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RESUMO

Os efeitos interativos dos parametros abidticos como temperatura, intensidade luminosa e concen-
tracdo de fosforo inorganico dissolvido na 4gua do mar, na produg¢do de proteinas, carboidratos, acimulo
de fosforo tecidual em Gelidium crinale (Turner) Lamouroux, foram investigados durante sete dias de
cultivo laboratorial, sob condigdes controladas.O maior incremento de 2,67% nos teores de proteinas
foi obtido a temperatura de 25 °C e 12 umol m2 s”! de intensidade luminosa, diminuindo com a elevagéo
da intensidade luminosa para 40 pmol m2 s°'. Para carboidratos, ocorreram interagdes significativas
entre os trés parAmetros, com um aumento de 6,85% registrado a 25 °C, 24 umol m?2 s™! de intensidade
luminosa e 10 uM de fosforo inorganico. O aumento maximo na taxa de fosforo tecidual (0,56%) ocor-
reu em talos cultivados nas menores temperatura e intensidade luminosa e na maior concentragdo de
fosforo inorganico dissolvido.

Palavras-chave: Gelidium crinale, proteinas, carboidrato, fosforo tecidual, parametros abidticos.

ABSTRACT

Effects of temperature, light intensity and phosphorus concentration in the chemical composition
of Gelidium crinale (Turner) Lamouroux (Rhodophyta, Gelidiaceae)

The interactive effects of the environmental parameters such as temperature, light intensity and
dissolved inorganic phosphorus concentration in the seawater, on the protein and carbohydrate production
and on tissue phosphorus accumulation in Gelidium crinale, were investigated in laboratory cultures,
for seven days, under controlled conditions. The increase of 2.67% in the proteins content, was obtained
at temperature of 25 °C and light intensity of 12 umol m2 s, decreasing with an increase in light
intensity toward 40 umol m2 !, For carbohydrates there was a significant interaction among the abiotic
parameters, with a maximum increment of 6.85% at 25 °C, 24 umol m2 s”! of light intensity and 10 uM
of inorganic phosphorus. The highest increase on the tissue phosphorus concentration (0.56%) occurred
in thalli grown under the lowest temperature and light intensity and highest dissolved inorganic
phosphorus concentration used in this study.

Key words: Gelidium crinale, proteins, carbohydrates, tissue phosphorus and abiotics parameters.

INTRODUCAO e em biotecnologia (INDERGAARD; OSTGAARD,
1991; DE ROECK-HOLTZHAUER, 1991; TSENG,

O interesse pelas espécies de Gelidium Lamou-  2001).
roux, em seu estado natural, vem mundialmente au- A intensa exploracdo das espécies economicamen-
mentando devido ao alto valor de seus polissacarideos,  te viaveis provoca um efeito destrutivo nas populacdes
com larga utilizag@o nos varios segmentos industriais  naturais devido a relativa fragilidade das mesmas. Este
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fato resultou em estudos ecoldgicos (ANDERSON
et al.,, 1991; ENGEL; DESTOMBE, 2002), culti-
vos em ambientes naturais (WAKIBIA et al., 2001;
JAYASANKAR; VARGHESE, 2002), em tanques de
cultura massiva (NAGLER et al., 2003) e laboratoriais
(OLIVEIRA et al., 1990; ISRAEL et al., 1999), prin-
cipalmente para as espécies dos géneros Gelidium e
Gracilaria.

As informagdes relativas aos parametros abioticos
sdo fundamentais para que um sistema de cultivo algal
se torne efetivo, permitindo o controle do crescimen-
to, reproducdo, ciclo de vida, producdo de biomassa
e composi¢cdo quimica de varias espécies de algas
(PERFETO, 1998; SOUSA-PINTO et al., 1999;
ORDUNA-ROIJAS et al., 2002), que sao regulados
por uma complexa interacdo entre os parametros
ambientais como temperatura, luz, e nutrientes
(SANTELICES, 1987; VERGARA et al., 1993;
BELLORIN; CASTRO, 1997; HERNANDEZ-
GUERRERO et al., 2000).

