Avaliacao do efeito da temperatura e luz no
crescimento in vitro de Ulva rigida C. Agardh

(Chlorophyta, Chlorophyceae)

Bruno Ivo Martins Marques Magalhaes

Dissertagdao de Mestrado em Biodiversidade e Biotecnologia Vegetal

Universidade dos Acgores
Departamento de Biologia

Ponta Delgada 2014



Bruno Ivo Martins Marques Magalhaes

Avaliacdo do efeito da temperatura e luz no crescimento in

vitro de Ulva rigida C. Agardh (Chlorophyta, Chlorophyceae)

Dissertagdo de Candidatura ao grau de Mestre
em Biodiversidade e Biotecnologia Vegetal,
submetida a Universidade dos Agores.

Orientador — Professora Doutora Ana Isabel de
Melo Azevedo Neto

Categoria — Professora associada com agregacao

Afiliagdo — Departamento de Biologia,
Universidade dos Acores

Universidade dos Acores
Departamento de Biologia

Ponta Delgada 2014



Como citar este trabalho:

Magalhdes BIMM (2014) Avaliagdo do efeito da temperatura e luz no crescimento in vitro de
Ulva rigida C. Agardh (Chlorophyta, Chlorophyceae). Dissertagdo apresentada a Universidade
dos Acores para obtenc¢do do grau de Mestre em Biodiversidade e Biotecnologia Vegetal. Ponta

Delgada.



O nosso planeta devia chamar-se Oceano. Este pequeno orbe que flutua
na escuriddo infinita do espaco ¢ um reduto de vida no frio sinistro do
Universo... Calcula-se que mais de 90 % da biodiversidade do mundo
resida nos oceanos...

Auxiliados pelas novas tecnologias, podemos agora ir além dos cerca de
dois por cento dos oceanos que as geragdes anteriores estudaram. Mas,
mesmo com as tecnologias modernas, s6 daqui a varias geragdes se
alcangara um conhecimento semelhante ao que temos acerca da terra. ..

Por muito distanciados que nos sintamos dos oceanos, cada gesto que
fazemos na nossa vida quotidiana afeta o ciclo da agua do nosso planeta...
um maior conhecimento do sistema do oceano e dos seus habitantes pode

incitar-nos a trabalhar para que o nosso planeta seja de novo saudavel...

Fabien Cousteau (Prefacio, In: American Museum of Natural History 2007)
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RESUMO

A utilizagdo de macroalgas marinhas com fins nutricionais e de satide remonta a
épocas muito antigas, havendo registos arqueoldgicos na América do Sul de ha mais de
12000 anos a.c. Na atualidade as potencialidades das macroalgas marinhas sdo
reconhecidas e alvo de interesse generalizado, particularmente nos paises ocidentais.
Algumas das espécies de maior importancia econdémica mundial, indicadas pela FAO,
pertencem as algas verdes (divisdo Chlorophyta), de que ¢ exemplo a macroalga Ulva
rigida C. Agardh. Esta espécie oportunista tem uma distribuicdo cosmopolita, sendo
abundante no litoral agoriano onde tem um papel importante nas comunidades do
intertidal rochoso. Apesar da sua importancia e distribuicdo, a fisiologia destes
organismos nunca foi objeto de investigagdo nestes sistemas insulares. O presente
projeto pretendeu contribuir para colmatar esta lacuna e teve como objetivo avaliar o
efeito da temperatura e da luz no crescimento de plantas de Ulva rigida em cultivo in
vitro. Coletaram-se individuos selvagens que foram submetidos a cultivo controlado em
laboratorio em diferentes combinagdes de temperatura (10, 15 e 20°C) e fotoperiodo (24
dia; 16 dia/8 noite; 12 dia/12 noite; 8 dia/16 noite), utilizando os meios de cultivo von
Stosch, com e sem refrescamento, e dgua salgada enriquecida com nutrientes numa
combinac¢do de Nitrato 32: Fosforo 2 (N32P2), com e sem refrescamento. Os resultados
revelaram que o crescimento algal foi maior as temperaturas de 15 ¢ 20°C e menor a
10°C e significativamente maior quando se usou meio de cultivo von Stosch
comparativamente a N32P2. A mortalidade algal em meio von Stosch foi menor
também nas duas temperaturas mais elevadas (20 e a 15°C). No meio N32P2 sem
refrescamento nao se registou nenhum epifitismo, mas quando houve refrescamento e
em ambos 0s casos em meio von Stosch, registaram-se altos niveis de epifitismo. O
maior crescimento de U. rigida as temperaturas testadas e para o fotoperiodo de 16
horas de luz, pode estar relacionado com uma adaptagdo as condigdes encontradas no
ecossistema agoriano, pois as temperaturas minimas médias da superficie neritica sdo de
15-16°C. Verificou-se fotoinibi¢dao nos cultivos submetidos a luz continua de 16200 lux
durante 24 h. A inibi¢do foi superior nas situagdes em que se efetuou refrescamento do

meio com adicao de nutrientes.
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ABSTRACT

The use of marine macroalgae for nutritional and health purposes dates back to
ancient times, with archaeological records from South America dating back to 12,000
years BC. At present, the potential of seaweeds are recognized and targeted for
widespread interest, particularly in Western countries. Some of the world's most
economically important species indicated by FAO belong to the green algae
(Chlorophyta), as exemplified by Ulva rigida C. Agardh. This opportunistic species has
a cosmopolitan distribution, being abundant in the Azorean coasts, where it has an
important role in the rocky intertidal communities. Despite its importance and
distribution, the physiology of these organisms has never been investigated in these
insular systems. This project intended to fulfill this gap and was aimed at evaluating the
effect of temperature and light on the in vitro growth of Ulva rigida. For this purpose,
wild individuals were collected and subjected to controlled in vitro cultures at different
combinations of temperature (10, 15 and 20°C) and photoperiod (24 day, 16 day/8
night; 12 day/ 12 night; 8 day/16 night), using as culture media von Stosch, with and
without refreshing, and saltwater enriched with nutrients in a combination of nitrate 32:
Phosphor 2 (N32P2), with and without refreshing. Results revealed that the algal growth
was greater at the temperatures of 15 and 20°C and lower at 10°C, and significantly
greater in von Stosch culture medium in comparison with N32P2. The algal mortality
was lower in von Stosch medium at the two higher tested temperatures (20 and 15°C).
Epiphytism was absent in medium N32P2 without refreshing, but high levels of
epiphytism were recorded in N32P2 with refreshing and in von Stosch medium, with
and without refreshing. The best growth recorded for the photoperiod of 16 hours light,
can reflect an adaptation of U. rigida to the local conditions, where average minimum
temperatures of surface waters are 15-16°C. There was photoinhibition in the cultures
submitted to continuous light of 16200 lux for 24 h. This inhibition was higher when the

medium was refreshed with new nutrients.

Vil



1. INTRODUCAO

1.1. Breve Histéria e importancia das macroalgas a nivel mundial

O homem comecgou por recolher espécies aquaticas para a alimentagdo, pelo
método de apanha manual e direta, aproveitando aberturas naturais da orla costeira,
sendo esta técnica utilizada até¢ a atualidade. A apanha de algas ¢ realizada de forma
individual na zona intertidal (entre mar¢s), retirando-as de forma brusca do substrato, ao
puxao, ou apanhadas arrojadas nas praias ou nos recifes rochosos expostos. No decorrer
dos anos, aperfeicoaram-se utensilios (como ancinhos, camaroeiros, espetos, pequenos
enchelevares, tenazes, etc.) e técnicas complementares como mergulho em apneia para
recolha no subtidal (Rodrigues 2008). No Chile estd documentada a utilizagdo de algas
marinhas na dieta e saide humana, datada de ha mais de 12000 anos a.c., constituindo
um dos registos mais antigos (Dillehay et al. 2008).

A Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo (FAO),
atribui o uso restrito pelo homem de macroalgas marinhas, durante muitos anos, a paises
de cultura oriental. Na segunda metade do século XV o aproveitamento das mesmas
estendeu-se até aos paises da América do Sul. O Chile em 1947 inicia a exploragdo de
pradarias naturais de algas presentes na sua costa. Mais tarde, a Argentina e o Brasil
iniciam a atividade de exploragdo e exportacao de bancos naturais com fins a producao
de géis (Cervigon et al. 1992). Atualmente as algas sio comumente consumidas na Asia
e também ganharam popularidade na Europa. No entanto, os dados sobre a
biodisponibilidade dos seus componentes sdo limitados (Taboada et al. 2010).

A contribuicdo da aquicultura para a produgdo de produtos do mar a nivel
mundial tem aumentado nas ultimas décadas (Fig. 1), tornando-se uma atividade
econdmica significativa para muitas nagdes. Apesar de Portugal ser um dos maiores
consumidores de alguns desses produtos na Europa, a aquicultura continua a ser pouco
desenvolvida, sendo os Agores um dos poucos lugares onde permanece inexistente
(Isidro et al. 2008), apesar de tradicionalmente as algas serem utilizadas quer como
alimento, quer com fins comerciais (Neto et al. 2005).

A nivel mundial, entre 2008 a 2010, destacaram-se como grandes produtores de
algas em aquacultura a China (62.8 para 58.4 %, 11.1 milhdes de ton.), a Indonésia

(13.7 para 20.6 %, 3.9 milhdes de ton.), as Filipinas (10.6 para 9.5 %, 1.8 milhdes de



ton.), a Republica da Coreia (5.9 para 4.7 %, 901700 ton.), a Republica Popular
Democriatica da Coreia (2.8 para 2.3 %, 444300 ton.), o Japdo (2.9 para 2.3 %, 432800
ton.), a Malasia (1.1 %, 207900 ton.) e a Republica Unida de Tanzania (0.7 %, 132000
ton.) (FAO 2010, 2012). O Chile ¢é o produtor de algas mais importante depois da Asia,
produzindo 21700 ton. As algas mais produzidas foram Laminaria japonica Areschoug
(4.8 milhdes ton.), Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P.C.Silva, Fucheuma spp.
(3.8 milhdes ton.), Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar (1.8 milhdes ton.), Gracilaria
spp. (1.4 milhdes ton.) e Porphyra spp. (1.4 milhdes ton.). A producao realizou-se tanto
a grande escala, como em pequena escala, para o consumo pelas comunidades locais

(FAO 2010).
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Figura 1. Aquicultura na produgdo mundial, focando-se nos principais grupos de espécies (FAO 2010).

O aumento em volume da taxa média anual, para producdo de algas aquaticas,
foi de 9.5 % no decénio de 1990 ¢ de 7.4 % no decénio de 2000. Em contraste, a
colheita de recursos algais nos ecossistemas representou apenas 4.5 % da producao de
algas em 2010 (FAO 2012).

As regras aplicaveis a producdo de algas marinhas, estdo descritas para o Espago
Europeu no Artigo 13.° do Regulamento (CE) n.° 834/2007 do Conselho Europeu de 28
de junho. O documento refere que a colheita de algas marinhas selvagens, ou de partes
destas, que crescam espontaneamente no mar ¢ considerada um método de producao
biologica, desde que as zonas de colheita se situem em aguas em excelente estado

ecologico como definido na Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do
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Conselho, de 23 de Outubro de 2000, que estabelece um quadro de acdo comunitaria no
dominio da politica da dgua. Refere ainda que ¢ necessario salvaguardar que a colheita
nao afete a estabilidade a longo prazo do habitat natural nem a conservacao das espécies
na zona de amostragem.

Para ser considerada biologica, a cultura de algas marinhas deve ser realizada em
zonas costeiras cujas caracteristicas ambientais e sanitdrias sejam pelo menos
equivalentes as enunciadas anteriormente. Além disso, devem ser utilizadas préaticas
sustentaveis em todas as fases da producdo, desde a colheita de algas juvenis até a
colheita de algas adultas, assegurando a manutencdo de uma grande diversidade
genética. Convém efetuar regularmente a colheita de algas juvenis na natureza para
complementar as populacdes de cultura interior. Nao podem ser utilizados fertilizantes,
a ndo ser em instalagdes interiores e se tiverem sido autorizados para utilizacdo no

modelo de produgdo bioldgica.

1.2. Potencialidades e utiliza¢oes de macroalgas marinhas

Os organismos autotroficos (algas e bactérias) designados por produtores
primarios constituem a base da vida nos oceanos, sendo responsaveis pela conversao do
dioxido de carbono em matéria organica através da fotossintese e quimiossintese
(Castro & Huber 2000).

Dados recentes da biologia evolutiva das algas, confirmam que estas nao estdo
englobadas num tnico faxon. Constituem, sim, um conjunto diverso quanto a sua
organizac¢do, origem e caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e ecoldgicas (Judd et al.
2002), podendo ser classificadas pelos respetivos pigmentos fotossintéticos e
substancias de reserva (AMA 2007).

As algas marinhas revelam trés cores dominantes, sendo os pigmentos principais
os responsaveis por conferir as diferentes tonalidades. Mundialmente estima-se
existirem 12000 espécies de algas marinhas Chlorophyceae, Phaeophyceae e
Rhodophyceae, estando registadas 1200 para o Atlantico Norte. Nos Acores sdo
conhecidas 368 espécies, nomeadamente 56 Chlorophyceae, 75 Phaeophyceae e 237
Rhodophyceae (Neto et al. 2005).

Dentro das inimeras potencialidades de utilizagdes das macroalgas, destacam-se

o seu papel ecologico e valor ambiental, a importancia que t€ém para a investigacao
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cientifica em varios dominios, nomeadamente para a compreensao da origem e evolucao
dos seres vivos (Reviers 2006).

A Diretiva-Quadro da Agua (DQA) estabelece as linhas para uma gestdo
integrada e sustentdvel das dguas naturais, referindo a necessidade de instrumentos
analiticos. A avaliagdo pode ser através de indicadores ambientais, recorrendo aos
valores de referéncia definidos na legislagdo Portuguesa no Decreto-Lei n.° 236/98 de 1
de Agosto e Europeia através da Diretiva 2000/60/EC. De acordo com a DQA e em
particular sobre as dguas costeiras, as macroalgas sdo um elemento chave para avaliar o
estado de qualidade ecoldgica, tendo sido estabelecidas as condi¢des ecoldgicas de
referéncia e estados de qualidade relativos as macroalgas. A eficiéncia das algas como
sensores biologicos estd bem comprovada na literatura (Malea & Haritonidis 2000,
Nelson et al. 2003, Sjoo & Mork 2009, Neto et al. 2012), destacando-se o trabalho de
Villares & Carballeira (2006) que usaram U. rigida como modelo bioldgico no estudo
da eutrofizacdo marinha intertidal. Também Boubonari et al. (2008) investigaram esta
espécie e revelaram tratar-se de um bom bioindicador de metais (Zn, Cu, Pb e Cd) em
ambientes costeiros de baixa salinidade. Esta informacao foi refor¢cada pela investigagao
de Rybak et al. (2012) que indicam ainda que populag¢des de Ulva sp. em ecossistemas
de dgua doce bioacumulam mais eficientemente metais pesados (Cd, Ni e Pb) e metais
alcalino-terrosos (Ca e Mg), em comparagdo com as espécies de ecossistemas marinhos.
De referir ainda o trabalho de Carafaa et al. (2009) que descreve o modelo preditivo de

bioacumulacao de herbicidas s-triazina em U. rigida.

