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Resumo:

Na natureza existem fontes naturais emissoras de didxido de carbono (COy).
Com a revolucdo industrial as emissfes antropogénicas provocaram um desequilibrio
no ciclo do carbono da Terra, pois adicionam uma reserva que naturalmente nio
estaria disponivel actualmente. H4 medida que a concentracdo de CO, aumenta na
atmosfera, entra em equilibrio com a superficie dos oceanos por trocas entre a fase
gasosa e a fase liquida, aumentando a concentracdo de CO, nas camadas superficiais
dos oceanos. Como tal, aqui estudou-se o potencial efeito das concentragdes do CO;
numa espécie de fitoplancton pertencente ao grupo das diatomaceas, o Chaetoceros
sp.. Ao mesmo tempo foi aplicado um factor turbuléncia para verificar se esta
espécie reagia de forma diferente, uma vez que 0 oceano ndo € estatico e tem
bastante movimentagdo devido a correntes, vento, ondulagdo, etc.

Foram usadas 3 concentracdes diferentes de CO,, sendo elas 450, 925 e 1205
patm, conseguidas com a alteracdo do sistema de carbono. Estas trés concentractes
tém como objectivo simular as concentracbes de CO, existentes no oceano no
presente, futuro e um futuro distante, respectivamente. Durante a fase de pré-culturas
e culturas fez-se a adaptacdo da espécie as trés concentraces de CO, e a0 mesmo
tempo a turbuléncia. Neste estudo verificou-se que quer 0 aumento da concentracao
do CO,, quer a turbuléncia ndo tiveram influéncia no desenvolvimento da espécie o
que se pode verificar nos dados obtidos no crescimento celular, cotas celulares e
ratios.

Os Chaetoceros sp, desenvolveram-se bem nos meios com e sem turbuléncia,
assim como nos meios com maior concentracdo de CO, e cheguei a concluséo que
sd0 uma espécie bastante robusta e com grande capacidade de adaptacdo as
diferentes condicdes a que foram expostos na experiéncia. Apesar de esta espécie ter
tido uma boa reac¢do ao aumento das concentragdes de CO; e de no geral ndo ser
sensivel, sabe-se que este aumento faz com que a espécie de diatomacea dominante
mude e como tal ndo se sabe exactamente como irdo reagir as restantes espécies de

diatoméceas, o fitoplancton e se podera ter alguma influéncia na cadeia tréfica.

Palavras- chave:

CO,, turbuléncia, Chaetoceros sp., diatoméaceas, fotossintese, fitoplancton.



Introducéo:

1. Aumento da poluicdo atmosférica e repercussdes para o oceano
Com o desenvolvimento da actividade industrial durante o século passado
nomeadamente devido a utilizacdo de combustiveis fosseis como o carvao mineral e
os derivados do petrdleo (gasolina e diesel), assim como a producdo de residuos
organicos (lixos), fez com que a poluicdo ambiental fosse aumentando ao longo dos
anos. De facto, a queima de combustiveis fosseis € responsavel pela libertacdo de
mondxido de carbono (CO), diéxido de carbono (CO,), gas metano (CHy),
perfluorcarbonetos (PFC’s), 6xido nitroso (N,O) e hidrofluorcarbonetos (HFC’s) na
atmosfera. Para além das fontes anteriormente referidas existem também fontes
naturais de dioxido de carbono atmosférico que incluem os vulctes, a combustdo de
matéria organica, incéndios florestais e a respiracdo por organismos aerobios. As
concentragdes de dioxido de carbono na atmosfera sdo naturalmente reguladas no
ciclo do carbono por uma série de processos, tais como a fotossintese e a
remineralizacdo da matéria organica onde o carbono flui entre a atmosfera, a terra e
0s oceanos. Contudo, as emissdes antropogénicas provocam um desequilibrio no
ciclo do carbono da Terra, pois adicionam uma reserva que naturalmente ndo estaria
disponivel actualmente. H& medida que a concentracdo de CO, aumenta na atmosfera
(Figura 1), entra em equilibrio com a superficie dos oceanos por trocas entre a fase

gasosa e a fase liquida, aumenta a concentracdo de CO, nas camadas superficiais dos

0ceanos.
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Figura 1 - Concentracbes do didxido de carbono na atmosfera global

ultrapassou as 400 partes por milhdo (ppm) pela primeira vez na histéria da
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humanidade. Dados publicados pelos Observatorio do Mauna Loa, dos dltimos 6

meses (http://keelingcurve.ucsd.edu/).

No oceano profundo as observacGes sugerem que outros processos (por
exemplo, mudancas na circulagdo oceanica) podem ter um forte impacto, na
mudanca da quimica do oceano em regionalmente numa escala de tempo anual até
décadas (IPCC, 2011). Contudo &guas superficiais, ricas em CO,, afundam em
pontos do oceano como por exemplo, no Atlantico Norte (circulagdo termohalina)

aumentando a concentracdo de CO, tambem em profundidade.

2. Efeitos do aumento da concentracdo de CO; no sistema de

carbono do oceano

O oceano tem um papel importante na modulagéo através da absor¢édo de CO;
da atmosfera. Entre 1800 e 1994, quase 50% do CO, emitido pela combustdo de
combustiveis fosseis, isto é 118 petagramas de carbono (Pg=10"°g), foram
absorvidos pelo oceano (Sabine et al., 2004), atingindo actualmente uma média
global a superficie dos oceanos de 393 partes por milhdo (ppm) (Tans et al., 2012).

A retencdo de CO; por parte do oceano modifica o balanco quimico da agua
do mar através do equilibrio termodindmico CO, com a agua do mar (Rhein et al,
2013). Mais especificamente, quando o CO, é dissolvido no oceano, reage com a
agua do mar e forma acido carbénico (H,CO3) que € um acido fraco, sendo esta
reaccdo muito rapida e dificil de detectar. Este posteriormente vai dissociar-se em
bicarbonato (HCO3), carbonato (COs*) e protdes (H") de acordo com as equacoes
abaixo.

CO,(g) < CO,(aq)

CO,(aq)+H,0 < H,CO, < H" + HCO,~
HCO,” < H' +C0O,*
A acidificacdo dos oceanos faz com que exista uma mudanca na distribuicao
dos componentes do sistema de carbono, levando a um aumento de i6es bicarbonato

(HCO3), didxido de carbono (CO) e protdes (H") e um défice de ides carbonato
(CO5%).



Actualmente a &4gua do mar é ligeiramente alcalina, com um pH médio
préximo de 8 (Brown et al, 1989). Com o aumento das concentra¢des de CO, o pH
diminui, devido ao aumento da concentracdo do id0 H™ e espera-se que atinja
aproximadamente 7.9 (IPCC, 2007) segundo o cenario “business as usual” (IS92a)
no ano 2100. A este decréscimo do pH médio chama-se acidificacdo dos oceanos e é
um dos factores de stress que afectam os ecossistemas no oceano (IPCC, 2011). O
pH varia geograficamente e sazonalmente, podendo atingir valores de 7.5 ou menos
em &guas com salinidade reduzida ou em condicGes anaerobias, isto é sem a presencga
de oxigénio (Brown et al, 1989).

O decréscimo do ido carbonato, reduz a profundidade de compensacdo dos
carbonatos, abaixo da qual o carbonato de célcio (CaCQOyg), inclusive o que faz parte
da constituicdo dos organismos (por exemplo as conchas) vai comecar a dissolver de

forma a ser recuperado o equilibrio de iGes.

Ca* +C0O,> < CaCO,(s)

Assim os organismos produtores de CaCOs, dependem do estado de saturacéo
em CaCO3; (Q) no oceano para a producdo das suas conchas (como por exemplo os
cocolitoforos, foraminiferos, corais, bivalves, etc). A titulo de exemplo, para uma
atmosfera onde a presséao parcial de CO, (pCO,) é de 560 patm a respectiva redugéo
do pH faz com que exista uma diminuicdo na calcificacdo de cerca de 5 a 25% (Feely
et al., 2004).

3. Fitoplancton

O termo fitoplancton refere-se a organismos autotroficos planctonicos com
capacidade de captar luz (energia na sua forma primaria) e, através do processo de
fotossintese, usa-la para fixar didxido de carbono produzindo matéria organica
(acucares), com assimilacdo de nutrientes que se encontram disponiveis no oceano.
Por outras palavras, durante a fotossintese o fitoplancton usa a energia do sol para
transformar didxido de carbono e dgua em alimento. Este processo remove o CO, a
partir de &gua do mar, aumentando a capacidade de remoc¢édo de CO, da atmosfera.

O fitoplancton ¢ um bom indicador de um ambiente aquatico saudavel. Os
produtores primarios em aguas abertas sd0 muito pequenos, € ndo constroem um

quadro estrutural relativamente persistente como a vegetacdo terrestre (Margalef,



1997), uma vez que ndo tém dimensdes nem estdo fixos num local, sendo levados
pelas correntes.