Nos sistemas de cultivo a temperatura ¢ um fator
fundamental, devido a seus efeitos nas atividades e
propriedades moleculares, praticamente em todos pro-
cessos metabolicos (LOBBAN; HARRISON, 1994).
A temperatura pode ser controlada e mantida em ni-
veis 6timos e constantes, oferecendo condi¢Ges para
maximizar o crescimento em culturas massivas de
algas (MACLER; WEST, 1987; FREDRIKSEN;
RUENESS, 1989), acelerar o processo de refixa-
¢do através de produgao de rizoides (SALINAS;
VALDES, 1993), e promover a liberagdo, fixagdo e
sobrevivéncia de esporos (GARZA-SANCHEZ et al.,
2000).

O objetivo bioldgico primario em um sistema de
cultivo, fora do ambiente natural, € obter a maxima
produgdo algal através da efetiva captagdo de energia
luminosa pela estrutura vegetativa, transformando-a
em energia quimica, que ¢ utilizada diretamente nos
processos vitais de manuten¢do ou acumulada sob for-
ma de biomassa quando em condicdes favoraveis
(MCLACHLAN, 1991; MACCHIAVELLO et al.,
1998; WONG; CHANG, 2000).

O efeito da variagao na disponibilidade de fosforo
nao tem sido muito estudado em macroalgas, embora
seja um elemento que atua diretamente em quase to-
das as fases do metabolismo, particularmente nas rea-
coes de transformagdo de energia (KUHL, 1974). O
fosforo normalmente néo é considerado um elemento
limitante no meio marinho (LOBBAN; HARRISON,
1994), porém sua presenca associada a compostos
como nitrato € amonio em meio de cultivos interfere
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na taxa de crescimento ¢ no conteudo de proteinas,
polissacarideos de reserva e/ou estrutural, cinzas e pig-
mentos (CHOPIN et al., 1991; 1995; HAFTING,
1999).

Poucas sdo as informagoes a respeito do compor-
tamento apresentado por Gelidium crinale em fungao
das variagdes de parametros abidticos. Portanto, a
proposta deste trabalho foi determinar condigdes
ambientais ideais responsaveis pelo incremento de
proteinas, carboidratos soluveis e fosforo tecidual nos
talos da espécie, mantida em diferentes condigdes con-
troladas de cultivo unialgal.

MATERIAL E METODOS

Coleta e Limpeza

As amostras de talo vegetativo de Gelidium crinale
(Turner) Lamouroux, coletadas no Molhe Oeste de Rio
Grande, RS, Brasil (32°09°54> LS; 52°05°35” LW),
foram transportadas para o laboratério em sacos plas-
ticos com agua do ambiente, sendo colocadas em
aquarios e posteriormente limpas com agua do mar fil-
trada. Durante a limpeza, os talos foram transferidos
para outro aquario, onde permaneceram por duas se-
manas na temperatura de 20 °C, intensidade luminosa
ambiente (8 Mol m2s'), para adaptacdo.

Antes de iniciar o cultivo, os talos da alga foram
mantidos por um minuto em uma solug@o de hipo-
clorito de s6dio em agua do mar numa concentracio
de 1:1000 (v:v) (SALINAS, 1991), ¢ em seguida em
uma solu¢do de dioxido de germanio (GeO,), por duas
horas, na concentracdo de 6 mg/l para eliminagéo de
diatomaceas, segundo procedimentos modificado de
Polne-Fuller e Gibor (1987) e Vergara et al. (1993).
ApoOs este processo, selecionaram-se talos integros,
que foram divididos em duas partes, onde uma foi
utilizada para o cultivo e a outra, definida como con-
trole, que ap6s o periodo de adaptacdo, sem ser culti-
vada, foi armazenada seca, conforme descrito abaixo.