As algas marinhas sdo utilizadas comummente em multiplas aplicagdes pelo
homem. A principal utilizagdo ¢ como fonte de alimentacdo e como fonte de géis
(McHugh 2003, Gamal 2010), nomeadamente para produzir hidrocoldides, alginatos,
agar, agarose e carragenina como agentes espessantes e gelificantes (McLachlan 1985,
McHugh 2003, Graham et al. 2009).

A composi¢do das macroalgas marinhas em lipidos e acidos gordos
polinsaturados (PUFA’s), tem interesse na industria biotecnoldgica, pois sdo
considerados essenciais na nutricdo humana e de diversos animais. Nos paises
Ocidentais, os acidos gordos n-3 sdo utilizados na profilaxia e modulag¢do de algumas
doenc¢as humanas, nomeadamente em doencas coronarias ¢ inflamatorias, desordens de

origem auto-imune, depressdo e doenca de Alzheimer (Patarra 2008).



Algumas das espécies de maior importancia econémica mundial, indicadas pela
FAO, pertencem a Divisao das algas verdes (Chlorophyta), pelo seu uso na alimentagao
quotidiana humana, como ¢ o caso da Ulva lactuca Linnaeus (alface do mar) que ¢
consumida em saladas ou fermentada para chd, possuindo certo valor medicinal. As
algas verdes podem, ainda, ser utilizadas (i) para a extracdo de produtos derivados com
aplicacdo em farmacologia (ex. compostos tipificantes, para determinacao de grupos
sanguineos) e cosméticos, (ii) como alimento direto para animais (ex. aves alimentadas
com preparado com base em Ulva e Enteromorpha); (iii) em preparados concentrados
alimenticios; (iv) em misturas com outros compostos e (v) como fertilizante vegetal
(Cervigodn et al. 1992).

Ulva rigida ¢ uma excelente fonte de nutrientes e pode melhorar uma dieta
equilibrada contribuindo para a redu¢do de colesterol LDL, sendo rica em proteinas,
carbohidratos, fibras, vitaminas e minerais e tem baixo teor em lipidios (Taboada et al.
2010). A composi¢do bioquimica de Ulva rigida, colhida numa zona costeira da India,
foi analisada revelando 76 % de humidade, 6.64 % de proteinas, 22 % de carbohidratos,
12 % de lipidos totais, 23 % de fenol, 13 % de clorofila a, 7.5 % clorofila b, 21 %
clorofila total, 4.5 % de carotendides, 8.9 % de aminodcidos livres. Os principais acidos
gordos em lipidos totais foram 14:0, 16:0, 18:0, 18:1, 18:2 e 18:3 (Satpati & Pal 2011).

Algumas algas castanhas (Heterokontophyta, Phaeophyceae), sobretudo os
géneros de aguas frias conhecidas como “Kelps” (Macrocystis, Nereocytis, Lessonia,
etc.), mas também as de aguas temperadas tropicais (Sargassum e Turbinaria) sao
fontes de acido alginico, um ficocoldide presente nas paredes celulares das algas
castanhas, obtendo-se alginatos (sais de acido alginico) e polimeros com grande procura
nos mercados mundiais (Cervigon et al. 1992).

Nas regiodes tropicais, as algas vermelhas (Rhodophyta), sdo as que t€ém maior
importancia econémica. Sendo utilizadas para consumo em fresco, como o caso do
género Porphyra, Halymenia e Gracilaria. Outros géneros tém grande importancia para
produgdo de agar e carragenina, que possui ampla utilizacdo pelas suas caracteristicas e
por existirem varios tipos (carrageninas Kappa, Lambda, lota, etc.) (Cervigén et al.
1992).

Algas comestiveis sdo ricas em bioativos antioxidantes, fibras dietéticas
soluveis, proteinas, minerais, vitaminas e acidos gordos polinsaturados. Pesquisas

recentes demonstraram o seu potencial para a medicina complementar, as macroalgas
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castanhas, verdes e vermelhas t€ém propriedades terapéuticas para a saide humana e
gestdo de doencas, tais como antiobesidade, anticancerigena, antidiabética, anti-
hipertensivos, antioxidante, anticoagulante, anti-inflamatorio, imunomodulatérios,
tiroide, estimulante antiestrogénico, neuroprotetor, antiviral, antifingicos,
antibacterianos e propriedades de cura do tecido in vivo. Compostos ativos incluem
polissacarideos sulfatados e taninos, carotenoides (ex. fucoxantina), minerais, peptideos
e sulfolipidos, com beneficios comprovados contra doengas degenerativas metabolicas.
Os seus modos de acdo terapéutica e componentes bioativos foram apresentados em
diversas publicagdes cientificas (Mohamed et al. 2012). A atividade bioldgica de
extratos ou metabolitos algais € bem conhecida para muitas algas (Santos & Bettencourt
2007, Gamal 2010, Lee et al. 2013), incluindo Ulva rigida colhida nos Agores (Silva et
al. 2013a, b, Tabela 1).

Tabela 1. Substancias ativas isoladas de U. rigida com bioatividade.

Extrato ou metabolitos Atividade biologica

Dietil éter ¢ metanol Antimicrobiano
Diclorometano e etanol Citotoxicidade

Etanol Antimutagénico, antioxidante

Nos Agores as duas espécies de algas agarofitas, Gelidium microdon Kiitzing
(cabeldao) e Pterocladiella capillacea (S.G.Gmelin) (musgdo), eram coletadas
manualmente, por mergulho ou diretamente na zona das marés, secas ao ar, limpas e
processadas nas fabricas existentes no arquipélago (numa fase inicial que durou até
cerca do decénio de 1990) ou preparadas para exportacdo e posterior utilizagcdo para a
producgdo industrial de agar (Neto et al. 2005). Também nesta regido o consumo de
macroalgas ¢ generalizado e reconhecido como pratica usual em certas ilhas (Patarra
2008). A alga castanha Fucus spiralis Linnaeus (“tremo¢o do mar”) ¢ considerada um
petisco - as porgdes reprodutivas terminais do seu talo sdo coletadas e consumidas
frescas; a alga vermelha Porphyra (“erva patinha”) ¢ apanhada e consumida frita ou
incorporada em sopas, omeletes ou tortas; as algas vermelhas Laurencia e Osmundia
(“erva malagueta”) sdo conservadas em vinagre ¢ consumidas ao longo do ano, a
acompanhar peixe frito; a alga verde Ulva rigida ¢ utilizada na confe¢do de tortas e/ou

sopas (Neto et al. 2005).



Existe longa tradi¢do em todo o mundo na utilizagdo de macroalgas como
fertilizantes em terrenos agricolas, permitindo aumentar as produgdes, disponibilizando
macronutrientes principais (azoto, fosforo e potassio), como secundarios (calcio,
magnésio e enxofre), sendo muito rico em micronutrientes anides e catides,
contribuindo para melhoria da estrutura e da matéria organica do solo. A utilizacio
como complemento alimentar em aquacultura ¢ benéfica para a producao de biomassa
animal, podendo ser utilizada a espécie Ulva lactuca (McHugh 2003).

O aproveitamento do género Ulva, como biofiltros de efluentes de aguas
domésticas, industria e aquicultura, ¢ referido por varios autores (Shaojun & Tifeng
2008, Yokoyama & Ishihi 2010, Kang et al. 2011, Nielsen et al. 2011, Lawton et al.
2013, Silva et al. 2013a).

A integracdo de Ulva em aquicultura multitrofica serve um propdsito binario: a
producdo de biomassa, simultaneamente com a remocgao de nutrientes a partir das dguas
efluentes da aquicultura, reduzindo assim a carga de nutrientes dissolvidos para o
ambiente. Além de seu elevado potencial de crescimento, Ulva tem altas taxas de
assimilacdo de nutrientes, especialmente de azoto amoniacal (NH,"), e cresce bem em
aguas eutrofizadas, que qualificam a alga para fins de biorremediacdo, tornando a
biomassa menos adequada para a digestdo anaerdbica, mas potencialmente interessante

como um suplemento alimentar (Nielsen et al. 2011).

1.3. Biologia e ecologia de Ulva rigida

A alga verde Ulva rigida C. Agardh (Chlorophyta, Ulvophyceae, Ulvales,
Ulvaceae, Guiry & Guiry 2013), de nome comum alface-do-mar, tem estrutura foliar
designada por fronde ou lamina. A fixacdo ao substrato faz-se por um pequeno caule e
disco (Neto et al. 2005).

A fronde de U. rigida ¢ plana, palida a verde-escura, geralmente 10 a 15 cm até
30 cm de comprimento podendo atingir 1 m, com margens caneladas e muitas vezes
profundamente divididas, podendo evidenciar pequenos orificios. Fragil e delicada nas
partes jovens, ¢ de textura resistente e firme nos organismos maduros (Burrows 1991,
Neto et al. 2005, Brodie et al. 2007). Possui duas camadas de células de espessura (Fig.
2, Guiry & Guiry 2013), que tém cloroplastos parietais com (1)2-4 pirenoides (Brodie et



al. 2007) e a sua margem pode possuir denticulos, mais numerosos e dbvios em dire¢ao

a base onde estreita drasticamente (Fig. 3a, Guiry & Guiry 2013).

Figura 2. Corte histologico em fronde de U. rigida evidenciando duas fiadas de células (foto de Ignacio
Barbara, algacBase 2013).

Ampliando microscopicamente a zona basal da fronde, verifica-se a presenga de
algumas células rizoidais de maior dimensdo, em relacdo as vizinhas e as da regido do
talo médio (Burrows 1991). Na vista de superficie, as células aparecem como
irregulares ou em linhas curvas indistintas (Brodie et al. 2007), podendo ter formas

poligonais com cantos arredondados (Fig. 3b, Guiry & Guiry 2013).

Figura 3. Detalhes de frondes de Ulva rigida: a) espinhos marginais; b) células de superficie com
multiplos pirenoides (fotos de Ignacio Barbara, algaeBase 2013).

U. rigida ¢ uma espécie didica, com reproducdo por zoosporos quadriflagelados

e por gametas biflagelados anisogdmicos (Burrows 1991, Brodie et al. 2007). O ciclo de
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vida ¢ haplodiplonte (Fig. 4) com alternancia de gameto6fito isomorfico (haploide) com
geragao esporofita (diploide), mas ambos os macro e microgametas podem desenvolver
partenogénese (Burrows 1991).

A reproducdo vegetativa ¢ por fragmentacdo e muito comum em algumas

populacdes (Brodie et al. 2007).

yngam
; —&—0
-q.,‘.

u
/ .q Zygote (2n)
i \
F .é Gametes (1n)

A
Zoospores (1n) Sporangia /
——-0K -
q-—-_.. =

Mrlosrs ;
\\_ ‘g --""""\o -

Figura 4. Ciclo de vida do género Ulva (PennState 2002).

U. rigida é considerada espécie marinha cosmopolita do Artico ao Antartico,
percorrendo as latitudes das costas continentais do Atlantico, indico e Pacifico,
inclusive as ilhas oceanicas (Guiry & Guiry 2013). Esta macroalga ¢ espécie epifita e
epilitica (Neto et al. 2005, Brodie et al. 2007), ocorre em baias abrigadas, lagoas e
portos, também em costas expostas, ao longo da zona litoral e no sublitoral, estendendo-
se a sua distribui¢do para aguas salobras (Burrows 1991). Pode ainda ser encontrada
livre em flutuacdo em baias abrigadas, chegando a formar conspicuas marés verdes em
locais eutrofizados (Brodie et al. 2007).

U. rigida ¢ frequente em todo o sistema litoral do arquipélago dos Acores na
zona de marés e submersa adjacente pouco profunda (Neto 1989, Neto & Baldwin 1990,
Neto et al. 1990, Neto 1991 e 1994, Tittley & Neto 1994, Neto 1997, 2000a, b, 2001),
nomeadamente estabelece-se em rocha exposta € nas pogas (Fig. 5, Wallenstein et al.

2010), ocorrendo geralmente em profundidades menores do que 12 m (Tempera et al.
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2013). E um constituinte importante do musgo algal e tem ciclo anual mas pode formar
populagdes perenes de talo verde-claro, achatado e membranoso muito varidvel na
forma e dimensdes. E comum ocorrer sob a forma de tufos com cerca de 2 cm de altura,

mas pode crescer isoladamente e atingir os 15 cm (Neto et al. 2005) ou mesmo os 30 cm

de comprimento em zonas permanentemente submersas (DOP-UA¢ 2013).

Figura 5. U. rigida em ecossistemas dos Acores: a) subtidal (foto de DOP-UA¢ 2013); b) intertidal
rochoso (foto Bruno Magalhées, 2013).

Ulva rigida, como todas as espécies de Ulva, ¢ um colonizador inicial em
ecossistemas proximos a costa de crescimento rapido, sendo um importante produtor

primario em habitats entre-marés (Burrows 1991).

1.4. Ecofisiologia de Ulva rigida

A camada superficial ocednica do ambiente pelagico, epipelagico ou pelagico
superior, ¢ normalmente definida como a zona desde a superficie até a profundidade de
200 metros. Onde habitualmente se registam as temperaturas mais elevadas e ¢ a melhor
iluminada pela radiacdo solar, correspondendo a zona fotica. O ambiente costeiro
corresponde a uma pequena parte do epipelagico, designadas por aguas costeiras ou
neriticas, sendo muito produtiva a nivel biologico (Castro & Huber 2000).

O crescimento algal ¢ influenciado por diversas condi¢des ambientais
(Kakinuma et al. 2006), figurando os stresses hialino, luminoso e térmico entre os
principais condicionantes ecofisiologicos (Lobban & Harrison 1994, Davison &
Pearson 1996). Espécies do género Ulva sdo reconhecidas mundialmente como
oportunistas, ao nivel da reten¢ao de nutrientes (Clark 2001, Xu et al. 2012). Estes

organismos sdo estenohalinos tolerando grandes varia¢des salinas (Kakinuma et al.
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2006), que influenciam a taxa fotossintética e respiratoria sucintamente pelo processo da
osmorregulagdo nas algas marinhas (Dawes 1998). Sao igualmente conhecidos por
estenotérmicos, suportando elevadas alteracdoes de temperatura (Hidder & Figueroa
1997, Taylor et al. 2001, Allison 2004, Kakinuma et al. 2006, Dong et al. 2012).
Adaptam-se muito facilmente ao ambiente, o qual influencia diretamente a taxa
metabolica (Dawes 1998), e por sua vez o crescimento, reproducdo e distribuigdao
geografica das algas, refletindo alta capacidade de tolerancia aos fatores edaficos
(Lobban & Harrison 1994, Dawes 1998).