Quase metade da produgdo primaria marinha é efectuada pelo fitoplancton
(Field et al., 1998). Como principal fonte de alimento para o zooplancton, o
fitoplancton esta na base da cadeia alimentar marinha. Seres vivos cada vez maiores
desde zooplancton, peixes e mamiferos estdo dependentes do fitoplancton para a sua
sobrevivéncia.

As restricdes mais importantes para o desenvolvimento do fitoplancton além
do carbono, séo a intensidade luminosa, salinidade e disponibilidade de nutrientes.
Os dois nutrientes que o fitoplancton utiliza em maiores concentracfes séo 0 azoto e
o fésforo. A taxa de producdo de matéria organica pelo conjunto de produtores
primarios determina a taxa de fluxo de energia e toda a producéo de todos os niveis
troficos em quase todo o ecossistema (Falkwoski et al, 2007). Uma vez que quanto
mais acucar uma célula tiver disponivel mais energia tem e maior desenvolvimento
celular, quanto maior a abundancia de fitoplancton mais alimento tém os restantes
seres nos seguintes niveis troficos.

Existem espécies de varios grupos funcionais como as cianobactérias,
as diatomaceas envolvidas por estruturas de silica, os dinoflageladose o0s
cocolitoforos revestidos com placas calcérias.

As diatomaceas sdo dos grupos mais comuns de fitoplancton, com vérios
milhares de espécies e com os mais diversos tamanhos (Dirselen et al, 2010). As
diatoméaceas sdo organismos que podem ser encontradas isoladas, ou em
colonias. Uma caracteristica das diatomaceas € estarem envoltas por uma parede
constituida de silica chamada de frustula. Estas frastulas, constituidas por duas partes
mostram uma grande diversidade na forma.

A diatoméacea que foi utilizada neste trabalho, é o Chaetoceros sp. (Figura 2).
Existem cerca de 180 espécies marinhas desta diatoméacea. Esta, pode ser encontrada
isolada ou em coldnia. Habitualmente as colonias estdo reunidas em cadeias mais ou

menos longas, que podem ser direitas, curvas ou em espiral (Sournia, 1986).
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Figura 2 - Imagens de Chaetoceros sp. semelhantes aos da minha experiéncia

(oceano.org; marinespecies.org; micro.sakura.ne.jp).

4. Efeito do aumento do CO; no fitoplancton.

O previsto aumento do CO, na 4gua do mar podera ter efeitos na fisiologia
das diatomaceas. De facto varios estudos, (lhnken et al., 2011), demonstram que as
diatomaceas aumentam a sua capacidade fotossintética a concentracbes de CO;
elevadas. Contudo, outros parametros como o numero de divisGes celulares tém
demonstrado respostas opostas em relacdo ao aumento do CO, disponivel (Ihnken et
al., 2011), indicando a necessidade de aprofundar os mecanismos envolvidos na
resposta ao aumento de CO,. Uma das respostas a este aumento é o aumento do
comprimento das cadeias como estratégia apresentada pela, diatomacea,
Asterionellopsis glacialis que podera ser vantajoso num cenario futuro de elevadas

concentracdes de CO, (Barcelos e Ramos et al, 2014).

5. Parametros que afectam o crescimento do fitoplancton.
5.1. COy:

As diatomaceas contribuem com quase metade (45%) da produtividade
priméaria marinha e sdo conhecidas como assimiladoras activas tanto do CO, como de
bicarbonato para a fotossintese de forma a contrariar a pouca disponibilidade de CO,
no oceano relativamente aos requisitos da enzima que promove a fixacdo de CO,
(ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase oxigenase - RubisCO) (Wu et al., 2010).
Algumas espécies de diatomaceas mostram claramente capacidade de usar
bicarbonato para adquirir carbono inorganico através de um ou multiplos
mecanismos de concentracdo de carbono (Ihnken et al., 2011).

De forma a evitar o risco de limitagdo de carbono, a maioria das microalgas
tem assim desenvolvido varios mecanismos que aumentam a concentra¢do do CO; na
vizinhanca do RubisCO (Badger et al., 1998, Thoms et al., 2001). Nas ultimas duas



décadas, foram feitos significativos progressos no que consta a compreensdo dos
mecanismos de concentracdo de CO, (CCMs). Muitas microalgas tém demonstrado
possuir um complexo CCMs que envolve a captacdo de CO; e/ou HCOs', assim
como vérias isoformas da enzima anidrase carbonica (CA), que aceleram a

conversdo, de outra forma lenta, entre estas espécies de carbono (Rost et al., 2008).

5.2. Luz:

Para além do aumento do CO;, e do decréscimo do pH, outro parametro
relevante nas mudancas globais é a temperatura média global da superficie dos
oceanos, que estd dependente da composicdo da atmosfera, ou seja da insolacdo,
radiacdo que efectivamente atinge a superficie da Terra e que determina a quantidade
de calor irradiado para a atmosfera. Na superficie do oceano, o calor é transferido por
processos de conducdo, conveccdo e pelos efeitos da evaporagdo. Sempre que existe
evaporacdo ha libertacdo de calor. Esse aumento da temperatura da superficie dos
oceanos poderda aumentar a estratificacdo média mantendo o plancton mais a
superficie e aumentando a quantidade de luz a que esta exposto.

A propagacdo da luz, em profundidade no oceano, vai diminuindo
exponencialmente (atenuacgdo) e tem duas causas principais a absorcao e a disperséo.
A zona iluminada onde a intensidade da luz é suficiente para a producdo
fotossintética primaria que leva ao crescimento de organismos autotroficos é
chamada de zona fotica. Assim, quanto maior a claridade da agua e o angulo dos
raios solares em relacdo & superficie do oceano, maior a profundidade que a luz
penetra e maior a profundidade a que é possivel acontecer a fotossintese. Entre a
zona fética e o fundo marinho existe a zona afética onde o0s organismos
fotossintéticos ndo conseguem sobreviver (Brown et al., 1989).

A adaptacédo e capacidade de sobrevivéncia de uma espécie a varias condicGes
ambientais determinam o nicho em que diferentes espécies poderdo prosperar

favoravelmente (lhnken et al., 2011).

5.3. Turbuléncia:
O movimento laminar e turbulento da dgua é gerado no oceano através de
mistura efectuada pelo vento, marés e estratificacdo das massas de agua em

diferentes escalas de tempo e espaco (Svendsen, 1997).



A turbuléncia consiste em movimentos irregulares das moléculas num fluido,
por meio do qual a energia mecanica é transmitida e decai. Através deste mecanismo,
o transporte de calor e de materiais em solucéo é acelerada ao longo dos respectivos
gradientes. O fitoplancton ocorre numa camada superior do mar na zona fotica,
geralmente 40-80m de espessura (Margalef, 1997), e a matéria organica formada
entra na cadeia alimentar que se estende até as profundidades méaximas. A energia
turbulenta, originada principalmente pela interaccdo entre a atmosfera e a &gua a
superficie, desempenha um papel fundamental na mistura dos nutrientes
horizontalmente e verticalmente até chegar a aguas profundas (Margalef, 1997).

O efeito da turbuléncia de pequena escala nos diferentes grupos de plancton
pode afectar toda a cadeia alimentar planctonica e, portanto, o sentido do fluxo de
carbono no sistema. Por isso, € importante estudar o impacto da turbuléncia em
comunidades planctonicas (Petersen et al., 1998). Em ecossistemas com limitacdo de
nutrientes, a interacgdo entre turbuléncia, células e os nutrientes (do fitoplancton),
em pequena escala € importante para a compreensdo da dinamica de todo o
ecossistema (Peters et al., 2006).

O fitoplancton no oceano esta continuamente a ser sujeito a varias forcas
geradas pela turbuléncia de pequena escala. A turbuléncia de pequena escala pode se
benéfica para o fitoplancton uma vez que aumenta a taxa de difusdo de nutrientes na
superficie celular, sendo assim significante apenas para o fitoplancton com maiores
dimensdes (Sullivan et al., 2003) De acordo com Peters et al., (2000), as taxas de
crescimento sdo, em geral, afectadas negativamente pela turbuléncia e pode interferir
com uma série de processos bioldgicos, principalmente relacionado com a

distribuicdo de grandes quantidades de células na agua.

6. Gestao e Conservacao da Natureza

No ambito da gestdo e conservacdo da natureza este projecto tem bastante
importancia uma vez que apesar do ja consideravel nimero de estudos a decorrer
sobre o tema e de ja existirem algumas conclusdes, ainda € extremamente dificil
prever exactamente as verdadeiras consequéncias das alteracbes climaticas.
Nomeadamente com o aumento do CO,, mais especificamente no oceano e em todos
0S seres existentes no ecossistema marinho. Posteriormente quais serdo as

consequéncias para nds humanos por exemplo a nivel de alimentagdo,
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nomeadamente nds portugueses em que faz parte da nossa dieta variada uma elevada
quantidade de bens provenientes do mar. Mas também a nivel mundial onde as
populacbes dos paises que vivem junto as zonas costeiras e onde o mar é sua
principal fonte de subsisténcia. Mais especificamente aqui nos Agores, onde a
observacdo de Cetaceos e actividades relacionadas com o mergulho dependem
bastante do bem-estar e da abundancia do ecossistema marinho de forma a poder
proliferar e ajudar a promocao da sua conservacao.