Cultivo das Algas

Os talos de G. crinale foram cultivados em fras-
cos de Erlenmeyer de 1.000 ml, durante uma semana.
Os meios de cultivos foram preparados com agua do
mar a 25 ups de salinidade, filtrada em filtro para agua,
com elemento filtrante de 1 pm de poro, autoclavada a
uma pressao de 1,5 atm e enriquecida com diferentes
concentragdes de fosforo (2,5; 5,0 ou 10,0 pM), na for-
ma de ortofosfato (NaH,PO,. H,O p.a.) e com concen-
tracdo constante (50 uM) de nitrogénio (NH,ClI p.a.),
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mantida através de adi¢do do composto a cada 48 ho-
ras. Para ajustar as concentrag¢des de fosfato e amonio
nos meios de cultivo, a agua do mar, antes e apds o
enriquecimento com estes nutrientes, foi filtrada em
filtro de 0,45 £ 0,02 pm (Millipore HA) e a determi-
nacdo das concentracdes seguiu os métodos colori-
métricos descritos em Baumgarten et al. (1996).

Os cultivos ficaram expostos a temperaturas de 20
ou 25 °C com variagao de +1 °C, e intensidade lumi-
nosa de 12, 24 ou 40 pmol m2s-!(400-700 nm), prove-
niente de lampadas fluorescente (luz do dia plus,
F20W), com fotoperiodo de 12:12 (luz:escuro) e
aeragdo constante. Cada condi¢ao experimental, resul-
tante da combinagao dos diferentes niveis de luz, tem-
peratura ¢ concentracdo de fosforo, foi realizada em
duplicata.

Analises Quimicas

As algas provenientes do cultivo e da amostra con-
trole foram secas em estufa a 60 °C por 24 horas. Apds
terem sido trituradas, foram conservadas em sacos
plésticos herméticos a uma temperatura de 15 °C ne-
gativos (PERFETO, 1983), até o momento da analise
das biomoléculas e fosforo tecidual.

A quantidade de proteinas foi determinada a partir
do nitrogénio total, obtido pelo método de Microkjel-
dhal (A.O.A.C. 1980), multiplicado pelo fator padrao
de 6,25 (ABDEL-FATAH et al., 1973). O contetudo de
carboidratos soluveis foi determinado, apos extracdo
com acido tricloroacético 5% a quente, pelo método
colorimétrico fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956),
usando glicose como padrao. Os teores de fosforo
tecidual foram determinados a partir do contetido de
cinzas, pelo método colorimétrico, usando reagente
vanadomolibidato (APHA, 1989).

Todas as analises quimicas foram realizadas em
triplicata para cada amostra, ¢ os valores dos compo-
nentes quimicos estimados em percentagem de peso
seco (proteinas e carboidratos) e de cinzas (fosforo
tecidual).

Analise Estatistica

Os resultados (diferenga entre os valores obtidos
apos cultivo e a amostra controle) foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA) (P < 0,05), utilizando
um modelo fatorial 2x3x3 para determinar o efeito iso-
lado e interativo dos pardmetros abidtico na producao
de proteinas, carboidratos e fosforo tecidual. Para a
comparagdo das médias foi determinada a diferenca
minima significativa (d.m.s.), obtidas através do teste

“posthoc” de comparagdes multiplas de Duncan
(STATSOFEFT, INC. 1995).

RESULTADOS

Para o estudo da agfo individual e sinérgica dos
parametros abioticos, temperatura, intensidade lumi-
nosa ¢ fosforo inorgéanico dissolvido, sobre o incre-
mento de proteinas, carboidratos soluveis e fosforo
tecidual nos talos de Gelidium crinale, fixou-se a
salinidade em 25 ups; valor este encontrado no am-
biente durante a estagdo do ano em que ocorre a maior
taxa de crescimento desta espécie. Os resultados en-
contrados para os componentes quimicos foram sub-
metidos a analise de variancia fatorial, cujo resumo ¢
mostrado na Tabela 1.

