis de radiacdo, ndo
houve um acumulo de carbono em reservas estruturais. Por outro lado, Arano et al.
(2000), em estudos com Gracilaria sp, Gracilaria firma e Gracilariopsis bailinae,
observaram que em condigdes limitantes de nitrogénio e altos niveis de intensidade
luminosa, ocorreram valores elevados para carboidratos (agar).

Outro fator importante a considerar, para uma perspectiva aplicada da relagdo C:N,
¢ a qualidade do polissacarideo produzido, pois ficou constatado que o decréscimo do
conteudo de nitrogénio no talo da alga pode produzir um agar de baixa qualidade em
termos de resisténcia do gel, temperatura de solidificagdo e de fusdo, fato este que pode
estar relacionado com o tipo de nitrogénio utilizado na fertilizagdo ou a outro fator
ambiental (Bird et al. 1981; Craigic et al. 1984).

O metabolismo dos carboidratos esta correlacionado com a intensidade luminosa,
enquanto que o aumento nos teores de proteinas estd relacionado com as altas
concentragdes de nutriente nitrogenado na agua do mar. O periodo de aumento na
concentragdo de polissacarideo esta caracterizado pelo de diminuicdo na quantidade de
proteinas na alga e vice-versa (Rosenberg & Ramus 1982; Mouradi-Givernaud et al. 1993;
Perfeto 1998; Orduiia-Rojas et al. 2002).

A maioria dos trabalhos experimentais, de campo ou laboratoriais, ja realizados
indica que as diferencas especificas nas taxas de tolerdncia, nos niveis Otimos de
intensidade luminosa, movimento de agua e seus efeitos combinados, sdo as causas mais
provaveis da distribui¢do das algas da ordem Gelidiales. Luz, temperatura e salinidade
produzem efeitos significativos na taxa de crescimento e de absor¢do de nutrientes
nitrogenados; entretanto, o crescimento algal e absor¢do de nitrogénio ndo sdo,

necessariamente, regulados por estes fatores com o mesmo grau de intensidade
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(Santelices, 1978; Duke et al, 1989). O efeito de difusdo do movimento da agua pode
controlar os danos causados pela intensidade luminosa, como pode ser observado para
Pterocladia capillacea, que suporta altas intensidades luminosas, quando expostas a altos
niveis de movimento d'agua. Em laboratorio, ficou constatado que o elevado movimento
das massas de agua, suas taxas de renovagdo ou adi¢do de nutrientes permitiram que as
macroalgas, dentro de seus limites individuais, utilizassem mais efetivamente os altos
niveis de luz e temperatura. Isto ficou demonstrado pela auséncia de branqueamento do
talo e pelo crescimento mais rapido das espécies (Santelices, 1978; Ugarte & Santelices,

1992).
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos individuais e interativos
(sinérgicos) de varidveis fisicas (temperatura, intensidade luminosa) e quimicas
(salinidade, concentracdo de fosforo inorganico) sobre os processos metabdlicos
(producao de proteina, carboidrato soluvel, acimulo de fosforo tecidual e taxa de absorcao
de fosforo inorgénico disponivel) de Gelidium crinale, mantida em diferentes condi¢des
controladas de cultivo unialgal, por ser uma espécie produtora de agar de 6tima qualidade

e por sua alta densidade no local de coleta.
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MATERIAL E METODOS

1 - Coleta e limpeza do matérial

As amostras de talo de Gelidium crinale (Turner) Lamouroux, coletadas no Molhe
Oeste de Rio Grande, RS, Brasil (32°09°54”’LS; 52°05°35°LW) (figs. 1 e 2), foram
colocadas em sacos plasticos com agua do ambiente, acondicionadas em caixas térmicas e
transportadas para o laboratério da Fundagao Universidade do Rio Grande (FURG).

No laboratdrio as amostras foram colocadas em aquarios e posteriormente limpas
com agua do mar filtrada, para remogao de epifitas, fauna acompanhante e sedimento, que
se localizam na porcdo prostrada da alga (fig. 3). Durante a limpeza, os talos eram
transferidos para outro aquario, onde permaneceram por duas semanas na temperatura de
20 °C ¢ intensidade luminosa ambiente (8 puMol m™s™), para adaptagio.

Antes de iniciar o cultivo, os talos da alga foram mantidos por um minuto em uma
solugdo de hipoclorito de s6dio em 4agua do mar numa concentragdo de 1:1000 (v:v)
(Salinas, 1991a), e em seguida em uma solu¢do de didxido de germanio (GeO,), por duas
horas, na concentragdo de 6 mg/L, para eliminacdo de diatoméceas, segundo
procedimento modificado de Polne-Fuller & Gibor (1987) e Vergara et al. (1993). Apoés
este processo, selecionaram-se talos integros, que foram divididos em duas partes, sendo
uma utilizada para o cultivo e a outra definida como controle, que foi armazenada seca,

conforme descrito abaixo.

2 — Condic0es de cultivo das algas

Os talos de G. crinale foram cultivados em frascos de Erlenmeyer de 1.000 mL,
durante sete dias, mantidos em caixas com agua (fig. 4), em um armario com prateleiras
(fig. 5). Os meios de cultivo foram preparados com agua do mar com salinidades de 25 ou

30 ups (unidade padrao de salinidade) e agua potavel, filtradas em filtro para dgua
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Aqualar®, modelo APL 230F em elemento filtrante Micro-Wynd® de 1,0 pm de poro,

autoclavada a uma pressdo de 1,5 atm. Apos foi realizada a diluicdo da 4gua do mar com
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Figura 2 — Foto de satélite mostrando em cor mais escura a massa de agua continental que

desemboca, através dos molhes da barra do Rio Grande, no oceano Atlantico.
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agua potavel até atingir as salinidades de 10, 15, 20 e 25 ups. Em seguida foram
enriquecidas com diferentes concentragdes de fosforo (2,5; 5,0 ou 10,0 uM), na forma de
ortofosfato (NaH,PO4. H,O p.a.) e com concentracdo constante (50 uM) de nitrogénio na

forma do ion amoénio (NH4Cl p.a.), mantida através de adi¢do do composto a cada 48

horas.

i

Figura 3 — Frondes de Gelidium crinale durante o processo de limpeza para retirada de

epifitas, fauna acompanhante e sedimento.

As frondes em cultivo, além das diferentes concentragdes de nutrientes, foram

submetidas as temperaturas de 15, 20 ou 25 °C, com variagdo de +1 °C, intensidades

luminosas de 12, 24 ou 40 pmol m-s- (400-700nm), com fotoperiodo de 12:12
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(luz:escuro), pH variando entre 7,0 ¢ 8,5 e aeragdo constante. As combinacdes entre os
parametros abidticos estudados estdo representadas na tabela 1. Na temperatura de 15 °C
ndo foi realizado o experimento com intensidade luminosa de 12 pumol m'ZS'l, por falta de
material algolégico, devido a recuperacdao do molhe oeste, com a colocagdo de blocos de
granito, cobrindo os antigos ja colonizados, tornando o local de coleta inacessivel. Cada

condi¢do experimental foi realizada em duplicata.

Figura 4 — Manutengao dos frascos de cultivo em imersdo a temperatura constante.

3 — Condicdes fisicas e quimicas do meio de cultivo

Para ajustar as concentragdes de fosfato e amdnio nos meios de cultivo, a agua do

mar, antes € apds o enriquecimento com estes nutrientes, assim como durante o cultivo,
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foi filtrada em filtro de 0,45 = 0,02 um (Millipore HA) e a determinagdo das

concentragdes seguiu os métodos colorimétricos descritos em Baumgarten et al. (1996).

Figura 5 — Ambiente utilizado para controle dos parametros abidticos durante o periodo de

cultivo, no laboratério do Departamento de Oceanografia (FURG).
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Nos experimentos, a temperatura pré-estabelecida foi controlada através de um
aparelho de resfriamento de agua (fig. 6) para baixas temperaturas e com aquecedores
munidos de termostato para temperaturas mais elevadas, instalados no sistema de cultivo.
A salinidade foi determinada por salinometro manual (refratometro). O fornecimento de

luz foi feito com lampadas fluorescentes (luz do dia). A intensidade luminosa foi medida
por luximetro digital LD 500 e os valores em lux convertidos para pumol m’s’ ( Thimijan

& Heins 1983). O pH foi estimado por pHmetro digital Checker (0,00 - 14,00 = 0,2 pH).

Figura 6 — Aparelho utilizado para refrigeragdo de agua, no controle das temperaturas

baixas durante o cultivo unialgal.
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4 — Andlises dos processos metabolicos

Através dos cultivos realizados em Erlenmeyer foi determinada a taxa de absor¢ao
de fosforo por parte da alga, de acordo com Lotze & Schramm (2000), substituindo peso
seco por peso umido, devido ao fato de ndo ter ocorrido mudanga de peso na alga ao longo
do experimento, e substituindo o tempo estimado de horas para dias:

Taxa de absorcéo (umol.gt.d™) = [(Si x Vi) - (St x V5] (Pu x t)™ onde:
Si = concentracdo inicial (UM);
S¢ = concentragdo final (uUM);
V; = volume inicial (mL);
V¢ = volume final (mL);
Pu: peso imido (g);
t = tempo do experimento (dias).

Esta andlise foi realizada para as diferentes combinagdes entre temperatura,
intensidade luminosa ¢ salinidade, onde o nivel de fosforo inorganico disponivel no meio
de cultivo foi mantido constante na concentragdo de 10,0 uM.

As algas provenientes do cultivo e as do controle foram secas em estufa a 60 °C por
24 horas. Apos terem sido trituradas em moedor portatil elétrico de café (Moulinex”, type
980, 150 W) e macerada em “Gral” de porcelana, foram conservadas em sacos plasticos
herméticos a uma temperatura de 15 °C negativos (Perfeto 1983), até o momento da anélise
das biomoléculas (proteinas e carboidratos) e do fosforo tecidual.

Os teores de proteinas foram determinados a partir do nitrogénio total obtido pelo
método de Microkjeldhal (A.O.A.C. 1980), multiplicado pelo fator padrao de 6,25

(Abdel-Fatah et al, 1973).
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O conteudo de carboidratos soluveis foi determinado, apds extragdo com acido tri-
cloro acético (T.C.A.) 5% a quente, pelo método colorimétrico fenol-sulfurico (Dubois et
al, 1956), usando glicose como padrao.

Os teores de cinzas nas algas, para determinacao de fosforo tecidual, foram obtidos
por calcina¢dao em forno mufla a temperatura de 450 a 500 °C durante cinco horas (Dawes,
1986). Os teores de fosforo tecidual foram determinados por método colorimétrico,
usando reagente vanadomolibidato (APHA, 1989).

Todas as analises quimicas foram realizadas em triplicata para cada amostra, os
valores dos componentes quimicos estimados em percentagem de peso seco (proteinas e

carboidratos) e de peso de cinzas (fosforo tecidual).

5 - Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de varidancia (ANOVA) (P < 0,05),
utilizando modelos fatoriais de 2x3x3 (temperatura, intensidade luminosa e fosforo
inorganico dissolvido), de 3x3x4 (temperatura, fosforo inorganico dissolvido e salinidade) e
de 2x3x4 (temperatura, intensidade luminosa e salinidade), para determinar o efeito isolado
e interativo destes parametros abidticos na producdo de proteinas, carboidratos e nivel de
fosforo tecidual. Os valores submetidos a analise estatistica foram as diferencas entre os
valores medidos nas amostras submetidas aos diferentes tratamentos e aqueles medidos nas
amostras controle. O teste de comparagdes multiplas de Duncan foi utilizado para comparar
as médias, e o coeficiente de correlagdo de Pearson (P = 0,05) foi usado para determinar
correlagdes entre pardmetros abidticos € componentes quimicos (StatSoft, Inc. 1995).

Foram verificados os pré-requisitos da analise.
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Tabela 1 — Diferentes tratamentos entre as variaveis abioticas utilizadas durante o cultivo
de Gelidium crinale em laboratorio.

Temperatura | Intensidade luminosa | Fosforo Inorganico
°C umol m? s™ dissolvido - uM | Salinidade - ups
15 24 2,5 10; 15; 20; 25
15 24 5,0 10; 15; 20; 25
15 24 10,0 10; 15; 20; 25
15 40 2,5 10; 15; 20; 25
15 40 5,0 10; 15; 20; 25
15 40 10,0 10; 15; 20; 25
20 12 2,5 10; 15; 20; 25
20 12 5,0 10; 15; 20; 25
20 12 10,0 10; 15; 20; 25
20 24 2,5 10; 15; 20; 25
20 24 5,0 10; 15; 20; 25
20 24 10,0 10; 15; 20; 25
20 40 2,5 10; 15; 20; 25
20 40 5,0 10; 15; 20; 25
20 40 10,0 10; 15; 20; 25
25 12 2,5 10; 15; 20; 25
25 12 5,0 10; 15; 20; 25
25 12 10,0 10; 15; 20; 25
25 24 2,5 10; 15; 20; 25
25 24 5,0 10; 15; 20; 25
25 24 10,0 10; 15; 20; 25
25 40 2,5 10; 15; 20; 25
25 40 50 10; 15; 20; 25
25 40 10,0 10; 15; 20; 25
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Temperatura x Intensidade luminosa x Fosforo inorganico dissolvido

RESULTADOS

Para o estudo da agdo individual e sinérgica dos parametros abioticos, temperatura,
intensidade luminosa e fosforo inorganico dissolvido, sobre os processos metabolicos dos
talos de Gelidium crinale, fixou-se a salinidade em 25 ups; valor este encontrado no
ambiente durante a estagao do ano em que ocorre a maior taxa de crescimento da espécie
em estudo.

Os valores médios dos componentes quimicos desta espécie (proteinas,
carboidratos e fosforo tecidual), apos cultivos dos talos nos diferentes tratamentos fisicos
e quimicos e¢ da amostra definida como controle, estdo representados na tabela 2, onde
“A” corresponde a média dos valores determinados através de analises quimicas e “B” a
diferenca entre as médias obtidas e as médias das amostras controle.

Os resultados apresentados na tabela 2B mostram que as maiores produgdes de
proteinas ocorreram quando os talos da alga estavam  submetidos a intensidade
luminosa de 12 umol m™s™, em particular na temperatura de 25 °C, sendo o incremento
maximo (2,67 %) obtido na concentracdo de 10,0 uM de fosforo inorganico dissolvido.
Para carboidratos, as maiores percentagens ocorreram quando os talos foram cultivados
em intensidade luminosa de 24 pmol m™s™, principalmente a 25 °C de temperatura, sendo
registrado um aumento maximo de 6,85 %, em relagdo a amostra controle, no meio de
cultivo com concentragdo de 10,0 uM de fosforo inorganico dissolvido. Os incrementos
nos percentuais de fosforo tecidual foram maiores (0,56 %) em cultivos sujeitos a
intensidade luminosa de 12 pmol m™s™, temperatura de 20 °C e concentragdo de 10,0 pM

de fosforo inorgénico dissolvido. Por outro lado, a diferenca no contetdo de fosforo
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tecidual atingiu valores negativos em talos cultivados em meio cuja concentracao de
r . As . . . . 2 -1
fosforo inorganico foi de 2,5 uM, em uma intensidade luminosa de 40 pumol m™s™ e

temperatura de 25 °C.

Tabela 2 — Valores médios dos componentes quimicos nas diferentes condi¢des de cultivo
(A) e a diferenca entre cada um dos valores médios e os controles (B), expressos em % de
peso seco de alga para os teores de proteinas e carboidratos e % de peso de cinzas para
fosforo tecidual. Médias em B com letras iguais sobrescritas ndo diferem estatisticamente
entre si (Duncam, P = 0,05). F I D = Fésforo inorganico dissolvido.

Proteinas A B
FID

2,5 uM 5,0 uM 10,0 uM Controle| 2,5 M 5,0 uM 10,0 uM
Luz/Temperatur
12 umolm?s%/20 °C| 22,63 22,42 23,05 20,72 | 1,905 1,69° 2,33"
24 umolm?sY/20 °C| 21,8 21,37 21,68 21,15 |0,65°°% 0,220,537
40 umolm?s /20 °C| 20,56 20,55 21,13 20,47 | 0,00 0,08 0,66
12 umolm2s/25 °C| 22,96 22,91 23,3 20,63 | 2,339 2,289 2679
24 umolm?sY/25 °C| 21,89 22,15 23,3 21,19 | 0,69° 096" 2,11

40 umolms/25 °C| 20,77 20,76 21,26 20,54 | 0,247 0,22%°° 0,73
Carboidratos

12 umolm?s%/20 °C| 46,25 46,23 46,08 4568 | 0,57 0,55° 0,40°
24 umolm?s%/20 °C| 48,92 50,28 51,94 47,22 | 1,70° 3,06° 4,72°
40 umolm?s/20 °C| 51,37 51,89 52,6 49,27 | 2,10° 2,62° 3 33¢
12 umolm?sY/25 °C| 44,35 46,65 48,51 43,83 | 0,52° 2.81° 4,68°
24 umolm?s™/25 °C| 53,37 54,35 5554 48,69 | 4,68° 567° 6,85
40 umolm?s™/25 °c| 51,7 52,35 5346 48,73 | 2,97 361¢ 472°
Fosforo Tecidual
12 umolm2s/20°C| 1,88 2,05 224 1,68 | 0,20 0,379 0,56
24 umolm2sY20°c| 1,87 1,98 2,18 1,76 | 0,11° 0,22% 0,429"
40 ymoim?sY/20°c| 1,77 1,8 1,97 1,61 | 016 0,19 0,36
12 umolm?s/25°C| 1,84 1,95 209 1,62 | 021% 033" 047"
24 ymolm?sY25°c| 1,85 2,11 2,14 1,77 | 0,08° 0,34 0,37

abc

40 umolm?sY/25°c| 1,79 2,09 2,18 1,84 |-004* 026° 0,359

Os resultados dos componentes quimicos estudados, apresentados na tabela 2B,

foram submetidos a andlise de variancia fatorial. Para a comparagdo das médias de
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proteinas, carboidratos e fosforo tecidual determinou-se a diferenca minima significante
(d.m.s.), obtidas através do teste “posthoc” de Duncan, mostrada pelos anexos 1, 2 e 3

respectivamente.

Proteinas

A acdo independente, assim como a interagao de terceira ordem dos parametros
abioticos intensidade luminosa, temperatura e fosforo inorganico dissolvido, afetaram
significativamente a produ¢ao desta molécula (tabela 3).

De uma forma geral o aumento nos teores de proteinas esta inversamente
relacionado com a intensidade luminosa e diretamente relacionado a temperatura e foésforo
inorganico dissolvido (fig. 7). Na temperatura de 20 °C ocorreu uma queda acentuada nos
valores médios de proteinas, na intensidade luminosa de 12 para 24 pmol m™ s™, seguido
de uma estabilizacdo na intensidade de 40 umol m> s nas concentracoes de 5,0 e 10,0
uM de fosforo inorganico dissolvido. Por outro lado, em 25 °C de temperatura, a queda na
producdo de proteinas, em dire¢do a maior intensidade luminosa, foi acentuada nas trés
concentragdes de fosforo inorganico. Nesta temperatura ndo ocorreram diferengas
significativas, ao nivel de 5 % (tabela 2B), entre os percentuais obtidos nas concentracdes
de 2,5 e 5,0 uM de fosforo inorganico dissolvido, para as diferentes intensidades de luz a

que foram submetidos os talos.

Carboidratos soltveis

A quantidade de carboidratos produzida pelos talos foi significativamente
dependente da agdo individual dos fatores abidticos estudados e da interacdo de terceira

ordem que ocorreu entre os parametros temperatura, intensidade luminosa e concentragao
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de fosforo inorganico dissolvido (tabela 4).
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Figura 7 — Valores médios do incremento de proteinas em porcentagem de peso seco,
obtidos pela interagdo de terceira ordem entre intensidade luminosa, temperatura (A = 20
°C; B = 25 °C), e fosforo inorganico dissolvido no meio (-7- 2,5uM; — - 5,0uM; - -
10,0uM).