As alteragdes climéticas influenciam a pesca através dos seus efeitos na
producdo priméria, interac¢des na cadeia alimentar e no ciclo de vida e distribuicdo
das espécies alvo (Blanchard et al., 2012; Brander, 2007) as altera¢cdes na producéo
primaria sdo acompanhadas de alteracGes quimicas e fisicas do meio (Sarmiento,
2004).

A zona litoral constitui um recurso insubstituivel, finito e ndo renovavel a
escala humana. Actualmente, o litoral portugués € sob o ponto de vista dos recursos
extraordinariamente rico, mas possui mecanismos de gestdo desarticulados baseados
num fraco apoio cientifico e geridos por um vasto conjunto de entidades com
objectivos e conhecimentos insuficientes. Como tal, o importante recurso constituido
pelo litoral portugués deveria ser sujeito a uma gestdo cuidada, baseada num
conhecimento cientifico aprofundado. S6 assim é possivel ter um desenvolvimento
sustentavel, continuando a tirar proveito dos amplos recursos existentes na zona
costeira (Dias et al., 2007).

Nos ultimos anos, na tentativa de controlar as concentracdes cada vez maiores
de dioxido de carbono, a maioria dos paises industrializados tem tomado iniciativas
para manter o seu nivel de emissGes. Uma das iniciativas mais importantes é o
Protocolo de Quioto, um acordo internacional entre 169 paises, que assinaram
um tratado juridico internacional que explicitamente pretende limitar as emissdes
quantificadas de gases com efeito de estufa dos paises desenvolvidos. Para atingir
esses objectivos, um mercado de negociacdo foi criado, 0 que permite que 0s paises
que tém unidades de emissdo de sobra, possam vender este excesso de capacidade
para 0s paises que requerem mais de seus alvos. Assim, uma nova mercadoria foi
criada na forma de reducGes de emissdes ou remocgdes. Neste ambito, o dioxido de
carbono assume um novo significado: o problema torna-se uma boa oportunidade, e
0S paises que promovem investimentos em pesquisa, eventualmente, tornam-se

vendedores para 0 "mercado de carbono™. O comércio de emissdes € um instrumento
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para a execugdo do propdsito do principio do poluidor-pagador; premeia a prevencdo
em detrimento da solucdo de fim-de-linha; e, ao basear-se sobre um valor-limite
informado pela ciéncia, a sua utilizagdo em problemas ambientais cujo impacte e
extensdo é extremamente incerto e parece particularmente adequada

(www.apambiente.pt).

Objectivo do estudo;

Neste projecto pretendia-se avaliar, independentemente os potenciais efeitos
das concentragbes do CO, e da turbuléncia no Chaetoceros sp., importante
organismo fotossintético para os ciclos biogeoquimicos. Mais especificamente,
pretendeu-se:

1. Determinar efeitos do aumento da concentracdo de CO, e consequentes
mudancas no sistema de carbono da dgua do mar nas:

- Taxas de crescimento

- Conteddos celulares

- Nutrientes inorganicos dissolvidos
- Matéria organica particulada

- Ratios da matéria orgéanica particulada

2. Determinar efeitos da turbuléncia:
- Verificar se existia alguma diferenca nos parametros referenciados
acima nos meios onde foi aplicado o factor turbuléncia comparando com o0s

meios onde nao foi aplicado esse factor.

3. Determinar o efeito combinado:
- Verificar se se observava alguma diferenca nos varios parametros
estudados simultaneamente com o aumento do CO, e com o efeito da

turbuléncia.

4. Implicacdo para o ecossistema, gestdo e conservacdo da natureza:
Esta espécie foi escolhida uma vez que é bastante comum sobretudo em zonas
costeiras, porque com facilidade forma “blooms” e porque ¢é uma espécie

relativamente comum e com alguma robustez, ndo sendo extremamente sensivel.
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Material e Métodos:

1. Condig0es de cultura:

O trabalho foi desenvolvido utilizando Chaetoceros sp., da coleccdo de
cultura do CCMMG (Centro do Clima, Meteorologia e Mudancas Globais), recolhida
do Oceano Atlantico no Arquipélago dos Acores, mais especificamente de amostras
de &gua do mar recolhidas a sensivelmente 4 milhas néuticas para Sul da marina de
Angra do Heroismo, 38°37'N 27°15'W.

No laboratério as culturas foram mantidas numa camara incubadora onde
eram controladas as condi¢cOes de temperatura e luz. A incubadora com temperatura
constante de 20°C e radiacdo de aproximadamente 350pmol quanta m? s™, com um
ciclo diario de 10/14 horas de luz/escuridao.

O meio de cultura da espécie foi em agua do mar natural pré-filtrada e
posteriormente enriquecida com nutrientes de acordo com /2 modificado (Guilliard
and Ryther, 1962; Guilliard, 1975). O meio f/2 modificado consiste em fazer
alteracdo nas concentragdes dos nutrientes adicionados, neste caso as concentragdes
finais sdo; 64um de nitratos, 64um de silicatos, 4.5um de fosfatos. As vitaminas e
metais vestigiais foram adicionados de acordo com a receita f/8 (Guilliard and
Ryther, 1962; Guilliard, 1975).

Previamente a experiéncia, o material que foi utilizado durante a mesma foi
autoclavado para as culturas serem feitas em meio estéril, de forma a prevenir

contaminagdes externas.

2. Desenho experimental:

Nesta experiéncia estudou-se a taxa de crescimento do Chaetoceros sp. em
diferentes concentracdes tedricas de dioxido de carbono (CO,) dissolvido na agua,
nomeadamente a concentragdo existente actualmente no oceano que é cerca de
393ppm, uma concentracdo de um futuro com cerca de 750ppm e uma concentragdo
de um futuro mais distante com cerca de 1500ppm, sendo estas concentracGes
tedricas as que se pretendem simular.

A &gua foi recolhida com a ajuda de um tubo de plastico maledvel com 10m
de comprimento e com lastro huma das pontas, para manté-lo vertical e assim atingir

a profundidade pretendida (10m), com o objectivo de ser recolhida uma amostra do
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perfil vertical do mar. Apds a recolha da &gua do mar, esta foi levada para o
laboratorio, colocada em meio estéril, e filtrada utilizando um filtro estéril Whatman
Polycap Aqueos Solution Filter Capsule com 0.2 um de tamanho de poro com ajuda
de uma bomba peristaltica de baixa pressdo (Figura 3). A agua foi toda filtrada de
forma a serem retirados todos os seres vivos e esta ficar estéril. No total foram
filtrados cerca de 25litros (L) de 4gua do mar, ja contando com eventuais perdas na

fase de transferéncia para as garrafas onde as culturas foram realizadas.

Figura 3 — Processo de filtracdo da &gua em meio estéril.

O volume total da agua foi entdo dividido por 3 garrafdes de 20L. Foram
adicionados nutrientes e em 2 garrafées foi também alterado o sistema de carbono
para simular as condi¢des de CO, de um futuro préximo e de um futuro distante e de
seguida dividiu-se a agua de cada garrafdo nas respectivas garrafas de pré-culturas e
culturas. O sistema de carbono da agua do mar foi manipulado quimicamente com
adicdes combinadas de bicarbonato de sodio (NaHCO3) e acido cloridrico a
condicdes de pH variavel de acordo com Schulz et al., (2010).

De forma a ter conhecimento de como cresce a espécie de fitoplancton
utilizada, foi feito um trabalho anterior a esta experiéncia para me habituar a
trabalhar com os Chaetoceros sp. e dai foi determinada a taxa de crescimento média
de forma a se poder fazer uma estimativa para as primeiras pré-culturas e depois a
partir dai ja tinhamos valores de taxa de crescimento, o nimero de divisdes por dia e
0 tempo de cada geracéo.

As culturas foram mantidas com uma abundancia baixa (durante a
experiéncia as concentragdes variaram entre 133 e 742células/ml) para evitar
alterac6es significativas no pH e no pCO..
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As concentracgdes iniciais usadas foram 450ppm para o presente, ndo sendo
alterado o sistema de carbono apenas nesta condi¢do, de um futuro foi cerca de
925ppm e uma concentracdo real obtida de um futuro mais distante foi cerca de
1205ppm. Assim como, se pretende estudar o efeito da turbuléncia no
desenvolvimento da espécie, e para isso colocaram-se as garrafas numa plataforma
para que fossem mexidas exactamente de forma igual, a0 mesmo tempo e 0 mesmo
namero de vezes.

Fizeram-se 3 pré-culturas, com tempo de duracdo de cada pré-cultura variar
consoante o nimero inicial de células, o niUmero de geragdes, a variacdo de pH e CO;
das culturas e do volume de agua do meio. O objectivo de fazer estas pré-culturas é
para aclimatizacdo e determinagdo da taxa de crescimento da espécie. A partir da
altima pré-cultura realizou-se experiéncia propriamente dita.