Os maiores incrementos de proteinas variaram en-
tre 2,33% a 2,67% nas temperaturas de 20 °C e 25 °C
respectivamente, quando foi aplicado ao cultivo uma
intensidade luminosa de 12 pmol m?s™!' e concentra-
¢do de 10 uM fosforo inorganico dissolvido (Fig. 1).
A 25 °C, os percentuais de proteinas registrados nas
concentragoes de 2,5 e 5,0 uM de fosforo inorganico
dissolvido, ndo apresentaram diferengas significativas,
ao nivel de 5%, em cada intensidade luminosa avalia-
da, formando grupos estatisticos iguais entre si.

Para carboidratos, os maiores incrementos, em
relagdo a amostra controle, ocorreram quando os
talos foram cultivados em intensidade luminosa de
24 pmol m2s! (Fig. 2), sendo mais evidente a 25 °C
do que a 20 °C, registrando um teor maximo de
6,85 % no meio de cultivo com concentra¢do de
10,0 uM de fosforo inorganico dissolvido.

Os teores de fosforo tecidual aumentaram com o
aumento da disponibilidade de fosforo inorgénico dis-
solvido no meio de cultivo. Os maiores incrementos
(0,56%) ocorreram em talos de G. crinale expostos a
intensidade luminosa de 12 pmol m2s’!, tempera-
tura de 20 °C e concentragao de 10 uM de fosforo
inorganico dissolvido (Fig. 3). Com o aumento da tem-
peratura estas concentracdes de um modo geral
diminuiram e apresentaram uma redu¢@o mais pronun-
ciada com o aumento intensidade luminosa na concen-
tracdo de 2,5 pM de fosforo inorgénico, registrando
valor negativo de -0,04%.

DISCUSSAO

Os efeitos dos parametros abidticos, estudados em
cultivos laboratoriais, estdo relacionados com o local
e época de coletas, os quais interferem na fisiologia
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das espécies estudadas (PFETZING et al., 2000).
Gelidium crinale foi coletada em ambiente que recebe
grande contribuicdo de agua proveniente da Laguna
dos Patos, cujos parametros abidticos apresentam
marcadas flutuagdes ao longo do ano, com grande
carga de material em suspensdo, o que impede a pe-
netragdo da luz (KATIN; BAUMGARTEN, 1982;
PERFETO, 1998). Determinadas espécies de Gelidium
podem crescer em meios de cultivos onde a inten-
sidade de luz varia entre 40 a 300 pmol m=2s’!
(FREDRIKSEN; RUENES, 1989; SOUSA-PINTO
et al., 1999). Contudo, em ambientes naturais, espé-
cies deste género (SANTELICES, 1988) tendem a
crescer melhor em locais sombreados.

Estudos laboratoriais preliminares revelaram que, in-
tensidade luminosa relativamente alta (100 ymol m2s),
foi responsavel pelo processo de foto-oxidagdo dos
pigmentos vermelhos de G. crinale. Porém, talos
que foram mantidos em baixa intensidade luminosa
(8 umol m?s"), durante processo de adaptagdo, man-
tiveram sua coloracdo natural. Provavelmente isto
ocorre porque em seu habitat natural os talos desta
alga crescem em locais protegidos da luz, além da pre-
senca de materiais em suspensdo (observagdo pes-
soal). Em populacdes naturais de Hypnea musciformis
(DURAKO; DAWES, 1980) e de Gracilaria cornea
(ORDUNA-ROIJAS et al., 2002), a manutencdo da
coloragdo dos talos, fungdo dos clevados indices de
pigmentos vermelhos (ficobilinas), esta associada as
baixas intensidades luminosas.