Como padrdo geral, os teores de carboidratos atingiram um pico na intensidade
luminosa de 24 pmol m™s™ (fig. 8). Este pico foi mais evidente a 25 °C do que a 20 °C,
visto que nesta temperatura os teores de carboidratos ndo diferiram consistentemente entre
os dois niveis mais elevados de luz, sendo que na menor intensidade luminosa, os valores
sdo estatisticamente iguais nas trés concentragdes de fosforo inorganico. Os dados
também mostram que os teores de carboidratos aumentam com a disponibilidade de

fosforo no meio, cujas diferengas entre estes niveis foram mais evidentes na temperatura

de 25 °C.
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Tabela 3 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
intensidade luminosa (2), da concentracdo de fosforo inorganico adicionado ao meio de
cultivo (3) e das distintas interacdes sobre a quantidade de proteinas produzida durante o
experimento.

Fatores variaveis gl SQ QM F P

1 1 2,76 2,76 25,97 0,00*
2 2 16,63 8,31 156,63 0,00*
3 2 1,89 0,95 17,83 0,00*
1x2 2 0,51 0,26 4,82 0,01~
1x3 2 0,24 0,12 2,25 0,12ns
2x3 4 0,03 0,01 0,32 0,86ns
1x2x3 4 0,33 0,08 3,16 0,02*
Residuo 36 0,11 0,00

Total 53 22,51

Tabela 4 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
intensidade luminosa (2), da concentracdo de fosforo inorganico adicionado ao meio de
cultivo (3) e das distintas interagdes sobre a quantidade de carboidratos produzida durante
0 experimento.

Fatores variaveis gl SQ QM F P

1 1 50,77 50,77 126,52 0,00*
2 2 37,02 18,51 92,25 0,00*
3 2 18,51 9,26 46,13 0,00*
1x2 2 2,67 1,33 6,64 0,00*
1x3 2 2,00 1,00 4,98 0,01~
2x3 4 0,51 0,13 1,26 0,30ns
1x2x3 4 2,72 0,68 6,79 0,00*
Residuo 36 0,40 0,01

Total 53 114,60

Fosforo tecidual

Os valores médios das percentagens de fosforo, encontrados nas cinzas das algas,
submetidos a andlise de varidncia apresentaram diferengas significantes entre si como
resposta a agdo dos trés pardmetros ambientais e a suas interagdes (tabela 5).

A semelhanga do que se observou para os teores de proteinas, as concentragdes de
fosforo tecidual diminuiram com o aumento da intensidade luminosa (fig. 9). Com o

aumento da temperatura estas concentracdes em geral diminuiram e apresentaram uma
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redu¢do mais pronunciada com o aumento da intensidade luminosa na menor
concentragdo de fosforo inorganico disponivel no meio de cultivo. Os teores de fosforo
tecidual aumentaram com o aumento da disponibilidade deste elemento no meio, mas a
magnitude deste aumento variou em funcdo da temperatura e intensidade luminosa.

Tabela 5 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
intensidade luminosa (2), da concentracdo de fosforo inorganico adicionado ao meio de

cultivo (3) e das distintas interagcdes sobre a quantidade de fosforo tecidual armazenada
durante o experimento.

Fatores variaveis Gl SQ QM F P
1 1 0,01 0,01 4,83 0,03*
2 2 0,10 0,05 54,12 0,00*
3 2 0,41 0,20 216,57 0,00*
1x2 2 0,00 0,00 2,63 0,09ns
1x3 2 0,02 0,01 10,56 0,00*
2x3 4 0,00 0,00 0,72 0,58ns
1x2x3 4 0,01 0,00 6,93 0,00*
Residuo 36 0,00 0,00
Total 53 0,559891
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Figura 8 — Valores médios do incremento de carboidratos soliveis em porcentagem de
peso seco, obtidos pela interacdo de terceira ordem entre intensidade luminosa,
temperatura (A = 20 °C; B = 25 °C) e fosforo inorganico dissolvido no meio (- 2,5uM;
—=5,0uM; - - 10,0uM)
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Figura 9 — Valores médios do incremento de fosforo tecidual em porcentagem de peso
cinzas, obtidos pela interagdo de terceira ordem entre intensidade luminosa, temperatura
(A =20 °C; B =25 °C) e fosforo inorganico dissolvido no meio (-- 2,5uM; - — 5,0uM;
~— 10,0uM).

DISCUSSAO

Os efeitos dos parametros abioticos, estudados em cultivos laboratoriais, estao
relacionados com o local e época de coletas, os quais interferem na fisiologia das espécies
estudadas (Pfetzing et al. 2000). Gelidium crinale foi coletada em ambiente que recebe
grande contribui¢do de dgua proveniente da Laguna dos Patos (fig. 2), cujos parametros
abidticos apresentam marcadas flutuagdes ao longo do ano, com grande carga de material
em suspensdo, o que impede a penetracdo de luz na dgua (Kantin & Baumgarten 1982;
Perfeto 1998). Estudos revelaram que determinadas espécies de Gelidium podem crescer

em meios de cultivos onde a intensidade de luz varia entre 40 a 300 pumol m™s™
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(Fredriksen & Ruenes 1989; Sousa-Pinto et al. 1999). Contudo, em ambientes naturais,

espécies deste género (Santelices 1988) tendem a crescer melhor em locais sombreados.

Em laboratorio, os talos de Gelidium crinale foram inicialmente cultivados em alta
intensidade luminosa (100 pmol m™s™), onde ocorreu um processo de foto-oxidagdo em
seus pigmentos vermelhos, sendo posteriormente abandonado esta intensidade luminosa.
Por outro lado, os talos que foram mantidos em baixa intensidade luminosa (8 pmol m™s”
1, durante processo de adaptagdo, mantiveram sua coloragdo natural. Provavelmente isto
ocorra porque em seu habitat natural os talos desta alga crescem em locais protegidos da
luz, além da presenca de materiais em suspensdo (observagdo pessoal). Em populagdes
naturais de Hypnea musciformis (Durako & Dawes 1980) e de Gracilaria cornea
(Ordufia-Rojas et al. 2002), a manutengdo da coloragdo dos talos, fun¢do dos elevados
indices de pigmentos vermelhos (ficobilinas), esta associada as baixas intensidades
luminosas.

A concentragdo de proteinas nos talos das algas estd associada ao tipo de ion
nitrogénio disponivel no meio, variando de acordo com sua concentragio (Navaro-Angulo
& Robledo 1999). Ao longo de todo experimento com G. crinale a concentragdo deste ion
foi mantida constante, sendo a producao de proteinas resultado da acdo dos outros fatores
estudados. Observou-se que a menor intensidade luminosa (12 pmol m™s™), associada aos
maiores valores de temperatura (25 °C) e fosforo disponivel no meio (10 uM), foram os
responsaveis pelo maior incremento de proteinas no talo da espécie estudada. Nossos
resultados sdo consistentes em relacdo aos encontrados por Floreto & Thesima (1998) em
talos de Ulva pertusa, onde constataram que em baixa intensidade luminosas (15 pmol m™

-1 ’
s) ocorreu um aumento no teores de proteinas.
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A agdo sinérgica dos trés parametros abidticos estudados interferiu de maneira
significativa na produgdo de carboidratos soluveis nos talos de G. crinale. Este efeito pode
ser observado quando um aumento de 5 °C na temperatura dos meios de cultivos (Fig. 8)
ocasionou um aumentou nos teores de carboidratos, acentuando as diferengas resultantes
nas distintas concentragdes de fosforo inorganico dissolvido, quando comparados com a
temperatura de 20 °C, sendo que os maiores percentuais de carboidratos foram
observados nos maiores niveis de fosforo inorganico dissolvido. A semelhanca dos
resultados aqui mostrados, Chopin et al. (1991) constataram que o aumento nos teores de
carboidratos de reserva estava associado a elevadas concentracdes de fosforo disponivel
no meio.

Com o aumento da intensidade de luz para 40 pmol m™s™, ocorreu um decréscimo
na quantidade de carboidratos. Logo, entre 24 ¢ 40 umol m™s™ encontra-se a radiagio
limite, nas condigdes do estudo, responsavel pelo balanceamento ou inibi¢ao da sintese de
carboidratos. Sousa-Pinto et al. (1999) observaram que, acima de um certo limite de
irradiagdo (130 pmol m™s™), a sintese de carboidratos (amido)pode ser balanceada ou
inibida em funcdo da imediata constru¢do de compostos precursores de agarobiose, para
posterior sintese de novos polissacarideos da parede celular.

Nas temperaturas analisadas, observamos a existéncia de uma relacdo inversa entre
as concentracdes de proteinas e de carboidratos em resposta a intensidade luminosa a que
foram submetidos os talos de G. crinale. O teores elevados de proteinas ocorreram na
intensidade luminosa de 12 pumol m™s™, valor no qual foram registrados os menores
valores de carboidratos, sendo que o oposto ocorreu em algas cultivadas a 24 pmol m™s™.
Esta relacdo inversa também foi observada na natureza através de avaliagdo sazonal com
Gymnogongrus griffithsiae e Grateloupia doryphora (Perfeto, 1998) ¢ em meios de

cultivo com Ulva pertusa (Floreto & Thesima, 1998). Assim o periodo de sintese ativa de
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proteinas estd caracterizado pelo decréscimo da quantidade de carboidratos nas algas e
vice-versa (Mouradi-Givernaud et al. 1993; Perfeto, 1998).

Na natureza, o acimulo de fésforo nos tecidos algais ¢ uma adaptagdo
estratégica para manter o crescimento das algas, durante periodo de baixa concentragdo
deste elemento na 4gua do mar. Em culturas esta estratégia ndo se torna necessaria, pois 0s
nutrientes s3o mantidos em altos niveis, evitando a limitagdo do elemento fosforo (Chopin
& Wagey, 1999).

Os resultados obtidos demonstraram que, além da elevada concentracao do fosforo
inorganico dissolvido no meio, os baixos indices de intensidade luminosa e de temperatura
foram responsaveis pelo acumulo de fosforo tecidual em G. crinale. Os baixos niveis
destes parametros fisicos sdo responsaveis pelo retardamento no crescimento (Bellorin &
Castro 1997; Hurtado-Ponde & Pondevida 1997) e diminui¢ao das atividades metabdlicas
(Lobban & Harrison 1994), o que pode ser constatado na alga em estudo, quando ocorreu
uma menor producdo de carboidratos, permitindo que a concentragdo do fosforo
inorganico acumulado nos talos de G. crinale se mantivesse elevada.

A medida em que a intensidade luminosa e temperatura foram elevadas, associada
a baixa concentracdo de fosforo inorganico no meio (2,5 pM), provocaram uma
diminui¢do dos teores de fosforo tecidual, resultando inclusive em valor negativo, quando
comparado com a amostra controle. Estas redu¢des na concentracdo de fosforo tecidual
ndo sdo resultantes de diluicdo por crescimento, pois durante o periodo experimental a
alga ndo apresentou variagdo no seu crescimento. Porém, a partir do quinto dia de cultura,
constatou-se que o fosforo inorganico dissolvido nos meios de cultivos, com concentracao
inicial de 2,5 uM, tinha sido totalmente absorvido, permanecendo ausente até o final do
experimento. O fosfato inorganico ¢é transportado através da plasmalema das células,

constituindo um grupo de fosfato intracelular incorporado em metabolitos fosforilados
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(Chopin et al. 1990b) e armazenados em vactolos ou em vesiculas polifosfaticas
(Lundberg et al. 1989); contudo, dependendo das condi¢cdes ambientais alguns grupos de
fosfato citoplasmatico atravessam a membrana celular e reaparecem no meio como fosfato
externo (Lobban & Harrison 1994). Portanto, acredita-se que tenha ocorrido uma perda do
fosforo inorganico das células de G. crinale para o meio, em funcdo da falta deste
elemento no meio de cultivo.

Como resposta as diferentes concentragdes de fosforo inorganico dissolvido,
aplicadas aos meios de cultivos, os talos de G. crinale aumentaram a armazenagem deste
nutriente, principalmente na maior concentragdo (10,0 uM). Esta capacidade de incorporar
fosforo inorganico e armazena-lo no interior das células, quando suas concentragdes estao
elevadas no meio, ¢ denominada “consumo de luxo” (Salibury & Ross, 1994), sendo uma
estratégia considerada ecologicamente importante, pois esta quantidade excedente permite
que as algas cresgam mesmo em situagdes onde o fosforo ¢ limitante (Kuhl, 1974). O
aumento na concentragdo de fosforo tecidual em G. crinale foi proporcional a0 aumento
da concentra¢do de fosforo inorganico nos meios de cultivo, coincidindo com resultados
encontrados por Chopin et al. (1995), cujos teores de fosforo tecidual em Chondrus
crispus aumentaram diretamente com o enriquecimento da agua do mar com fosforo

inorgénico, até uma concentracao de 15,0 uM.
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Temperatura x Fosforo inorganico dissolvido x Salinidade

RESULTADOS

Com a fixacdo da intensidade luminosa em 24 pmol m?s”, estudou-se a acdo
individual e o sinergismo dos parametros ambientais temperatura, salinidade e fosforo
inorganico dissolvido no meio de cultivo sobre a composi¢do quimica dos talos de G.
crinale.

Os resultados obtidos estdo registrados na tabela 6. O maior incremento na
produgdo de proteinas ocorreu na maior temperatura ¢ maior concentracdo de fosforo
inorganico dissolvido, com valores méaximos entre 2,62 e 2,83 % nas salinidades de 20 e
15 ups, respectivamente. Para carboidratos, a maior salinidade (25 ups), associada a
temperatura de 25 °C e concentracdo elevada de fosforo inorganico disponivel no meio,
proporcionou uma elevacao de 6,85 % na concentracdo desta biomolécula, em relacdo a
amostra controle. Apo6s o cultivo o menor incremento nos teores de fosforo nos talos da
alga ocorreu nas culturas cuja salinidade foi de 25 ups, nas temperaturas de 20 e 25 °C e
concentragcdo de fosforo inorganico de 2,5 uM, com valores variando entre 0,08 e 0,11 %,
enquanto o maior aumento de fosforo tecidual (0,80 %) em relagdao a amostra controle foi
registrado na menor temperatura de cultivo, associada a baixa salinidade (15 ups) e alta
concentracdo de fosforo inorganico (10,0 uM) dissolvido no meio de cultivo.

A diferenga entre os valores dos componentes quimicos, obtidos apos analises
quimicas, e os relativos & amostra controle esta registrada na tabela 6B, cujos valores
foram submetidos a andlise de variadncia fatorial. Para comparacdo de médias foi
determinada a diferenca minima significante (d.m.s.) obtida através do teste de “posthoc”
de Duncan, apresentada nos anexos 4 para proteinas, 5 e 6 para carboidratos e 7 para

fosforo tecidual.
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Tabela 6 — Valores médios dos componentes quimicos nas diferentes condigdes de cultivo
(A) e a diferenca entre cada um dos valores médios e os controles (B), expressos em % de
peso seco de alga para os teores de proteinas e carboidratos e % de peso de cinzas para
fosforo tecidual. Médias em B com letras iguais sobrescritas ndo diferem estatisticamente
entre si (Duncam, P = 0,05);TEMP = Temperatura; F I D = Fosforo inorganico dissolvido.

Proteinas
A B
Salinidade

10 ups 15ups 20 up 25 ups Controle] 10 ups 15 ups 20ups 25 ups
TEMP/F | D
15°C/2,5 uM | 22,93 22,98 22,97 23,03 22,36 | 0,57°% 0,622 0,612 0,672
15°C/5,0 uM | 23,16 23,10 22,76 22,90 22,36 |0,80°°%" 0,74°% 040% 0,547
15°C/10,0 uM | 23,29 23,10 23,02 22,74 22,36 | 0,93°% 0,74°% 62" (387"
20°C/2,5uM | 21,54 21,75 21,93 21,80 21,15 | 0,38% 0,60%° 0,78°%" @ 53"
20°C/5,0 M | 21,75 22,28 22,13 21,37 21,15 | 0,60°°¢ 1,139 (gg®def (222
20°C/10,0 uM | 21,78 22,40 22,86 21,68 21,15 | 0,63%°° 125" 1711 053%°
25°C/2,5uM | 22,14 22,54 22,72 21,89 21,19 |0,95°% 1359 753"  q702bcde
25°C/5,0 uM | 22,34 23,61 2324 22,15 21,19 | 1,1559" 242K 2,05 0,06°0¢"
25°C/10,0 uM | 22,56 24,03 23,81 23,30 21,19 | 1,379 283 262 211K
Carboidratos
15°C/2,5uM | 49,8 49,63 49,89 50,34 48,99 | 0,81 065 090 1,35
15°C/5,0 uM | 50,15 49,9 50,19 50,56 48,98 | 1,17 0,92 120 1,58
15°C/10,0 uM | 50,63 51,44 51,67 52,11 48,99 | 1,64 1,88 196 2,19
20°C/2,5uM | 47,97 48,26 48,49 48,92 47,22 | 0,75 1,04 127 1,70
20°C/5,0 uM | 49,31 49,45 49,64 50,28 47,22 | 2,09 2,23 242 3,06
20°C/10,0 uM | 49,41 49,40 51,05 51,94 47,22 | 2,19 218 383 472
25°C/2,5uM | 49,29 51,09 52,43 53,37 48,69 | 1,07 2,40 3,74 4,68
25°C/5,0 uM | 50,27 52,34 53,40 54,35 48,69 | 1,58 365 471 566
25°C/10,0 uM | 51,48 53,17 54,45 5554 48,69 | 2,79 4,48 576 6,85
Fésforo
Tecidual
15°Cl25uM | 2,26 2,17 204 194 166 | 060" 051 0,389 0,277
15°C/50uM | 2,39 223 209 196 166 | 073" 057™ 043" 030"
15°C/100 uM | 2,47 228 216 198 1,66 | 080° 062" 050 0,31%%
20°C/25uM | 2,17 1,98 1,93 177 166 | 051 032°%" 027° 0112
20°C/50uM | 2,23 201 1,92 188 1,66 | 057™ 036" 026" 0,22
20°C/10,0 uM | 2,35 2,20 2,07 2,08 1,66 | 069"  054™ 0,419 0,42%"
25°C/25uM | 2,20 207 202 185 1,77 | 043" 030°% 025" 0,08%
25°C/50uM | 2,29 222 204 211 1,77 | 052 045 0277 349"
25°C/10,0uM | 2,37 222 219 214 1,77 | 060"  045% 0429 o 37°0"
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Proteinas

A andlise de variancia, através da qual foi avaliada a acdo individual e interativa
dos parametros abioticos, estd mostrada na tabela 7. O incremento da quantidade de
proteinas nos talos de G. crinale foi significativamente afetado pela ag¢do individual de
cada parametro estudado, assim como pela acao sinérgica dos mesmos.

Através do coeficiente de correlacao de Pearson (tabela 10), os valores médios do
incremento de proteinas apresentaram correlagdes positivas, altamente significativas, com
temperatura e fésforo inorganico dissolvido nos meios de cultivos, porém com a salinidade

esta correlacao foi negativa, porém nao significativa.

Tabela 7 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
concentragdo de fésforo inorganico adicionado ao meio de cultivo (2), da salinidade (3) e
das distintas interagdes sobre a quantidade de proteinas produzida durante o experimento.