As algas sdo conhecidas como organismos indicadores de caracteristicas
ambientais, sendo vasta a investigagdo experimental sobre os valores 6timos e letais dos
fatores que afetam o crescimento e desenvolvimento destas macroalgas. Por exemplo,
estudou-se a resposta de Ulva (Enteromorpha) intestinalis a flutuagdes de salinidade e
concluiu-se que esta adaptada a regimes reduzidos de sal como aqueles que
caracterizam os estuarios costeiros (Kamer & Fong 2000). Um outro estudo semelhante

foi desenvolvido por Luo & Liu (2011).

Nos Acgores o género Ulva ¢ abundante (Neto et al. 2005). Estes organismos sao
importantes na zona intertidal, sendo comummente referidos como indicadores de
entradas excessivas de nutrientes no meio marinho. Apesar da sua importancia e
distribuicao, a fisiologia destes organismos nunca foi objeto de investigacdo nestes

sistemas insulares.

1.5. Caraterizacido do Arquipélago dos Acores

O arquipélago dos Acgores faz parte da cordilheira submarina atlantica que se
estende desde a Islandia para Sul e Sudoeste (Morton et al. 1998). Tem nove ilhas
vulcanicas (Agostinho 1931, White et al. 1979, Lourengo et al. 1998, Nunes 2002, Cruz
et al. 2009) e varios ilhéus no Nordeste Atlantico com coordenadas 37°40°N e 25°31’W
(Fig. 6), situado na Area 27 — FAO (Ebert & Stehmann 2013). A Corrente do Golfo, que
passa relativamente perto, especifica as condi¢des oceanograficas (Morton et al. 1998),
variando a temperatura entre 16 a 22°C ao longo do ano e as 4guas sdo consideradas
oligotroficas (DROTRH/INAG 2001). A salinidade média anual nas aguas costeiras ¢
classificada de euhalina entre 30 a 40 %o, sendo a tipologia das dguas enquadradas na

eco-regido do Atlantico Norte (DROTRH/INAG 2006).
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Figura 6. Localizagio geografica do Arquipélago dos Agores (Nuno Alvaro — MAR-CIIMAR/CIRN).

A multiplicidade estrutural do ambiente na orla costeira das ilhas dos Acores e
ilhéus, bem como das zonas menos profundas correspondentes aos montes submarinos,
proporcionam riqueza de nichos ecoldgicos para as comunidades de organismos
marinhos como produtores primarios. As macroalgas habitam com relativa abundancia
o meio marinho, podendo cobrir o substrato rochoso na sua quase totalidade.
Distribuem-se verticalmente desde o intertidal, exibindo padrdo de zonacdo das
comunidades (supralitoral, mediolitoral e infralitoral), até¢ profundidades com luz
suficiente que permitam o seu crescimento, situando-se abaixo dos 100 m (Neto et al.
2005).

Apesar da variagdo espacial dentro de cada ilha dos Agores, o seu clima ¢
classificado como mesotérmico hiimido com caracteristicas oceanicas, abrangido pela
categoria dos climas temperados quentes (grupo C), caracterizados por apresentarem
verdo e inverno e a temperatura média do més mais frio ser inferior a 18°C mas superior
a -3°C. De Leste para Oeste do Arquipélago, existe transi¢ao entre subgrupos Cs e Cf,
respetivamente, passando de clima chuvoso temperado com verdo seco a humido em
todas as estacdes (Azevedo et al. 2004). Importa referir que a costa da ilha de Sao
Miguel ¢ temperada com Verdo seco e quente (Csa) (IM-AEMET 2011).
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De uma forma muito geral o seu clima pode ser caracterizado pela sua

amenidade térmica (Fig. 7a), pelos elevados indices de humidade do ar, por taxas de

insolagdo pouco elevadas, por chuva regulares e abundantes e por um regime de ventos

rigorosos que rondam o arquipélago acompanhando o evoluir dos padrdes de circulaciao

atmosférica a escala da bacia do Atlantico Norte. Os invernos, podendo ser chuvosos,

ndo se manifestam excessivamente rigorosos, ocorrendo precipitacdo durante todo o

ano, mesmo nos meses de estio, embora nestes com muito menor expressao (Fig. 7b).

Os verdes sdo amenos e mais ensolarados do que o resto do ano (Azevedo et al. 2004).

c ACORES — Ponta Delgada/Sao Miguel, 1971-2000
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Figura 7. Normais climatoldgicas no arquipélago dos Agores (1971-2000): a) temperatura; b) precipitacdo
(IM-AEMET 2011).

O presente estudo pretendeu avaliar o efeito da temperatura e da luz no

crescimento de plantas de Ulva rigida em cultivo in vitro.
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3. METODOLOGIA

A avaliacao do efeito da temperatura e da luz no crescimento in vitro de plantas
de Ulva rigida nunca tinha sido efetuado nos Agores. Foi necessario efetuar assim um
conjunto de experiéncias preliminares para poder definir e otimizar o desenho
experimental a adotar no presente estudo.

Assim, o presente trabalho englobou a realizacao desses ensaios preliminares e
de duas experiéncias principais de cultivo in vitro de Ulva rigida recorrendo ao uso de
trés camaras de cultura Sanyo MLR-351H com capacidade de 294 L e usando caixas de
Petri quadri-divididas como contentores de cultivo.

As atividades desenvolvidas compreenderam trabalho de amostragem no campo

e diverso trabalho laboratorial como descrito abaixo.

3.1. Amostragem

Selecionou-se o local de amostragem na zona entre-marés junto a ETAR da
Pranchinha em Ponta Delgada (ETAR-PDL, Fig. 8), na Ilha de Sao Miguel pertencente
ao Grupo Oriental no Arquipélago dos Agores, caracterizado por ser uma extensa faixa

de escoada lavica contendo abundantes pogas litorais.
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Figura 8. Localizagdo da ETAR-PDL na costa Sul da Ilha de Sdo Miguel, coordenadas UTM (Nuno
Alvaro — MAR-CIIMAR/CIRN, com adaptacdes de fotos da zona em estudo, Bruno Magalhaes 2013).
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Na selecao do local de amostragem considerou-se: (i) a abundancia da espécie
em estudo ao longo do ano; (ii) o facil acesso; e (iii) a proximidade com o local de
cultivo, permitindo o transporte rapido.

O posicionamento da escoada lavica, exposto a frente costeira e ao rebentamento
direto das ondas, sobretudo em épocas de maior ondulagdo, permite a renovacao
constante da dgua do mar na escoada e nas pocas do intertidal.

A colheita de aguas superficiais neriticas foi realizada em garrafdes de plastico
de 5 L, no decorrer do trabalho experimental mediante as necessidades, garantindo agua
fresca necessaria a prepara¢do e acompanhamento dos cultivos. O transporte para o
laboratorio foi efetuado de imediato.

Identificou-se visualmente nas pocas de maré Ulva rigida por reconhecimento
pratico das algas, mediante o seu aspeto, cor e forma funcional. As plantas completas
foram coletadas manualmente durante o periodo de maré-baixa. Colheram-se
aleatoriamente tantos individuos quantos os necessarios para montar cada experiéncia,
os quais foram colocados em garrafao de plastico de 5 L com agua do mar das
respetivas pogas e transportadas no proprio momento até ao laboratdrio. As recolhas
foram efetuadas no dia da montagem da experiéncia ou na véspera para garantir
organismos frescos.

A confirmacao da identificagdo da espécie em laboratorio foi efetuada pela Prof.

Ana I. Neto, destacando-se a diversidade de formas dos individuos adultos (Fig. 9).

3.2. Trabalho de laboratorio

As atividades laboratoriais foram diversificadas e englobaram diversas tarefas
nas quais se utilizou sempre bata de protecdo e luvas cirlirgicas para minimizar

problemas de contaminacgao.

3.2.1. Preparacao do material (acrilico, vidro e metal)

Todo o material e equipamento a usar no laboratorio foi devidamente lavado e
desinfetado. O material de vidro e metal foi autoclavado recorrendo a autoclave AJC,
modelo Uniclave 88 do CIRN. O material com excecdo do de vidro foi lavado, deixado
a secar, e posteriormente limpo com alcool etilico 96 % para desinfecdo, eliminando
qualquer tipo de impureza ou por¢ao organica nao desejada que pudesse comprometer

as experiéncias.
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Figura 9. Exemplares de Ulva rigida colhidas nas pogas do intertidal da ETAR-PDL, no estado
fenologico: frondes desenvolvidas. Maior expressdo vegetativa de janeiro a margo de 2013, durante os
meses de colheita (outubro 2012 a maio 2013, Bruno Magalhaes 2013).
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3.2.2. Tratamento da agua

No laboratério, no mesmo dia da recolha da 4dgua do mar, procedeu-se a sua
filtragem da agua em sistema de filtragdo SpeedFlow (Crami Milano), com auxilio de
bomba de sugao D-74321 Bietigheim-Bissingen (Diirr Technik, poténcia de 230 v, 1.55
A), utilizando microfibras de vidro Whatman com didmetro 25 nm (cat. n.® 1825-025)
para cada um dos trés copos do sistema de filtracdo. A quantidade de agua filtrada
variou mediante as necessidades de cultivo e sua manutengao.

Seguidamente a dgua do mar foi autoclavada (20 minutos, 120°C e pressao 1.5
bar; autoclave AJC, modelo Uniclave 88 do CIRN) e armazenada em garrafas de vidro
graduadas com capacidade de 2000 ml e apos arrefecimento foram colocadas no

frigorifico. Teve-se o cuidado de confirmar a auséncia de precipitados no frasco.

3.2.3. Preparaciao do meio de cultivo

Como meio de cultivo utilizou-se Meio von Stosch (VS) (Andersen 2005) e d4gua
salgada enriquecida em nutrientes numa combinagdo Nitrato 32: Fésforo 2 (N32P2;
Pavao, Maria Inés, comunicacdo pessoal). Os procedimentos de preparagdo para cada

meio estdo desenvolvidos nos Anexos I e II deste relatorio.

3.2.4. Preparacao dos vouchers

No laboratério, as macroalgas foram depositadas em tabuleiros com dgua do mar
e foram limpas para remover epifitos, pequenos invertebrados e materiais diversos,
selecionando-se dois dos melhores exemplares, um para prensar e ficar a integrar as
cole¢oes do Herbario Ruy Telles Palhinha (AZB) do Departamento de Biologia, outro
do qual foi retirada uma porg¢ao que foi armazenada em silica gel para eventual posterior

estudo genético.

3.2.5. Desenho experimental

Definiu-se um desenho experimental que garantisse um numero suficiente de

replicados para posterior tratamento e analise estatistica.
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Para cada experiéncia foi definido utilizar 6 caixas de Petri quadri-divididas,
cada uma contendo trés replicados (por¢des de alga).

Os dois meios de cultivo a testar von Stosch e 4gua salgada enriquecida em
nutrientes numa combinacao de Nitrato 32: Fosforo 2, foram testados sem (VS; N32P2)
e com refrescamento a cada 10 dias (VS-10; N32P2-10). Na primeira situagdo o meio
era simplesmente colocado no inicio e abastecido quando em escassez sem se remover o
antigo. Na segunda situacdao (com refrescamento), o meio existente ainda nos cultivos
era removido na totalidade e substituido por novo meio a cada 10 dias de cultivo.

Em todas as experiéncias as caixas de Petri foram colocadas aleatoriamente nas

prateleiras das camaras previamente programadas (Fig. 10a e b).

Figura 10. Caixas de Petri quadri-divididas: a e b) aleatoriedade de distribuigdo em prateleiras de camara
de cultivo; ¢) etiquetagem e porgdo algal por compartimento (Bruno Magalhaes 2013).

A monitorizacdo dos cultivos, foi realizada quando as camaras estavam em
periodo de iluminacao, possibilitando a sua abertura e retirada para laboratorio de modo

a cumprir o procedimento de registo de pesagens, estado de sanidade vegetal e presenca
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de epifitos, bem como refrescamento do meio se aplicdvel em dia de pesagem. As
caixas, ao serem novamente colocadas nas respetivas camaras, foram rodadas e trocadas

de prateleiras aleatoriamente.

3.2.6. Preparacao das camaras

As camaras de cultivo disponiveis no Laboratorio de Ficologia do Departamento
de Biologia da Universidade dos Acores sdao equipamentos de crescimento controlado
de plantas com possibilidade de programacdo de intensidade luminosa, fotoperiodo e
temperatura.

Como se pretendia fixar a intensidade luminosa num valor préximo ao do
ambiente natural efetuaram-se medicdes de intensidade luminosa junto ao local de
colheita (16h, 09.11.2013), através de um Fluximetro (Center 337 Lightmeter). De
seguida prepararam-se as camaras para esse valor de luz recorrendo as lampadas da

camara FL40SSW/37.

3.2.7. Preparacio das algas e dos contentores de cultivo

O procedimento de preparacdo dos cultivos foi muito cuidadoso para evitar
contaminagdes. Limpou-se a superficie de trabalho e demais utensilios com alcool
etilico a 96 %.

As caixas de Petri quadri-divididas foram devidamente identificadas. Para isto,
no bordo de cada caixa anotou-se as iniciais do nome do autor, as iniciais da
experiéncia, a indicagdo do meio de cultivo, a temperatura da camara, a data de inicio
do cultivo, o fotoperiodo, o n.° da camara e o n.° da caixa. Por trds da caixa de Petri foi
desenhada uma seta, indicando o sentido horario de colocacdo de cada porcao algal em
cada compartimento (Fig. 10c).

Colocou-se o meio de cultivo na caixa sem preencher na totalidade os quatro
compartimentos.