A concentracdo de proteinas nos talos das algas
esta associada ao tipo de ion nitrogé€nio disponivel no
meio, variando de acordo com sua concentragcdo
(NAVARO-ANGULO; ROBLEDO, 1999). Ao longo
de todo experimento com G. crinale a concentra-
¢do deste ion foi mantida constante, sendo a producéo
de proteinas resultado da agdo dos outros fatores
abioticos estudados. Os resultados obtidos demonstra-
ram que o incremento de proteinas esteve inversamen-
te relacionado com a intensidade luminosa e direta-
mente com temperatura e fosforo inorganico dissolvi-
do no meio de cultivo. Em todas intera¢des analisadas
observou-se um aumento nos teores de proteinas em
relacdo as amostras controle. Analises estatisticas re-
velaram que cultivar talos de G. crinale nas duas tem-
peraturas estudadas, associadas a maior concentragao
de fosforo inorganico dissolvido no meio, ndo apre-
sentam, entre os valores médios de proteinas, diferen-
cas significativas ao nivel de 5%, quando a intensida-
de luminosa for baixa. Porém, quando o interesse do
estudo for quantitativo, pode-se afirmar que a tempe-
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ratura de 25 °C ¢é a ideal, uma vez associada a alta
concentragdo de fosforo inorganico dissolvido e, prin-
cipalmente, a menor intensidade luminosa. Estudos
com talos de Ulva pertusa (FLORETO; THESIMA,
1998) revelaram que baixa intensidade luminosa
(15 pmol m2s) é responsavel pelo aumento nos teo-
res de proteinas.

A acdo sinérgica dos trés parametros abioticos es-
tudados interferiu de maneira significativa na produ-
¢do de carboidratos soliveis nos talos de G. crinale.
Este efeito foi observado quando se aumentou em
5 °C a temperatura do meios de cultivos. Esta va-
riagdo modificou os teores de carboidratos, acentuan-
do as diferengas entre os valores resultantes, nas
distintas concentragdes de fosforo inorganico dis-
solvido.

Com o aumento da intensidade de luz para
40 pmol m?s™!' ocorreu um decréscimo na quantidade
de carboidratos. Logo, entre 24 ¢ 40 umol m2s’! en-
contra-se a radiacdo limite, nas condi¢oes do estudo,
responsavel pelo balanceamento ou inibicdo da sinte-
se de carboidratos. Sousa-Pinto et al. (1999) obser-
varam que, acima de um certo limite de irradiagdo
(130 pmol m2s), a sintese de carboidratos (amido)
pode ser balanceada ou inibida em fun¢do da imediata
construcdo de compostos precursores de agarobiose,
para posterior sintese de novos polissacarideos da
parede celular.

Na natureza, o acimulo de fésforo nos tecidos
algais é uma adaptacdo estratégica para manter o cres-
cimento das algas, durante periodo de baixa concen-
tracao deste elemento na d4gua do mar. Em culturas esta
estratégia ndo se torna necessaria, pois 0s nutrientes
sdo mantidos em altos niveis, evitando a limitacdo do
elemento fosforo (CHOPIN; WAGEY, 1999). Os re-
sultados obtidos demonstraram que, além da elevada
concentragdo do fosforo inorgéanico dissolvido no
meio, os baixos indices de intensidade luminosa e de
temperatura foram responsaveis pelo acimulo de fos-
foro tecidual em G. crinale. Os baixos niveis destes
parametros fisicos sao responsaveis pelo retardamen-
to no crescimento (BELLORIN; CASTRO, 1997;
HURTADO-PONCE; PONDEVIDA, 1997) e di-
minui¢do das atividades metabolicas (LOBBAN;
HARRISON, 1994), o que pode ser constatado na alga
em estudo, quando se constatou a menor produgao,
principalmente de carboidratos, permitindo que a con-
centrag@o do fosforo inorganico acumulado nos talos
de G. crinale se mantivesse elevada.