Fatores variaveis gl SQ QM F P

1 2 11,20 5,60 139,61 0,00*

2 2 2,55 1,28 31,84 0,00*

3 3 2,22 0,74 27,72 0,00*

1x2 4 0,84 0,21 10,45 0,00*

1x3 6 0,77 0,13 9,62 0,00*

2x3 6 0,24 0,04 2,97 0,01*

1x2x3 12 0,17 0,01 2,12 0,03*

Residuo 72 0,08 0,00

Total 107 18,08

Em todas as condi¢des de cultivo constatou-se um incremento na producao de
proteinas (fig. 10). Os menores valores foram registrados na temperatura de 15 °C, sob a
qual ndo se verificou uma varia¢ao acentuada entre os valores médios, quando analisados
em funcdo da salinidade e fosforo inorganico dissolvido, formando agrupamentos
estatisticamente iguais, ao nivel de 5% de significincia, segundo teste de Duncan (anexo

4). Por outro lado, o aumento da temperatura revelou uma elevacdo no acumulo de
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proteinas nos talos da alga, principalmente nas salinidades intermediarias de 15 e 20 ups e

nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM de fosforo inorganico disponivel no meio de cultivo.
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Figura 10 — Valores médios do incremento de proteinas em porcentagem de peso seco,
obtidos pela interacdo de terceira ordem entre fosforo inorganico dissolvido no meio
temperatura (A = 15 °C B = 20 °C; C = 25 °C), salinidade (-o— 10 ups; - - 15 ups; ——
20 ups; - 25 ups)

Carboidratos sollveis

A tabela 8 representa a andlise de varidncia, onde foram avaliados a agdo
independente dos pardmetros abiodticos e suas interagdes sobre os componentes quimicos
estudados nos talos de G. crinale. Diferente do que ocorreu com os valores para proteinas,
a interagdo de terceira ordem ndo afetou significativamente a producdo de carboidratos
soluveis. Contudo, a interacdo de segunda ordem mostrou que as agdes da temperatura,
associada as diferentes concentracdes de fosforo inorganico dissolvido, agiram
independentemente do parametro salinidade sobre a produgdo de carboidratos. Por outro

lado, uma outra interacdo, também de segunda ordem ocorreu entre salinidade e
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temperatura, interferindo sobre o aumento do conteudo de carboidratos, independente da
acao de fosforo inorganico disponivel no meio.

A tabela 10, correspondente ao coeficiente de correlagdo de Pearson, mostra que o
incremento nos valores médios desta biomolécula estd diretamente relacionado com os
valores dos parametros abidticos e com o incremento nos teores de proteinas, com
correlagdes altamente significativas.

Tabela 8 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
concentragdo de fosforo inorganico adicionado ao meio de cultivo (2), da salinidade (3) e

das distintas interagdes sobre a quantidade de carboidratos produzida durante o
experimento.

Fatores variaveis gl SQ QM F P
1 2 62,23 31,11 194,54 0,00*
2 2 25,31 12,65 79,12 0,00*
3 3 19,66 6,55 61,46 0,00*
1x2 4 1,27 0,32 3,97 0,01*
1x3 6 5,38 0,90 16,83 0,00*
2x3 6 0,30 0,05 0,95 0,47ns
1x2x3 12 0,31 0,03 0,96 0,49ns
Residuo 72 0,32 0,00
Total 107 114,78

De uma maneira geral, os teores de carboidratos aumentaram significativamente
com a elevacdo da temperatura e disponibilidade de fésforo nos meios de cultivos (Fig.
11), atingindo valores maximos a 25 °C de temperatura e alta concentragdo de fosforo
inorganico dissolvido. Na temperatura de 15 °C a producdo desta biomolécula foi baixa,
com valores médios de incrementos considerados iguais estatisticamente nas
concentragdes de 2,5 ¢ 5,0 uM de fosforo inorganico dissolvido no meio.

A figura 12 revela mais uma vez que a elevacdo da temperatura ¢ responsavel pelo
incremento de carboidrato nos talos da espécie estudada. Contudo, em virtude da interagao
significativa da temperatura e salinidade, observou-se que as diferencas registradas nos

teores desta biomolécula entre as diferentes temperaturas dependeram das diferentes
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concentragdes de salinidade, aumentando diretamente com o aumento deste parametro. Na
temperatura de 15 °C, as diferentes salinidades ndo interferiram na producdo de

carboidratos, pois os valores obtidos mantiveram-se estatisticamente semelhantes.
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Figura 11 — Valores médios do incremento de carboidratos soliiveis em porcentagem de
peso seco, obtidos pela interagdo de segunda ordem entre temperatura e fosforo inorganico
dissolvido no meio (-7- 2,5uM; - - 5,0uM; - 10,0uM) submetidos ao Teste de
Duncan, onde médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, ao
nivel de significincia de 5%.
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Figura 12 — Valores médios do incremento de carboidratos soluveis em porcentagem de
peso seco, obtidos pela interagdo de segunda ordem entre temperatura e salinidade (--— 10
ups; — - 15 ups; —— 20 ups; -a— 25 ups), submetidos ao Teste de Duncan, onde médias
seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia
de 5%.
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Fosforo tecidual

Através da andlise de varidncia apresentada na tabela 9, observou-se a agdo
individual dos parametros abiodticos afetando significativamente o aumento das
concentragoes internas de fosforo nos talos de G. crinale, o mesmo ocorrendo com a
interacdo de terceira ordem entre os parametros analisados.

Tabela 9 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
concentragdo de fésforo inorganico adicionado ao meio de cultivo (2), da salinidade (3) e

das distintas interacdes sobre a quantidade de fosforo tecidual armazenada durante o
experimento.

Fatores variaveis Gl SQ QM F P

1 2 0,17 0,09 98,76 0,00*

2 2 0,27 0,14 154,99 0,00*

3 3 0,56 0,19 319,82 0,00*

1x2 4 0,02 0,00 8,74 0,00*

1x3 6 0,01 0,00 7,55 0,00*

2x3 6 0,01 0,00 3,00 0,01*

1x2x3 12 0,01 0,00 3,567 0,00*

Residuo 72 0,00 0,00

Total 107 1,05

Os teores de fosforo tecidual, acumulados durante os experimentos, ao serem
analisados através do coeficiente de correlagdo de Pearson (tabela 10), apresentaram-se
diretamente relacionados com os indices de fosforo inorganico disponivel nos meios de
cultivos. Com os demais parametros abiodticos analisados, temperatura e salinidade e com
os incrementos nos valores de carboidratos, a correlacdo observada foi negativa e
altamente significativa. Contudo, com os incrementos de proteinas, a correlagdo embora

negativa, ndo foi altamente significativa, com P > 0,001.
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A partir dos resultados analisados pela interacdo de terceira ordem, observou-se
que a quantidade de fosforo acumulada nos talos da alga decresceu significativamente com
o aumento da temperatura, da salinidade e com a diminui¢do da concentragdo de fosforo
inorganico disponivel nos meios de cultivo. O aumento nos valores de fosforo tecidual
esta relacionado com a elevagdo da concentragdo deste elemento no meio de cultivo. Por
outro lado, a salinidade também ¢ um fator preponderante no processo de armazenamento

deste componente celular, principalmente quando a temperatura ¢ baixa (fig. 13).
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Figura 13 — Valores médios do incremento de fosforo tecidual em porcentagem de peso
cinzas, obtidos pela interacdo de terceira ordem entre concentracao de fosforo inorganico
dissolvido no meio, temperatura (A = 15 °C; B =20 °C; C =25 °C) e salinidade (- - 10
ups; — - 15ups; - 20 ups; -a- 25 ups).
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Tabela 10 - Andlises do coeficiente de correlacio de Pearson para fatores abidticos
temperatura, fosforo inorganico dissolvido (F I D), salinidade e componentes quimicos,
proteinas, carboidrato fosforo tecidual de G. crinale. Correlagdes significativas estdo
marcadas com * (P = 0,05).

Fésforo
VARIAVEIS Temperatura  F. 1. D. Salinidade Proteinas Carboidrato  Tecidual
Temperatura 1,00 0,00 0,61* 0,64* -0,32*
= - p=1,00 p=,000* p=,000* p=,001*
FID 0,00 0,32* 0,41* 0,43*
p=1,00 p=0,001* p=0,000* p=0,000*
Salinidade 1,00 - 0,04 0,44* -0,75*
= - p=0,681  p=0,000* p=0,000*
Proteinas 1,00 0,58* - 0,02
p=--- p=0,000* p=0,801
Carboidrato 1,00 - 0,29*
= - p=0,004*
FésforoTecidual 1,00
p= ---

DISCUSSAO

Em G. crinale os teores de proteinas apresentaram uma correlagdo positiva
altamente significativa com os parametros temperatura e fosforo inorganico dissolvido,
porém com salinidade foi observada uma correlagdo negativa ndo significativa (tabela
10). Esta relacdo com a salinidade pode ser reflexo dos elevados teores desta biomolécula
(23,24 % a 24,03%) terem ocorrido nos valores intermediarios (15 e 20 ups) deste
parametro fisico. A interagdo entre salinidade e fosforo inorganico dissolvido permitiu
observar que, para obter um incremento maximo nos teores de proteinas entre 2,42 a 2,83
%, os talos de G. crinales podem ser cultivados em condigdes onde a concentragdo do
fosforo inorganico disponivel no meio seja de 5,0 ou 10,0 uM, na salinidade de 15 ups, ou
de 10,0 uM na salinidade de 20 ups, desde que a temperatura seja constante a 25 °C, pois

os valores médios, relativos ao incremento da biomolécula, nestas combinacdes, formam
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entre si grupos estatisticamente iguais ao nivel de significincia de 5 % (tabela 6B). Em
Gracilaria tenuistipitata var. luiu (Israel et al. 1999), os teores de proteinas variaram de 20
a 22,5 % de peso seco entre as salinidades de 20 ups e 30 ups e temperaturas de 20 °C e 30
°C . Estes resultados foram similares aos encontrados para G. crinale, embora para os
autores (Op. Cit.) nem a salinidade nem a temperatura influenciaram na quantidade de
proteinas encontrada nos talos das algas, a qual se manteve constante nos tratamentos
avaliados. Estudo realizado com Gelidium coulteri (Macler, 1988) demonstrou que os
teores de proteinas foram elevados quando os talos da alga estavam expostos a salinidades
elevadas, entre 25 a 50 ups. Porém, estes valores foram inferiores aos obtidos para o
material coletado no ambiente, antes de serem colocados em cultivo, havendo desta forma
uma diminui¢do na quantidade de proteina nos talos da alga, fato que ndo foi constatado
em nossos experimentos, pois apds o término do cultivo observou-se um incremento de

proteinas nos talos de G. crinale.

Os contetidos de carboidratos apresentaram uma correlagdo positiva, altamente
significativa, com temperatura, salinidade e fosforo inorganico dissolvido. Contudo, uma
interagdo entre os trés parametros, agindo efetivamente sobre o aumento dos teores desta
biomolécula, ndo foi observada. Orduna-Rojas et al. (2002) constataram que os altos
niveis de carboidratos, observados em Gracilaria cornea, ocorreram durante os meses em
que os niveis de salinidade e temperatura foram elevados, atingindo valor maximo de 56
% do peso seco da alga. Ao relacionar o conteudo de carboidratos com a variagdo da
temperatura, Pfetzing et al. (2000) constataram que em Pelvetia canaliculata ocorreu um
aumento de 50 % nos teores de manitol e de volemitol em ambientes cuja temperatura
variou entre 20 e 27 °C. Quando a temperatura do meio de cultivo de G. crinale foi

elevada para o valor méximo de 25 °C ocorreu um aumento consideravel nos valores de
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carboidratos, com um méximo de 55,54 % (tabela 6A). Nesta temperatura observou-se que
as diferengas no incremento desta biomolécula estdo relacionadas com os distintos niveis
de salinidade, enquanto que nas demais temperaturas estudadas estas diferengas ndo foram
tao marcantes (fig. 12). Em estudos realizados por Macler (1988) em Gelidium coulteri
ficou constatado que o aumento no contetdo de floridosideo, carboidrato de baixo peso

molecular, estava diretamente relacionado com o aumento da salinidade do meio.

As algas marinhas parecem ajustar um balanco no fluxo de carbono, direcionando-
o para produgdo e armazenamento de carboidratos de reserva e/ou estrutural em resposta a
suas necessidades fisiologicas. O enriquecimento da dgua do mar com fosforo inorganico
afeta significativamente o contetdo de polissacarideos. Chopin et al. (1991), Chopin &
Wagey (1999) sugerem que este elemento pode ser um importante regulador do fluxo de
carbono, particularmente em Chondrus crispus e Agardhiella subulata, principalmente

para a sintese de glicose e amido ou de galactose e carragenina.

No presente estudo, observou-se uma correlagdo positiva entre o conteudo de
carboidratos e fosforo inorganico disponivel nos meios de cultivo (r = 0,407; p = 0,000). O
incremento no conteudo de carboidratos atingiu um pico nas maximas concentragdes de
fosforo inorganico dissolvido (fig. 11). Nossos resultados sdo consistentes com os
encontrados em Gelidium robustum (Sousa-Pinto et al. 1999) e Agardhiella subulata
(Chopin et al. 1991), sendo que nestas espécies os carboidratos como agar ¢ amido de
floridea, respectivamente, apresentaram teores elevados quando estas espécies estavam
sujeitas a regimes de alta concentracdo de fosforo inorganico dissolvido nos meios de

cultivo.

De uma maneira geral as macroalgas apresentam diferentes necessidades e

tolerancias as concentragdes de fosforo inorganico disponivel no meio marinho. Algumas
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espécies sao tolerantes a altas concentragdes deste elemento no meio marinho, muitas
vezes proveniente da poluicdo doméstica (Santelices 1988), enquanto outras ndo o sio,

interferindo inclusive em seus processos metabolicos.

O conteudo de fosforo tecidual, em fungdo da concentragdo deste elemento
disponivel no meio de cultivo, varia de espécie para espécie. Em Chondrus crispus
(Chopin et al. 1995) o nivel de saturacdo de fosforo tecidual ocorreu quando foi
adicionado ao meio de cultivo uma concentracdo de 6,0 uM de fosforo inorganico. Para
Agardhiella subulata (Chopin et al. 1990a), o conteudo de fosforo tecidual aumentou
constantemente com a elevagcdo de fosforo inorganico dissolvido até a concentragdo de
15,0 uM. Nos experimentos realizados com G. crinale observou-se que os altos teores
deste elemento tecidual ocorreram nos cultivos com maxima concentracdo de fosforo
disponivel (10,0 uM), principalmente quando a temperatura aplicada ao meio de cultivo
foi a mais baixa (15 °C). A acdo da salinidade no acumulo de fosforo tecidual esta
perfeitamente caracterizada através de uma forte correlagdo negativa (r = - 0,749; p =
0,000), onde os baixos niveis deste pardmetro sdo responsaveis pelo incremento deste
componente quimico nos talos da alga. Esta elevagdo de fosforo tecidual em G. crinale
aconteceu durante um periodo totalmente adverso a producdo de proteinas e carboidratos.

Segundo Kuhl (1968, 1974), o fosforo possui um papel importante nos processos
celulares, envolvendo a geragdo e transformagdo da energia metabdlica, constatando que
células com altos contetidos de carboidratos sdo deficientes em quantidade de fosforo
tecidual. Neste estudo com G. crinale pode-se observar uma correlagdo negativa,
altamente significativa, entre os teores de carboidratos e fosforo tecidual (tabela 10). Esta
relacdo inversa pode ser uma resposta ao processo de absor¢do de fosforo inorganico

dissolvido no meio por parte da alga, utilizando energia proveniente dos carboidratos de
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reserva e/ou da parede celular, para acumuléd-lo em seus tecidos. Dentro de determinados
niveis de concentracao, os teores de fosforo tecidual controlam o conteudo de carboidratos
(carragenina) em Chondrus crispus (Chopin et al. 1995), ¢ quando estes niveis se elevam
muito ocorre uma queda acentuada nos teores deste polissacarideo. Para Chopin et al.
(1990 a,b, 1991), quando a atividade fotossintética ndo produz energia suficiente para os
processos metabolicos, as algas podem utilizar suas reservas de carboidratos.

Normalmente os estudos com algas marinhas revelam uma correlagdo negativa
entre os teores de proteinas (nitrogénio tecidual) e a concentragdo de carboidratos,
principalmente em seu habitat natural, onde a variacdo dos parametros fisicos e quimicos
esta relacionada com a sua sazonalidade (Dawes et al. 1974; Durako & Dawes 1980,
Mouradi-Givernaud et al. 1993; Perfeto 1998; Ordufia-Rojas et al. 2002). Esta mesma
correlacdo também foi observada neste trabalho, quando se estudou o efeito sinérgico da
temperatura, intensidade luminosa e fosforo inorganico dissolvido no meio de cultura,
mantendo-se constante a salinidade do cultivo (dados ndo mostrados). Porém ao avaliar-se
a acdo de diferentes niveis de salinidade, associados a temperatura ¢ concentracdo de
fosforo inorganico disponivel no meio, em uma intensidade luminosa constante, a relagao
entre os teores de proteinas e carboidratos revelaram uma correlagdo positiva (r = 0,576;
p = 0,000) altamente significativa. Acredita-se que esta interagdo possa ser uma resposta
de ajuste osmotico, por parte de G. crinale, as flutuagcdes de salinidade nos meios de
cultivo, pois as algas marinhas procuram manter sua pressdo de turgor constante acima
das concentragdes osmoticas externas (Kirst & Bisson 1979; Kirst 1989). Este balango
osmotico também pode ser alcangado através do acumulo dos solutos organicos como
aminoacidos e/ou carboidratos (Dawes, 1986; Liining, 1990). Para Floreto & Teshima
(1998) o aumento significativo nos niveis de proteinas e carboidratos em Ulva pertusa,

quando exposta a baixa salinidade ndo reflete a adaptagdo de osmorregulagdo. Em G.
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crinales os resultados obtidos ndo sdo consistentes com os encontrados para U. pertusa,
pois o aumento nos teores destes componentes esta relacionado diretamente com a
elevagdo dos niveis deste parametro abidtico. Por outro lado, Glazer et al. (1994)
observaram uma relacdo direta entre o aumento de carboidrato de baixo peso molecular
(floridosideo) com a elevacao dos niveis de salinidade, acreditando que este aumento seja

em fungdo do processo de osmoaclimatagao.
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Temperatura x Intensidade luminosa x Salinidade

RESULTADOS

Nas interagdes anteriores observou-se que o aumento no conteudo de proteinas,
carboidratos e fosforo tecidual ocorreu quando a concentragdo de fosforo inorganico
dissolvido no meio de cultivo era a mais elevada (10,0 uM). Com base nestes resultados,
fixou-se o teor deste elemento quimico em sua maior concentracdo, com o intuito de
estudar-se a ac¢do individual e sinérgica dos parametros abidticos como temperatura,
intensidade luminosa e salinidade, nos diferentes meios de cultivos a que foram
submetidos os talos vegetativos de G. crinale.

Através da tabela 11 pode-se observar que a quantidade de proteinas foi elevada,
em média 24,35 % de peso seco de alga, com um incremento médio de 3,72 % em relagao
4 amostra controle, principalmente em condi¢des de cultivo onde a salinidade de 15 ups
estava associada a baixa intensidade luminosa (12 pmol m™s™) e alta temperatura (25 °C).
Contudo, em carboidratos o pico méximo de saturagdo ocorreu em meio de cultivo onde o
indice de salinidade foi maxima (25 ups), em nivel médio de intensidade luminosa para o
experimento (24 pmol m™s™) e temperatura de 25 °C, com um valor de 55,54 % de peso
seco, correspondendo ao incremento maximo de 6,85 %. A baixa salinidade (10 ups),
associada a baixa intensidade luminosa (12 pmol m™>s™) e baixa temperatura (20 °C),
foram responsaveis pelo acimulo de fosforo tecidual, com um incremento maximo de 1,09
% em base ao peso de cinzas nos talos da espécie em estudo.

Os resultados registrados na tabela 11B foram submetidos ao teste estatistico
“posthoc” de Duncan, onde a comparacdo das médias, para a determinagdo da diferenca
minima significante entre elas, estd apresentada nos anexos 8, 9 e 10, referentes aos

componentes quimicos proteinas, carboidratos e fosforo tecidual, respectivamente.
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Tabela 11 — Valores médios dos componentes quimicos nas diferentes condi¢des de
cultivo (A) e a diferenga entre cada um dos valores médios e os controles (B), expressos
em % de peso seco de alga para os teores de proteinas e carboidratos e % de peso de
cinzas para fosforo tecidual. Médias em B com letras iguais sobrescritas ndo diferem
estatisticamente entre si (Duncam, P = 0,05).