Prepararam-se as algas para cultivo. Estas foram colocadas num copo graduado
com a agua do mar filtrada e autoclavada, durante 10 minutos. Apos este periodo,
cortaram-se pequenas por¢des de 1 cm” de alga, na zona intermédia das frondes de
modo a obter as necessarias para estabelecer os cultivos, seguindo um molde em papel

plastificado e usando tesouras de papel. Assim preparadas, foram colocadas as porg¢des
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de algas, previamente pesadas recorrendo a uma balanga de relojoeiro Kern ALJ 220-
SDNM, em trés das quatro células de cada caixa de Petri, uma em cada célula. A quarta
célula da caixa, apesar de nao ter alga, possuia meio de cultivo de modo a minimizar a
evaporagdo. Para cada porcao de alga registou-se o peso, estado de saude e presenca de
epifitos, em folhas de registo, as quais foram posteriormente transpostas para ficheiros
Excel para posterior tratamento dos dados. Antes da pesagem, para remover 0 excesso
de agua cada porc¢ao de alga foi passada por gaze esterilizada 6 vezes de cada lado. Este
procedimento foi idéntico em todas as experiéncias efetuadas e cada vez que se

realizavam pesagens.

3.2.8. Cultivos experimentais

No inicio do trabalho experimental efetuou-se o teste aos meios de cultivo,
fixando os fatores temperatura e luz. Testou-se o meio von Stosch e em projeto paralelo,
a decorrer em simultaneo, testaram-se varias combinagdes de agua salgada enriquecida
com os macronutrientes azoto e fosforo. Desenvolveram-se varias experiéncias que
culminaram na decisao dos meios a utilizar. Este trabalho foi seguido de outros testes
preliminares para avaliagdo do efeito da temperatura e do fotoperiodo, de modo a definir
valores de base a utilizar no desenvolvimento experimental.

Assim, a fase experimental englobou seis testes preliminares, conforme
explicado de seguida. Optou-se por apresentar alguns resultados preliminares neste
ponto, nas situagdes em que serviram de base ao delineamento experimental do trabalho
posteriormente desenvolvido.

No teste preliminar I, que decorreu durante 13 dias (27 de outubro a 9 de
novembro de 2012), fixou-se o fotoperiodo em 24 h luz, a intensidade luminosa em
37800 lux e utilizaram-se varios meios de cultivo sem refrescamento, nomeadamente
VS, Comercial (macronutrientes: 20 % azoto ¢ 5 % fosforo; micronutrientes: 4 %
potéssio, 4.5 % magnésio, 6 % enxofre, 0.08 % boro, 0.016 % cobre, 0.16 % ferro, 0.08
% manganés, 0.0016 % molibdénio e 0.05 % zinco) e agua ndo enriquecida com 10
salinidades diferentes (38, 34, 30, 26, 22, 18, 14, 10, 6 ¢ 0 %o). Fez-se variar a
temperatura em dois valores: 18 e 20°C, preparando cada camara com uma destas
condigdes. Registou-se a pesagem inicial e colocaram-se os cultivos nas camaras,
respeitando o desenho experimental explicado no ponto 3.2.5. No final do 7° dia de

cultivo, deu-se a experiéncia por concluida, devido a elevada mortalidade registada. No
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geral o cultivo encontrava-se todo ameacado. As algas resistiram a condigdes estuarinas
mas nao dulg¢aquicolas, houve muitas mortes e algumas por¢des algais danificadas
indicando fotoinibigdo. Os resistentes foram os cultivos de VS nos quais alguns tinham
epifitos. Decidiu-se avangar para o teste preliminar II mantendo o desenho mas
anulando salinidades inexistentes para os Acores, eliminou-se o meio Comercial e foi
colocada a luz nos valores aproximados a realidade da ilha de Sao Miguel, como
explicado no ponto 3.2.6.

No teste preliminar II, que decorreu durante 28 dias (10 de novembro a 8 de
dezembro de 2012), fixou-se o fotoperiodo em 24 h luz, a intensidade luminosa em
16200 lux e utilizaram-se varios meios de cultivo sem refrescamento, nomeadamente
VS e trés meios salinos (38, 34 € 26 %o). Para VS houve renovagdo de meio e caixa ao
14° dia, continuando. Fez-se variar a temperatura em dois valores: 18 e 20°C,
preparando cada cdmara com uma destas condi¢des. Registou-se a pesagem inicial e
colocaram-se os cultivos nas camaras, utilizaram-se 3 caixas por cada combinagdo de
meio e 3 replicados por cada caixa. Efetuaram-se registos do estado de saude inicial, e
depois regularmente. Efetuaram-se pesagens nos 11°, 14° e 28° dias.

No teste preliminar III, complementar ao teste II, que decorreu durante 14 dias
(24 de novembro a 8 de dezembro de 2012) tal como a primeira fase da segunda
experiéncia em VS, fixou-se o fotoperiodo em 24 h luz, a intensidade luminosa em
16200 lux e utilizaram-se varios meios de cultivo sem refrescamento, nomeadamente
VS e quatro meios salinos (40, 36, 32 e 28 %o). Fez-se variar a temperatura em dois
valores: 18 e 20°C, preparando cada camara com uma destas condi¢des. Registou-se a
pesagem inicial e final da experiéncia ao 14° dia e estado de satde inicial e
seguidamente de 2 em 2 dias até ao final 14° dia. Utilizaram-se 3 caixas por cada
combinacdo de meio e 3 replicados por cada caixa. A mortalidade foi generalizada em
meios sem aporte de nutrientes independentemente da salinidade. Sobreviveram os
cultivos em VS que continuaram nas condi¢des do seguinte teste.

No teste preliminar IV, que decorreu durante 21 dias (9 de dezembro a 30 de
dezembro de 2012), fixou-se o fotoperiodo em 12 h escuro/12 h luz, a intensidade
luminosa em 16200 lux, a temperatura em 20°C e utilizou-se o meio de cultivo VS sem
refrescamento, preparando a camara com estas condigdes e respeitando o desenho
experimental explicado no ponto 3.2.5. Registou-se a pesagem inicial e no 21° dia,
correspondente ao final da experiéncia, o estado de sanidade vegetal inicial no 3° dia, e

seguidamente de 2 em 2 dias até ao final da experiéncia.
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No teste preliminar V, complementar ao teste IV, que decorreu durante 21 dias
(11 de janeiro a 1 de fevereiro de 2013), fixou-se o fotoperiodo em 12 h escuro/12 h luz,
a intensidade luminosa em 16200 lux e utilizou-se o meio de cultivo VS sem
refrescamento. Fez-se variar a temperatura em dois valores: 18 e 22°C, preparando cada
camara com uma destas condi¢des e respeitando o desenho experimental explicado no
ponto 3.2.5. Registou-se a pesagem inicial, no 14° e 21° dia (final da experiéncia), o
estado de saude inicial e seguidamente de 2 em 2 dias até ao final da experiéncia. A
sobrevivéncia foi generalizada nos meios testados, registando-se menor crescimento
algal a 22°C.

No teste preliminar VI, que decorreu durante 40 dias (15 de margo a 24 de abril de
2013), fixou-se o fotoperiodo em 12 h escuro/12 h luz, a intensidade luminosa em
16200 lux e utilizaram-se os meios de cultivo VS e N32P2, ambos sem refrescamento.
Fez-se variar a temperatura em trés valores: 14, 16 e 17°C, preparando cada camara com
uma destas condi¢des. Registou-se a pesagem inicial e seguidamente a cada 5 dias até
ao final. Nao houve diferencas significativas no crescimento para as trés temperaturas

testadas.

3.2.9. Cultivos para avaliacio do efeito da temperatura

Nesta experiéncia de avaliagdo do efeito da temperatura, que decorreu durante
40 dias (2 de fevereiro a 14 de marg¢o de 2013), fixou-se o fotoperiodo em 12 h
escuro/12 h luz (FOTOP 12E/12L), a intensidade luminosa em 16200 lux e utilizou-se
como meio de cultivo VS com e sem refrescamento (VS-10 e VS) e uma combinagao de
N32P2 com e sem refrescamento (N32P2-10 e N32P2). Fez-se variar a temperatura em

trés valores: 10, 15 e 20°C, preparando cada cdmara com uma destas condicdes.

3.2.10. Cultivos para avaliaciao do efeito do fotoperiodo

Nesta experiéncia de avaliacdo do efeito do fotoperiodo, que decorreu em 40
dias (6 de maio a 15 de junho de 2013), fixou-se a temperatura em 15°C, a intensidade
luminosa em 16200 lux e utilizou-se como meio de cultivo VS com e sem
refrescamento (VS-10 e VS). Fez-se variar o fotoperiodo em trés valores: 0 h escuro/24
h Iuz (FOTOP 0E/24L), 8 h escuro/16 h luz (FOTOP 8E/16L) e 16 h escuro/8 h luz

(FOTOP 16E/8L), preparando cada cAmara com uma destas condicoes.
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3.2.11. Analise de dados

Os ficheiros em Microsoft Excel foram organizados para cada uma das
experiéncias em metadados e tabela de dados brutos, tendo-se realizado a estatistica
descritiva no programa informatico referido, nomeadamente média, desvio padrdo e erro

padrao, com respetiva representagdo grafica.

Os dados de crescimento e mortalidade foram tratados pela andlise de variancia
(ANOVA), através do software GMav-5 (Underwood et al. 2002). As hipdteses foram
testadas através de procedimentos multivariados, avaliando se existe efeito de interagao
entre diferentes fatores no crescimento e mortalidade in vitro de Ulva rigida decorridos
40 dias.

Para a avaliagdo do efeito da temperatura foram wusados quatro fatores:
temperatura (trés niveis, ortogonal ¢ fixo), meio de cultivo (dois niveis, ortogonal e
fixo), refrescamento (dois niveis, ortogonal e fixo), caixa (seis niveis aninhados em
cento e vinte e trés e aleatorio) e trés replicados.

Para a avaliagdo do efeito do fotoperiodo foram usados trés fatores: refrescamento
do meio de cultivo (dois niveis, ortogonal e fixo), fotoperiodo (trés niveis, ortogonal e
fixo), caixa (seis niveis aninhados em doze e aleatdrio) e trés replicados.

Antes da analise, os dados foram verificados para a heterogeneidade de variancia
por meio do teste de Cochran’s e as transformagdes ndo foram necessarias. Exceto na
primeira situacdo (efeito da variagdo dos diferentes fatores no crescimento algal) em que
a heterocedasticidade persistiu apds transformagao. Neste, a analise foi realizada em
dados ndo transformados, sendo a andlise de variancia relativamente robusta pois a
replicagdo foi alta (Underwood 1997).

As comparagdes posteriores, em termos significativos, foram analisadas pelo teste

de Student-Newman-Keuls (SNK).

Para o teste do qui-quadrado (y¥*) de independéncia, os dados de epifitismo
foram organizados em Excel, para os diferentes meios de cultivo e para as respetivas
temperaturas e fotoperiodos testados: nenhum (0), pouco (1) e muito (2) epifitados. Os
calculos foram executados para os valores observados (StatTrek 2014; O, foi a
contagem de frequéncia observada a nivel de por¢des amostradas de U. rigida pouco e

muito epifitadas na variavel meio de cultura e nivel idéntico de epifitos na variavel
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temperatura/fotoperiodo; r e ¢ referem-se a linhas e a colunas respetivamente) e
expectados de epifitos (E;. = (n; * n.)/n; onde E, foi a contagem de frequéncia esperada
de epifitos, n, foi o nimero total de observagdes da amostra a nivel de epifitos na
variavel meio de cultura, n. foi o numero total de observacdes da amostra a nivel de
epifitos na variavel temperatura/fotoperiodo, e n foi o tamanho total da amostra).
Seguiu-se calculo da contribuicdo y* (y2 =2 [ (Or - Er,c)2/ E:c 1.

Determinou-se os graus de liberdade (df = (r - 1) * (c - 1); r foi o niimero de
niveis de varidvel categorica temperatura/fotoperiodo, e ¢ foi o nimero de niveis para a
variavel categorica meio de cultura com e sem refrescamento), o teste y2 global

(somatoério de y2) e a probabilidade (P, distribui¢do de y2 usando os df calculados).

24



4. RESULTADOS

Em Anexo (III a XX) estdo apresentados os resultados das pesagens de todas as

por¢des de Ulva rigida para cada momento ao longo de 40 dias (de 5 em 5 dias), nos

diferentes testes.

4.1. Avaliacao do efeito da temperatura

A andlise de variancia relativa a avaliagdo do efeito da temperatura revelou uma

interacdo significativa entre os fatores temperatura (10, 15 e 20°C), meio (VS e N32P2)

e refrescamento, no crescimento algal no final dos 40 dias de cultivo (P < 0.05, Tabela

2).

Tabela 2. ANOVA comparando o efeito da variagdo da temperatura (10, 15 e 20°C), meio de cultura (VS

e N32P2) e refrescamento (sem e com), no crescimento e mortalidade algal aos 40 dias.

Crescimento Mortalidade
Fonte df MS F P MS F P
Temperatura =T 2 19.1784 53.63 0.0000 1.1852 6.46 0.0029
Meio =M 1 1.6086 4.50 0.0381 4.7407 25.86 0.0000
Refrescamento = Rf 1 3.6244 10.14 0.0023 3.1296 17.07 0.0001
Caixa (T x M x Rf) 60 0.3576 0.78 0.1391 0.1833 1.89 0.0012
TxM 2 2.1222 5.93 0.0044 0.9630 5.25 0.0079
Tx Rf 2 0.0069 0.02 0.9808 1.8519 10.10 0.0002
M x Rf 1 2.7835 7.78 0.0071 0.4630 2.53 0.1173
TxMx Rf 2 4.4871 12.55 0.0000 0.0741 0.40 0.6694
Residual 144 0.4578 0.0972
Transformagao ndo possivel nenhum
Teste Cochran’s C=0.1402 (P <0.01) C=10.0476 ns
SNK T10: VS > VS-10 Interagdo T x Rf:

T10: N32P2 <N32P2-10
T15: VS=VS-10
T15: N32P2 = N32P2-10
T20: VS =VS-10
T20: N32P2 > N32P2-10

VS: TI0<TI15=T20
VS-10: T10 <T15=T20
N32P2: T10 <T15=T20
N32P2-10: T10 =T20 <TI15

T10: VS > N32P2
T10: VS-10 <N32P2-10
T15: VS > N32P2
T15: VS-10 = N32P2-10
T20: VS = N32P2
T20: VS-10 > N32P2-10

VS e N32P2: T10 > T15 = T20
VS-10 e N32P2-10: T15 <T10 <T20

T10: VS e N32P2 = VS-10 e N32P2-10
T15: VS e N32P2 = VS-10 e N32P2-10
T20: VS e N32P2 <VS-10 e N32P2-10

Interagao T x M:
VS: T10>T15=T20
N32P2: T10 =T15 =T20

T10: VS > N32P2
T15: VS > N32P2
T20: VS = N32P2

ns: ndo significante

Nesta experiéncia verificou-se que o refrescamento do meio de cultivo teve

efeitos diferentes no crescimento algal em fungdo da temperatura e do meio de cultivo.