A elevagdo da intensidade luminosa e temperatura
associada a baixa concentracdo de fosforo inorganico
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no meio (2,5 uM), provocaram uma diminuicao dos
teores de fosforo tecidual, resultando inclusive em
valor negativo, quando comparado com a amostra con-
trole. Esta reducdo na concentragio de fosforo tecidual
ndo foi resultante de sua dilui¢do por crescimento
algal, pois durante o periodo experimental G. crinale
nao apresentou variacdo de biomassa. Porém, a partir
do quinto dia de cultura, constatou-se que o fosforo
inorgénico dissolvido nos meios de cultivos, com con-
centracao inicial de 2,5 uM, tinha sido totalmente ab-
sorvido, permanecendo ausente até o final do experi-
mento. O fosfato inorganico transportado através da
plasmalema das células, constitui um grupo de fosfato
intracelular incorporado em metabdlitos fosforilados
(CHOPIN et al., 1990) e armazenados em vacuolos
ou em vesiculas polifosfaticas (LUNDBERG et al.,
1989); contudo, dependendo das condi¢des 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 fun¢do 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 armazenaram mais nu-
triente, principalmente na maior concentrago estuda-
da. Esta capacidade de incorporar fésforo inorganico
¢ armazena-lo no interior das células, quando suas con-
centragdes estdo elevadas no meio, é denominada
“consumo de luxo” (SALIBURY; ROSS, 1994), sen-
do uma estratégia considerada ecologicamente impor-
tante, pois esta quantidade excedente permite que as
algas cresgam mesmo em situagdes onde o fosforo &
limitante (KUHL, 1974). O aumento na concentragao
de fosforo tecidual em G. crinale foi proporcional ao
aumento da concentragdo de fosforo inorganico nos
meios de cultivo.

O estudo da agdo sinérgica das variaveis abioticas
sobre os talos de Gelidium crinale, mantidos em culti-
vos, permitiram definir, entre os indices estabelecidos,
os valores ideais de cada um, responsaveis pelo incre-
mento seja no contetido de proteinas, de carboidratos
ou de fosforo tecidual, tdo importantes na avaliacdo
do estado fisiologico das algas. Estes conhecimentos
contribuirdo para a utilizacdo mais racional desta es-
pécie, direcionando desta forma, mais precisamente,
o objetivo a ser atingindo, através da realizagdo de fu-
turos trabalhos de maricultura.
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TABELA 1 — Resumo da analise de variancia fatorial onde se comparam os efeitos da temperatura (1), intensidade
luminosa (2), concentracdo de fosforo inorganico adicionado ao meio de cultivo (3) e suas interagdes sobre a
quantidade dos componentes quimicos produzidos durante o experimento.

. Proteinas Carboidratos Fosforo tecidual
Fatores variaveis gl
F F P F P
1 1 25,97 0,000%** 126,52 0,000%** 4,83 0,035*
2 2 156,63 0,000%** 92,25 0,000%** 54,12 0,000%**
3 2 17,83 0,000%** 46,13 0,000*** 216,57  0,000%**
1x2 2 4,82 0,014%* 6,64 0,003** 2,63 0,086ns
1x3 2 2,25 0,119ns 4,98 0,012%* 10,56  0,000%**
2x3 4 0,32 0,862ns 1,26 0,302ns 0,72  0,583ns
1x2x3 4 3,16 0,025%* 6,79 0,000%** 6,93 0,000%**
Residuo 36
Total 53

*** significativo p = 0,001, ** p =0,01, * p=0,05, ns = ndo significativo
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Fig. 1. Valores médios do incremento de proteinas em porcentagem de peso seco, obtidos pela
interacdo de terceira ordem entre intensidade luminosa, temperatura (A = 20 °C; B =25 °C), e
fosforo inorgénico dissolvido no meio (-O—2,5 uM; - 5,0 uM; —<>—10,0 uM).

BIOCIENCIAS, Porto Alegre, v. 12, n. 1, p. 3-10, jun. 2004



10

PERFETO, P. N. M. et al.

% Carboidratos

12

24 40 12

Intensidade luminosa (umol m2s1)

Fig. 2. Valores médios do incremento de carboidratos soliveis em porcentagem de peso seco,
obtidos pela interagdo de terceira ordem entre intensidade luminosa, temperatura (A = 20 °C;
B =25 °C) e fosforo inorgénico dissolvido no meio (-O— 2,5 uM; —0- 5,0 uM; —<>— 10,0 uM).
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Fig. 3. 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 inorgénico dissolvido no meio (—-O— 2,5 pM; —[0- 5,0 pM; —<>— 10,0 uM).
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