Proteinas
A B

Salinidade|10 ups 15 ups 20 ups 25 ups Controle| 10 ups 15ups 20 ups 25 ups

Luz/Temperatur

12 umolm?s/20 °C | 22,77 23,31 23,37 23,05 20,72 | 2,049 259" 264" 2 339"

24 umolm2s/20 °C| 21,99 22,4 22,86 21,68 21,15 |0,84%° 1,25° 171 0532
abc

40 umolm?s¥/20°C| 20,9 21,3 21,63 21,13 20,47 | 043* 0,83%° 116" 0,66%
12 umolm?s/25°C| 22,36 24,35 23,83 233 20,63 |1,739" 372" 320 2,67
24 umolm2sY/25 °C | 22,57 24,03 23,81 233 21,19 | 1,37" 2,83% 262" 211™

40 umolm?s™/25 °C| 21,46 21,93 21,58 21,26 20,554 |0,92%" 139% 104°¢ 0,72%

Carboidratos

12 umolm?s™/20 °C | 45,33 4555 4576 46,08 4568 | -0,35% -0,13%° 0,08%° 0,40
24 umolm2sY/20 °C| 49,08 49,74 50,49 51,94 47,22 | 1,865 2529 327" 472
40 umolm?s™/20 °C| 50,04 50,84 51,80 52,60 49,27 | 0,77°¢ 1,57° 2539 333"
12 umolm?s /25 °C | 44,27 45,19 46,09 47,21 43,83 | 0,44 136% 2269 338"
24 umolm?s"/25 °C| 51,48 53,17 54,45 5554 48,69 | 279" 448 576 6,85
40 umolm?s /25 °C| 50,06 51,22 52,47 53,63 48,73 | 1,32% 2499 374 4389

Fo6sforo tecidual

12 umolm?s20°c| 2,77 2,54 232 224 168 | 1,00" 086 064" 056"
24 umolm?sY/20°C| 235 22 207 208 166 | 069" 054% 041%® 042%
40 umolm?s/20°C| 2,02 213 1,96 197 1,61 |041* 052°% 0,35* 0,36
12 umolm?s/25°c| 256 2,43 237 209 162 | 094 081U o075 047"
24 umolm2sY25°C| 237 222 219 214 177 | 0609 045 042%® 037°
40 ymolm?s™/25°C| 2,26 2,3 224 208 1,74 | 052 056% 0,50

cde

0,352

Proteinas
A avaliagdo dos efeitos individual e sinérgico dos parametros abidticos sobre a
producao de proteinas, nos diferentes meios de cultivos a que estavam submetidos os talos

de G. crinale, foi obtida através da analise de variancia (tabela 12), onde se observou que o
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aumento desta biomolécula foi altamente significativo (P < 0,000), dependendo da acao
individual de cada parametro, assim como da agdo sinérgica destas variaveis, resultando
em uma interagao de terceira ordem (P < 0,038).

Ao avaliar-se os resultados obtidos para proteinas, através do coeficiente de
correlacdo de Pearson (tabela 16), observou-se que estes apresentaram uma correlagdo
positiva com temperatura e salinidade, embora com este ultimo parametro a correlagdo nao
tenha sido significativa. O decréscimo nos incrementos desta biomolécula em direg¢do a
maior intensidade luminosa, proporcionou uma correlacdo negativa altamente significativa

entre ambos.

Tabela 12 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
intensidade luminosa (2), da salinidade (3) e das distintas interagdes sobre a quantidade de
proteinas produzida durante o experimento.

Fatores variaveis gl SQ QM F p
1 1 7,42 7,42 92,18 0,00*
2 2 19,14 9,57 237,78 0,00*
3 3 2,88 0,96 35,79 0,00*
1x2 2 1,32 0,66 16,40 0,00*
1x3 3 0,44 0,15 5,42 0,00*
2x3 6 0,19 0,03 2,38 0,04*
1x2x3 6 0,20 0,03 2,45 0,04*
Residuo 48 0,08 0,00

Total 71 31,66

O aumento no conteudo de proteinas ocorreu para todos os tratamentos analisados.
Na temperatura de 20 °C o maximo valor no incremento deste componente bioquimico
ocorreu em cultivos com salinidades de 15 e 20 ups, cujos valores médios ndo
apresentaram diferengas minimas significativas entre si, na menor intensidade luminosa
estudada, formando um unico agrupamento estatistico, representado por letras iguais

(tabela 11B).
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Em meios de cultivos com temperatura de 25 °C foram registrados os maiores
incrementos de proteinas com valores médios entre 3,20 e 3,72 %, em relagdo a amostra
controle, quando os talos de G. crinale estavam sujeitos a a¢do de baixa intensidade
luminosa (12 umol m™s™) e nas salinidades de 20 ups e 15 ups, respectivamente. (fig. 14).
Em ambas as temperaturas, os teores de proteinas sofreram uma queda acentuada em

relacdo ao aumento da intensidade luminosa.
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Figura 14 — Valores médios do incremento de proteinas em porcentagem de peso seco,
obtidos pela intera¢do de terceira ordem entre intensidade luminosa, temperatura (A = 20
°C; B=25°C) esalinidade (- 10 ups; —— 15ups; —— 20 ups; -Ao- 25 ups).

Carboidratos soluveis
A andlise de variancia, para comparacao dos efeitos individuais e as interagdes dos
parametros abidticos, temperatura, intensidade luminosa e salinidade entre si, sobre a

concentragdo de carboidratos na espécie estudada, esta apresentada na tabela 13, onde se
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constatou que as agdes individuais destes parametros e suas interagdes de segunda ordem
foram altamente significativas na producdo desta biomolécula (P <0,000), ocorrendo
também uma interacgao significativa de terceira ordem (P < 0,044).

A semelhanca do que ocorreu com os resultados obtidos através das correlagdes
entre esta biomolécula e os parametros abidticos, nos tratamentos envolvendo temperatura,
fosforo inorganico dissolvido e salinidade, constatou-se que as correlagdes também foram
positivas e altamente significativas com os pardmetros abidticos estudados neste capitulo.
Contudo, com os teores de proteinas ocorreu uma correlacdo negativa, porém esta nao foi

significativa (tabela 16).

Tabela 13 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
intensidade luminosa (2), da salinidade (3) e das distintas interacdes sobre a quantidade de
carboidratos produzida durante o experimento.

Fatores variaveis gl SQ QM F P

1 1 49,24 49,24 311,30 0,00*
2 2 58,11 29,05 367,35 0,00*
3 3 23,96 7,99 151,47 0,00*
1x2 2 0,82 0,41 5,19 0,01*
1x3 3 1,36 0,45 8,57 0,00*
2x3 6 0,75 0,12 4,73 0,00*
1x2x3 6 0,37 0,06 2,36 0,04*
Residuo 48 0,16 0,00

Total 71 134,76

A figura 15 revela que, nos cultivos a 20 °C de temperatura e intensidade luminosa
de 12 pmol m™s”, foram registrados os menores incrementos nos conteudo de
carboidratos, ocorrendo valores negativos de 0,348 e 0,132 % nas menores salinidades de
10 e 15 ups, respectivamente. Nesta temperatura os maiores teores estdo associados a uma
intensidade luminosa média (24 pumol m™s”') e alta salinidade (25 ups). Com uma
diferenga de cinco graus na temperatura dos meios de cultivos, constatou-se que os

graficos relativos as temperaturas de 20 e 25 °C apresentaram padrdes semelhantes entre si
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(fig.15), quando se avaliaram as diferentes intensidades luminosas e diferentes salinidades.
Os menores incrementos de carboidratos ocorreram na intensidade luminosa de 12 pmol
2 -1 . cy . 2 -1 e . , .
m™s", passando por valores intermedidrios a 40 pmol m™s™ até atingir valores maximos a
24 pmol m™s™, e este aumento ocorreu da menor salinidade (10 ups) em dire¢do a maior

(25 ups).

% Carboidratos

1 1 1 1

10 ups 15 ups 20 ups 25 ups 10 ups 15 ups 20 ups 25 ups
Salinidade

-2

Figura 15 - Valores médios do incremento de carboidratos soluveis em porcentagem de
peso seco, obtidos pela interagdo de terceira ordem entre salinidade, temperatura (A = 20
°C; B = 25 °C) ¢ intensidade luminosa (-— 12 pmol m™s™; — — 24 pmol m™s™; — -
40 pmol m?s™)

Faosforo tecidual

A tabela 14 mostra as respostas dos efeitos individuais e interativos dos pardmetros

fisicos estudados durante o periodo de cultivo através da analise de varidncia. A variavel
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temperatura isoladamente nao influenciou de maneira significativa (P > 0,05) o aumento
nos teores de fosforo tecidual, porém ¢ altamente significativa a interagdo das trés variaveis
(P <0,000) sobre o acimulo de fosforo nas células de G. crinale.

A anélise dos resultados obtidos para fosforo tecidual, através do coeficiente de
correlacdo de Pearson (tabela 16) apresentou correlagdes negativas entre este componente
quimico, os pardmetros abioticos e os conteudos de carboidratos. A semelhanca do que
ocorreu com o resultado da analise de variancia o incremento dos teores de fosforo tecidual
ndo apresentou uma relagdo significativa com os indices de temperatura aplicados aos

meios de cultivos.

Tabela 14 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da
intensidade luminosa (2), da salinidade (3) e das distintas interacdes sobre a quantidade de
fosforo tecidual armazenada durante o experimento.

Fatores variaveis gl SQ QM F P

1 1 0,00 0,00 0,95 0,33ns
2 2 0,72 0,36 369,72 0,00*
3 3 0,28 0,09 144,68 0,00*
1x2 2 0,03 0,02 17,38 0,00*
1x3 3 0,02 0,01 10,75 0,00*
2x3 6 0,05 0,01 24,42 0,00*
1x2x3 6 0,01 0,00 2,64 0,03*
Residuo 48 0,00 0,00

Total 71 1,12

Durante os cultivos realizados com a menor salinidade (10 ups) e menor
intensidade luminosa (12 pmol m™s™), foram registrados os maiores valores de fosforo
tecidual, cujos teores variaram de 0,93 a 1,09 % respectivamente nas temperatura de 25 e
20 °C (fig. 16). Com o aumento da intensidade luminosa, observou-se uma queda
acentuada no incremento deste componente quimico, diminuindo de 1,09 % a 12 pmol m’

*s” intensidade luminosa para 0,41 % a 40 pmol m™s™, particularmente na temperatura de
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20 °C. Nesta temperatura, nas salinidades de 20 e 25 ups, onde foram registrados os

menores valores de fosforo tecidual, observou—se que, nas intensidades luminosas de 24 e
2 -1 ~ . , . . . . ;1.

40 umol m™s™, ndo ocorreu diferenga minima significativa entre suas médias, formando

grupos estatisticos iguais, segundo teste “posthoc” de Duncan a 5 % de significancia

(tabela 11B)
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Figura 16 — Valores médios do incremento de fosforo tecidual em porcentagem de peso de
cinzas, obtido pela interacdo de terceira ordem entre intensidade luminosa, temperatura (A
=20°C; B=25°C) e salinidade (--— 10 ups; - 15 ups; -— 20 ups; -a— 25 ups).

Absorcao de fésforo inorganico

Como a concentracao de 10,0 uM de foésforo inorganico dissolvido no meio foi
uma das varidveis responsavel pelo aumento nos teores de proteinas, carboidratos e
fosforo tecidual encontrados nos talos de G. crinale, procurou-se avaliar a agdo dos

parametros temperatura, intensidade luminosa e salinidade, através de andlise de variancia
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(tabela 15), sobre a taxa de absor¢ao deste elemento, onde todos os fatores apresentaram
uma acdo altamente significativa ao nivel de 5% de confiabilidade.
Tabela 15 — Tabela ANOVA fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), da

intensidade luminosa (2), da salinidade (3) e das distintas interacdes sobre a taxa de
absor¢ao de fosforo inorganico disponivel no meio de cultivo.

Fatores variaveis Gl SQ QM F p

1 1 0,04 0,04 280,23 0,00*
2 2 0,20 0,10 1572,15 0,00*
3 3 0,20 0,07 1564,00 0,00*
1x2 2 0,01 0,00 78,02 0,00*
1x3 3 0,01 0,00 61,69 0,00*
2x3 6 0,00 0,00 17,68 0,00*
1x2x3 6 0,00 0,00 25,29 0,00*
Residuo 48 0,00 0,00

Total 71 0,45

Tabela 16 — Andlises do coeficiente de correlagdo de Pearson para fatores abidticos,
temperatura, Intensidade luminosa (luz), salinidade e componentes quimicos, proteinas,
carboidrato fosforo tecidual de G. crinale e absor¢ao de fosforo inorganico disponivel no
meio de cultivo. Correlagdes significativas estdo marcadas com * (P = 0,05).

Fosforo
VARIAVEIS Temperatura  Luz Salinidade Proteinas Carboidrato tecidual Absorcéo
Temperatura 1,00 0,00 0,00 0,34* 0,44* - 0,03 0,18
P=--- p=1,00 p=1,00 p=0,004* p=0,000* p=0,831 p=0,133
Luz 1,00 0,00 -0,76* 0,33* -0,63* - 0,59*
= - p=1,00 p=0,000* p=0,005* p=0,000* p=0,000*
Salinidade 1,00 0,07 0,53* - 0,55* 0,73*
p=--- p=0,557 p=0,000* p=0,000* p=0,000*
Proteinas 1,00 -0,14 0,41* 0,56*
= - p=0,248 p=0,000* P=0,000*
Carboidrato 1,00 -0,68* 0,20
p=--- p=0,000* p=0,092
Fosforo tecidual 1,00 - 0,06
= - p=0,62
Absorc¢éo 1,00
p=---

Os valores médios relativos a taxa de absor¢cdo de fosforo inorganico estdo
registrados na figura 17, representando a interacdo de terceira ordem relativa a agdo

sinérgica dos parametros fisicos estudados. As temperaturas de 20 °C como na de 25 °C,
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apresentaram modelos graficos semelhantes em relagdo a variacdo dos niveis de
salinidade e¢ da intensidade luminosa. O aumento na taxa de absor¢cdo de fosforo
disponivel no meio, pelos talos da alga, ocorreu da menor salinidade (10 ups) em diregdo a
maior (25 ups) e diminui da menor intensidade luminosa (12 pmol m™s™) para a maior
(40 pmol m™?s™). Os menores indices de absorgdo variaram de 0,31 a 0,33 uM g'l d! nas
intensidade luminosas de 24 ¢ 40 pumol m™s™, na salinidade de 10 ups e a 20 °C de
temperatura. A maior taxa de absorgdo (0,76 uM g'd™") ocorreu na salinidade de 25 ups,
menor intensidade luminosa e 25 °C de temperatura.

Como resposta a absor¢do de fosforo inorganico dissolvido por parte das algas em
cultivo avaliou-se a taxa residual deste elemento no meio de cultura. A figura 18
representa os valores residuais de fésforo inorganico, apos o periodo de sete dias de
cultivo. Os maiores teores residuais ocorreram quando os talos de G. crinale
permaneceram sujeitos a salinidade de 10 ups e a todas condigdes de temperatura e
intensidade luminosa, com concentragdes residuais que variaram de 0,90 a 1,72 uM de
fosforo inorgéanico. Estes valores tendem a diminuir com a eleva¢do dos indices de
salinidade, sendo que a menor concentragdo residual ocorreu a temperatura de 25 °C, na

salinidade de 25 ups e na menor intensidade luminosa estudada.
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Figura 17 — Valores médios da taxa de absor¢do de fosforo disponivel no meio de cultura,
obtidos pela interagdo de terceira ordem entre intensidade luminosa, temperatura (A = 20
°C; B=25°C) esalinidade (--— 10 ups; —— 15ups; —— 20 ups; -Ao- 25 ups).
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Figura 18 — Valores residuais de fosforo inorganico dissolvido nos meios de cultivo,
referente a concentragdo de 10,0 uM, nas diferentes salinidades, intensidades luminosas e
temperatura (LUZ/TEMP).



65

DISCUSSAO

Muitos trabalhos relacionam o aumento da quantidade de proteinas ou nitrogénio
tecidual as fontes de nitrogénio, principalmente amonio e nitrato, € as suas concentragdes
disponiveis no meio em que estdo os talos das algas (Morgan & Simpson 1981; Fong et al.
1996; Smit et al. 1997; Israel et al. 1999; Navaro-Angulo & Robledo 1999). Neste
trabalho, no entanto, procurou-se manter a concentracao desta fonte de nutriente constante
ao longo do experimento, buscando desta forma relacionar o aumento nos teores de
proteinas com a variagdo dos parametros fisicos a que foram submetidos os talos de G.
crinale.

O aumento maximo de 3,72 % no teor deste componente bioquimico, em relagdo a
amostra controle, ocorreu durante o periodo em que a espécie em estudo estava sendo
cultivada em meio onde a intensidade luminosa era 12 umol m™ s™, diminuindo este valor
com o aumento nos indices deste parametro abidtico, observando-se desta forma uma forte
correlacdo negativa e altamente significativa entre ambos (r = - 0,760; P = 0,000). Os
experimentos foram realizados apenas com dois indices de temperatura, porém constatou-
se que o aumento no incremento de proteinas ocorre na temperatura mais elevada (25 °C),
proporcionando uma correlagcdo positiva regular entre os teores de proteinas e este
parametro fisico (r = 0,339; P = 0,004). O estudo sazonal, realizado por Friedlander et al.
(1987), com Gracilaria cf. conferta em tanques de cultivo externo, demonstrou que os
valores elevados de proteinas estavam associados a baixas intensidades luminosas e baixas
temperaturas. Nos cultivos realizados com G. crinale, o fator temperatura, responsavel
pelo incremento de proteinas nos talos da alga, foi elevado, coincidindo os nossos
resultados com os apresentados por Friedlander et al. (op. cit.) apenas em relagdo a

variagdo da intensidade luminosa.
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Entre os indices de salinidade estudados e os valores obtidos para proteinas,
observou-se uma correlagdo positiva nao significativa (r = 0,070; P = 0,557), o que pode
ser explicado pelo fato dos maiores valores de incremento da biomolécula terem ocorrido
nas salinidades de 15 e 20 ups, em ambas as temperaturas avaliadas (fig.14). Os maiores
incrementos nos indices de proteinas elevaram o percentual inicial da amostra controle de
20,63 % para 23,83 % (20 ups) e 24,35 % (15 ups) em base a peso seco. Estes valores de
proteinas foram superiores aos 12,60 % encontrados em Eucheuma isiforme por Robledo
& Pelegrini (1997) e os 5,1 % registrados para Gracilaria cornea (Ordufa-Rojas et al.
2002), porém semelhantes aos observados por Israel et al. (1999) em Gracilaria
tenuistipitata var.liui cujos valores oscilaram entre 20 ¢ 27,5 % de peso seco. Por outro
lado esses valores foram inferiores quando comparados com os 35 % de proteinas em base
ao peso seco obtidos em populagdes naturais de Hypnea musciformis (Durako & Dawes,
1980). Em Grateloupia sparsa e na alga verde Ulva pertusa (Floreto & Teshima 1998)
os valores de proteinas foram similares entre si, ao redor de 30 % do peso seco da alga,
em condicdes de baixa salinidade e baixa intensidade luminosa, com os quais os
resultados de proteinas encontrados nos talo de G. crinale foram consistentes,
principalmente com as varia¢des nas condigdes abidticas.

Os parametros abioticos, temperatura, intensidade Iuminosa e salinidade
apresentaram uma correlagdo positiva significativa (P = 0,005) com o conteido de
carboidratos. O maximo valor registrado para esta biomolécula de 55,54 % de peso seco
ocorreu em meio de cultivo cujas condigdes ambientais apresentaram uma temperatura de
25 °C, associada a 24 umol m™ s™ e salinidade de 25 ups, proporcionando um incremento
de 6,85 % (fig.15) em relacdo a amostra controle. Estes valores registrados em G. crinale
s3o consistentes com os 56 % de carboidratos encontrados em Gracilaria cornea,

coletadas por Ordufia-Rojas et al. (2002) na Peninsula de Yucatan, México, durante o
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periodo em que os parametros abioticos, salinidade e temperatura, foram elevados no
meio ambiente.