As culturas foram aclimatizadas as concentracdes de CO, para um minimo de
12 geragdes e a turbuléncia por 10 geracdes. Nos tratamentos com turbuléncia as
células foram mexidas com maior frequéncia que nos outros meios. As culturas
foram realizadas em triplicado em garrafas de policarbonato de 1L e colocadas huma
incubadora com temperatura constante de 20°C e radiacdo constante com
aproximadamente 350pmol quanta m® s*. As culturas foram rodadas sobre o eixo
mais longo 3 vezes ao dia exactamente a mesma hora e 0 mesmo nimero de vezes
cada, no total foram 10 vezes. Nas culturas onde estava a ser aplicado o factor
turbuléncia eram mexidas numa plataforma, no total de 15 vezes, idealizada e
construida por mim (Figura 4a) para ser aplicado o factor turbuléncia nas pré-
culturas e posteriormente foi construida uma de tamanho superior, pelo Francisco

Reis (Figura 4b), para poder fazer o mesmo com as garrafas de 1L.

SN Mgk PRt

TN e

Figura 4- Plataformas planeadas e executadas por mim para ser aplicado o

factor turbuléncia nas pré-culturas (a) e nas culturas (b), com respectiva escala.
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No total foram analisados 18 replicados, conforme se pode ver no esquema a
seguir ilustrado (Figura 5). As amostras foram recolhidas no inicio e no fim da

experiéncia.

SR
\A\,;. Recolha de
ff}’; agua do mar
P
Ml
-y

Futuro

Presente (P Fut F
®) uturo (F) Distante (FF)

Sem Com Sem Com

- A Sem Com
turbuléncia turbuléncia turbuléncia turbuléncia

turbuléncia turbuléncia

Esquema 1- Organograma elucidativo da organizagdo de todo o desenho

experimental.

3. Parametros analisados

3.1. Sistema de Carbono

O sistema de carbono foi caracterizado com base em dois dos trés parametros
analisados (alcalinidade total, pH) e usando um software CO2sys (Wallace et al.,
1998) calculou-se o valor de DIC (Carbono Inorganico Dissolvido) usando as
seguintes op¢des no software:

e Modo input;

e Conjunto de constantes: por Mehrbach et al., (1973 adaptado por

Dickson e Millero, 1987);

e pCOy;

e KHSO, por Dickson;

e Escala de pH: Total Scale (mol/kg-SW).

3.2. Alcalinidade Total

A alcalinidade total da agua do mar é definida por Dikson et al. (1981), como

“o numero de moles do i&o hidrogénio equivalentes ao excesso de protdes aceitantes

16



sobre de potrdes dadores num kg de amostra”. A alcalinidade total é expressa em
moles por kg de solucéo e é independente da temperatura.

Para a determinacdo da alcalinidade total foram filtrados 80ml com um filtro
de seringa estéril Minisart 0.2um para garrafas de polipropileno, armazenadas no
escura a 4°C e medidas em menos de 48horas para evitar que existisse mais
actividade bioldgica. A analise realizou-se de acordo com Dikson et al. (2003) por
titulacdo da amostra com 0.05N de &cido cloridrico (HCI) usando o sistema de
titracdo Metrohm Tritino 848, o amostrador automatico Methrom Compact Sample
Changer 869. As amostras foram calibradas com material de referéncia fornecido por
Dickson et al. (2007). Os célculos foram efectuados com o software Matlab.

3.3. pH

O valor do pH representa a concentragdo do ido hidrogénio numa amostra de

agua do mar.
pH=-log [H']

A concentracdo do ido hidrogénio é expressa em moles por kg de solugéo.

Existem dois métodos de medicao do pH, aceites pela comunidade cientifica:
a determinacdo potenciométrica e a determinacdo através do espectrofotometro.
Nesta experiéncia utilizaram-se ambos 0s métodos.

A determinacdo potenciométrica consiste na utilizacdo de uma célula de
eléectrodo (WTW 340i pH meter). Os milivolts do pH da amostra e os milivolts do
pH de referéncia, Tris buffer (2-amino-2-hidroximetil-1,3propanodiol), foram
medidos & mesma temperatura para evitar trocas com a atmosfera o valor do pH foi
determinado imediatamente ap6s a recolha. O pH também foi medido com um
espectrofotometro apds adicdo do indicador m-cresol roxo. Foram filtrados 100 ml de
amostra para uma garrafa de vidro com a ajuda de uma agulha colocada na seringa de
forma a evitar a formacdo de bolhas. A amostra foi transferida para uma célula de
circulacdo continua com a ajuda de uma bomba (Cavro Pump XLP), a qual adicionou
o corante indicador de pH (m-cresol roxo). Finalmente, o pH da amostra foi
determinado usando o espectrofotémetro, Cary 50 da marca Varian com base na

medicdo a absorvancia a 3 comprimentos de onda diferentes, entre os 350 a 700nm.
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3.4. Nutrientes (determinados de acordo com Koroleff and
Hansen, (1999))

Os nutrientes inorganicos dissolvidos sdo essenciais para o crescimento do
fitoplancton. Para a determinagcdo dos nutrientes de acordo com Koroleff and
Hansen, (1999) foi filtrado 50ml de cada replicado com a ajuda de seringas e um
filtro estéril Minisart 0.2um.

3.4.1. Fosfato (PO,%):

A andlise de PO,* realizou-se adicionando 10ml de amostra & mistura de
0.3ml de Reagente | (4.5 M H,SO,4 + molibdato de amdnia + antimonil tartarato de
potassio) e 0.3ml de acido ascorbico. A determinagdo da concentracdo foi corrigida
por calibracdo com trés solucdes padrédo de 2; 4; 6uM, para alem do branco. Depois
de uma incubacdo durante 10 minutos & temperatura ambiente, mediu-se a
absorvancia no comprimento de onda de 882nm, usando a agua bidestilada, como
branco, utilizando um numa cuvete de 5¢cm utilizando o espectrofotometro, Cary 50

da marca Varian.

3.4.2. Nitrito (NO, ):

A concentragdo de NO;,~ determinou-se com a adicdo de 10ml de amostra &
mistura de 0.2ml de sulfonamida e 0.2ml de nafetiletilenodiamina. A determinacgéo
da concentracdo foi corrigida por calibracdo com trés solucbes padréo de 0,25; 0,5;
0,75uM, para além do branco. Depois de uma incubacdo durante 30 minutos a
temperatura ambiente, mediu-se a absorvancia no comprimento de onda de 542nm,
usando a agua bidestilada, como branco, utilizando um numa cuvete de 5cm

utilizando o espectrofotémetro, Cary 50 da marca Varian.

3.4.3. Nitrato (NOg_):

Para realizar a analise de NO3;~, 0s compostos tiveram de ser reduzidos para
NO, com a ajuda de um reactor de cadmio adicionando os reagentes sulfanilamida e
conjugando com o reagente N-(1-nafetil)-etilenodiamina dihidrocloreto. A
determinagdo da concentragdo foi corrigida por calibragdo com quatro solucGes

padrdo de 20; 40; 60; 80uM, para além do branco. Depois de uma incubagdo durante
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20minutos a temperatura ambiente, mediu-se a absorvancia no comprimento de onda
de 542nm, usando a agua bidestilada, como branco, utilizando um numa cuvete de 5
centimetros utilizando o espectrofotometro, Cary 50 da marca Varian. As
concentracdes obtidas subtrai-se as concentragdes do nitrito. Devido a um problema
durante a medicdo das amostras, sO se conseguiu obter a absorvancia relativa entre
amostras. Assim estimou-se a concentragéo final sabendo que a concentracéo inicial

era de 64pmol L™,

3.4.4. Silicato (Si(OH),-Si):

A concentracdo de Si(OH),-Si determinou-se com a adi¢cdo de 10ml de
amostra a 0.3ml de mistura de reagentes | (acido sulfarico e solucdo de molibdato de
amonia), esperou-se exactamente 10minutos e adicionou-se 0.2ml de &acido oxalico
(para suprimir qualquer interferéncia causada pela elevada concentracéo de PO,>) e
imediatamente a seguir 0.2ml de acido ascorbico. A determinacdo da concentracao
foi corrigida por calibracdo com quatro solucdes padréo de 20; 40; 60; 80uM, para
alem do branco. Depois de uma incubacdo durante 30 minutos & temperatura
ambiente, mediu-se a absorvancia no comprimento de onda de 810nm, usando a 4gua
bidestilada, como branco, utilizando um numa cuvete de 1cm utilizando o

espectrofotometro, Cary 50 da marca Varian.