Assim, e como se pode constatar da analise SNK (Tabela 2), a 10°C houve um efeito
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negativo e significativo do refrescamento em meio VS (média + SE: sem refrescamento
0.034 g + 0.007; com refrescamento 0.011 g + 0.005) (Tabela 2, Fig. 11a, b). O
contrario ocorreu no meio N32P2, no qual, para a mesma temperatura, se registou um
efeito positivo e significativo do refrescamento (com refrescamento: 0.030 g + 0.004;
sem refrescamento: 0.023 g + 0.003). A 20°C, o crescimento foi significativamente
superior no meio N32P2 sem refrescamento (0.055 g + 0,004) do que com
refrescamento (0.032 g = 0,004). Para as restantes combinagdes de efeitos temperaturas
e meios ndo houve efeito significativo do refrescamento no crescimento algal. Estes
resultados revelam uma tendéncia ndo consistente do efeito do fator refrescamento no
crescimento algal.

Relativamente ao efeito da temperatura verificou-se que, com exce¢do do meio
N32P2 com refrescamento, o crescimento algal foi sempre significativamente menor
quando as algas foram cultivadas a 10°C comparativamente com o crescimento
registado a 15 e 20°C (Tabela 2, Fig. 11), realgando um efeito positivo da temperatura
no crescimento algal.

Quando comparando os diferentes meios (VS vs. N32P2) verificou-se que o
crescimento algal aos 40 dias foi significativamente maior em meio VS em 3 (de 6
possiveis) situacdes, igual em 2 situacdes e inferior em 1 situagdo, comparativamente ao
crescimento observado em meio N32P2. Verificou-se ainda que o crescimento algal foi
tendencialmente favorecido em meio VS sem refrescamento as duas temperaturas mais
baixas (10 e 15°C), nao havendo diferencas significativas a 20°C. Nos casos em que
houve refrescamento (VS-10), os resultados foram altamente varidveis dependo da

temperatura (Tabela 2, Fig. 11).

A andlise ANOVA a mortalidade algal aos 40 dias, revelou uma interacao
significativa entre os fatores temperatura e refrescamento e entre os fatores temperatura
e meio (Tabela 2).

A analise SNK indicou que, para a interacdo temperatura e refrescamento, a
mortalidade de Ulva rigida foi significativamente superior a 10°C do que a 15 e 20°C,
no caso em que ndo houve refrescamento do meio (Tabela 2, Fig. 12). Nas situagdes em
que houve refrescamento do meio a mortalidade algal foi significativamente superior a
20°C, seguindo-se os 10 e os 15°C, ndo se tendo registado diferencas significativas entre

as duas temperaturas inferiores.
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Figura 11. Crescimento médio algal (+ SE), mantendo fotoperiodo 12h escuro/12h luz, em diferentes
temperaturas. Meios: a) VS; b) VS-10; ¢) N32P2; d) N32P2-10.

De uma forma geral ndo se registou mortalidade nos primeiros 20 dias. Apos
este periodo, verificou-se alguma mortalidade que variou entre os fatores testados.
Relativamente a interagao entre os fatores temperatura e meio verificou-se que em meio
VS foi registada baixa mortalidade algal aos 40 dias, sobretudo a 20°C (5.6 %) e a 15°C
(16.7 %), mas a 10°C atingiu 50 % (Fig. 12a), sendo significativamente superior as
restantes. As maiores percentagens de mortes algais registadas foram de 72.2 %, no
meio VS com refrescamento a 20°C aos 35 e 40 dias e a 10°C aos 40 dias. O inicio da
mortalidade ocorreu a 10°C aos 25 dias e nas restantes temperaturas 20 e 15°C aos 30 e
35 dias, respetivamente. Mas salienta-se o facto de a mortalidade ter disparado a 20°C
de 5.6 % aos 30 dias para 72.2 % aos 35 dias, o que ndo sucedeu a 10°C tendo sido a
mortalidade gradualmente crescente (Fig. 12b).

Continuando na interagdo da temperatura com o meio, a analise SNK indicou
que nas temperaturas 10 e 15°C (com e sem refrescamento) a mortalidade foi
significativamente superior no meio VS do que em N32P2. A mortalidade algal no meio
N32P2 durante os 40 dias estudados foi de 0 % as temperaturas 15 ¢ 20°C. A 10°C os
niveis de mortalidade foram relativamente baixos e atingiram o maximo de 16.7 % aos
30 dias (Fig. 12¢). A mortalidade foi superior aos 20°C em N32P2 com refrescamento
do que nas restantes temperaturas, tendo atingido valores de, respetivamente, 38.9 e

55.6 % nos 35 e 40 dias de cultivo (Fig. 12d).
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Figura 12. Taxa de mortalidade, mantendo fotoperiodo 12 h escuro/12 h luz, em diferentes temperaturas.
Meios: a) VS; b) VS-10; ¢) N32P2; d) N32P2-10.

Tabela 3. Teste y* de independéncia entre a frequéncia de U. rigida epifitada em diferentes temperaturas
e meios de cultivo (df =4, x* global = 7.75, P > 0.10).

VS VS-10 N32P2-10

T 10°C

Observado 18 18 6
Expectado 18.4 18.4 5.1
Contribui¢do y° 0.01 0.01 0.15
T 15°C

Observado 18 18 9
Expectado 19.8 19.8 5.5
Contribuicio y° 0.16 0.16 2.25
T 20°C

Observado 18 18 0
Expectado 15.8 15.8 4.4
Contribuicio y° 0.31 0.31 439

No que diz respeito ao numero de algas epifitadas verificou-se que em meio
N32P2 sem refrescamento ndo se registou quaisquer casos de epifitismo. Em contraste,
quando houve refrescamento em meio N32P2 e em ambos os casos em meio VS
registaram-se altos niveis de epifitismo (Tabela 3). Para estes ultimos, nao houve
qualquer diferenga na proporcao de algas epifitadas a qualquer uma das temperaturas

registadas (y* global = 7.75, P > 0.10, Tabela 3).
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4.2. Avaliacao do efeito do fotoperiodo

A ANOVA referente a avaliacdo do efeito do fotoperiodo, revelou a existéncia
de uma interagao significativa do efeito dos fatores refrescamento (VS e VS-10) e
fotoperiodo (0E/24L, 8E/16L e 16E/8L) no crescimento algal decorridos 40 dias (Tabela
4). A andlise SNK revelou que, no caso em que o fotoperiodo foi de 8E/16L, o
crescimento algal foi significativamente superior com refrescamento (VS-10, 0.041 g +
0.004) do que sem refrescamento (VS, 0.041 g + 0.005). No entanto, ndo se verificaram
diferencas no crescimento algal entre meios com e sem refrescamento nos casos dos
fotoperiodos OE/24L e 16E/8L (Tabela 4, Fig. 13a, b). Por outro lado, no caso do meio
sem refrescamento ndo houve diferencas significativas no crescimento algal entre os
varios fotoperiodos. Ja no caso em que houve refrescamento o crescimento algal variou
significativamente entre fotoperiodos sendo maior em 8E/16L em relagdo a 16E/8L e

0E/24L.

Tabela 4. ANOVA comparando a variagdo do refrescamento do meio de cultura (VS e VS-10) com os
fotoperiodos (0E/24L, 8E/16L e 16E/8L), no crescimento e mortalidade algal aos 40 dias.

Crescimento Mortalidade

Fonte df MS F P MS F P
Refrescamento = Rf 1 0.0547 0.18 0.6778 0.7500 2.21 0.1473
Fotoperiodo = Fotop 2 3.9625 12.76 0.0001 1.6204 4.78 0.0158
Caixa (Rf x Fotop) 30 0.3105 1.65 0.0432 0.3389 3.33 0.0000
Rf x Fotop 2 1.3024 4.19 0.0248 1.0833 3.20 0.0551
Residual 72 0.1881 0.1019
Transformagao nenhum nenhum
Teste Cochran’s C=0.1394 ns C=0.0909 ns
SNK 0E/24L: VS = VS-10 Fotop:

8E/16L: VS < VS-10 0E/24L = 8E/16L

16E/8L: VS = VS-10 8E/16L = 16E/8L

0E/24L > 16E/8L
VS: 0E/24L = 8E/16L = 16E/8L
VS-10: 8E/16L > 16E/8L > 0E/24L

No que diz respeito a mortalidade algal aos 40 dias verificou-se que apenas
houve um efeito significativo do fotoperiodo, registando-se uma maior mortalidade em

0E/24L do que a 16E/8L (Tabela 4).
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Figura 13. Crescimento médio algal (= SE) e respetiva taxa de mortalidade, mantendo temperatura 15°C,
em diferentes fotoperiodos. Refrescamento: a) e ¢) VS; b) e d) VS-10.

Em relacao a quantidade de algas epifitadas verificou-se que a propor¢ao de
epifitos em meios VS com e sem refrescamento e para cada um dos diferentes

fotoperiodos foi idéntica (y* global = 1.20, P > 0.55, Tabela 5).

Tabela 5. Teste y* de independéncia entre a frequéncia de U. rigida epifitada em diferentes fotoperiodos e
meios VS com e sem refrescamento (df = 2, y* global = 1.20, P > 0.55).

VS VS-10

Fotop 0E/24L

Observado 18 18
Expectado 16.8 19.3
Contribui¢io y* 0.09 0.08
Fotop 8E/16L

Observado 11 18
Expectado 13.5 15.5
Contribuicdo y* 0.46 0.40
Fotop 16E/8L

Observado 18 18
Expectado 16.8 19.3
Contribuicio y° 0.09 0.08
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5. DISCUSSAO

No global, os resultados vao de encontro ao esperado na medida em que ¢ do
conhecimento geral que o crescimento algal ¢ influenciado pela temperatura, luz e
disponibilidade de nutrientes no meio (Lobban & Harrison 1994, Davison & Pearson
1996). O baixo crescimento de Ulva rigida em cultivo in vitro a 10°C registado neste
estudo parece, contudo, contrariar a elevada capacidade estenotérmica reportada na
literatura para organismos deste género (Héader & Figueroa 1997, Taylor et al. 2001,
Allison 2004, Kakinuma et al. 2006, Dong et al. 2012). Por outro lado, este reduzido
crescimento a temperatura mais baixa testada e o pico de crescimento registado nas
temperaturas mais elevadas pode estar relacionado com uma adapta¢do as condigdes
encontradas no ambiente natural onde a alga ocorre nos Agores e onde foi coletada. Esta
pode ser também a explicagdo para o maior crescimento observado para o fotoperiodo
de 16 horas de luz. De facto, nos Agores a temperatura da 4gua do mar nunca desce aos
10°C e os periodos de maior crescimento algal correspondem as épocas do ano em que
ha menores periodos de escuro, nomeadamente na primavera e inicio do verdo (Neto
1997). Informacao meteorologica para os anos de 1993-95 na ilha de Sao Miguel, fonte
do Instituto Nacional de Meteorologia e Geofisica, registou valores médios mensais da
temperatura da dgua do mar de 15-16°C minimos em fevereiro-margo e de 22-23°C
maximos em agosto-setembro (Neto 2000a), variando a temperatura neritica superficial
da coluna de agua entre 16 a 22°C ao longo do ano (DROTRH/INAG 2001). Valores de
temperatura média da agua do mar registados no grupo oriental do Arquipélago dos
Acores (Instituto Portugués do Mar e Atmosfera 2014), desde o inicio do
estabelecimento dos cultivos (teste preliminar I) em outubro de 2012 com valor maximo
de 22°C, descendo gradualmente até¢ valores minimos de 15.5-16°C em margo-abril de
2013 e atingindo os 18-20°C em junho de 2013.

O maior crescimento observado para o fotoperiodo de 8E/16L e para as
temperaturas de 15 ¢ 20°C vai de encontro ao trabalho de Casabianca & Posada (1998)
com Ulva rigida da costa francesa do Mar Mediterraneo que registaram um maximo de
crescimento para temperaturas de 4gua entre 15 ¢ 18°C ¢ uma luz de 200-280 mEm™s ™.

Os mesmos autores referem que as espécies de algas do género Ulva que
habitam zonas temperadas sao caracterizadas por crescimento vegetativo 6timo entre 10
a 18°C, mas que a temperaturas inferiores a 10°C o crescimento ¢ retardado e, quando

maior do que 25°C ¢ inibido. No entanto, Ulva lactuca resiste a temperaturas elevadas
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(comparativamente com Grateloupia turuturu, Laminaria japonica, Palmaria palmata e
Undaria pinnatifida), suportando 30°C durante 4 horas sem aparente declinio no
rendimento 6timo da fluorescéncia clorofilina (Shaojun & Tifeng 2008).

Outros estudos comparativos, do efeito combinado da temperatura do meio (5,
10, 15 e 20°C) e luz (40 ¢ 60 mEm'zs'l), revelaram que 10°C e 40 mEm?s” foram as
condi¢des mais adequadas para o crescimento vegetativo de Ulva fenestrata, coletada na
zona de sublitoral de Amursky Bay no mar do Japao, em condi¢des de laboratorio em
meio de cultivo Provasoli. No entanto, a reducdo de temperatura abaixo de 5°C inibiu o
crescimento € o seu aumento para valor superior a 10°C facilitou a gametogénese
frequente e regular (Kalita & Tytlianov 2003).

A influéncia da temperatura ¢ do fotoperiodo sobre o crescimento e reproducao
foi avaliada em Porphyra dioica coletada na costa norte de Portugal continental, e
submetida a cultivo em meio von Stosch, tendo as taxas de crescimento sido
significativamente afetadas por aqueles dois pardmetros. Nestas experiéncias a maior
taxa de crescimento foi registada a 15°C (Pereira et al. 2004 e 2006). Os talos
masculinos libertaram gametas a temperaturas entre 10 e 20°C e a fotoperiodos de 10,
12 e 16 h de luz. A ocorréncia de talos femininos nao fertilizados foi observada entre 10
e 20°C, sob todos fotoperiodos testados (Pereira et al. 20006).

Sabe-se que em Ulva a temperatura e luz influenciam significativamente a
assimilacdo de nutrientes para os tecidos, através da estimulagdo da atividade
fotossintética, com o consequente crescimento algal (Solidoro et al. 1997, Campbell
2001, Pérez-Mayorga et al. 2011). No presente estudo observou-se que o crescimento
algal foi significativamente maior quando se usou meio de cultivo von Stosch
comparativamente ao meio de agua salgada enriquecida com nutrientes numa
combinacdo de apenas Nitrato 32: Fosforo 2 (N32P2). Pensamos que isto esta
relacionado com a maior disponibilidade de micronutrientes para as algas no meio von
Stosch, para além dos macronutrientes Nitrato e Fosforo.