Benevides et al. (1999), ao estudarem a variacdo sazonal da composi¢do quimica
de duas espécies de algas vermelhas, registraram valores de carboidratos que variaram
entre um minimo de 66,10 % a um maximo de 90,80 % em base a peso seco para
Gracilaria domigensis ¢ de 71,10 % a 89,50 % em Gelidium pusillum. Em estudos
laboratoriais realizados com Gelidium crinale, o valor minimo de 45,33 % e maximo de
55,54 % desta biomolécula, em base a peso seco, foram bem inferiores aos citados pelos
autores (op.cit). Por outro lado, foram superiores aos 36,29 % registrados em Gracilaria
cornea coletada na Peninsula de Yucatan, México (Robledo & Pelegrin 1997).

Apos periodo de cultivo, nas condigdes de baixa salinidade e baixa intensidade
luminosa, os valores registrados para carboidrato foram inferiores a aqueles encontrados
na amostra controle, caracterizando um consumo desta biomolécula. Nestas condi¢des
abidticas observou-se uma elevacdo nos valores de proteinas e principalmente nos teores
de fosforo tecidual. Esta mesma relagdo foi registrada por Kuhl (1968, 1974), quando
definiu que células com baixa concentragdo de fosforo inorganico apresentaram baixa
produgdo de proteinas, enquanto os contetidos de carboidratos foram significativamente
elevados.

Esta correlacdo negativa entre estes componentes quimicos foi observada através
do coeficiente de correlagdo de Pearson (tabela 16), e a relagdo entre carboidratos e
fosforo tecidual foi altamente significativa (r = - 0,683; p = 0,000). Chopin et al. (1991,
1995) sugerem que determinados niveis de fosforo tecidual controlam o conteudo de
polissacarideos nas células de Chondrus crispus, podendo ser um importante regulador do
fluxo de carbono, direcionando-o para a formacdo de glicose e amido ou galactose ¢

carragenina.
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As vias metabolicas pelas quais ¢ formada ou inibida a produgdo de carboidratos,
reguladas pela concentracdo de fosforo inorganico nas células das algas, ainda ndo estdo
bem elucidadas. Embora as algas apresentem um comportamento bem distinto dos
vegetais superiores, poder-se-ia tracar um paralelo com os mecanismos de sintese de
carboidratos (amido) que ocorrem nestes vegetais. Segundo Marschner (1995) a inibigao
da sintese de amido em plantas superiores, pela alta concentragdo de fésforo inorganico
celular, é causada, separadamente, por duas maneiras distintas nos cloroplastos. A enzima
responsavel pela sintese de amido ¢ ADP-Glicose pirofosforilase, que ¢ inibida pela
concentragdo de fosforo inorganico e estimulada pela presenga de triosefosfato
(Gliceraldeido-3-fosfato e Dihidroxiacetona fosfato). Quando a razdo entre fosforo
inorganico ¢ triosefosfato torna-se elevada ocorre uma inibicdo da agdo enzimatica,
influenciando na velocidade de sintese de amido. Outro mecanismo regulado pelo fosforo
inorganico ¢ a liberacao de triosefosfato do cloroplasto para o citoplasma, utilizando um
transportador especifico localizado na membrana interna, interrompendo nesta organela a
sintese de glicose-1-fosfato e subseqiiente formagdo de amido. Partindo-se do principio
que este mecanismo ou parte dele ocorra dentro das células das macroalgas, estaria desta
forma justificada a correlagdo negativa entre o fosforo inorganico tecidual e¢ a
concentragdo de carboidratos em G.crinale. Contudo, trabalhos especificos com algas
marinhas deveriam ser realizados para poder justificar se hd analogia entre estas e os
vegetais superiores.

Com proteinas, esta relagdo, embora negativa, nao foi significativa. A relagdo
inversa entre estas duas biomoléculas foi previamente demonstrada para um grande
nimero de espécies, em varios trabalhos sazonais (Durako & Dawes 1980; Morgan &
Simpson 1981a; 1981b; Rosenberg & Ramus 1982, Perfeto 1983; 1998; Mouradi-

Givernaud et al. 1993; Smit et al. 1997), significando que os niveis de proteinas
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aumentam significativamente as expensas das quantidades de carboidratos (Floreto &
Teshima 1998).

A capacidade das algas marinhas em absorver e acumular fosforo em seus tecidos
estd relacionada principalmente com a concentragdo de fosforo inorganico disponivel no
meio marinho (Chopin et al. 1995; Chopin & Wagey 1999). Com a fixagdo da
concentragdo deste elemento quimico, nos cultivos com G. crinale, foi possivel observar,
através do coeficiente de correlacdo de Pearson (tabela 16), que ocorreram correlagdes
negativas, altamente significativas entre as variaveis, intensidade luminosa e salinidade,
com a concentragdo de fosforo tecidual. Estas correlagdes sdo funcdo das variagdes
obtidas nos teores deste componente quimico ao longo dos experimentos e nos diferentes
tratamentos, sendo que os maximos incrementos foram registrados nas condigdes de
minima intensidade luminosa estudada, diminuindo & medida que os indices deste
parametro tornam-se elevados, ocorrendo o mesmo em relagdo ao aumento da salinidade,
tanto nas temperaturas de 20 e 25 °C.

Em G. crinale o aumento nos valores médios da taxa de absor¢do de fosforo
inorganico do meio ocorreram durante o periodo de intensa atividade metabolica,
apresentando uma correlacdo positiva e altamente significativa com a produgdo de
proteinas e com a de carboidratos, a correlagdo embora positiva, ndo foi significativa
(tabela 16), ocasionando uma consideravelmente diminui¢do na concentragdo de fosforo
inorganico residual nos meios de cultivo. Contudo, apds o encerramento dos cultivos
(periodo de sete dias), registraram-se valores residuais de fésforo inorganico em todas as
condi¢des de cultivo a que estiveram submetidos os talos da alga estudada (fig. 18).

Segundo Chopin et al. (1990a; 1991; 1995) e Chopin & Wagey (1999), a
concentragdo de fosforo inorganico residual aumenta drasticamente quando meios de

cultivo sdo enriquecidos com 4,5 uM de fésforo por semana ¢ mais ainda a 6,0 uM de
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fosforo por semana, concomitante com a saturacdo do conteudo total de fésforo nos
tecidos algais. Portanto, determinar o contetdo critico de fosforo inorganico para
utilizagdo por parte das algas ¢ importante, ndo somente para minimizar o uso de
fertilizante e seu custo, mas também para maximizar a produ¢do de biomassa.

Para uma perspectiva de aquacultura, a defini¢do do enriquecimento necessario de
nutrientes tem uma dupla importancia. Em primeiro lugar, um enriquecimento excessivo
ndo seria efetivamente vantajoso, assim como o acimulo de fosforo inorgénico residual
nao beneficiaria as algas e se tornaria um desperdicio de nutrientes. Em segundo lugar os
altos niveis residuais de fosforo inorganico dissolvido nos meios de cultura seriam
langados nos efluentes do sistema de aquacultura e depositados no ambiente natural
(Harrison et al. 1990; Chopin & Wagey 1999). Isto ocasionaria uma grande descarga de
nutrientes no ambiente costeiro, alterando-o e proporcionando fendmenos como
eutroficagdo, levando a formacdo de marés verdes (green tides) e “blooms* de espécies

toxicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos para os teores de proteinas, carboidratos e fosforo tecidual,

nos diferentes meios de cultivos estudados, permitiram constatar que:

Nos cultivos onde se estudou a agdo da temperatura, intensidade luminosa e fosforo
inorgénico dissolvido, as melhores condig¢des para produgdo de proteinas em talos
de Gelidium crinale foram sob os maximos valores de temperatura e concentragao
de fosforo inorganico e sob a menor intensidade luminosa utilizada. Para o aumento
nos conteudos de carboidratos soluveis, as melhores condi¢oes de cultivo
ocorreram quando a temperatura e fosforo inorganico também foram elevados,
porém em uma intensidade luminosa intermediaria, isto &, 24 pumol m™ s'. O
acumulo de fésforo tecidual, nos talos da alga, teve sua saturagdo associada a alta
concentragdo de fosforo inorganico disponivel no meio, quando temperatura e
intensidade luminosa foram baixas. Valores inferiores aos encontrado na amostra
controle ocorreram quando os indices de temperatura e intensidade luminosa foram
elevados, associados @ menor concentragao de fosforo inorganico disponivel, o qual
foi totalmente consumido apds o quarto dia de cultivo, pressupondo-se que houve
uma perda do fosforo tecidual para o meio de cultivo.

No estudo interativo de temperatura, fosforo inorganico dissolvido e salinidade,
observou-se que o incremento nos teores de proteinas ocorreu quando a
concentragdo de fosforo inorganico e o valor de temperatura foram elevados, em
uma salinidade que variou entre 15 e 20 ups. Os teores maximos de carboidratos
ocorreram quando todos os parametros abidticos analisados apresentaram os
maiores niveis. Porém a a¢do das trés varidveis ndo ocorreu conjuntamente. O que

se pode observar estatisticamente foi que o aumento na quantidade da biomolécula
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esta condicionado a acgdo conjunta de temperatura e fosforo inorganico e da
temperatura com salinidade. A maxima concentracdo de fosforo tecidual ocorreu
nos cultivos onde a temperatura e salinidade foram menores, enquanto a
concentragdo de fosforo inorganico foi elevada. Nestas condigdes observou-se que
este elemento tecidual apresentou uma correlagdo negativa com proteinas e
carboidratos. Isto ¢ justificado porque nestas condigdes o aumento nos teores de
proteinas e carboidratos nao foi acentuado.

- Nas condigdes de cultivo onde os pardmetros abidticos avaliados foram salinidade,
temperatura e intensidade luminosa, os teores de proteinas tiveram um incremento
em baixa intensidade luminosa, baixa salinidade (15 ups) e alto indice de
temperatura. Foi observada uma correlacdo negativa entre esta biomolécula e
carboidratos. Durante este experimento foi constatado um consumo de
carboidratos, isto ¢, valores inferiores em relagdo a amostra controle foram
registrados nos cultivos em que a temperatura e intensidade luminosa foram baixas
e cuja salinidade variou entre 10 e 15 ups. Os teores de fosforo tecidual foram
maximos durante o periodo em que todos os pardmetros fisicos apresentaram os
menores indices. Os valores médios relativos a taxa de absor¢do de fosforo
inorganico disponivel foram elevados durante os cultivos onde a temperatura e
salinidade foram maximas, periodo em que foram registrados os maiores teores de
carboidratos e menores valores para fosforo tecidual, caracterizando que o fosforo
absorvido durante este periodo, provavelmente tenha sido destinado a produgao
desta biomolécula.

De uma maneira geral, avaliando-se a ag¢do dos quatro parametros ambientais,
embora estudados em condigdes distintas, poderia deduzir-se que, para um aumento dos

teores de proteinas, os talos de Gelidium crinale deveriam ser cultivados em condigdes
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onde a temperatura ideal seria 25 °C, com intensidade luminosa de 12 pmol m™s”,
salinidade entre 15 e 20 ups e concentracdo de fosforo inorganico de 10,0 uM. Para
carboidratos soluveis as condi¢des ideais seriam de 24 pmol m™ s’ de intensidade
luminosa, temperatura de 25 °C, salinidade de 25 ups e 10,0 uM de concentracdo de
fosforo inorganico dissolvido no meio de cultivo. Para que ocorra o acimulo de fésforo
nos tecidos da alga, esta espécie deveria ser cultivada a temperatura de 15 °C, salinidade de
10 ups e 12 pmol m™s™” de intensidade luminosa, associados & méaxima concentra¢io de
fosforo inorgéanico do meio.

Como pode-se observar, as biomoléculas (proteinas e carboidratos) assim como o
fosforo tecidual tiveram suas maiores taxas de concentracdo a niveis de 10,0 uM de fésforo
inorganico disponivel. Contudo, em todos os casos analisados, observaram-se residuos de
fosforo inorganico na dgua do mar dos meios de cultivo. Preocupados com os residuos que
permanecem e que normalmente sdo lancados nos efluentes dos sistemas de cultivo e
depositados no ambiente natural, ¢ importante definir concentragdes, nao s6 de foésforo,
mas também de nitrogénio, suficientes para a realizagdo dos processos fisioldgicos das
algas. Através dos resultados obtidos, sugere-se a execugdo de cultivos, principalmente
entre as concentragcdes de 5,0 a 10,0 uM de foésforo inorganico para determinar a
quantidade ideal deste elemento, quando da realizacdo de novos cultivos unialgais de
Gelidium crinale.

O estudo dos componentes bioquimico e quimico mostra o estado fisiologico das
algas, auxiliando no conhecimento de seu comportamento perante as diversas condi¢des
ambientais a que estdo submetidas, sendo que estes conhecimentos poderdo contribuir

para a realiza¢do de futuros trabalhos em maricultura.
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Anexo 1 - Diferen¢a minima significante entre as médias relativas ao incremento de proteinas, teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para a
interagdo entre temperatura (TEMP), intensidade luminosa (LUZ) e fosforo inorganico disponivel (FID), onde valores com * representam médias
diferentes entre si.

{13| {2} {3}| {4} {53 {6} {7}| {8} | {9} {10} {11} {12} {13} {14} {15} {16} {17} {18}
TEMP LUZ FID 1,90/1,69(2,33|0,65|0,22|0,530,09|0,08|0,66|2,33|2,28|(2,67/0,69|0,96(2,11|0,24|0,22|0,73
20 12 2,5 {1} 0,43|0,16| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00* 0,16 |0,19| ,01* ,00*|,00*|0,45| ,00* ,00*| ,00*
20 12 5,0 {2} |0,43 ,04* ,00*|,00*|,00* | ,00*|,00*|,00*| ,04* ,05*|,00*|,00*|,01*|0,15| ,00%* ,00*| ,00*
20 12 10,0 {3} |0,16| ,04* ,00%*| ,00*| ,00*|,00*| ,00*| ,00*(0,99|0,86|0,21| ,00* ,00*|0,46| ,00* ,00*| ,00*
20 24 2,5 {4} | ,00* ,00* | ,00%* 0,16 0,66 0,08 |0,07(0,94| ,00* ,00*|,00*|0,8| 0,3 | ,00*/0,16|0,16|0,79
20 24 5,0 {5} | ,00* ,00*|,00*|0,16 0,3|0,64|0,62|0,15| ,00* ,00*|,00*|0,13| ,02* ,00*|0,95|0,99(0,11
20 24 10,0 {6} | ,00* ,00*|,00*|0,66| 0,3 0,15/0,15(0,63| ,00* ,00*|,00*|0,57|0,16| ,00*0,28|0,29|0,52
20 40 2,5 {7} | ,00* ,00*|,00*|0,08|0,64|0,15 0,95/0,07| ,00* ,00*|,00*|0,06| ,01* ,00*|0,63|0,65| ,05*
20 40 5,0 {8} | ,00* ,00*|,00*|0,07|0,62|0,15|0,95 0,06 | ,00* ,00*|,00*|0,05| ,01* ,00*| 0,6 |0,63| ,04*
20 40 10,0 {9} | ,00* ,00*|,00*|0,94/0,15|/0,63|0,07|0,06 ,00* ,00*| ,00*|0,91,0,32| ,00*/0,15|0,15|0,83
25 12 2,5 {10}|0,16| ,04* 0,99| ,00* ,00*|,00*|,00*| ,00* | ,00* 0,86(0,23| ,00* ,00*|0,45| ,00* ,00*|,00*
25 12 5,0 {11} 0,19 ,05*0,86| ,00* ,00*|,00*|,00*| ,00* | ,00* 0,86 0,19| ,00* ,00*|0,53| ,00* ,00*| ,00*
25 12 10,0 {12}| ,01* ,00*|0,21| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,23(0,19 ,00* ,00*|0,07| ,00* ,00*|,00*
25 24 2,5 {13}| ,00* ,00*|,00*|0,86|0,13|0,57|0,06|0,05|0,91| ,00* ,00* | ,00* 0,35| ,00*0,13|0,13|0,91
25 24 5,0 {14}| ,00* ,01*|,00*| 0,3 | ,02*0,16| ,01* ,01*|0,32| ,00* ,00*|,00*|0,35 ,00* ,02*|,02*| 0,38
25 24 10,0 {15}|0,45|0,15|0,46| ,00* ,00*|,00*|,00*| ,00*|,00*|0,45|0,53|0,07| ,00%* ,00* ,00* ,00* | ,00*
25 40 2,5 {16}| ,00* ,00*|,00*|0,16|0,95|0,28|0,63| 0,6 |0,15| ,00* ,00*|,00*|0,13| ,02* ,00* 0,96|0,12
25 40 5,0 {17} ,00* ,00*|,00*|0,16(0,99/0,29|0,65|0,63|0,15| ,00* ,00*|,00*|0,13| ,02* ,00*|0,96 0,11
25 40 10,0 {18}| ,00* ,00*|,00*|0,79|0,11|0,52| ,05* ,04*|0,83| ,00* ,00*|,00*|0,91|0,38| ,00*0,12|0,11
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Anexo 2 - Diferenga minima significante entre as médias relativas ao incremento de carboidratos, teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para a
interacao entre temperatura (TEMP), intensidade luminosa (LUZ) e fosforo inorganico disponivel (FID), onde valores com * representam médias
diferentes entre si.

{13] {2} {3} {4}| 53] {6}| {73| {8}| {9} |{10}|{11} {12} {13} {14} {15} {16} {17} |{18}
TEMP LUZ PPO4 0,57/0,55/0,4| 1,7 |3,06|4,72| 2,1 |2,62|3,33|0,52|2,81/4,68|4,68|5,67|6,85|2,97|3,61(4,72
20 12 2,5 {1} 0,96/0,76| ,04* ,00*|,00*|,01*|,00*|,00*|0,92| ,00* ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00* | ,00%*
20 12 5,0 {2} |0,96 0,79| ,04* ,00*,00*|,01*|,00*|,00*|0,96| ,00* ,00* ,00*|,00*|,00* | ,00*|,00* | ,00%*
20 12 10,0 {3} |0,76|0,79 ,03* ,00*| ,00*|,01*|,00*| ,00*|0,81| ,00* ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00* | ,00*
20 24 2,5 {4} | ,04* ,04*|,03* ,02* ,00*|0,45| 0,1 | ,01* ,04*|0,06| ,00* ,00*|,00*|,00*|,03*|,00*|,00*
20 24 5,0 {5} | ,00* ,00*|,00*| ,02* ,01*/0,11|0,45| 0,6 | ,00*/0,66| ,01* ,01*|,00*|,00*|0,86|0,32| ,01*
20 24 10,0 {6} | ,00* ,00*|,00*|,00*|,01* ,00%*| ,00* | ,02*| ,00*|,00*|0,94|0,94|0,08| ,00* ,00*|0,06| 1
20 40 2,5 {7} | ,01* ,01*|,01*|0,45|0,11| ,00* 0,32| ,04* ,01*| 0,2 | ,00* ,00*|,00*|,00*|0,13| ,01* ,00*
20 40 5,0 {8} | ,00* ,00*|,00*| 0,1 |0,45| ,00* 0,32 0,23| ,00*0,71| ,00* ,00*|,00*|,00*|0,54| 0,1 | ,00*
20 40 10,0 {9} | ,00* ,00*|,00*|,01*| 0,6 | ,02* ,04*|0,23 ,00*/0,37| ,02* ,02*|,00*|,00*|0,51| 0,6 | ,02*
25 12 2,5 {10}|0,92|0,96|0,81| ,04* ,00*|,00*|,01*|,00*|,00* ,00*| ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*
25 12 5,0 {11} ,00* ,00*|,00*|0,06|0,66| ,00* 0,2 |0,71|/0,37| ,00* ,00* ,00*|,00*| ,00*|0,77|0,18| ,00*
25 12 10,0 {12}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,01*|0,94| ,00* ,00* | ,02*|,00* | ,00* 0,99| 0,1 | ,00* ,00*|,05*|0,94
25 24 2,5 {13}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,01*|0,94| ,00* ,00*|,02*|,00*|,00*|0,99 0,09| ,00* ,00*|0,06|0,94
25 24 5,0 {14}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|0,08| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*| 0,1 |0,09 ,03*| ,00*| ,00*| 0,09
25 24 10,0 {15}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*| ,00*|,00*|,00*| ,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,03* ,00* ,00*| ,00*
25 40 2,5 {16}| ,00* ,00*|,00*|,03*|0,86| ,00*0,13|0,54|0,51| ,00*0,77| ,00* ,00*|,00* | ,00* 0,26| ,00*
25 40 5,0 {17}| ,00* ,00*|,00*|,00*|0,32|0,06| ,01* 0,1 | 0,6 | ,00*0,18| ,05*0,06| ,00* ,00*|0,26 0,06
25 40 10,0 {18}| ,00* ,00*|,00*| ,00*|,01*| 1 ,00*| ,00*| ,02*| ,00*| ,00*|0,94|0,94|0,09| ,00* ,00*|0,06




90

Anexo 3 - Diferenca minima significante entre as médias relativas ao incremento de fosforo tecidual, teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para
a interacdo entre temperatura (TEMP), intensidade luminosa (LUZ) e fosforo inorganico disponivel (FID), onde valores com * representam
médias diferentes entre si.