3.5.  Matéria Orgénica Particulada (POM)

3.5.1. Fosforo organico particulado (POP):

Utilizando filtros Whatman GF/F (25mm, 0.7um de poro) que ja tinham
passado previamente por um processo de combustdo de forma a eliminar toda a
matéria organica (450°C; 5h), filtrou-se para o presente 80ml e para 0s outros meios
100ml de amostra a baixa pressdo (200mbar) e posteriormente armazenou-se 0S
filtros no congelador a -20°C. Aquando da medicdo, depois de descongelarem,
inseriu-se cada filtro numa garrafa de vidro Duran de 60ml, ja com 40ml de agua
bidestilada, onde se adicionou também uma pequena colher de peroxodissulfato de
potassio nos filtros. Estes foram colocados 30minutos na panela de pressao o que faz
converter o POP em ortofosfato e deixou-se arrefecer a temperatura ambiente. A
analise do POP realizou-se adicionando a totalidade da amostra a mistura de 1.2ml

de é&cido ascorbico, agitou-se e aguardou-se 1minuto. Imediatamente a seguir
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adicionou-se 1.2ml de Reagente | (4.5M H,SO, + molibdato de amdnia + antimonil
tartarato de potéssio). Depois de reagir e adquirir uma tonalidade azul transferiram-se
12ml de cada amostra para tubos de polipropileno e levou-se para a centrifuga.
Esteve na centrifuga durante 10minutos a alta velocidade. A determinacdo da
concentracdo foi corrigida por calibracdo com trés solucbes padrdo de 2, 4, 6uM,
para além do branco. Mediu-se a absorvancia no comprimento de onda de 882nm,
usando a agua bidestilada, como branco, utilizando um numa cuvete de 5cm

utilizando o espectrofotémetro, Cary 50 da marca Varian.

3.5.2. Carbono organico particulado (POC) e azoto organico
particulado (PON):

De acordo com Sharp (1974) o POC e PON foram determinados com um
analisador elementar acoplado a um cromatdgrafo de gas, em que foi filtrado 150ml
de amostra do presente e nos outros meios 200ml de amostra por um filtro Whatman
GF/F (25mm) que ja tinha passado previamente por um processo de combustéo, de
forma a eliminar toda a matéria organica (450°C; 5h). Para a determinacéo os filtros
foram secos a 60°C durante aproximadamente 10h e depois envolvidos em copos de
estanho (8x8x15mm) e medidos num cromatografo de gas. As amostras foram
medidas e comparadas com valores padrdo. Os valores de POC e PON foram
determinados ao mesmo tempo e na mesma amostra.

As analises de carbono organico particulado e azoto orgénico particulado ndo
foram efectuadas na Universidade dos Acores por auséncia do equipamento
necessario. Assim sendo, as amostras foram preparadas até estarem prontas a inserir
no aparelho e enviadas para a Universidade de Southern Cross - Centre for Coastal
Biogeochemistry Research na Australia, pelo Kai Schulz com quem a Doutora Joana
Barcelos e Ramos tem uma estreita colaboracéo.

Esta variacdo dos volumes filtrados para as analises visou colmatar pequenas

alteracdes nas concentracdes de células.

3.6. Contagem de células

Contou-se o0 numero de células no inicio e fim da experiéncia, para evitar que
as concentragdes de CO, se alterassem cada vez que as garrafas eram abertas para

retirar uma amostra para contagem. Para além de que, cada vez que se retira um
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pequeno volume da garrafa iria aumentar a quantidade de ar existente no topo da
mesma e era o suficiente para alterar a concentracéo de CO..

Para a contagem, foi retirada uma amostra de cada meio e foi efectuada uma
diluicdo para a contagem desta, uma vez que a concentragdo celular era muito
elevada. De seguida transferiu-se algum do volume do baldo volumétrico para uma
camara de contagem de Utermdhl e deixou-se repousar a amostra para sedimentagéo.
A abundancia de células é determinada usando técnicas de sedimentacdo, de acordo
com Utermohl (1958). As amostras de culturas foram coradas e fixas com solugéo de
Lugol (~2%).

A contagem fez-se num microscopio invertido, Nikon eclipse TS100, com
uma ampliagdo de 100x e em cada camara foi contada a totalidade das células
existentes. De forma aos resultados serem aceites para tratamento estatistico foram
contadas pelo menos 300 celulas por camara.

A taxa de crescimento de uma espécie € uma media especifica e é

determinada de acordo com Lavasseur et al. 1993:
H= (Ln (Cy)-Ln(Ci)) / (t2-ta)
Onde C; é a concentracao final expresso em células/ml no diat, e a Cj € a
concentracdo inicial expresso em células/ml no dia t;.
O ndmero de divisdes diarias pode ser calculado a partir da taxa de

crescimento (), e é dado por:

Divisdes diarias: Div.dia™= p/ Ln2
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Resultados:

1. Sistema de Carbono:

Na tabela | estdo os resultados obtidos de todos parametros estudados no
sistema de carbono. Os valores estimados para as concentragdes de CO, eram 380,
750 e 1500ppm para os tratamentos que simulam o presente (P), futuro (F), futuro
distante (FF), respectivamente. Na realidade a concentragdo obtida foi para 0s meios
P, F e FF respectivamente de 450, 925 e 1205ppm e onde o valor médio final das
amostras foi de 482, 854 e 1092ppm.

Tabela I - Resultados iniciais e finais do Sistema de Carbono. Nesta tabela
estdo presentes os valores para a pressdo parcial de CO; (pCO;) (todos os valores
com um asterisco (*) a frente sdo valores médios), os valores de pH obtidas a partir
da determinacdo potenciométrica com a utilizagdo do eléctrodo (pH), a concentracéo
de diéxido de carbono (CO.), bicarbonato (HCO3), carbonato (COs%), carbono

inorgénico dissolvido (DIC) e a alcalinidade total (TA).

Unidades patm umolkg® | mmolkg” | mmolkg™ | pmolkg® | pmolkg®

o P 452,30 | 7,999 | 14,53 | 1877,16 | 172,82 | 2064,51 |2310,28
2| F F 924,85 | 7,711 | 29,71 | 1979,86 | 94,02 | 2103,59 |2223,09
FF FF 1204,81 | 7,560 | 43,04 | 2026,32 | 67,98 | 2137,34 |2204,44

1P 435,41* | 8,028 | 13,45 | 1857,09 | 182,78 | 2053,31 | 2315,81

2P 490,66* | 7,941 | 16,99 | 1925,36 | 155,44 | 2097,79 | 2315,81

P 3P 489,44* | 7,943 | 16,92 | 1924,11 | 155,95 | 2096,99 | 2315,81
4PT 495,55* | 7,935 | 17,31 | 1930,27 | 153,40 | 2100,98 | 2315,81

5PT 487,03* | 7,947 | 16,76 | 1921,58 | 156,98 | 2095,33 | 2315,81

6PT 495,59* | 7,935 17,31 | 1930,51 | 153,41 | 2101,24 | 2315,81

7F 891,34* | 7,758 | 27,56 | 2047,70 | 108,43 | 2183,69 |2324,39

9F 841,79* | 7,806 | 24,37 | 2023,48 | 119,71 | 2167,57 |2328,18

i_% F 10F 829,35* | 7,818 | 23,57 | 2012,09 | 122,38 | 2158,05 |2323,81
8FT 840,96* | 7,804 | 24,32 | 2009,55 | 118,33 | 2152,20 |2310,60

11FT 835,24* | 7,810 | 23,95 | 2006,98 | 119,83 | 2150,77 |2311,67

12FT 886,53* | 7,761 | 27,25 | 2036,14 | 108,43 | 2171,81 |2310,99

13FF 1146,29* | 7,663 | 34,94 | 2086,41 | 88,78 | 2210,13 |2312,93

14FF 906,24* | 7,889 | 19,52 | 1960,35 | 140,29 | 2120,16 |2315,55

FF 15FF 1127,62* | 7,677 | 33,74 | 2079,76 | 91,34 | 2204,85 |2312,06
16FFT 1125,11* | 7,679 | 33,58 | 2079,44 | 91,76 | 2204,78 |2313,22

17FFT 1130,35* | 7,675 | 33,92 | 2080,10 | 90,90 | 2204,92 |2313,61

18FFT 1118,72* | 7,684 | 33,17 | 2076,26 | 92,61 | 2202,04 |2312,64
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Verifica-se que o pH dos meios iniciais era de 8.00; 7.71 e 7.56
respectivamente para os meios do P, F e FF, dando os valores que era suposto uma
vez que quando a concentracdo media de CO, aumenta o valor do pH baixou, sendo
inversamente proporcionais. No final da experiéncia os valores finais médios para
cada meio era respectivamente de 7.95; 7.79 e 7.71, e comparando entre eles,
verifica-se que aumenta a concentracdo de CO; e vai baixando gradualmente o valor
do pH.

A concentracdo de CO, existente na 4gua em pumol kg™ inicialmente para os
meios do P, F e FF era de 14.53, 29.71 e 43.04pmol kg™ e no final da experiéncia os
valores médios para cada meio era respectivamente de 16.46, 25.17 e 31.48umol kg’
! Verificou-se um decréscimo da concentragdo do CO, para 0os meios do F e FF,
comparando com o valor inicial.