A andlise da composi¢do de aminoacidos em Ulva rigida revelou ser rica em
proteina e com qualidade considerada boa (Taboada 2010), no entanto diferiu em baixa
percentagem de proteinas analisada por Satpati & Pal (2011). Supostamente estas
diferencas de concentragdes de azoto nos tecidos algais, devem-se a disponibilidade do
mesmo nos meios de cultivo. Nielsen et al. (2011) referem que os efluentes de
aquicultura sdo ricos em azoto amoniacal (NH4") e, portanto, muito adequado como

fonte de nutrientes para as espécies de Ulva. Com teores mais elevados de nutrientes
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dissolvidos em agua, as concentragdes nos tecidos algais de azoto, fosforo, aminoacidos
e proteinas aumentam em Ulva lactuca. Também Ulva pertusa apresentou elevada
eficiéncia de biofiltragem de NH," (> 80 %), em sistema integrado de piscicultura-algas.
Nos tecidos vegetais os teores de azoto e fosforo aumentaram rapidamente, removendo
eficientemente dos efluentes da aquacultura NH,', seguidamente de nitratos mais
nitritos (NOs + NO,) e ortofosfatos (PO,>") (Kang et al. 2011).

A mortalidade algal registada foi maior em meio von Stosch do que em N32P2,
mas menor também nas duas temperaturas mais elevadas testadas (20 e 15°C). Nao se
registaram quaisquer casos de epifitismo em meio N32P2 sem refrescamento, ocorrendo
simultaneamente neste meio a menor percentagem de mortalidade algal. No entanto,
quando houve refrescamento em meio N32P2, houve epifitismo e a mortalidade aos
20°C aumentou. Estes resultados da epifitismo versus mortalidade poderdo estar
relacionados com a disponibilidade de nutrientes no meio e com a reposicdo de
nutrientes aquando do refrescamento.

Na avaliacdo do efeito do fotoperiodo a 15°C, verificou-se a existéncia de uma
interacdo significativa do efeito dos fatores refrescamento em meio von Stosch e
fotoperiodo OE/24L na saude algal de Ulva rigida, decorridos 40 dias, atingindo-se uma
mortalidade de 83.3 %. Isto sugere ter ocorrido fotoinibi¢do ja que os cultivos estavam
submetidos a luz continua de 16200 lux durante 24 h. Estes resultados vao de encontro
ao observado por Figueroa et al. (2009) que referiram que ha algum efeito inibitorio do
stress luminoso de curto prazo em Ulva lactuca quando hé enriquecimento do meio de
cultivo em azoto. A adaptacdo de Ulva lactuca ao excesso de luz acompanhada por uma
eficiente conversdo da irradiancia em energia fotoquimica ou térmica impedindo assim
os danos no fotossistema II (PS II), foi igualmente referida por Shaojun & Tifeng
(2008). No entanto, o refrescamento do meio com adi¢cdo de macro e micronutrientes
deve ter tido efeito sinergético com a temperatura 6tima de crescimento de 15°C para
Ulva rigida, estimulando a exposicdo do aparelho fotossintético aos efeitos diretos do

excesso de luz, acabando por ocorrer fotoinibicao.

Sendo U. rigida uma espécie relativamente facil de cultivar e atendendo a todas
as suas aplicagdes potenciais referidas na introdugdo deste estudo e aos resultados
obtidos neste trabalho, pensamos ser importante investigar o cultivo desta alga a nivel

industrial, no sentido de avaliar eventual futura producdo a maior escala na Regido.
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Anexo I — Preparacio de meio de cultura von Stosch (VS)

1- Ap6s filtragem, mede-se com a ajuda de uma proveta graduada 970 ml de agua
do mar acrescentando 30 ml de dgua destilada, perfazendo 1000 ml, diminuindo-se a
salinidade de dgua do mar.

2- Aos 1000 ml adiciona-se 1.44 ml de HCI mais 0.12 g NaHCOs;, utilizando
agitador magnético, para equilibrar o pH.

3- Retiram-se 970 ml e colocado em garrafa de vidro graduada de 2000 ml, para
autoclavar (periodo de esterilizacdo 20 min a 120°C e 1.5 bar).

4- Armazena-se 24 h em frigorifico, para evitar precipitagdes, sem nunca abrir a
garrafa.

5- Apos o periodo de espera, adiciona-se 5 ml de cada nutriente (cinco) por ordem
seguidamente indicada, através de pipeta graduada para cada nutriente, agitando todas
as garrafas de vidro da solu¢do-mae antes de usar:

5.1- HN8204P7.H20*, 5.375 g a);
5.2- NaNOs, 21.26 g a);

5.3- FeS04.7H,0, 0.14 g b) (0.07 g/250 ml, garrafa de vidro envolvida em folha de
aluminio, para evitar que a solucdo precipite com a luz);

5.4- MnCl,.4H,0, 0.98 g a);
5.5- NaEDTA, 1.86 g b), 0.93g/250 ml.

6- Em 475 ml de H,0 destilada dissolve-se cada vitamina em frasco de vidro.
Filtracdao 0.2 um autoclavado. Adicionou-se 5 ml de vitaminas (trés) de cada solucao-
-mae:

6.1- Tiamina (vitamina B;), 0.1 g;
6.2- Biotina (vitamina H), 0.5 ml;

6.3- Cianocobalamina (vitamina B,), 0.5 ml.

No final armazena-se as vitaminas no congelador.

*Na,p-glicerofosfato (substituir por HNa,O4P7)
a) para 500 ml (propor¢ao 5 ml nutrientes/1000 ml H,O)

b) para 250 ml (necessario reduzir para metade)

42



Anexo II — Preparacdo do meio de cultura de Nitratos e Fosforo
(N32P2)

Para a determinacao das concentra¢des de Nitratos (N) usa-se como valor inicial
0.3 ppm de NOs, correspondente ao valor ambiente. O qual foi determinado por andlise
bioquimica pelo INOVA — Instituto Inovacao e Tecnologia dos Agores, a dgua neritica
da costa Sul de Sdo Miguel a recolher para preparacdo dos meios. A partir deste valor
inicial de NO;, definiram-se os restantes valores com crescimento exponencial: 2, 4, §,

16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 ppm.

Quanto a concentracdo de Fosforo (P), o valor ambiente foi de 0.37 ppm P,0s
determinado pelo INOVA e define-se 2 ppm como valor acima do registado em

condigdes naturais.

Todas as concentracdes de N sdo preparadas a partir do mesmo composto,
NaNOs'. Calcula-se a % de NOj; presente no composto e de Na, tendo por base o valor
da Massa Molar do composto. Obtidas 73 e 27 % respetivamente, procede-se ao célculo
da quantidade de composto necessaria: para a quantidade de NO; pretendido, qual a
quantidade de Na necessaria (e.g. 2NOj3 corresponde a 73 %, x Na correspondera a 27
%), o valor obtido sera o valor de Na necessério. Seguidamente, soma-se ao valor 2
ppm de NOs, o respetivo valor de Na obtido. Esse somatorio sera o valor do composto

necessario para a concentragdo de N que se pretende.

Exemplifica-se: 32 ppm NO;  corresponde a 73% de NaNO;, x ppm Na
corresponde a 27 % de NaNOs_entdo, x = (32*0.27)/ 0.73 = 11.83 ppm (mg/L) de Na.
O somatorio de 32 + 11.83 mg/L = 43.83 mg/L = 0.0438 g/L

As concentragdes de Fosforo sdo obtidas, a semelhanga, que as de Nitratos pelo
mesmo calculo, utiliza-se o composto KH,PO4. Através do valor da Massa Molar, a
equivaléncia de 2 ppm corresponde a 22.6 % do composto. Da analise realizada pelo
INOVA, para determinar os valores ambientes, tem-se como marcador P,Os ajustando-
se para Kh,POj4 disponivel em laboratorio. Como o composto de referéncia do INOVA
tem 2 moléculas de P e apenas necessitamos de 1 molécula de P, entdo para a

concentragdo de 2 ppm de P € necessario 0.008 g/L. de KH,POj,.

Para perfazer o meio N32P2, adiciona-se em simultaneo 0.0438 de NaNO; e 0.008 g/L
de KH2P04_
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Anexo III — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito da
temperatura (VS, 10°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,008 0,010 0,012 0,006 0,044 0,044 0,038 0,038 0,038
1 2 0,012 0,014 0,017 0,008 0,078 0,041 0,030 0,030 0,030
1 3 0,019 0,022 0,024 0,024 0,026 0,025 0,029 0,028 0,031
2 1 0,008 0,012 0,020 0,019 0,024 0,012 0,042 0,008 0,009
2 2 0,011 0,015 0,024 0,027 0,017 0,040 0,029 0,065 0,059
2 3 0,012 0,014 0,024 0,021 0,034 0,014 0,042 0,009 0,002
3 1 0,015 0,022 0,040 0,039 0,041 0,032 0,014 0,014 0,014
3 2 0,016 0,021 0,036 0,032 0,044 0,046 0,009 0,049 0,049
3 3 0,015 0,019 0,027 0,035 0,036 0,041 0,033 0,068 0,061
4 1 0,026 0,027 0,034 0,032 0,039 0,049 0,029 0,082 0,116
4 2 0,015 0,015 0,022 0,024 0,025 0,039 0,027 0,021 0,016
4 3 0,019 0,023 0,038 0,036 0,041 0,058 0,029 0,067 0,065
5 1 0,011 0,016 0,026 0,026 0,022 0,022 0,016 0,016 0,016
5 2 0,012 0,015 0,019 0,015 0,011 0,011 0,018 0,018 0,009
5 3 0,016 0,017 0,019 0,015 0,013 0,010 0,012 0,008 0,008
6 1 0,013 0,014 0,016 0,010 0,009 0,009 0,033 0,033 0,033
6 2 0,014 0,017 0,021 0,015 0,011 0,016 0,019 0,019 0,019
6 3 0,013 0,017 0,021 0,016 0,013 0,013 0,035 0,035 0,035

Peso Médio (g) 0,014 0,017 0,024 0,022 0,029 0,029 0,027 0,034 0,034

SE 0,001 0,001 0,002 0,002 0,004 0,004 0,002 0,005 0,007

Anexo IV — Pesos
temperatura (VS,

(g) de Ulva rigida na avaliacido
15°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

do efeito da

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,012 0,018 0,064 0,057 0,060 0,054 0,072 0,046 0,050
1 2 0,016 0,025 0,083 0,105 0,083 0,064 0,075 0,043 0,049
1 3 0,010 0,016 0,050 0,058 0,055 0,049 0,071 0,045 0,044
2 1 0,013 0,019 0,040 0,090 0,075 0,057 0,084 0,053 0,055
2 2 0,009 0,016 0,048 0,065 0,061 0,049 0,069 0,037 0,038
2 3 0,018 0,022 0,045 0,047 0,062 0,063 0,091 0,071 0,077
3 1 0,015 0,021 0,051 0,064 0,071 0,068 0,078 0,060 0,068
3 2 0,019 0,026 0,067 0,098 0,099 0,087 0,103 0,077 0,082
3 3 0,017 0,023 0,068 0,080 0,091 0,080 0,090 0,068 0,079
4 1 0,022 0,029 0,099 0,076 0,084 0,073 0,083 0,075 0,080
4 2 0,015 0,022 0,042 0,061 0,062 0,062 0,068 0,063 0,085
4 3 0,011 0,014 0,025 0,033 0,042 0,043 0,066 0,050 0,060
5 1 0,011 0,017 0,044 0,058 0,065 0,036 0,039 0,039 0,039
5 2 0,012 0,018 0,048 0,058 0,069 0,072 0,093 0,093 0,093
5 3 0,013 0,019 0,047 0,045 0,043 0,030 0,037 0,037 0,037
6 1 0,016 0,025 0,101 0,089 0,110 0,088 0,107 0,071 0,077
6 2 0,016 0,019 0,033 0,038 0,044 0,047 0,052 0,045 0,056
6 3 0,018 0,029 0,072 0,092 0,100 0,101 0,108 0,045 0,110

Peso Médio (g) 0,015 0,021 0,057 0,068 0,071 0,062 0,077 0,056 0,065

SE 0,001 0,001 0,005 0,005 0,005 0,004 0,005 0,004 0,005
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Anexo V — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacdo do efeito da
temperatura (VS, 20°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,018 0,030 0,040 0,061 0,060 0,093 0,069 0,063 0,061
1 2 0,018 0,035 0,065 0,086 0,077 0,106 0,086 0,062 0,060
1 3 0,018 0,034 0,051 0,083 0,074 0,109 0,097 0,092 0,092
2 1 0,013 0,032 0,047 0,094 0,088 0,143 0,094 0,054 0,042
2 2 0,018 0,036 0,053 0,094 0,077 0,112 0,063 0,046 0,045
2 3 0,018 0,036 0,056 0,084 0,074 0,091 0,063 0,025 0,027
3 1 0,020 0,037 0,050 0,076 0,070 0,096 0,087 0,066 0,069
3 2 0,015 0,039 0,061 0,089 0,090 0,131 0,104 0,084 0,078
3 3 0,018 0,037 0,046 0,069 0,079 0,115 0,091 0,074 0,072
4 1 0,013 0,029 0,039 0,066 0,070 0,118 0,096 0,066 0,067
4 2 0,014 0,029 0,039 0,064 0,057 0,080 0,058 0,017 0,013
4 3 0,015 0,033 0,048 0,072 0,069 0,086 0,086 0,005 0,033
5 1 0,015 0,030 0,042 0,084 0,082 0,126 0,114 0,097 0,088
5 2 0,015 0,044 0,074 0,104 0,099 0,126 0,106 0,086 0,072
5 3 0,014 0,033 0,044 0,061 0,059 0,066 0,052 0,018 0,018
6 1 0,015 0,036 0,048 0,091 0,083 0,118 0,104 0,065 0,026
6 2 0,015 0,037 0,055 0,082 0,087 0,090 0,070 0,058 0,059
6 3 0,016 0,025 0,035 0,064 0,066 0,078 0,089 0,060 0,063