{13 {23 {3} {43| {53 {63| {7}| {8} {93 |{10} {11} |{12} {13} |{14}| {15} {16} {17} |{18}
TEMP LUZ PPO4 0,2 0,37/0,56/0,11/0,22|/0,42|0,16|0,19|/0,36|0,210,33|0,47|0,08|0,34|0,37|-0,04/0,26|0,35
20 12 2,5 {1} ,00* ,00*| ,02*| 0,6 | ,00*/0,24|0,66| ,00*0,78| ,00* ,00* ,00*|,00*|,00*|,00* 0,18 ,00*
20 12 5,0 {2} | ,00% ,00* ,00*|,00*|0,19| ,00* ,00*|0,84| ,00*0,34| ,01* ,00*| 0,5 |0,94| ,00* ,01*|0,57
20 12 10,0 {3} | ,00* ,00* ,00* ,00*| ,00*|,00*,00* ,00*|,00*|,00*| ,01* ,00*|,00*|,00* | ,00*|,00*|,00*
20 24 2,5 {4} | ,02* ,00* | ,00%* ,01* ,00*| 0,2 |0,05| ,00* ,01*|,00*| ,00*0,35| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*
20 24 5,0 {5y | 0,6 | ,00* ,00*|,01* ,00*/0,11/0,36| ,00*0,78| ,01* ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|0,36| ,00*
20 24 10,0 {6} | ,00*0,19| ,00* ,00*|,00* ,00* ,00* 0,16 | ,00* ,04*|0,14| ,00*0,07|0,19| ,00* ,00*|0,09
20 40 2,5 {7} |0,24| ,00* ,00*| 0,2 |0,11| ,00* 0,42| ,00* 0,17 | ,00* ,00* ,04*|,00*|,00*|,00*|,02*| ,00*
20 40 5,0 {8} |0,66| ,00* ,00*|0,05|0,36| ,00* 0,42 ,00* 0,5 | ,00* ,00* ,01*|,00*|,00*|,00*|0,09| ,00*
20 40 10,0 {9} | ,00* 0,84 ,00* ,00*|,00*|0,16| ,00* ,00* ,00*0,43| ,01* ,00*0,61,0,88| ,00* ,01*|0,69
25 12 2,5 {10}|0,78| ,00* ,00*|,01*|0,78| ,00*0,17| 0,5 | ,00* ,00* ,00* ,00*|,00*|,00*|,00* 0,26 | ,00*
25 12 5,0 {11} ,00*0,34| ,00* ,00*|,01*| ,04*|,00*|,00*|0,43| ,00* ,00* ,00*|0,74(0,37| ,00* ,04*|0,66
25 12 10,0 {12}| ,00* ,01*|,01*|,00*|,00*|0,14| ,00* ,00*|,01*| ,00* | ,00* ,00* ,00*| ,01*|,00*|,00*| ,00*
25 24 2,5 {13}| ,00* ,00*|,00*|0,35| ,00* ,00*|,04*|,01*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00* ,00* | ,00*| ,00*| ,00*
25 24 5,0 {14}| ,00* 0,5 | ,00* ,00*|,00*|0,07| ,00* ,00*|0,61| ,00*0,74| ,00* ,00* 0,53| ,00* ,03*|0,89
25 24 10,0 {15} ,00* 0,94 ,00* ,00*|,00*|0,19| ,00* ,00*|0,88| ,00* 0,37| ,01* ,00*|0,53 ,00* ,01*| 0,6
25 40 2,5 {16}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00*| ,00* ,00*| ,00*
25 40 5,0 {17}|0,18| ,01* ,00*| ,00*|0,36| ,00* ,02*|0,09| ,01*0,26| ,04* ,00* ,00*|,03*|,01*|,00* ,02*
25 40 10,0 {18} ,00*0,57| ,00* ,00*|,00*|0,09| ,00* ,00*|0,69| ,00* 0,66| ,00* ,00*|/0,89| 0,6 | ,00* ,02*
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Anexo 4 - Diferenca minima significante entre as médias relativas ao incremento de proteinas,
teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para a interacdo entre temperatura (TEMP), fosforo
inorganico disponivel (FID) e salinidade (SAL), onde valores com * representam médias
diferentes entre si.

{13 | {23 | {83 | {43 | {5} | {6} | {7} | {8} | {9} {10} [{11} {12}
TEMP FID SAL 0,57/ 0,62 0,61 0,67, 0,8 0,74/ 0,4 0,54| 0,93 0,74| 0,66/ 0,39
15 2,5 10 {1} 0,84| 0,87 0,73 0,42| 0,54 0,52| 0,92 0,21] 0,55| 0,73| 0,49
15 2,5 15 {2} 0,84 0,95/ 0,88 0,54/ 0,67| 0,42 0,77 0,28 0,68 0,88 0,39
15 2,5 20 {3} 0,87 0,95 0,84| 0,51 0,64/ 0,44 0,8| 0,26| 0,65 0,84 0,42
15 2,5 25 {4} 0,73 0,88| 0,84 0,63/ 0,77/ 0,35 0,67| 0,34/ 0,77 1 0,32
15 5,0 10 {5} 0,42| 0,54/ 0,51| 0,63 0,82 0,17 0,38 0,57, 0,82 0,63| 0,15
15 5,0 15 {6} 0,54| 0,67| 0,64/ 0,77, 0,82 0,23 0,49 0,47 0,99 0,77 0,22
15 5,0 20 {7} 0,52 0,42| 0,44| 0,35| 0,17| 0,23 0,56 0,07| 0,24| 0,35 0,95
15 5,0 25 {8} 0,92 0,77, 0,8 0,67 0,38 0,49 0,56 0,18, 0,5 0,67 0,54
15 10,0 10 {9} 0,21 0,28| 0,26| 0,34| 0,57| 0,47 0,07 0,18 0,47 0,34| 0,06
15 10,0 15 {10} | 0,55| 0,68| 0,65| 0,77 0,82 0,99 0,24 0,5 0,47 0,78 0,22
15 10,0 20 {11} | 0,73| 0,88| 0,84 1 0,63| 0,77 0,35| 0,67| 0,34/ 0,78 0,33
15 10,0 25 {12} | 0,49 0,39| 0,42| 0,32 0,15/ 0,22 0,95/ 0,54/ 0,06 0,22 0,33
20 2,5 10 {13} | 0,49 0,39 0,41 0,32 0,15| 0,21 0,94| 0,54| 0,06/ 0,22 0,32 0,99
20 2,5 15 {14} | 0,89| 0,93| 0,96| 0,81 0,49 0,62 0,45 0,83 0,25 0,62 0,81 0,43
20 2,5 20 {15} | 0,46 0,58 0,55/ 0,67/ 0,94| 0,87 0,19 0,41 0,55/ 0,87 0,67 0,17
20 2,5 25 {16} | 0,78| 0,93 0,9 0,93 0,58 0,72 0,38 0,72 0,31 0,73 0,93 0,36
20 5,0 10 {17} 0,9 0,92 0,96| 0,81 0,48 0,61] 0,46 0,83| 0,25 0,62 0,81 0,44
20 5,0 15 {18} | 0,05 0,08 0,07 0,1 0,22 0,16| ,01* ,04* 0,45 0,16 0,1 ,01*
20 5,0 20 {19} | 0,15] 0,21 0,2 0,26 0,49 0,38 ,05* 0,13| 0,85 0,38 0,26 ,04*
20 5,0 25 {20} 0,2 0,15| 0,16| 0,12 ,05* 0,07 0,48 0,23 ,01* 0,07| 0,12 0,5
20 10,0 10 {213} | 0,83| 0,99 0,95 0,88 0,54| 0,68| 0,42 0,77 0,28 0,68 0,88/ 0,39
20 10,0 15 {22} | ,02* ,03* ,03* ,04* 0,1 0,07, ,00* ,01* 0,25/ 0,07 ,04* ,00%*
20 10,0 20 {23} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
20 10,0 25 {243} | 0,87| 0,73 0,76/ 0,63| 0,35| 0,46/ 0,58 0,94| 0,16/ 0,46| 0,63| 0,57
25 2,5 10 {25} | 0,18| 0,25 0,23 0,31 0,54| 0,43| 0,06/ 0,16 0,93 0,43 0,31 0,05
25 2,5 15 {26} | ,01* ,01* ,01* ,01* ,04* ,03* ,00* ,00* 0,12 ,03* ,01* ,00*
25 2,5 20 {27} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,01* ,00* ,00* ,00* ,03* ,00* ,00* ,00%*
25 2,525 {28} | 0,65 0,8 0,76/ 0,9 0,7/ 0,85 0,3 0,6 0,38/ 0,85 0,91 0,28
25 5,0 10 {29} | ,04* 0,06/ 0,06 0,08/ 0,19| 0,14 ,01* ,04* 0,41 0,14 0,08 ,01*
25 5,0 15 {30} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%*
25 5,0 20 {31} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
25 5,0 25 {32} | 0,17| 0,24/ 0,22 0,29 0,53| 0,42| 0,05/ 0,15 0,9 0,42 0,29 ,05*
25 10,0 10 {33} | ,00* ,01* ,01* ,01* ,04* ,02* ,00* ,00* 0,11 ,02* ,01* ,00*
25 10,0 15 {34} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
25 10,0 20 {35} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%*
25 10,0 25 {36} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
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TEMP FID SAL

{13}
0,38

{14}
0,6

{15}
0,78

{16}
0,65

{17}
0,6

{18}
1,13

{19}
0,98

{20}
0,22

{21}
0,63
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1,25

{24}
0,53
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15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
25
25
25
25
25
25
25
25
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25
25
25

2,5
2,5
2,5
2,5
5,0
5,0
5,0
5,0
10,0
10,0
10,0
10,0
2,5
2,5
2,5
2,5
5,0
5,0
5,0
5,0
10,0
10,0
10,0
10,0
2,5
2,5
2,5
2,5
5,0
5,0
5,0
5,0
10,0
10,0
10,0
10,0

10
15
20
25
10
15
20
25
10
15
20
25
10
15
20
25
10
15
20
25
10
15
20
25
10
15
20
25
10
15
20
25
10
15
20
25

{1}

{2}

{3}

{4}

{5}

{6}

{7}

{8}

{9}

{10}
{11}
{12}
{13}
{14}
{15}
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{18}
{19}
{20}
{21}
{22}
{23}
{24}
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{26}
{27}
{28}
{29}
{30}
{31}
{32}
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{34}
{35}
{36}

0,49
0,39
0,41
0,32
0,15
0,21
0,94
0,54
0,06
0,22
0,32
0,99

0,43
0,17
0,35
0,43
,01*
,04*
0,48
0,39
,00*
,00*
0,57
0,05
,00*
,00*
0,28
,01*
,00*
,00*
,05*
,00*
,00*
,00*
,00*

0,89
0,93
0,96
0,81
0,49
0,62
0,45
0,83
0,25
0,62
0,81
0,43
0,43

0,53
0,87

0,07
0,19
0,17
0,92
,02*
,00*
0,78
0,22
,01*
,00%*
0,73
0,05
,00%*
,00*
0,21
,01*
,00*
,00%*
,00*

0,46
0,58
0,55
0,67
0,94
0,87
0,19
0,41
0,55
0,87
0,67
0,17
0,17
0,53

0,62
0,52
0,2
0,46
0,05
0,58
0,09
,00*
0,38
0,51
,04*
,01*
0,74
0,17
,00*
,00*
0,49
,03*
,00*
,00*
,00*

0,78
0,93
0,9
0,93
0,58
0,72
0,38
0,72
0,31
0,73
0,93
0,36
0,35
0,87
0,62

0,87
0,09
0,24
0,13
0,94
,03*
,00*
0,68
0,28
,01*
,00%*
0,85
0,07
,00%*
,00*
0,26
,01*
,00*
,00%*
,00*

0,9
0,92
0,96
0,81
0,48
0,61
0,46
0,83
0,25
0,62
0,81
0,44
0,43

0,52
0,87

0,07
0,18
0,17
0,92
,02*
,00*
0,79
0,22
,01*
,00*
0,73
0,05
,00*
,00*
0,21
,01*
,00*
,00*
,00*

0,05
0,08
0,07
0,1
0,22
0,16
,01*
,04*
0,45
0,16
0,1
,01*
,01*
0,07
0,2
0,09
0,07

0,52
,00*
0,08
0,63
,03*
,04*
0,49
0,38
0,13
0,12
0,91
,00%*
,00*
0,5
0,35
,00*
,00%*
,00*

0,15
0,21
0,2
0,26
0,49
0,38
,05*
0,13
0,85
0,38
0,26
,04*
,04*
0,19
0,46
0,24
0,18
0,52

,01*
0,22
0,3
,01*
0,12
0,9
0,16
,04*
0,31
0,48
,00*
,00*
0,94
0,14
,00*
,00*
,00*

0,2
0,15
0,16
0,12

,05*
0,07
0,48
0,23

,01*
0,07
0,12

0,5
0,48
0,17
0,05
0,13
0,17

,00*

,01*

0,15
,00*
,00*

0,24
,01*
,00*
,00%*
0,1
,00%*
,00*
,00*
,01*
,00*
,00*
,00*
,00*

0,83
0,99
0,95
0,88
0,54
0,68
0,42
0,77
0,28
0,68
0,88
0,39
0,39
0,92
0,58
0,94
0,92
0,08
0,22
0,15

,03*
,00*
0,72
0,25
,01*
,00%*
0,8
0,07
,00%*
,00*
0,24
,01*
,00*
,00%*
,00*

,02*
,03*
,03*
,04*
0,1
0,07
,00*
,01%*
0,25
0,07
,04*
,00*
,00%*
,02%
0,09
,03*
,02%*
0,63
0,3
,00*
,03*

0,08
,01%*
0,27
0,64
0,27
,05*
0,69
,00*
,00*
0,28
0,61
,00*
,00*
,00*

0,87
0,73
0,76
0,63
0,35
0,46
0,58
0,94
0,16
0,46
0,63
0,57
0,57
0,78
0,38
0,68
0,79
,04*
0,12
0,24
0,72
,01*
,00%

0,14
,00%
,00*

0,56
,03*
,00*
,00%

0,13
,00%
,00%
,00*
,00%




Anexo 4 - Continuacgao

93

{25} | {26} | {27} | {28} | {29} | {30} | {31} | {32} | {33} {34} {35} | {36}
TEMP FID SAL 0,95/1,35|1,53(0,69|1,15/2,42|2,05/0,96|1,37|2,83|2,62|2,11
15 2,5 10 {1} |0,18| ,01* ,00* 0,65| ,04* ,00* ,00* 0,17| ,00* ,00* ,00* ,00*
15 2,5 15 {2 |0,25| ,01* ,00* 0,8 |0,06| ,00* ,00* 0,24| ,01* ,00* ,00* ,00*
15 2,5 20 {3y |0,23| ,01* ,00*0,76|0,06| ,00* ,00*0,22| ,01* ,00* ,00* ,00*
15 2,5 25 {4} |0,31| ,01* ,00* 0,9 |0,08| ,00* ,00*0,29| ,01* ,00* ,00* ,00*
15 5,0 10 {5} |0,54| ,04* ,01* 0,7 |0,19| ,00* ,00* 0,53| ,04* ,00* ,00* ,00*
15 5,0 15 {6} |0,43| ,03* ,00*0,85|0,14| ,00* ,00* 0,42| ,02* ,00* ,00* ,00*
15 5,0 20 {7} |0,06| ,00* ,00* 0,3 | ,01* ,00* ,00*0,05| ,00* ,00* ,00* ,00*
15 5,0 25 {8} |0,16| ,00* ,00* 0,6 | ,04* ,00* ,00*0,15| ,00* ,00* ,00* ,00*
15 10,0 10 {9% |0,93|0,12| ,03*0,38|0,41| ,00* ,00* 0,9 |0,11| ,00* ,00* ,00*
15 10,0 15 {10} |0,43| ,03* ,00*/0,85|0,14| ,00* ,00* 0,42| ,02* ,00* ,00* ,00*
15 10,0 20 {11} |0,31| ,01* ,00*0,91/0,08| ,00* ,00*0,29| ,01* ,00* ,00* ,00*
15 10,0 25 {12} |0,05| ,00* ,00* 0,28| ,01* ,00* ,00* ,05* ,00* ,00* ,00* ,00*
20 2,5 10 {13} |0,05| ,00* ,00*0,28| ,01* ,00* ,00* ,05* ,00* ,00* ,00* ,00*
20 2,5 15 {14} |0,22| ,01* ,00*0,73|0,05| ,00* ,00* 0,21| ,01* ,00* ,00* ,00*
20 2,5 20 {15} |0,51| ,04* ,01*0,74|0,17| ,00* ,00*0,49| ,03* ,00* ,00* ,00%*
20 2,5 25 {16} |0,28| ,01* ,00*0,85|0,07| ,00* ,00*0,26| ,01* ,00* ,00* ,00*
20 5,0 10 {17} |0,22| ,01* ,00*0,73|0,05| ,00* ,00* 0,21| ,01* ,00%* ,00* ,00*
20 5,0 15 {18} |0,49|0,38|0,13(0,12|0,912| ,00* ,00* 0,5 |0,35| ,00* ,00* ,00%*
20 5,0 20 {19} | 0,9 |0,16| ,04*/0,31|0,48| ,00* ,00*0,94(0,14| ,00* ,00* ,00*
20 5,0 25 {20} | ,01* ,00* ,00* 0,1 | ,00* ,00* ,00* ,01* ,00* ,00%* ,00* ,O00*
20 10,0 10 {21} |0,25| ,01* ,00* 0,8 |0,07| ,00* ,00* 0,24 ,01* ,00* ,00* ,00*
20 10,0 15 {22} |0,27|0,64|0,27| ,05*0,69| ,00* ,00*0,28|0,61| ,00* ,00* ,00*
20 10,0 20 {23} | ,01*0,17|0,45| ,00* ,04* ,01*0,14| ,01*0,18| ,00* ,00* 0,1
20 10,0 25 {24} |0,14| ,00* ,00*0,56| ,03* ,00* ,00* 0,13| ,00* ,00* ,00* ,00*
25 2,5 10 {25} 0,14| ,03*0,35|0,44| ,00* ,00*0,96|0,12| ,00* ,00* ,00%*
25 2,5 15 {26} |0,14 0,48 | ,02*0,42| ,00* ,01*0,14|0,93| ,00* ,00* ,00%*
25 2,5 20 {27} | ,03* 0,48 ,00*10,15| ,00* ,03* ,04* 0,5 | ,00* ,00* ,02*
25 2,5 25 {28} |0,35| ,02* ,00* 0,1 | ,00*% ,00*0,33| ,02* ,00* ,00* ,00%*
25 5,0 10 {29} |0,44|0,42|0,15| 0,1 ,00* ,00*0,46|0,39| ,00* ,00* ,00%*
25 5,0 15 {30} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* 0,14| ,00* ,00*0,09/0,39|0,19
25 5,0 20 {31} | ,00* ,01* ,03* ,00* ,00* 0,14 ,00* ,01* ,00* ,03* 0,81
25 5,0 25 {32} |0,96|0,14| ,04*0,33|0,46| ,00* ,00* 0,13| ,00*| ,00* ,00%*
25 10,0 10 {33} |0,12|0,93| 0,5 | ,02*0,39| ,00* ,01* 0,13 ,00*| ,00%* ,00%*
25 10,0 15 {34} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* 0,09| ,00* ,00* ,00* 0,35| ,00*
25 10,0 20 {35} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* 0,39| ,03* ,00* ,00* 0,35 ,04*
25 10,0 25 {36} | ,00* ,00* ,02* ,00* ,00*0,19|0,81| ,00* ,00* ,00%* ,04*
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Anexo 5 - Diferenca minima significante entre as médias relativas ao incremento de
carboidratos, teste “posthoc”” de Duncan (P = 0,05), para a interagdo entre temperatura (TEMP) e
fosforo inorganico disponivel (FID), onde valores com * representam médias diferentes entre si.