Para o bicarbonato (HCO3') a concentracdo existente na agua inicial, em
umol kg™, era para os meios P, F e FF de 1877.16; 1979.86 e 2026.32umol kg™ e no
final da experiéncia os valores medios para cada meio era respectivamente de
1914.82; 2009.55 e de 2079.44pmol kg™. Verificou-se um aumento da concentragdo
do HCOj3 para todos os meios assim como aconteceu com o valor inicial.

A concentracdo de carbonato (COs*) existente na agua em pmol kg™
inicialmente para os meios do P, F e FF era de 172.82; 94.02 e 67.98umol kg™ e no
final da experiéncia os valores medios para cada meio era respectivamente de
159.66; 119.83 e 99.28umol kg™. Comparando os valores finais da concentracdo
existe uma diminuicdo onde a concentracdo final mais elevada corresponde ao P e a
mais baixa corresponde ao FF, assim como acontece nos valores iniciais de
concentracdo. Em relacdo aos valores iniciais e finais, comparando, no P decresce a
concentracao enquanto nos meios do F e FF existe um aumento nas concentracgdes.

O carbono inorganico dissolvido (DIC) a concentracdo existente na agua
inicial, em pmol kg™, era para os meios P, F e FF de 1877.16; 1979.86 e
2026.32pmol kg™ e no final da experiéncia os valores médios para cada meio era
respectivamente de 1914.82; 2009.55 e de 2079.44pmol kg™. Verificou-se um
aumento da concentracao do DIC para todos 0s meios assim como aconteceu com o
valor inicial.

Finalmente na alcalinidade total (TA) a concentragdo existente inicialmente
na a4gua, em umol kg™, era para os meios P, F e FF de 2310.28; 2223.09 e

2204.44pmol kg™ e no final da experiéncia os valores médios para cada meio era
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respectivamente de 2315.81; 2318.27 e de 2313.04pmol kg™. Verificou-se um
aumento da concentragédo para todos os meios do P e F e no meio do FF verificou-se
um decréscimo na concentragcdo comparando com os restantes valores finais, no geral
comparando com o valor inicial verificou-se um aumento das concentragdes da TA.

Comparando todos os dados do sistema de carbono pode verificar-se que a
medida que o pCO, vai aumentando os valores do pH, COs* e TA véo diminuindo e
os valores das concentrages do CO,, HCOs3 e DIC vao aumentando. Relativamente
a turbuléncia as Unicas amostras onde se nota uma maior diferenca, entre os valores
no final da experiéncia, no sistema de carbono é na alcalinidade total no meio do
futuro. Nas restantes amostras ndo se notam alteragdes significativas entre si onde foi
aplicado o factor turbuléncia e onde nédo se aplicou o factor turbuléncia.

O tratamento em que a concentracdo do CO, representa 0 presente tem uma
alcalinidade total no inicio da experiéncia diferente do tratamento com concentragcdes
similares ao futuro e futuro distante porque a agua é diferente. Uma vez que foi
impossivel a experiéncia ser toda feita a0 mesmo tempo o P e 0s meios F e FF foram

feitos em alturas diferentes e com diferentes recolhas de agua.

2. Nutrientes:

A analise da Tabela Il revela que a adi¢do de nutrientes foi um pouco
acima da esperada (64um de nitratos, 64um de silicatos, 4.5um de fosfatos) com
excepcdo da concentracdo de fosfato inicial a concentracdes de CO, que simulam o
presente (450uatm). Analisando a diferenca entre as concentracdes finais e iniciais
de cada replicado, verifica-se que 0 maximo consumo pelas culturas de Chaetoceros
sp. ocorreu a concentracdes de CO, que simulam o futuro distante (1205uatm) e o
minimo a concentrac6es de CO, que simulam o futuro (925uatm). Na Tabela 11 estdo
apresentados os valores das analises aos nutrientes existentes na dgua no inicio da
experiéncia onde ainda ndo existia actividade bioldgica e no final da experiéncia.

De salientar que os dados para 0s nitratos sdo estimativas uma vez que
durante a leitura das amostras houve uma falha de luz e o espectrofotdmetro e
respectivo computador, desligaram-se.

Nos nutrientes analisados os silicatos foram os Unicos onde foi possivel
efectuar as analises a todas as amostras finais dos 3 meios simulados. Como

explicado anteriormente esta falta de dados deve-se ao problema que tive com a
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avaria do espectrofotdmetro existente no laboratério onde trabalhei e & inexisténcia
de mais algum disponivel que pudesse levar uma cuvete de 5cm para as leituras
serem feitas conforme os procedimentos do protocolo de onde me estava a guiar.
Uma vez que para os silicatos as amostras sdo as Unicas a ser lidas numa cuvete de
lcm ja foi possivel ler as amostras noutro laboratorio que gentilmente me
possibilitou a utilizacdo do seu espectrofotometro.

Como se pode verificar nos silicatos, comparando o meio inicial com o final,
no meio onde concentracfes de CO, que simulam o presente, existem duas amostras
em que o valor € superior ao inicial, no meio onde concentracbes de CO, que
simulam o futuro apenas uma amostra tem o valor inferior ao inicial, e em relagéo ao
meio onde as concentracdes de CO, que simulam o futuro distante apenas uma
amostra tem o valor superior ao inicial. A concentracao inicial dos fosfatos, em pumol
L™, nos meios onde as concentragdes de CO, que simulam o presente, o futuro e o
futuro distante foi respectivamente de 52.68; 76.98 e 84.20pumol L™. A concentracio
final verifica-se que 2 amostras do meio onde as concentraces de CO, que simulam
0 presente, 5 amostras do meio onde as concentracdes de CO, que simulam o futuro
e 1 amostra do meio onde as concentraces de CO, que simulam o futuro distante,
tém uma concentragdo superior a inicial. A média final das concentragcdes é
respectivamente de 50.30; 90.15 e 82.94umol L™. Comparando as concentracdes
iniciais e finais meédias das amostras verifica-se que apenas houve um aumento da
concentracdo final no meio do meio onde as concentracbes de CO, que simulam o
futuro e dos meios do meio onde as concentracfes de CO, que simulam o presente e
o futuro distante diminuiram as concentracdes.

Nas amostras dos nitratos conforme referido anteriormente os valores séo
estimados, devendo-se este facto mais uma vez, a um problema com um
espectrofotometro que se desligou a meio de uma leitura devido a uma falha da luz.
Para além deste pequeno contratempo também ndo existem dados das concentracées
finais para o presente pelo motivo acima referido.

Para os nitratos, comparando com a concentracdo inicial existente, no meio
onde concentraces de CO, que simulam o futuro, existem 3 valores inferiores ao
inicial e no meio onde concentracbes de CO, que simulam o futuro distante, todos 0s
valores também sdo inferiores ao inicial.

A concentracdo inicial dos nitratos, em pmol L* nos meios onde as

concentragdes de CO, que simulam o presente, o futuro e o futuro distante foi
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respectivamente de 71.65; 68.38 e 70.66pmol L™. A concentracdo final verifica-se
que 1 amostra do meio onde concentragfes de CO, que simulam o futuro tem uma
concentracdo superior & inicial. A media final das concentracfes para 0s meios onde
as concentracdes de CO, que simulam o futuro e o futuro distante é de 67.71 e
67.72umol L™. Comparando as concentragdes iniciais e finais médias das amostras
dos meios onde a concentragdo de CO, que simulam o futuro e o futuro distante
verifica-se que houve uma diminuicdo da concentra¢do nos meios.

Inicialmente a concentracdo dos nitritos, em pmol L™, nos meios onde as
concentracdes de CO, que simulam o presente, o futuro e o futuro distante era
respectivamente de 0.10, 0.07 e 0.05umol L™. A concentracdo final verifica-se que 5
amostras do meio onde as concentracbes de CO, que simulam o futuro e 3 amostras
do meio onde a concentragdo de CO; que simulam o futuro e o futuro distante tém
uma concentragéo superior a inicial. A média final das concentragdes dos meios onde
as concentracbes de CO, que simulam o futuro e futuro distante sdo de 0.09 e
0.06umol L™. Comparando as concentracdes iniciais e finais médias das amostras do
meio onde a concentracdo de CO, que simulam o futuro e futuro distante verifica-se
que houve um aumento da concentracdo nos meios. N&o existem dados das
concentracdes finais para o presente pelo motivo acima referido.

A concentracdo inicial dos fosfatos, em pumol L™ nos meios onde as
concentracdes de CO, que simulam o presente, o futuro e o futuro distante foi
respectivamente de 3.65, 7.53 e 7.55umol L™. A concentragdo final ndo se verificam
amostras com uma concentracao superior a inicial. A média final das concentracGes
para 0s meios onde as concentracbes de CO, que simulam o futuro e futuro distante
sdo de 6.46 e 6.05 pmol L. Comparando as concentracdes iniciais e finais médias
das amostras do meio onde a concentracdo de CO, que simulam o futuro e futuro
distante verifica-se que houve uma diminuicdo da concentracao nos meios.