Peso Médio (g) 0,016 0,034 0,050 0,079 0,076 0,105 0,085 0,058 0,055

SE 0,000 0,001 0,002 0,003 0,003 0,005 0,004 0,006 0,006

Anexo VI — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacao

temperatura (VS-10, 10°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

do efeito da

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,011 0,012 0,014 0,012 0,010 0,010 0,006 0,006 0,008
1 2 0,012 0,015 0,020 0,012 0,008 0,007 0,007 0,007 0,007
1 3 0,012 0,013 0,018 0,012 0,012 0,010 0,006 0,006 0,006
2 1 0,010 0,015 0,017 0,009 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
2 2 0,009 0,012 0,030 0,018 0,016 0,013 0,008 0,006 0,001
2 3 0,014 0,018 0,049 0,035 0,037 0,042 0,050 0,088 0,090
3 1 0,015 0,017 0,024 0,017 0,014 0,012 0,006 0,005 0,002
3 2 0,010 0,011 0,013 0,011 0,011 0,009 0,008 0,007 0,009
3 3 0,010 0,013 0,022 0,015 0,008 0,007 0,006 0,006 0,006
4 1 0,008 0,011 0,016 0,011 0,008 0,009 0,007 0,007 0,007
4 2 0,006 0,010 0,013 0,011 0,009 0,007 0,005 0,005 0,005
4 3 0,006 0,008 0,011 0,005 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
5 1 0,006 0,010 0,020 0,011 0,006 0,002 0,002 0,002 0,002
5 2 0,009 0,014 0,029 0,027 0,025 0,029 0,026 0,029 0,012
5 3 0,008 0,011 0,015 0,091 0,004 0,030 0,030 0,030 0,030
6 1 0,012 0,013 0,020 0,014 0,012 0,007 0,007 0,007 0,007
6 2 0,009 0,011 0,021 0,084 0,004 0,002 0,002 0,002 0,002
6 3 0,010 0,012 0,014 0,099 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006

Peso Médio (g) 0,010 0,013 0,020 0,027 0,011 0,011 0,010 0,012 0,011

SE 0,001 0,001 0,002 0,007 0,002 0,003 0,003 0,005 0,005
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Anexo VII — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito da

temperatura (VS-10, 15°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,014 0,018 0,054 0,049 0,056 0,048 0,052 0,053 0,054
1 2 0,015 0,020 0,058 0,085 0,086 0,063 0,069 0,053 0,052
1 3 0,008 0,014 0,040 0,066 0,065 0,046 0,043 0,013 0,013
2 1 0,011 0,023 0,049 0,068 0,066 0,007 0,070 0,064 0,082
2 2 0,020 0,020 0,067 0,084 0,047 0,047 0,051 0,035 0,019
2 3 0,015 0,022 0,055 0,088 0,091 0,084 0,076 0,075 0,092
3 1 0,014 0,020 0,076 0,079 0,080 0,062 0,015 0,015 0,015
3 2 0,009 0,023 0,066 0,067 0,088 0,083 0,087 0,068 0,078
3 3 0,016 0,025 0,059 0,064 0,099 0,084 0,094 0,105 0,198
4 1 0,018 0,021 0,059 0,058 0,077 0,043 0,022 0,010 0,008
4 2 0,011 0,029 0,045 0,049 0,066 0,073 0,074 0,075 0,088
4 3 0,014 0,027 0,059 0,073 0,098 0,087 0,088 0,090 0,106
5 1 0,023 0,031 0,066 0,070 0,094 0,094 0,099 0,011 0,140
5 2 0,014 0,023 0,077 0,079 0,109 0,088 0,022 0,017 0,022
5 3 0,018 0,024 0,053 0,074 0,112 0,100 0,090 0,008 0,118
6 1 0,026 0,023 0,062 0,066 0,073 0,058 0,049 0,005 0,005
6 2 0,015 0,022 0,054 0,058 0,085 0,074 0,066 0,066 0,066
6 3 0,011 0,017 0,035 0,039 0,048 0,039 0,030 0,030 0,030

Peso Médio (g) 0,015 0,022 0,057 0,068 0,080 0,065 0,061 0,044 0,066

SE 0,001 0,001 0,003 0,003 0,005 0,006 0,006 0,008 0,012

Anexo VIII — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacido

temperatura (VS-10, 20°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

do efeito da

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,016 0,038 0,049 0,073 0,090 0,138 0,075 0,075 0,075
1 2 0,010 0,030 0,041 0,056 0,071 0,090 0,040 0,040 0,040
1 3 0,015 0,048 0,060 0,081 0,067 0,097 0,039 0,039 0,039
2 1 0,015 0,023 0,027 0,037 0,042 0,063 0,039 0,039 0,039
2 2 0,016 0,024 0,031 0,050 0,063 0,083 0,067 0,053 0,047
2 3 0,024 0,039 0,049 0,072 0,081 0,113 0,093 0,116 0,082
3 1 0,018 0,040 0,055 0,096 0,087 0,156 0,057 0,044 0,029
3 2 0,011 0,040 0,040 0,058 0,034 0,052 0,013 0,013 0,013
3 3 0,018 0,038 0,051 0,074 0,085 0,136 0,064 0,056 0,040
4 1 0,012 0,032 0,036 0,049 0,038 0,046 0,046 0,046 0,046
4 2 0,018 0,033 0,045 0,056 0,056 0,062 0,033 0,033 0,033
4 3 0,015 0,025 0,039 0,057 0,064 0,086 0,041 0,041 0,041
5 1 0,016 0,042 0,058 0,084 0,088 0,122 0,082 0,078 0,054
5 2 0,008 0,020 0,026 0,021 0,017 0,022 0,012 0,012 0,012
5 3 0,011 0,023 0,034 0,047 0,050 0,081 0,059 0,059 0,059
6 1 0,012 0,031 0,044 0,060 0,057 0,082 0,031 0,031 0,031
6 2 0,007 0,019 0,026 0,040 0,044 0,072 0,057 0,057 0,057
6 3 0,015 0,043 0,049 0,075 0,063 0,090 0,067 0,067 0,067

Peso Médio (g) 0,014 0,033 0,042 0,060 0,061 0,088 0,051 0,050 0,045

SE 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,008 0,005 0,006 0,005
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Anexo IX — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito da

temperatura (N32P2, 10°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,021 0,026 0,038 0,034 0,036 0,037 0,037 0,034 0,036
1 2 0,018 0,021 0030 0025 0,027 0,029 0,004 0031 0,035
1 3 0,019 0,024 0,031 0,029 0,033 0,032 0,029 0,023 0,026
2 1 0,026 0,039 0,067 0,051 0,053 0,058 0,011 0,031 0,021
2 2 0,017 0,021 0,032 0,027 0,028 0,025 0,048 0,023 0,019
2 3 0,019 0,024 0,035 0,032 0,035 0,037 0,010 0,045 0,047
3 1 0,015 0,019 0030 0028 0,028 0021 0020 0012 0,010
3 2 0,010 0,012 0,027 0,014 0,096 0,007 0,048 0,048 0,007
3 3 0,025 0,025 0,031 0,028 0,030 0,030 0,051 0,032 0,035
4 1 0,023 0,026 0,033 0,031 0,033 0,030 0,067 0,026 0,020
4 2 0,021 0,027 0,078 0,033 0,045 0,040 0,035 0,017 0,015
4 3 0,015 0,018 0,027 0,024 0,026 0,031 0,067 0,028 0,016
5 1 0,016 0,020 0,029 0,024 0,020 0,016 0,006 0,016 0,007
5 2 0,016 0,019 0,022 0,021 0,019 0,017 0,014 0,021 0,023
5 3 0,014 0,015 0,018 0,018 0,018 0,017 0,009 0,012 0,006
6 1 0,020 0,019 0030 0033 0030 0029 0015 0,033 0,036
6 2 0,022 0,025 0,023 0,023 0,023 0,022 0,005 0,005 0,005
6 3 0,021 0,023 0,029 0,029 0,029 0,031 0,016 0,038 0,046

Peso Médio (g) 0,019 0,022 0,034 0,028 0,034 0,028 0,027 0,026 0,023

SE 0,001 0,001 0,004 0,002 0,004 0,003 0,005 0,003 0,003

Anexo X — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacdo do efeito da

temperatura (N32P2, 15°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,016 0,026 0,052 0,044 0,041 0,054 0,061 0,050 0,055
1 2 0,018 0,026 0,042 0,040 0,038 0,040 0,052 0,051 0,050
1 3 0,018 0,027 0,038 0,055 0,054 0,049 0,056 0,056 0,061
2 1 0,016 0,034 0,042 0,032 0,033 0,065 0,048 0,058 0,046
2 2 0,018 0,019 0,021 0,051 0,043 0,040 0,081 0,066 0,046
2 3 0,013 0,029 0,036 0,040 0,032 0,055 0,037 0,031 0,027
3 1 0,015 0,021 0,028 0,058 0,057 0,061 0,072 0,080 0,052
3 2 0,018 0,032 0,036 0,054 0,059 0,041 0,055 0,055 0,048
3 3 0,020 0,036 0,038 0,051 0,047 0,031 0,057 0,075 0,032
4 1 0,027 0,029 0,037 0,060 0,072 0,052 0,075 0,077 0,035
4 2 0,017 0,037 0,033 0,005 0,055 0,044 0,051 0,043 0,053
4 3 0,018 0,029 0,049 0,047 0,053 0,030 0,054 0,047 0,050
5 1 0,014 0,028 0,022 0,049 0,075 0,037 0,047 0,044 0,076
5 2 0,009 0,031 0,033 0,023 0,025 0,038 0,028 0,027 0,045
5 3 0,020 0,015 0,027 0,043 0,042 0,056 0,055 0,050 0,046
6 1 0,016 0,027 0,045 0,031 0,036 0,040 0,055 0,035 0,034
6 2 0,020 0,024 0,043 0,056 0,049 0,035 0,070 0,057 0,025
6 3 0,017 0,029 0,036 0,041 0,045 0,050 0,071 0,058 0,040
Peso Médio (g) 0,017 0,028 0,037 0,043 0,047 0,046 0,057 0,053 0,046
SE 0,001 0,001 0,002 0,003 0,003 0,002 0,003 0,004 0,003
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Anexo XI — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito da

temperatura (N32P2, 20°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,026 0,033 0,031 0,036 0,035 0,034 0,034 0,047 0,036
1 2 0,024 0,048 0,051 0,060 0,063 0,059 0,057 0,066 0,071
1 3 0,020 0,026 0,027 0,032 0,038 0,042 0,044 0,065 0,056
2 1 0,017 0,025 0,026 0,036 0,050 0,043 0,045 0,066 0,048
2 2 0,019 0,036 0,044 0,077 0,055 0,057 0,060 0,096 0,071
2 3 0,025 0,049 0,059 0,071 0,073 0,087 0,088 0,076 0,087
3 1 0,016 0,024 0,033 0,044 0,043 0,048 0,046 0,058 0,048
3 2 0,022 0,042 0,045 0,051 0,055 0,053 0,052 0,068 0,054
3 3 0,018 0,024 0,027 0,036 0,037 0,039 0,038 0,044 0,042
4 1 0,019 0,036 0,038 0,043 0,054 0,049 0,052 0,056 0,051
4 2 0,023 0,004 0,034 0,042 0,044 0,041 0,046 0,053 0,050
4 3 0,020 0,029 0,03 0045 0046 0044 0,052 0,057 0,107
5 1 0,017 0,024 0,022 0,027 0,034 0,032 0,037 0,048 0,038
5 2 0,017 0,033 0,036 0,043 0,049 0,049 0,045 0,052 0,044
5 3 0,016 0,020 0,023 0,027 0,033 0,027 0,031 0,044 0,032
6 1 0,023 0,035 0,039 0,044 0,055 0,049 0,053 0,068 0,053
6 2 0,020 0,037 0,041 0,048 0,051 0,048 0,053 0,055 0,054
6 3 0,020 0,039 0,041 0,049 0,054 0,047 0,052 0,065 0,050

Peso Médio (g) 0,020 0,031 003 0045 0048 0,047 0,049 0,060 0,055

SE 0,001 0,003 0,002 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,004

Anexo XII — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito da
temperatura (N32P2-10, 10°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,013 0,017 0,022 0,020 0,018 0,016 0,018 0,021 0,028
1 2 0,011 0,012 0,014 0,014 0,015 0,018 0,015 0,017 0,023
1 3 0,013 0,016 0,019 0,018 0,015 0,016 0,007 0,008 0,011
2 1 0,014 0,015 0,018 0,016 0,016 0,011 0,010 0,006 0,010
2 2 0,020 0,024 0,031 0,029 0,032 0,035 0,026 0,027 0,032
2 3 0,015 0,016 0,018 0,015 0,013 0,011 0,010 0,007 0,006
3 1 0,011 0,015 0,039 0,021 0,025 0,033 0,029 0,036 0,042
3 2 0,016 0,021 0,031 0,028 0,032 0,033 0,033 0,041 0,050
3 3 0,011 0,013 0,019 0,018 0,018 0,019 0,015 0,017 0,018
4 1 0,017 0,019 0,025 0,025 0,027 0,032 0,025 0,032 0,037
4 2 0,017 0,020 0,036 0,034 0,034 0,041 0,024 0,024 0,018
4 3 0,016 0,019 0,027 0,028 0,030 0,033 0,024 0,026 0,028
5 1 0,015 0,018 0,023 0,023 0,024 0,040 0,029 0,034 0,033
5 2 0,020 0,025 0,052 0,034 0,037 0,077 0,041 0,048 0,045
5 3 0,023 0,030 0,041 0,046 0,039 0,046 0,025 0,028 0,018
6 1 0,018 0,021 0,024 0,024 0,025 0,030 0,029 0,032 0,031
6 2 0,021 0,031 0,047 0,056 0,047 0,062 0,052 0,065 0,070
6 3 0,018 0,022 0,027 0,027 0,029 0,036 0,030 0,038 0,034

Peso Médio (g) 0,016 0,020 0,028 0,026 0,027 0,033 0,024 0,028 0,030

SE 0,001 0,001 0,003 0,003 0,002 0,004 0,003 0,004 0,004
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Anexo XIII — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito da
temperatura (N32P2-10, 15°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)
Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,022 0,030 0,028 0,075 0,060 0,054 0,040 0,036 0,038
1 2 0,019 0,034 0,032 0,050 0,055 0,040 0,059 0,065 0,068
1 3 0,016 0,026 0,032 0,052 0,051 0,049 0,036 0,034 0,043
2 1 0,021 0,028 0,031 0,052 0,058 0,065 0,067 0,081 0,091
2 2 0,027 0,028 0,030 0,040 0,037 0,040 0,043 0,054 0,054
2 3 0,026 0,026 0,032 0,046 0,051 0,055 0,050 0,062 0,067
3 1 0,018 0,028 0,040 0,062 0,059 0,061 0,062 0,072 0,078
3 2 0,023 0,029 0,038 0,038 0,037 0,041 0,045 0,048 0,056
3 3 0,017 0,026 0,024 0,027 0,028 0,031 0,033 0,045 0,046
4 1 0,019 0,019 0,035 0,040 0,045 0,052 0,057 0,060 0,043
4 2 0,018 0,025 0,044 0,042 0,040 0,044 0,043 0,049 0,041
4 3 0,013 0,025 0,039 0,036 0,036 0,030 0,025 0,027 0,012
5 1 0,017 0,024 0,042 0,031 0,036 0,037 0,039 0,066 0,030
5 2 0,020 0,024 0,034 0,038 0,046 0,038 0,045 0,011 0,076
5 3 0,020 0,024 0,031 0,049 0,057 0,056 0,067 0,057 0,051
6 1 0,019 0,031 0,034 0,035 0,043 0,040 0,033 0,047 0,028
6 2 0,018 0,027 0,041 0,032 0,034 0,035 0,038 0,047 0,045
6 3 0,024 0,019 0,030 0,041 0,059 0,050 0,051 0,068 0,051
Peso Médio (g) 0,020 0,026 0,034 0,044 0,046 0,046 0,046 0,052 0,051
SE 0,001 0,001 0,001 0,003 0,002 0,002 0,003 0,004 0,005