{1y {2y 8y 4| 53| {63 | {7} | {8 | {9
TEMP__ FID 0,929 |1,215|1,918 | 1,19 | 2,449 |3,235|2,975|3,904 | 4,971
15 2,5 {1} 0,25 | ,00*| 0,26 | ,00%| ,00* | ,00*% | ,00* | ,00*
15 5,0 {2} | 0,25 ,00*| 0,91 | ,00*| ,00* | ,00* | ,00*% | ,00%
15 10,0 {3} | ,00*| ,00* ,00* | ,02* | ,00* | ,00* | ,00* | ,00*
20 2,5 {4} | 0,26 | 0,91 | ,00* ,00* | ,00* | ,00* | ,00* | ,00*
20 5,0 {5} | ,00*| ,00* | ,02* | ,00* ,00* | ,03* | ,00* | ,00*
20 10,0 {6} | ,00*| ,00* | ,00* | ,00* | ,00* 0,26 | ,01*| ,00*
25 2,5 {7} | ,00*| ,00* | ,00* | ,00* | ,03* | 0,26 ,00* | ,00*
25 5,0 {8} | ,00*| ,00* | ,00* | ,00* | ,00* | ,01* | ,00%* ,00*
25 10,0 {9} | ,00*| ,00* | ,00* | ,00* | ,00* | ,00* | ,00* | ,00*

Anexo 6 - Diferenca minima significante entre as médias relativas ao incremento de
carboidratos, teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para a interagdo entre temperatura (TEMP) e
salinidade (SAL), onde valores com * representam médias diferentes entre si.

{1y | {23 | {3} | {4} | {5} | {6} | {7} | {8} | {9} {10} {11} {12}
TEMP_ SAL 1,21 1,15 1,36/ 1,71 1,68) 1,82 2,51 3,16| 1,81] 3,52| 4,74 5,73
15 10 {1} 0,82/0,58|0,09| 0,1 | ,05% ,00*|,00*|,04*|,00*|,00*| ,00*
15 15 {2} (0,82 0,47|0,06|0,07| ,03* ,00*|,00*|,03*|,00*|,00*| ,00*
15 20 {3} |0,58|0,47 0,22|0,23|0,13| ,00* ,00*|0,12| ,00* ,00* | ,00*
15 25 {4} |0,09|0,06|0,22 0,92| 0,7 | ,01* ,00*|0,69| ,00* ,00*| ,00*
20 10 {5} |0,1/0,07|0,23|0,92 0,65| ,01* ,00*|0,64 | ,00% ,00*| ,00*
20 15 {6} | ,05* ,03*|0,13| 0,7 |0,65 ,01* ,00*|0,99| ,00* ,00*| ,00*
20 20 {7} | ,00% ,00*|,00*|,01*|,01*| ,01* ,02*| ,02* | ,00* | ,00* | ,00%
20 25 {8} | ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,02* ,00*/ 0,19 | ,00* ,00*
25 10 {9} | ,04* ,03*|0,12|0,69|0,64|0,99| ,02* ,00* ,00*| ,00* | ,00*
25 15 {10} ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,19| ,00* ,00*| ,00*
25 20 {11} ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00* ,00%
25 25 {12} ,00*% ,00*|,00*|,00*|,00* | ,00*|,00* | ,00*|,00*|,00* | ,00*
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Anexo 7 - Diferenca minima significante entre as médias relativas ao incremento de fosforo
tecidual, teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para a interagdo entre temperatura (TEMP),
fosforo inorganico disponivel (FID) e salinidade (SAL), onde valores com * representam médias
diferentes entre si.

{1} {23 {3y] {43| {5} {6}| {7}| {8}| {9} {10} {11} {12}
TEMP FID SAL 0,6 /0,510,38|0,27|0,73/0,57|0,43| 0,3 | 0,8 |0,62| 0,5 |0,31
15 2,5 10 {1} ,02* ,00* ,00* ,00*0,39| ,00* ,00* ,00*0,63| ,01* ,00*
15 2,5 15 {2} ,02* ,00*| ,00* ,00*0,14| ,03* ,00* ,00* ,01*0,76| ,00%*
15 2,5 20 {3} ,00* ,00%* ,01* ,00* ,00*0,22| ,04* ,00* ,00* ,00* 0,1
15 2,5 25 {4} ,00* ,00* ,01* ,00* ,00* ,00*0,51| ,00* ,00* ,00* 0,3
15 5,0 10 {5} ,00*| ,00* ,00* ,00* ,00*| ,00* ,00* ,03* ,00* ,00%* ,00%*
15 5,0 15 {6} |0,39|0,14| ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*0,21(0,09| ,00*
15 5,0 20 {7} ,00*| ,03*0,22| ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*0,06| ,01*
15 5,0 25 {8} ,00*| ,00* ,04*0,51| ,00* ,00* ,00* ,00*| ,00* ,00* 0,65
15 10,0 10 {9} ,00* ,00* ,00* ,00* ,03* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%* ,00*
15 10,0 15 {10} |0,63| ,01* ,00* ,00* ,00* 0,21| ,00* ,00* ,00* ,00*| ,00%*
15 10,0 20 {11} | ,01*0,76| ,00* ,00* ,00* 0,09|0,06| ,00* ,00* ,00* ,00%
15 10,0 25 {12} | ,00* ,00* 0,1 | 0,3 | ,00* ,00* ,01*0,65| ,00* ,00* ,00*
20 2,5 10 {13} | ,03*0,99| ,00* ,00* ,00*0,15| ,03* ,00* ,00* ,01* 0,75| ,00%*
20 2,5 15 {14} | ,00* ,00*0,17|0,19| ,00* ,00* ,01* 0,46 | ,00* ,00* ,00* 0,74
20 2,5 20 {15} | ,00* ,00* ,01* 1 ,00*| ,00* ,00* 0,5 | ,00* ,00* ,00%* 0,29
20 2,5 25 {16} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%*
20 5,0 10 {17} |0,43|0,12| ,00* ,00* ,00* 0,89| ,00* ,00* ,00* 0,24|0,07| ,00*
20 5,0 15 {18} | ,00* ,00* 0,54 | ,04* ,00* ,00*0,08|0,14| ,00* ,00* ,00%* 0,27
20 5,0 20 {19} | ,00* ,00* ,01* 0,84| ,00* ,00* ,00*0,41| ,00* ,00* ,00* 0,23
20 5,0 25 {20} | ,00* ,00* ,00*0,22| ,00* ,00* ,00* 0,07| ,00* ,00* ,00* ,03*
20 10,0 10 {21} | ,02* ,00* ,00* ,00*0,26| ,00* ,00* ,00* ,00* ,05* ,00* ,00%*
20 10,0 15 {22} |0,15|0,36| ,00* ,00* ,00* 0,5 | ,00* ,00* ,00* 0,07|0,26| ,00*
20 10,0 20 {23} | ,00* ,01*0,35| ,00* ,00* ,00* 0,68 ,00* ,00* ,00%* ,03* ,01*
20 10,0 25 {24} | ,00* ,02* 0,29 ,00* ,00* ,00*0,82| ,00* ,00* ,00* ,04* ,01%*
25 2,5 10 {25} | ,00* ,04*0,19| ,00* ,00* ,00* 0,9 | ,00* ,00* ,00* 0,07| ,00%
25 2,5 15 {26} | ,00* ,00* ,05* 0,5 | ,00* ,00* ,00* 1 ,00*| ,00* ,00* 0,67
25 2,5 20 {27} | ,00* ,00* ,00* 0,53| ,00* ,00* ,00*0,22| ,00* ,00* ,00* 0,11
25 2,5 25 {28} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%* ,00* ,00*
25 5,0 10 {29} | ,03* 0,9 | ,00* ,00* ,00*0,16| ,03* ,00* ,00* ,01* 0,68 | ,00%*
25 5,0 15 {30} | ,00* 0,1 (0,08 ,00* ,00* ,00*0,56| ,00* ,00* ,00* 0,13| ,00%
25 5,0 20 {31} | ,00* ,00* ,01*0,89| ,00* ,00* ,00* 0,45| ,00* ,00* ,00%* 0,25
25 5,0 25 {32} | ,00* ,00*0,36(0,08| ,00* ,00* ,04*0,23| ,00* ,00* ,00* 0,41
25 10,0 10 {33} |0,93| ,02* ,00* ,00* ,00* 0,36| ,00* ,00* ,00* 0,67| ,01* ,00*
25 10,0 15 {34} | ,00* 0,09 0,09 | ,00* ,00* ,00* 0,59 ,00* ,00* ,00* 0,14| ,00%
25 10,0 20 {35} | ,00* ,02*0,28| ,00* ,00* ,00*0,82| ,00* ,00* ,00* ,04* ,01*
25 10,0 25 {36} | ,00* ,00*0,77| ,02* ,00* ,00*0,14|0,07| ,00* ,00* ,00* 0,16
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{13} | {14} | {15} | {16} | {17} | {18} |{19} | {20} | {21} {22} | {23} | {24}
TEMP FID SAL 0,51/0,32|0,27(0,11|0,57/0,36|0,26|0,22|0,69|0,54|0,41|0,42
15 2,5 10 {1} ,03*| ,00* ,00* ,00* 0,43| ,00* ,00* ,00* ,02*0,15| ,00* ,00*
15 2,5 15 {2 |0,99| ,00* ,00* ,00*0,12| ,00* ,00* ,00* ,00*0,36| ,01* ,02*
15 2,5 20 {3} ,00*0,17| ,01* ,00* ,00* 0,54 | ,01* ,00* ,00* ,00*0,35|0,29
15 2,5 25 {4} ,00*/0,19| 1 ,00* ,00* ,04*0,84|0,22| ,00* ,00* ,00* ,00%*
15 5,0 10 {5} ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* 0,26| ,00* ,00* ,00%*
15 5,0 15 {6} |0,15| ,00* ,00* ,00* 0,89| ,00* ,00* ,00* ,00* 0,5 | ,00* ,00%*
15 5,0 20 {7} ,03* ,01* ,00* ,00* ,00*0,08| ,00* ,00* ,00* ,00*0,68|0,82
15 5,0 25 {8} ,00*0,46| 0,5 | ,00* ,00*0,14/0,41|0,07| ,00* ,00%* ,00* ,00%*
15 10,0 10 {9} ,00*| ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%* ,00%*
15 10,0 15 {10} | ,01* ,00* ,00* ,00* 0,24| ,00* ,00* ,00* ,05* 0,07| ,00* ,00*
15 10,0 20 {11} |0,75| ,00* ,00* ,00* 0,07| ,00* ,00* ,00* ,00* 0,26| ,03* ,04*
15 10,0 25 {12} | ,00*0,74|0,29| ,00* ,00* 0,27|0,23| ,03* ,00* ,00* ,01* ,01*
20 2,5 10 {13} ,00* ,00* ,00*0,12| ,00* ,00* ,00* ,00*0,38| ,01* ,02*
20 2,5 15 {14} | ,00* 0,18| ,00* ,00*/0,41|0,14| ,01* ,00* ,00* ,03* ,02*
20 2,5 20 {15} | ,00* 0,18 ,00* ,00* ,04*0,84|0,22| ,00* ,00* ,00* ,00%*
20 2,5 25 {16} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
20 5,0 10 {17} |0,12| ,00* ,00* ,00* ,00*| ,00* ,00* ,00* 0,45| ,00* ,00*
20 5,0 15 {18} | ,00* 0,41 | ,04* ,00* ,00* ,03*| ,00* ,00* ,00*0,15|0,11
20 5,0 20 {19} | ,00*0,14|0,84| ,00* ,00* ,03* 0,27| ,00* ,00* ,00* ,00*
20 5,0 25 {20} | ,00* ,01* 0,22| ,00* ,00%* ,00%* 0,27 ,00*| ,00* ,00* ,00%*
20 10,0 10 {21} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*| ,00* ,00*
20 10,0 15 {22} |0,38| ,00* ,00* ,00* 0,45| ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
20 10,0 20 {23} | ,01* ,03* ,00* ,00* ,00* 0,15| ,00* ,00* ,00* ,00* 0,83
20 10,0 25 {24} | ,02* ,02* ,00* ,00* ,00* 0,11| ,00* ,00* ,00* ,00%* 0,83
25 2,5 10 {25} | ,04* ,01* ,00* ,00* ,00* 0,06| ,00* ,00* ,00* ,00* 0,61|0,74
25 2,5 15 {26} | ,00*0,48|0,47| ,00* ,00*/0,15|0,41|0,07| ,00* ,00* ,00* ,00%*
25 2,5 20 {27} | ,00* 0,06 0,54 | ,00* ,00* ,01*0,63|0,48| ,00* ,00* ,00* ,00*
25 2,5 25 {28} | ,00* ,00* ,00*0,33| ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%* ,00* ,00*
25 5,0 10 {29} | 0,9 | ,00* ,00* ,00* 0,13| ,00* ,00* ,00* ,00* 0,4 | ,01* ,02*
25 5,0 15 {30} |0,09| ,00* ,00* ,00* ,00* ,02* ,00* ,00* ,00* ,01*0,35|0,44
25 5,0 20 {31} | ,00*0,16| 0,9 | ,00* ,00* ,03*0,93|0,25| ,00* ,00* ,00* ,00%*
25 5,0 25 {32} | ,00*0,59|0,07| ,00* ,00*0,73|0,05| ,00* ,00* ,00* 0,08|0,06
25 10,0 10 {33} | ,02* ,00* ,00* ,00* 0,41| ,00* ,00* ,00* ,02* 0,14| ,00* ,00*
25 10,0 15 {34} |0,09| ,00* ,00* ,00* ,00* ,03* ,00* ,00* ,00* ,01* 0,37|0,47
25 10,0 20 {35} | ,02* ,02* ,00* ,00* ,00*0,11| ,00* ,00* ,00* ,00* 0,84|0,99
25 10,0 25 {36} | ,00* 0,26 | ,02* ,00* ,00*0,71| ,01* ,00* ,00* ,00*0,25| 0,2
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{25} | {26} | {27} | {28} | {29} | {30} | {31} | {32} | {33} {34} {35} | {36}
TEMP FID SAL 0,43/ 0,3 |0,25(0,08|0,52/0,45|0,27|0,34| 0,6 {0,45|0,42|0,37
15 2,5 10 {1} ,00*| ,00* ,00* ,00* ,03* ,00* ,00* ,00*0,93| ,00* ,00%* ,00%*
15 2,5 15 {2} ,04* ,00* ,00* ,00* 0,9 | 0,1 | ,00* ,00* ,02* 0,09 ,02* ,00*
15 2,5 20 {3y |0,19| ,05* ,00* ,00* ,00*0,08| ,01*0,36| ,00*0,09/0,28|0,77
15 2,5 25 {4} ,00* 0,5 |0,53| ,00* ,00* ,00*0,89,0,08| ,00* ,00* ,00%* ,02*
15 5,0 10 {5} ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%* ,00* ,00%*
15 5,0 15 {6} ,00* ,00* ,00* ,00* 0,16 ,00* ,00* ,00* 0,36| ,00* ,00* ,00%*
15 5,0 20 {7} 0,9 | ,00* ,00* ,00* ,03*0,56| ,00* ,04* ,00*0,59|/0,82|0,14
15 5,0 25 {8} ,00* 1 |0,22| ,00* ,00* ,00*0,45|0,23| ,00* ,00* ,00* 0,07
15 10,0 10 {9} ,00*| ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%* ,00%*
15 10,0 15 {10} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,01* ,00* ,00* ,00* 0,67| ,00* ,00* ,00*
15 10,0 20 {11} |0,07| ,00* ,00* ,00*0,68|0,13| ,00* ,00* ,01* 0,14 | ,04* ,b00*
15 10,0 25 {12} | ,00*0,67|0,11| ,00* ,00* ,00*0,25|0,41| ,00* ,00* ,01* 0,16
20 2,5 10 {13} | ,04* ,00* ,00* ,00* 0,9 |0,09| ,00* ,00* ,02* 0,09| ,02* ,00*
20 2,5 15 {14} | ,01*0,48|0,06| ,00* ,00* ,00*0,16|0,59| ,00* ,00* ,02* 0,26
20 2,5 20 {15} | ,00*0,47|0,54| ,00* ,00* ,00* 0,9 |0,07| ,00* ,00* ,00* ,02*
20 2,5 25 {16} | ,00* ,00* ,00* 0,33| ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
20 5,0 10 {17} | ,00* ,00* ,00* ,00* 0,13| ,00* ,00* ,00* 0,41| ,00* ,00* ,00*
20 5,0 15 {18} |0,06|0,15| ,01* ,00* ,00* ,02* ,03*0,73| ,00* ,03*0,11/0,71
20 5,0 20 {19} | ,00*0,41,0,63| ,00* ,00* ,00*0,93|0,05| ,00* ,00* ,00* ,O01*
20 5,0 25 {20} | ,00*0,07|0,48| ,00* ,00* ,00*0,25| ,00* ,00* ,00%* ,00* ,00*
20 10,0 10 {21} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,02* ,00* ,00* ,00*
20 10,0 15 {22} | ,00* ,00* ,00* ,00* 0,4 | ,01* ,00* ,00* 0,14| ,01* ,00* ,00*
20 10,0 20 {23} |0,61| ,00* ,00* ,00* ,01*0,35| ,00*0,08| ,00*0,37[0,84|0,25
20 10,0 25 {24} |0,74| ,00* ,00* ,00* ,02* 0,44| ,00*0,06| ,00*0,47|0,99| 0,2
25 2,5 10 {25} ,00* ,00* ,00* ,03*0,63| ,00* ,03* ,00*0,65|0,74|0,12
25 2,5 15 {26} | ,00* 0,22| ,00* ,00* ,00*0,44|0,24| ,00* ,00* ,00%* 0,08
25 2,5 20 {27} | ,00* 0,22 ,00* ,00* ,00* 0,6 | ,02* ,00* ,00* ,00* ,00*
25 2,5 25 {28} | ,00* ,00* ,00* ,00*| ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00%* ,00%*
25 5,0 10 {29} | ,03* ,00* ,00* ,00* 0,08| ,00* ,00* ,03*0,08| ,02* ,00*
25 5,0 15 {30} |0,63| ,00* ,00* ,00* 0,08 ,00* ,01* ,00* 0,94|0,44| ,05*
25 5,0 20 {31} | ,00*0,44| 0,6 | ,00* ,00* ,00* 0,06 | ,00* ,00* ,00%* ,01*
25 5,0 25 {32} | ,03* 0,24 | ,02* ,00* ,00* ,01* 0,06 ,00* ,01*%0,06| 0,5
25 10,0 10 {33} | ,00* ,00* ,00* ,00* ,03* ,00* ,00* ,00* ,00*| ,00%* ,00%*
25 10,0 15 {34} |0,65| ,00* ,00* ,00*0,08|0,94| ,00* ,01* ,00* 0,47|0,05
25 10,0 20 {35} |0,74| ,00* ,00* ,00* ,02* 0,44| ,00*0,06| ,00* 0,47 0,19
25 10,0 25 {36} |0,12|0,08| ,00* ,00* ,00* ,05* ,01* 0,5 | ,00*0,05|0,19




98

Anexo 8 - Diferenca minima significante entre as médias relativas ao incremento de proteinas,
teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para a interacdo entre temperatura (TEMP), intensidade
luminosa (LUZ) e salinidade (SAL), onde valores com * representam médias diferentes entre si.