No geral, na maioria das amostras verifica-se a diminuicdo da concentracéo
inicial dos nutrientes o que significa que foi utilizado pelos Chaetoceros sp. para o
seu desenvolvimento. Mais ainda se verifica que algumas amostras tém valores finais
superiores aos iniciais 0 que ndo era suposto. Uma vez que se multiplicaram células
no meio e tendo em conta que como sdo seres autotroficos utilizam os nutrientes
existentes na agua para o seu desenvolvimento para além da energia retirada da luz,

era de assumir que existiria diminui¢do da concentracdo inicial dos nutrientes.
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Né&o existem diferencas significativas entre as amostras onde foi aplicada a
turbuléncia e onde ndo foi aplicada a turbuléncia

Tabela Il - Valores iniciais e finais dos nutrientes analisados.

Unidades | [umol I™] [umol I"] | [umol 1] | [umol I
o P |p 52,68 71,65 0,10 3,65
2 F |F 76,98 68,38 0,07 7,53
- FF |FF 84,20 70,66 0,05 7,55
1P 52,71 - - -
2P 50,03 : : -
P (3P 48,75 - - -
4Pt 56,24 - - -
5Pt 47,57 : . .
6Pt 46,50 . . .
7F 96,63 67,92 0,09 6,89
Fim 9F 97,23 68,36 0,10 6,82
F|10F 97,97 67,77 0,10 7,01
8Ft 89,98 66,89 0,09 6,36
11Ft 87,62 68,55 0,11 6,31
12Ft 71,49 66,79 0,07 5,35
13FF 79,95 67,37 0,05 5,88
14FF 81,53 67,06 0,06 6,00
FF [15FF 75,02 66,58 0,05 5,34
16FFt 79,60 69,23 0,07 5,73
17FFt 100,07 68,92 0,07 7,19
18FFt 81,49 67,17 0,04 6,14

Para o presente a inexisténcia de dados deve-se a uma avaria no
espectrofotometro o que impossibilitou a leitura de parte das amostras. Como néo
havia mais nenhum no edificio onde fosse possivel adaptar a cuvete de 5cm, as
amostras foram eliminadas, uma vez que, passado algum tempo depois de se
adicionarem os reagentes elas comecam a deteriorar-se e os valores lidos ja ndo sdo
0s reais. Apenas existem dados para os silicatos porque no edificio existia um

laboratério com um espectrofotémetro livre e que possibilitou a leitura.
3. Biomassa:

Na Figura 6 pode-se verificar o nimero de células existente por ml de cada

amostra. Neste grafico ndo existem valores para 0 P uma vez que ndo foi possivel
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contar células suficientes para validar as amostras. Esta incongruéncia nas contagens

deve-se, provavelmente, a um problema durante a recolha das amostras.
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Figura 6 — Abundancia de celulas em relacéo a concentracdo media de CO; a
que as células estiveram expostas no decurso da experiéncia. As amostras em que
ndo foi aplicado o factor turbuléncia que estdo sempre representadas com um losango

azul e as amostras com turbuléncia com o triangulo vermelho.

E possivel verificar que existe um maior nimero de células nas amostras onde
0 pCO; é cerca de 900patm, & excepgdo de um replicado (~ 270células ml™) em que
0 pCO; se alterou bastante no decorrer da experiéncia e ficou muito mais baixo do
que era suposto. Mas como as células estavam habituadas a uma concentracdo média
de CO; superior, habituaram-se perfeitamente e continuaram a dividir-se.

A concentracdo de células inicial nas amostras foi de 5células por ml. No
meio do F o valor mais baixo de células por ml contadas foi de 562células e 0 mais
elevado foi de 740células por ml. No meio do FF o valor mas baixo de células por mi
contadas foi de 133células por ml e o mais elevado foi de 271células por ml. A
concentracdo média final foi para o meio do F e FF de 644 e 199células por ml. Esta
diferenca de nimero de células deve-se ao facto de as culturas do meio F e do FF
terem uma duracdo diferente, respectivamente de 4 e 3 dias, tendo sido suficiente
para esta diferenca de nimero de células por ml. Esta diferenca de dias aconteceu
porque quando fui observar as culturas, no dia em que estava a acabar a experiéncia,

verifiquei a olho (sem qualquer tipo de contagem) que existia menos células no meio
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F e dai a decisdo de deixar a cultura mais um dia, garantindo assim um bom nimero
de células.
N&o se verificaram alteracdes significativas no nimero de células por ml

entre as amostras onde ndo foi e foi aplicado o factor turbuléncia.

4. Matéria Organica Particulada:

As concentracdes de fosforo particulado (P) variam entre 0.095 e 1.119umol
L™ correspondendo estes valores a amostras do meio onde as concentraces de CO,
que simulam o futuro e o futuro distante respectivamente, tendo uma diferenca
méxima entre replicados de 1.024pmol L™ (Figura 7a). O valor médio de todos os
replicados para as concentragdes de CO, que simulam o presente, futuro e futuro
distante de 0.522, 0.982 e 0.393umol L™, respectivamente. A variacdo entre o0s
replicados é superior a potenciais diferencas, devido a dois pontos, um no presente e
outro no futuro.

As concentragdes de azoto particulado (N) variam entre 28.87 e 4.93umol L™
correspondendo estes valores a amostras do meio onde as concentracdes de CO; que
simulam o futuro e o presente, respectivamente, tendo uma diferenca maxima entre
replicados de 23.94umol L™ (Figura 7b). O valor médio de todos os replicados para
as concentragcdes de CO, que simulam o presente, futuro e futuro distante de 5.24,
20.22 e 5.54pmol L™, respectivamente. A variacdo entre os replicados é superior a
potenciais diferencas, devido a trés pontos, dois do futuro e um do futuro distante.

As concentrac6es de carbono particulado (C) as concentracdes variam entre
136.75 e 31.67umol L™ correspondendo estes valores a amostras do meio onde as
concentracdes de CO, que simulam o futuro e o futuro distante respectivamente,
tendo uma diferenca maxima entre replicados de 105.08 pmol L™ (Figura 7c). O
valor médio de todos os replicados para as concentracdes de CO, que simulam o
presente, futuro e futuro distante é de 38.78, 114.68 e 34.28umol L7,
respectivamente. A variacdao entre os replicados é superior a potenciais diferencas,

devido a dois pontos, uma do futuro e um do futuro distante.
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Figura 7 - Concentracdo dos nutrientes, a) fésforo (P), b) azoto (N) e c¢) o
carbono (C) em relacdo ao aumento das concentraces de CO,. As amostras em que
ndo foi aplicado o factor turbuléncia que estdo sempre representadas com losangos

azuis e as amostras com turbuléncia com triangulos vermelhos.

No geral verifica-se que as amostras onde foi aplicado o factor turbuléncia

tém valores mais préximos no C e N. Para o P, principalmente nos meios onde as
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concentracfes de CO, sdo mais elevadas isso ndo esta visivel, uma vez que as

concentracdes das amostras tém uma grande variacao entre si.

5. Crescimento

Os valores da taxa de crescimento celular () diario para diferentes pCO, ndo
variaram significativamente com o aumento da concentracdo de CO; (entre 1.11 e
1.34) e niveis de turbuléncia (Figura 3). Uma vez que ndo foi possivel contar as
células, como referido anteriormente no presente, apenas estdo referidos os dados do

futuro e futuro distante.
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Figura 3 - Crescimento do namero de células diario a diferentes concentracdes
de CO,. As amostras em que ndo foi aplicado o factor turbuléncia que estdo sempre
representadas com um losango azul e as amostras com turbuléncia com o triangulo

vermelho.

Verifica-se um crescimento do numero de células semelhante para as duas
condicdes de pCO,, que variam entre 1,11 e 1,34 divisbes por dia. Estes dados sdo
semelhantes apesar de o numero de dias de incubacgéo ser distinto, nomeadamente, 4
dias para 0 meio onde as concentragdes de CO, que simula o futuro e para 0 meio
onde as concentracdes de CO, que simula o futuro distante 3 dias.

Né&o se verificaram alteracdes significativas no de crescimento celular diario

entre as amostras onde ndo foi e foi aplicado o factor turbuléncia.
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6. Ratio dos elementos da matéria organica particulada

Depois da contagem celular e de determinar a respectiva taxa de crescimento
celular determinou-se o ratio entre cada elemento na matéria organica particulada
analisado e os valores descritos por Redfield et al (1963), que diz que a razdo entre o
C:N:P é respectivamente de 106:16:1. Como tal, na figura 4 estdo os graficos onde
séo apresentados os ratios com os dados da experiéncia e para comparar com o ratio
de Redfield em cada gréfico foi tracada uma linha com o valor conhecido de cada
razao entre os nutrientes.

O ratio N:P as concentragdes das amostras variam entre 4.59 e 53.79umol L™
correspondendo estes valores a amostras do meio P e do meio do FF respectivamente
(Figura 8a). O valor médio final para as amostras do meio do P, F e do FF sdo
exactamente 12.18, 21.16 e 26.25umol L™. Apesar dos valores das concentracdes
ndo mostrarem estar muito agrupados, a maioria das amostras encontra-se acima da
recta que esta a indicar o ratio de Redfield. Graficamente ndo se verificavam
resultados significantes, a vista, entre as amostras onde foi aplicado o factor
turbuléncia e onde ndo foi aplicado este factor. Entdo aplicou-se o teste estatistico,
ANOVA, com os dados das amostras de com e sem turbuléncia juntos. Para um
intervalo de confianca a 95%; p=0,534. Normalmente para estudos com o
fitoplancton assume-se que para 95% de confianca (p=0,05 ou menor), logo assume-
se que nao é significante.