Anexo XIV — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito da
temperatura (N32P2-10, 20°C e 12 h escuro/12 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,021 0,037 0,046 0,054 0,066 0,049 0,048 0,048 0,048
1 2 0,013 0,023 0,035 0,033 0,035 0,038 0,037 0,037 0,037
1 3 0,019 0,031 0,039 0,050 0,055 0,048 0,052 0,052 0,052
2 1 0,020 0,034 0,032 0,044 0,048 0,051 0,056 0,061 0,063
2 2 0,019 0,034 0,040 0,053 0,059 0,053 0,047 0,042 0,023
2 3 0,019 0,031 0,049 0,050 0,058 0,052 0,045 0,045 0,045
3 1 0,016 0,032 0,041 0,044 0,048 0,043 0,035 0,026 0,022
3 2 0,012 0,030 0,033 0,039 0,039 0,030 0,024 0,024 0,024
3 3 0,020 0,028 0,032 0,038 0,050 0,045 0,047 0,039 0,018
4 1 0,023 0,032 0,034 0,040 0,050 0,046 0,050 0,045 0,041
4 2 0,014 0,032 0,032 0,039 0,043 0,041 0,043 0,037 0,037
4 3 0,020 0,048 0,062 0,067 0,073 0,063 0,045 0,045 0,045
5 1 0,015 0,035 0,033 0,038 0,043 0,045 0,038 0,036 0,011
5 2 0,018 0,036 0,037 0,045 0,052 0,042 0,043 0,043 0,043
5 3 0,015 0,032 0,037 0,047 0,067 0,030 0,020 0,009 0,009
6 1 0,019 0,045 0,051 0,060 0,072 0,065 0,060 0,049 0,027
6 2 0,016 0,027 0,033 0,044 0,054 0,036 0,032 0,029 0,026
6 3 0,016 0,034 0,037 0,044 0,051 0,040 0,030 0,009 0,009

Peso Médio (g) 0,018 0,033 0,039 0,046 0,054 0,045 0,042 0,038 0,032

SE 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,002 0,002 0,003 0,004
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Anexo XV — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito do

fotoperiodo (VS, 15°C e 0 h escuro/24 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,014 0,012 0,015 0,018 0,024 0,028 0,029 0,028 0,028
1 2 0,010 0,010 0,018 0,021 0,024 0,029 0,034 0,037 0,038
1 3 0,010 0,015 0,014 0017 0024 0,027 0030 0,021 0,019
2 1 0,008 0,008 0,014 0,018 0,022 0,015 0,016 0,017 0,020
2 2 0,011 0,010 0,012 0,013 0,015 0,024 0,029 0,029 0,029
2 3 0,011 0,015 0,021 0,026 0,034 0,036 0,044 0,046 0,046
3 1 0,011 0,011 0,017 0,019 0,017 0,019 0,018 0,017 0,016
3 2 0,011 0,010 0,018 0,021 0,027 0,031 0,036 0,034 0,010
3 3 0,009 0,009 0,013 0,016 0,019 0,024 0,015 0,017 0,016
4 1 0,013 0,014 0,018 0,023 0,024 0,032 0,027 0,029 0,028
4 2 0,009 0,009 0,010 0,012 0,014 0,017 0,014 0,016 0,010
4 3 0,008 0,009 0,016 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
5 1 0,017 0,017 0,020 0,021 0,027 0,031 0,032 0,035 0,038
5 2 0,009 0,009 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014
5 3 0,012 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023
6 1 0,011 0,010 0,014 0017 0,023 0024 0021 0028 0,029
6 2 0,010 0,010 0,014 0,016 0,022 0,007 0,009 0,009 0,009
6 3 0,012 0,021 0,014 0,014 0,018 0,008 0,007 0,007 0,007

Peso Médio (g) 0,011 0,012 0,016 0,018 0,021 0,022 0,023 0,024 0,022

SE 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,003

Anexo XVI — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacido
fotoperiodo (VS-10, 15°C e 0 h escuro/24 h luz)

Tempo (dias)

do efeito do

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,010 0,009 0,016 0,018 0,024 0,031 0,023 0,020 0,020
1 2 0,009 0,009 0,013 0,013 0,019 0,024 0,025 0,025 0,025
1 3 0,009 0,010 0,012 0,013 0,018 0,022 0,022 0,022 0,022
2 1 0,012 0,011 0,014 0,017 0,019 0,016 0,007 0,007 0,007
2 2 0,008 0,014 0,012 0,015 0,019 0,016 0,011 0,012 0,012
2 3 0,010 0,011 0,013 0,017 0,019 0,025 0,026 0,018 0,018
3 1 0,008 0,009 0,012 0,017 0,014 0,012 0,012 0,012 0,012
3 2 0,009 0,011 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013
3 3 0,011 0,011 0,014 0,020 0,015 0,016 0,007 0,007 0,007
4 1 0,009 0,010 0,013 0,016 0,020 0,021 0,022 0,022 0,022
4 2 0,011 0,011 0,014 0,018 0,016 0,013 0,011 0,011 0,011
4 3 0,014 0,023 0,026 0,029 0,025 0,024 0,013 0,019 0,020
5 1 0,012 0,022 0,028 0,019 0,014 0,011 0,011 0,011 0,011
5 2 0,016 0,032 0,012 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013
5 3 0,008 0,011 0,037 0,037 0,037 0,037 0,037 0,037 0,037
6 1 0,017 0,031 0,038 0,034 0,036 0,037 0,019 0,018 0,017
6 2 0,013 0,016 0,022 0,029 0,033 0,031 0,039 0,017 0,017
6 3 0,009 0,012 0,015 0,022 0,026 0,031 0,030 0,023 0,022
Peso Médio (g) 0,011 0,015 0,018 0,020 0,021 0,022 0,019 0,017 0,017
SE 0,001 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
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Anexo XVII — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito do

fotoperiodo (VS, 15°C e 8 h escuro/16 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,012 0,014 0,019 0,025 0,033 0,041 0,046 0,060 0,064
1 2 0,018 0,011 0,052 0,054 0,059 0,063 0,068 0,078 0,085
1 3 0,010 0014 0014 0,023 0032 0049 0042 0,05 0,062
2 1 0,021 0,012 0,031 0,038 0,037 0,035 0,035 0,035 0,035
2 2 0,016 0,011 0,027 0,026 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028
2 3 0,014 0,011 0,024 0,026 0,026 0,026 0,026 0,026 0,026
3 1 0,015 0,010 0,038 0,036 0,039 0,036 0,032 0,036 0,039
3 2 0,019 0,013 0,037 0,043 0,035 0,035 0,035 0,038 0,038
3 3 0,018 0,010 0,019 0,032 0,039 0,049 0,045 0,052 0,055
4 1 0,016 0,012 0,039 0,038 0,037 0,026 0,020 0,022 0,014
4 2 0,018 0,010 0,040 0,040 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030
4 3 0,009 0,011 0,011 0,019 0,019 0,022 0,038 0,023 0,022
5 1 0,018 0,019 0,057 0,067 0,047 0,046 0,039 0,023 0,016
5 2 0,019 0,013 0,057 0,072 0,072 0,071 0,069 0,064 0,063
5 3 0,012 0,010 0,019 0,027 0,033 0,046 0,043 0,057 0,032
6 1 0,016 0,012 0,039 0015 0031 003 0030 0,03 0,030
6 2 0,021 0,009 0,035 0,041 0,050 0,062 0,070 0,067 0,068
6 3 0,015 0,010 0,042 0,032 0,033 0,039 0,039 0,035 0,035

Peso Médio (g) 0,016 0,012 0,033 0,036 0,038 0,041 0,041 0,042 0,041

SE 0,001 0,001 0,003 0,004 0,003 0,003 0,003 0,004 0,005

Anexo XVIII — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio
fotoperiodo (VS-10, 15°C e 8 h escuro/16 h luz)

Tempo (dias)

do efeito do

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,011 0,012 0,021 0,027 0,027 0,027 0,027 0,027 0,027
1 2 0,010 0,035 0,015 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019
1 3 0,010 0,011 0,015 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019
2 1 0,011 0,023 0,012 0,014 0,019 0,027 0,035 0,037 0,043
2 2 0,008 0,023 0,013 0,017 0,023 0,031 0,043 0,044 0,052
2 3 0,009 0,018 0,016 0,015 0,019 0,026 0,036 0,036 0,026
3 1 0,009 0,021 0,012 0,020 0,025 0,034 0,038 0,045 0,052
3 2 0,011 0,028 0,016 0,017 0,021 0,023 0,026 0,021 0,022
3 3 0,009 0,016 0,012 0,016 0,021 0,028 0,033 0,043 0,050
4 1 0,010 0,020 0,015 0,019 0,027 0,033 0,042 0,051 0,050
4 2 0,008 0,019 0,013 0,017 0,020 0,017 0,017 0,017 0,017
4 3 0,008 0,007 0,015 0,020 0,028 0,032 0,027 0,032 0,034
5 1 0,011 0,028 0,017 0,025 0,025 0,029 0,040 0,050 0,060
5 2 0,010 0,024 0,015 0,021 0,025 0,031 0,038 0,048 0,051
5 3 0,009 0,011 0,015 0,019 0,024 0,031 0,035 0,051 0,051
6 1 0,011 0,022 0,020 0,025 0,028 0,036 0,043 0,040 0,051
6 2 0,009 0,018 0,015 0,020 0,028 0,033 0,042 0,049 0,056
6 3 0,010 0,025 0,016 0,020 0,031 0,027 0,035 0,042 0,048
Peso Médio (g) 0,010 0,020 0,015 0,019 0,024 0,028 0,033 0,037 0,041
SE 0,000 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,003 0,004
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Anexo XIX — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacio do efeito do

fotoperiodo (VS, 15°C e 16 h escuro/8 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,017 0,020 0,028 0,038 0,052 0,060 0,065 0,074 0,079
1 2 0,018 0,020 0,023 0,037 0,055 0,071 0,077 0,084 0,085
1 3 0,009 0,009 0012 0,014 0017 0020 0,022 0023 0,026
2 1 0,011 0,018 0,024 0,023 0,032 0,038 0,047 0,046 0,041
2 2 0,010 0,011 0,013 0,015 0,016 0,018 0,020 0,023 0,022
2 3 0,011 0,012 0,015 0,016 0,026 0,024 0,028 0,031 0,033
3 1 0,012 0,013 0,016 0,020 0,025 0,028 0,033 0,034 0,037
3 2 0,013 0,020 0,027 0,038 0,058 0,070 0,064 0,070 0,072
3 3 0,008 0,009 0,010 0,013 0,017 0,022 0,023 0,021 0,024
4 1 0,007 0,008 0,011 0,015 0,019 0,024 0,025 0,030 0,033
4 2 0,009 0,009 0,010 0,010 0,011 0,011 0,011 0,011 0,011
4 3 0,008 0,009 0,010 0,013 0,013 0,019 0,019 0,019 0,019
5 1 0,013 0,019 0,023 0,033 0,049 0,066 0,077 0,088 0,103
5 2 0,016 0,014 0,016 0,019 0,023 0,028 0,031 0,034 0,037
5 3 0,013 0,014 0,017 0,020 0,024 0,030 0,032 0,035 0,039
6 1 0,014 0,017 0021 0026 0031 0040 0,042 0,043 0,037
6 2 0,009 0,009 0,011 0,013 0,015 0,015 0,012 0,014 0,015
6 3 0,011 0,011 0,012 0,014 0,017 0,021 0,021 0,024 0,025

Peso Médio (g) 0,012 0,014 0,017 0,021 0,028 0,034 0,036 0,039 0,041

SE 0,001 0,001 0,001 0,002 0,004 0,005 0,005 0,006 0,006

Anexo XX — Pesos (g) de Ulva rigida na avaliacdo do efeito do
fotoperiodo (VS-10, 15°C e 16 h escuro/8 h luz)

Tempo (dias)

Caixa Replicado 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 1 0,010 0,017 0,030 0,042 0,055 0,062 0,071 0,065 0,070
1 2 0,008 0,009 0,012 0,010 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013
1 3 0,014 0,019 0,028 0,036 0,042 0,041 0,041 0,042 0,047
2 1 0,011 0,016 0,024 0,026 0,022 0,022 0,026 0,026 0,026
2 2 0,010 0,011 0,013 0,014 0,014 0,014 0,015 0,015 0,015
2 3 0,014 0,018 0,024 0027 0033 0,038 0043 0,049 0,046
3 1 0,009 0,011 0,013 0,015 0,017 0,013 0,015 0,019 0,018
3 2 0,010 0,010 0,013 0,015 0,017 0,020 0,023 0,025 0,026
3 3 0,018 0,021 0,032 0,047 0,061 0,073 0,076 0,070 0,045
4 1 0,010 0,010 0,016 0,019 0,022 0,026 0,031 0,034 0,021
4 2 0,009 0,010 0,012 0,016 0,021 0,018 0,020 0,022 0,036
4 3 0,012 0,012 0,014 0,017 0,021 0,024 0,028 0,037 0,037
5 1 0,013 0,013 0,015 0,017 0,021 0,025 0,030 0,028 0,030
5 2 0,010 0,012 0,014 0,016 0,020 0,022 0,028 0,032 0,036
5 3 0,011 0,011 0,012 0,014 0,017 0,018 0,022 0,027 0,030
6 1 0,008 0,008 0,010 0,012 0,018 0,010 0,016 0,018 0,019
6 2 0,010 0,014 0,017 0,019 0,023 0,024 0,027 0,032 0,025
6 3 0,014 0,019 0,023 0,027 0,029 0,028 0,031 0,025 0,025

Peso Médio (g) 0,011 0,013 0,018 0,022 0,026 0,027 0,031 0,032 0,031

SE 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,004 0,004 0,004 0,003
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