{13 {23 {3}] {4} {53 {6}| {7} {8}| {93|{10} {11} {12}
TEMP LUZ SAL 2,0412,59/2,64|2,33/0,84/1,25|1,71/0,53|0,44|0,83|1,16|0,66
20 12 10 {1} ,04* ,03*|0,26| ,00* ,00*|0,15| ,00* ,00*| ,00* ,00*|,00*
20 12 15 {2} | ,04* 0,83(0,27| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00%*
20 12 20 {3} | ,03* 0,83 0,23| ,00* ,00*|,00*|,00* | ,00*| ,00* ,00*|,00*
20 12 25 {4} |0,26(0,27(0,23 ,00* ,00*| ,02* | ,00*| ,00*| ,00* ,00*|,00*
20 24 10 {5} | ,00%* ,00*|,00*|,00* 0,12} ,00*0,24(0,13|0,97|0,21| 0,5
20 24 15 {6} | ,00* ,00*|,00*|,00*|0,12 0,07| ,01* ,00*{0,12|0,72| ,03*
20 24 20 {7} |0,15| ,00* ,00*|,02*|,00*|0,07 ,00* ,00*| ,00* ,04*|,00*
20 24 25 {8} | ,00* ,00*|,00*|,00*|0,24| ,01* ,00* 0,69|0,24| ,02* 0,56
20 40 10 {9} | ,00* ,00*|,00*|,00*0,13| ,00* ,00*|0,69 0,14 | ,01*% 0,36
20 40 15 {103} ,00* ,00*|,00*|,00*|0,97|0,12| ,00*0,24|0,14 0,21|0,51
20 40 20 {11}| ,00* ,00*|,00*|,00*|0,21|0,72| ,04* ,02*|,01*|0,21 0,07
20 40 25 {12} ,00* ,00*|,00*|,00*| 0,5 | ,03* ,00*|0,56|0,36|0,51|0,07
25 12 10 {13}/0,61|0,09|0,07|0,49| ,00* ,00*|0,07| ,00* ,00*| ,00* ,00*|,00*
25 12 15 {143} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00*
25 12 20 {15} ,00%* ,02*|,03*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00*
25 12 25 {16} ,02*0,75| 0,9 | 0,2 | ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00*
25 24 10 {17} ,01* ,00*|,00*|,00*|,05*|0,61|0,16| ,00* ,00*| ,05* 0,42 | ,01%
25 24 15 {18} ,00*0,35|0,44|0,06| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00*
25 24 20 {19} ,03* 0,9 |0,92|0,25| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00*
25 24 25 {20}/0,78|0,06| ,05*0,37| ,00* ,00*|0,112| ,00* ,00*| ,00* ,00*|,00*
25 40 10 {21} ,00%* ,00*|,00*|,00*|0,72|0,21| ,00*0,14|0,07|0,71|0,33|0,33
25 40 15 {223}| ,01* ,00*|,00*|,00*|0,07|0,72|0,13| ,00* ,00*|0,06| 0,5 | ,02*
25 40 20 {23} ,00* ,00*|,00*|,00*| 0,4 |0,42| ,01*0,06| ,03* 0,4 |0,62|0,15
25 40 25 {24}| ,00* ,00*|,00*|,00*|0,65|0,06| ,00*0,43|/0,26|0,66| 0,1 (0,79
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{13} | {14} | {25} | {26} | {17} | {18} | {19} | {20} | {21} | {22} | {23} | {24}
TEMP LUZ SAL 2,17\3,72| 3,2 |2,67|1,37|2,83|2,62|2,11|0,92|1,33|1,05|0,73
20 12 10 {1} |0,61| ,00* ,00*|,02*|,01*|,00*| ,03*0,78| ,00* ,01*|,00* | ,00*
20 12 15 {2} |0,09| ,00* ,02*|0,75| ,00*0,35| 0,9 |0,06| ,00* ,00*|,00*|,00*
20 12 20 {3} |0,07| ,00* ,03*| 0,9 | ,00*0,44|0,92| ,05* ,00*|,00*|,00*|,00*
20 12 25 {4} |0,49| ,00* ,00*| 0,2 | ,00*0,06|0,25|0,37| ,00* ,00*|,00* | ,00*
20 24 10 {5} | ,00* ,00*|,00*|,00*|,05*|,00*| ,00* ,00*|0,72(0,07| 0,4 |0,65
20 24 15 {6} |,00*|,00*|,00*|,00*|0,61| ,00* ,00* ,00*|0,21(0,72|0,42|0,06
20 24 20 {7} |0,07| ,00* ,00*|,00*|0,16| ,00* ,00*0,11| ,00*0,13| ,01* ,00*
20 24 25 {8} | ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|0,14| ,00* 0,06|0,43
20 40 10 {9} | ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|0,07| ,00* ,03*|0,26
20 40 15 {103} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,05*|,00*| ,00* ,00*|0,71(0,06| 0,4 |0,66
20 40 20 {113} ,00%* ,00*|,00*|,00*|0,42| ,00* ,00* ,00*|0,33| 0,5 (0,62| 0,1
20 40 25 {123}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,01*|,00*| ,00* ,00*|0,33| ,02*0,15|0,79
25 12 10 {13} ,00* ,00*|0,06| ,00* ,01*{0,08| 0,8 | ,00* ,00*|,00*|,00*
25 12 15 {14%}|,00* ,03* ,00*| ,00*| ,00*| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*
25 12 20 {15}|,00*|,03* ,03* ,00*|0,12| ,03* ,00*|,00*|,00*|,00* | ,00*
25 12 25 {16}/0,06| ,00* ,03* ,00*0,48|0,84| ,04* ,00*|,00*|,00* | ,00*
25 24 10 {17}| ,00*|,00*|,00* | ,00* ,00* ,00%* ,00*|0,09|0,86|0,22| ,02*
25 24 15 {18}|,01*|,00*|0,12|0,48| ,00* 0,4 | ,01* ,00*|,00*|,00* | ,00*
25 24 20 {19}/ 0,08| ,00* ,03*|0,84| ,00* 0,4 0,05| ,00* ,00*|,00*|,00*
25 24 25 {20}| 0,8 | ,00* ,00*|,04*|,00*|,01*|0,05 ,00* ,00*| ,00* | ,00*
25 40 10 {21} ,00* ,00*|,00*|,00*|0,09| ,00* ,00%* ,00* 0,12]0,590,45
25 40 15 {223}|,00*|,00*|,00*|,00*|0,86| ,00* ,00* ,00*|0,12 0,27 ,03*
25 40 20 {23}| ,00* ,00*|,00*|,00*|0,22| ,00* ,00* ,00*|0,590,27 0,22
25 40 25 {243}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,02*|,00*| ,00* ,00*|0,45| ,03* 0,22
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Anexo 9 - Diferenga minima significante entre as médias relativas ao incremento de
carboidratos, teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para a interacdo entre temperatura (TEMP),
intensidade luminosa (LUZ) e salinidade (SAL), onde valores com * representam médias
diferentes entre si.

{1} {2}] {33] {4} {5} {6} {7}| {8}| {9} {10} {11}|{12}
TEMP LUZ SAL -0,3|-0,1/0,08| 0,4 /1,86|2,52|3,27|4,72|0,77|1,57|2,53|3,33
20 12 10 {1} 0,51(0,22| ,04* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*
20 12 15 {2} |0,51 0,52|0,13| ,00* ,00*|,00*|,00*|,01*|,00*| ,00* ,00*
20 12 20 {3} |0,22|0,52 0,33| ,00* ,00*|,00*|,00*|0,06| ,00* ,00%* ,00*
20 12 25 {4} | ,04*0,13|0,33 ,00* ,00*| ,00*| ,00*|0,29| ,00* ,00* ,00*
20 24 10 {5} | ,00%* ,00*|,00*|,00* 0,08| ,00* ,00*|,00*|0,38|0,07| ,00*
20 24 15 {6} | ,00* ,00*|,00*|,00*|0,08 ,04* ,00*| ,00*|,01* 0,97 | ,03*
20 24 20 {7} | ,00%* ,00*|,00*|,00* | ,00* | ,04* ,00* ,00*| ,00*| ,03* 0,85
20 24 25 {8} | ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00* | ,00* ,00*| ,00*| ,00* ,00%*
20 40 10 {9} | ,00* ,01*|0,06|0,29| ,00* ,00*|,00* | ,00* ,02* ,00%* ,00*
20 40 15 {103}| ,00%* ,00*|,00*|,00*|0,38| ,01* ,00*|,00* | ,02* ,01* ,00*
20 40 20 {11} ,00* ,00*|,00*|,00*|0,07|0,97| ,03* ,00*|,00*|,01* ,03*
20 40 25 {123}| ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,03*|0,85| ,00* ,00*|,00*| ,03*
25 12 10 {13}| ,03*0,11(0,31| 0,9 | ,00* ,00*|,00*|,00*|0,31| ,00* ,00* ,00*
25 12 15 {14}| ,00* ,00*|,00*|,01*|0,14| ,00* ,00*|,00*|0,08| 0,5 | ,00%* ,00*
25 12 20 {15} ,00* ,00*|,00*|,00*|0,26|0,46| ,01* ,00*|,00*|0,06|0,45| ,00*
25 12 25 {16} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,02*|0,76| ,00* ,00*|,00*| ,02* 0,89
25 24 10 {17} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,01*|0,44|0,14| ,00* ,00*|,00*|0,43|0,12
25 24 15 {18} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,46| ,00* ,00*| ,00* ,00*
25 24 20 {19} ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00%* ,00*
25 24 25 {203} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*
25 40 10 {21} ,00%* ,00*|,00*|,00*|0,67|0,15| ,00* ,00*|,00*|0,22|0,15| ,00*
25 40 15 {22}| ,00* ,00*|,00*|,00*|0,08|0,92| ,03* ,00*|,00*|,01*/0,89| ,02*
25 40 20 {23}| ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| 0,2 | ,01* ,00*|,00*| ,00* 0,25
25 40 25 {243} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,61| ,00* ,00*| ,00* ,00*
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{13} | {14} | {25} | {26} | {17} | {18} | {19} | {20} | {21} | {22} | {23} | {24}
TEMP LUZ SAL 0,4411,35|2,26|3,38|2,79|4,48|5,76|6,85|2,00|2,49|3,74|4,89
20 12 10 {1} |,03*|,00*|,00*,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00* | ,00*
20 12 15 {2} |0,11| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00* | ,00*|,00*
20 12 20 {3} |0,31| ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00*|,00*
20 12 25 {4} | 0,9 | ,01* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00* | ,00*
20 24 10 {5} |,00*|0,14|0,26| ,00* ,01*|,00*|,00*|,00*|0,67|0,08| ,00* ,00*
20 24 15 {6} |,00*|,00*|0,46 | ,02* 0,44 | ,00* ,00*|,00*|0,15(0,92| ,00%* ,00*
20 24 20 {7} | ,00* ,00*|,01*|0,76|0,14| ,00* ,00*|,00*| ,00* ,03*| 0,2 | ,00*
20 24 25 {8} |,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,46| ,00* ,00*| ,00* ,00*|,01*|0,61
20 40 10 {9} |0,31(0,08| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*|,00* | ,00*
20 40 15 {10} ,00*| 0,5 |0,06| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|0,22| ,01* ,00*|,00*
20 40 20 {11} ,00*|,00*|0,45| ,02*0,43| ,00* ,00*|,00*|0,15(0,89| ,00%* ,00*
20 40 25 {12}| ,00* ,00*|,00*|0,89|0,12| ,00* ,00*|,00*| ,00* ,02*|0,25| ,00*
25 12 10 {13} ,01* ,00*| ,00*| ,00*| ,00*| ,00*|,00*| ,00* ,00*|,00*|,00*
25 12 15 {14}|,01* ,01* ,00*| ,00*| ,00*|,00*|,00*|0,07| ,00* ,00*|,00*
25 12 20 {15}|,00*|,01* ,00*10,15| ,00* ,00*|,00*|0,43|0,49| ,00* ,00*
25 12 25 {16}| ,00%* ,00*|,00* 0,1 | ,00* ,00*|,00*| ,00* ,02*|0,28]| ,00*
25 24 10 {17} ,00* ,00*|0,15| 0,1 ,00* ,00*| ,00*| ,04* 0,4 | ,01* ,00*
25 24 15 {18}|,00*|,00*|,00* | ,00* | ,00* ,00* ,00*| ,00* ,00*|,03*|0,24
25 24 20 {19}|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00* ,00* ,00%* ,00*|,00*|,01*
25 24 25 {20}| ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00* ,00*| ,00*| ,00* | ,00*
25 40 10 {21}|,00*|0,07|0,43| ,00* ,04*|,00*|,00* | ,00* 0,17| ,00* ,00*
25 40 15 {223}|,00*|,00*|0,49| ,02* 0,4 | ,00* ,00*|,00*|0,17 ,00*| ,00*
25 40 20 {23} ,00* ,00*|,00*|0,28| ,01* ,03*|,00*|,00*| ,00* ,00* ,00%
25 40 25 {24}%|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,24| ,01* ,00*| ,00* ,00* | ,00*
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Anexo 10 - Diferenga minima significante entre as médias relativas ao incremento de fésforo
tecidual, teste “posthoc” de Duncan (P = 0,05), para a interagdo entre temperatura (TEMP),
intensidade luminosa (LUZ) e salinidade (SAL), onde valores com * representam médias
diferentes entre si.

{13 {23 {3y {43| {5}| {6}| {7}| {8} {9} {10} |{11} {12}
TEMP LUZ SAL 1,09/0,86|0,64|0,56|0,69/0,54/0,41|0,42/0,41|0,52|0,35|0,36
20 12 10 {1} ,00* ,00*| ,00*| ,00*|,00*|,00*|,00*|,00* ,00*|,00*| ,00*
20 12 15 {2} | ,00* ,00* ,00*| ,00*| ,00*| ,00*|,00*|,00*| ,00*| ,00* | ,00%
20 12 20 {3} | ,00%* ,00* ,04*0,25| ,01* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00%*
20 12 25 {4} | ,00* ,00* | ,04* ,00*/0,61| ,00* ,00*|,00*{0,26| ,00* ,00%*
20 24 10 {5} | ,00* ,00*|0,25| ,00* ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00*
20 24 15 {6} | ,00* ,00*|,01*|0,61| ,00* ,00*| ,00*|,00* 0,48 | ,00* ,00*
20 24 20 {7} | ,00* ,00*|,00*|,00*|,00* | ,00%* 0,84 1 ,01*/0,13|0,24
20 24 25 {8} | ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,84 0,85| ,02* 0,1 |0,19
20 40 10 {9} | ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00* 1 |0,85 ,01*/0,12|0,22
20 40 15 {103}| ,00* ,00*|,00*|0,26| ,00*0,48| ,01* ,02*|,01* ,00* ,00%*
20 40 20 {113} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,13| 0,1 [0,12| ,00* 0,68
20 40 25 {12} ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,24/0,19|0,22| ,00* 0,68
25 12 10 {13} ,00* 0,06| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00* ,00*| ,00*|,00*| ,00%*
25 12 15 {14} ,00* 0,09| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00*
25 12 20 {15} ,00* ,00*|,01*|,00*|0,07| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00* | ,00*| ,00*
25 12 25 {16} ,00%* ,00*|,00*|,03*|,00*|0,07|0,14|0,17/0,15/0,23| ,00* ,01*
25 24 10 {17} ,00* ,00*|0,25/0,31| ,03*0,15| ,00* ,00*|,00*|,04*|,00*| ,00*
25 24 15 {18} ,00* ,00*|,00*|,01*|,00*|,02*|0,38|0,45|0,39|0,07| ,02* ,05*
25 24 20 {19} ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,84|0,99(0,85| ,02*0,09|0,18
25 24 25 {20}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00* 0,27|0,22|0,25| ,00*/0,59|0,88
25 40 10 {213} ,00%* ,00*|,00*|0,32| ,00*0,57| ,01* ,01* ,01* 0,85| ,00* ,00*
25 40 15 {223} ,00* ,00*|,04*|0,98| ,00*0,62| ,00* ,00*|,00* 0,26| ,00* ,00*
25 40 20 {23} ,00* ,00*|,00* 0,17| ,00*0,35| ,02* ,03*|,02*|0,77| ,00* ,00*
25 40 25 {243} ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|0,13| 0,1 |0,12| ,00*/ 0,96 |0,69
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{13} | {14} | {15} | {16} | {17} | {18} |{19} | {20} | {21} {22} | {23} | {24}
TEMP LUZ SAL 0,93 0,8 |0,75|/0,47| 0,6 |0,45|0,42|0,37|0,52|0,56|0,51|0,35
20 12 10 {1} |,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*
20 12 15 {2} |0,06|0,09| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*
20 12 20 {3} |,00*|,00*|,01*|,00*|0,25| ,00* ,00*|,00*|,00*|,04*| ,00%* ,00*
20 12 25 {4} |,00*|,00*|,00*|,03*|0,31| ,01* ,00*|,00*(0,32|0,98|0,17| ,00*
20 24 10 {5} |,00*|,00*|0,07| ,00* ,03*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*
20 24 15 {6} |,00*|,00*|,00* 0,07|0,15| ,02* ,00*|,00*|0,57|0,62|0,35| ,00*
20 24 20 {7} | ,00* ,00*|,00* 0,14| ,00*0,38|0,84|0,27| ,01* ,00*| ,02* 0,13
20 24 25 {8} | ,00* ,00*|,00*|0,17| ,00*0,45|0,99|0,22| ,01* ,00*| ,03* 0,1
20 40 10 {9} | ,00* ,00*|,00*|0,15| ,00*0,39|0,85|0,25| ,01* ,00*| ,02* 0,12
20 40 15 {10}|,00*|,00*|,00*|0,23| ,04*0,07| ,02* ,00*(0,85(/0,26|0,77| ,00*
20 40 20 {113}| ,00%* ,00*|,00*|,00*|,00*|,02*|0,09|0,59| ,00* ,00*| ,00* 0,96
20 40 25 {123}| ,00* ,00*|,00*|,01*|,00*|,05*|0,18|0,88| ,00* ,00*| ,00* 0,69
25 12 10 {13} ,00* ,00*| ,00*| ,00*| ,00*| ,00*|,00*|,00*|,00*| ,00%* ,00*
25 12 15 {14%}|,00* 0,17| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,00*|,00*| ,00* ,00*
25 12 20 {15}|,00*|0,17 ,00* ,00*| ,00*| ,00*| ,00*| ,00*| ,00*| ,00* ,00%*
25 12 25 {16}|,00*|,00*|,00* ,00*0,49|0,18| ,01*0,19| ,03*0,33| ,00*
25 24 10 {17}| ,00*|,00*|,00* | ,00* ,00* ,00*|,00*|0,06|0,29| ,02* ,00*
25 24 15 {18}|,00*|,00*|,00*|0,49| ,00* 0,46/0,06 0,06 | ,01*0,12| ,02*
25 24 20 {19} ,00%* ,00*|,00*|0,18| ,00* 0,46 0,22| ,01*% ,00*| ,03* 0,1
25 24 25 {20}| ,00* ,00*|,00*|,01*|,00*|0,06|0,22 ,00*| ,00*| ,00* 0,61
25 40 10 {21}|,00*|,00*|,00*|0,19|0,06|0,06| ,01* ,00* 0,32]0,65| ,00*
25 40 15 {223}|,00*|,00*|,00*|,03*|0,29| ,01* ,00*|,00*|0,32 0,17 | ,00%*
25 40 20 {23}|,00*|,00*|,00* 0,33| ,02*0,12| ,03* ,00*|0,65|0,17 ,00*
25 40 25 {24}| ,00* ,00*|,00*|,00*|,00*|,02*| 0,1 |0,61| ,00* ,00*| ,00*