O ratio C:P as concentracdes das amostras variam entre 34 e 333.35umol L™
correspondendo estes valores a amostras do meio P e do meio do FF respectivamente
(Figura 8b). O valor médio final para as amostras do meio do P, F e do FF séo
exactamente 90.74, 119.31 e 161.94umol L. Apesar dos valores das concentracdes
ndo se mostrarem estar muito agrupados, em especial nas amostras onde a
concentracdo de CO, € maior, a maioria das amostras encontra-se acima da recta
indicativa do ratio de Redfield. Graficamente ndo se verificavam resultados
significantes, a vista, entre as amostras onde foi aplicado o factor turbuléncia e onde
ndo foi aplicado este factor. Entdo aplicou-se o teste estatistico, ANOVA, com 0s
dados das amostras com e sem turbuléncia juntos. Para um intervalo de confianca a
95%; p=0,391. Normalmente para estudos com o fitoplancton assume-se que para

95% de confianca (p=0,05 ou menor), logo assume-se que ndo é significante.
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com o valor conhecido de cada razdo entre os elementos. As amostras em que ndo foi
aplicado o factor turbuléncia estdo representadas com um losango azul e as amostras

com turbuléncia com o triangulo vermelho.
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O ratio C:N as concentragBes das amostras variam entre 3.99 e 8.29umol L™
correspondendo estes valores a amostras do meio F e do meio do P respectivamente
(Figura 8c). O valor médio final para as amostras do meio do P, F e do FF sdo
exactamente 7.39, 5.76 e 6.18pmol L™. No geral, os valores das concentracoes estao
bastante agrupados em especial nas amostras onde a concentracdo de CO, € menor, a
excepgdo de trés amostras, as outras concentracdes estdo bem agrupadas. A maioria
das amostras encontra-se abaixo da recta que estéa a indicar o ratio de Redfield.

Verifica-se também que as amostras onde foi aplicado o factor turbuléncia
tém valores de concentragBes mais proximos, estando assim mais agrupados.
Graficamente ndo se verificavam resultados significantes, a vista, entre as amostras
onde foi aplicado o factor turbuléncia e onde ndo foi aplicado este factor. Entdo
aplicou-se o teste estatistico, ANOVA, com os dados das amostras de com e sem
turbuléncia juntos. Para um intervalo de confianga a 95%; p=0,0022. Normalmente
para estudos com o fitoplancton assume-se que para 95% de confianga (p=0,05 ou

menor), logo assume-se que é significante.

7. Conteudos celulares

Para finalizar as analises realizadas s falta estimar os contetdos (C, P, N)
existentes. Os nutrientes na célula podem estar em qualquer parte da sua
constituicdo, visto que se analisa o todo.

A excepcdo de apenas uma a duas amostras para cada nutriente 0s pontos
estdo relativamente proximos e a diferenca entre o valor maior e menor para cada um
deles ndo € muito diferente (Figura 9).

Devido ao problema referido anteriormente com as amostras das
concentragdes de CO, que simulam o presente, como ndo foi possivel efectuar a
contagem celular, também ndo foi possivel calcular a quantidade de cada nutriente

existente por célula.
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Figura 9 - Quantidade de nutrientes inorganicos a) azoto, b) carbono, c)
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o futuro e o futuro distante. As amostras em que ndo foi aplicado o factor turbuléncia
estdo representadas com um losango azul e as amostras com turbuléncia com o

triangulo vermelho.
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A quantidade de N presente por célula varia entre 19.59 e 53.52pmol cell™
correspondendo estes valores a amostras do meio onde as concentra¢des de CO; que
simulam o futuro distante (Figura 9a). O valor médio final para as amostras dos
meios onde as concentragdes de CO, que simulam o futuro e o futuro distante sdo
exactamente 30.26 e 29.91pmol cell. No geral, os valores das concentragdes estdo
agrupados, a excepcdo de uma amostra correspondente ao meio onde as
concentragdes de CO; que simulam o futuro distante. Graficamente ndo se
verificavam resultados significantes, a vista, entre as amostras onde foi aplicado o
factor turbuléncia e onde ndo foi aplicado este factor. Entdo aplicou-se o teste
estatistico, ANOVA, com os dados das amostras de com e sem turbuléncia juntos.
Para um intervalo de confianca a 95%; p=0,95. Normalmente para estudos com o
fitoplancton assume-se que para 95% de confianca (p=0,05 ou menor), logo assume-
se que ndo é significante.

A quantidade de P presente por célula varia entre 0.45 e 4.47pmol cell*
correspondendo estes valores a amostras do meio onde as concentracdes de CO; que
simulam o futuro distante (Figura 9c). O valor médio final para as amostras do meio
onde as concentragdes de CO, que simulam o futuro e o futuro distante séo
exactamente 1.50 e 2.08pmol cell™. No geral, os valores das concentracdes est&o
agrupados, a excepcdo de duas amostras correspondente ao meio onde as
concentragbes de CO, que simulam o futuro distante. Graficamente ndo se
verificavam resultados significantes, a vista, entre as amostras onde foi aplicado o
factor turbuléncia e onde ndo foi aplicado este factor. Entdo aplicou-se o teste
estatistico, ANOVA, com os dados das amostras de com e sem turbuléncia juntos.
Para um intervalo de confianca a 95%; p=0,467. Normalmente para estudos com o
fitoplancton assume-se que para 95% de confianca (p=0,05 ou menor). Logo assume-
se que nao é significante.

A quantidade de C presente por célula varia entre 116.88 e 333.97pmol cell™*
correspondendo estes valores a amostras do meios onde as concentracdes de CO, que
simulam o futuro e o futuro distante (Figura 9b). O valor médio final para as
amostras do meio onde as concentracdes de CO, que simulam o futuro e o futuro
distante sdo exactamente 172.28 e 185.22pmol cell*. No geral, os valores das
concentracdes estdo agrupados, a excepcdo de uma amostra correspondente ao meio
onde as concentragdes de CO, que simulam o futuro distante. Graficamente ndo se

verificavam resultados significantes, a vista, entre as amostras onde foi aplicado o
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factor turbuléncia e onde ndo foi aplicado este factor. Entdo aplicou-se o teste
estatistico, ANOVA, com os dados das amostras de com e sem turbuléncia juntos.
Para um intervalo de confianga a 95%; p= 0,71. Normalmente para estudos com o
fitoplancton assume-se que para 95% de confianca (p=0,05 ou menor). Logo assume-
se que ndo é significante.

Verifica-se que no meio onde a concentracdo de CO, é mais elevada é onde
se encontram os valores onde se encontra 0 minimo e maximo de nutrientes por
células, salvo uma excepcdo. Para 0 meio onde as concentracdes de CO, que
simulam o futuro distante, verifica-se que as células contém em média mais C e P
que no meio onde as concentragdes de CO, que simulam o futuro. Ja no meio onde as
concentracdes de CO, que simulam o futuro as células contém em média mais N que
no meio onde as concentragdes de CO, que simulam o futuro distante. Assim como
se notou nos graficos acima onde estdo expressos 0S ratios entre nutrientes, nestes
gréficos também ¢ possivel verificar que os pontos em que estdo representadas as
amostras com turbuléncia estdo no geral muito mais agrupados. Verifica-se também
que ndo existe uma grande diferenca entre os valores para as duas concentracfes de
CO,.
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Discussao:

1. Efeito do aumento da concentracdo do CO; no Chaetoceros sp..

A maioria dos estudos que investigam o efeito do CO; no crescimento do
fitoplancton, e é dificil distinguir se a resposta se deve ao aumento da concentragdo
de CO, ou ao pH, uma vez que estdo interligados entre eles. H4 medida que a
concentracdo de CO, aumenta o pH desce. O aumento da concentracdo do CO; e
consequente decréscimo do pH afecta o fitoplancton marinho de variadas formas. De
facto, estudos anteriores mediram um decréscimo na calcificacdo pelos cocolitoforos
uma vez que estes possuem uma sensibilidade notavel (Rost et al., 2008). Espécies
como a Emiliania huxleyi expostas a concentragbes de CO; elevadas demonstram,
frequentemente, um aumento da fotossintese (Paasche 1964; Nielsen 1995; Riebesell
et al., 2000). Em relacdo as diatomaceas, esse importante grupo do fitoplancton,
existem muito poucos estudos foca nos potenciais efeitos da acidificagdo do oceano.
Estudos anteriores sugerem que as diatomaceas de maiores dimensdes, estdo
limitadas pelo fornecimento de CO, no oceano contemporaneo (Riebesell et al.,
1993). Mais tarde, descobriu-se que muitas diatomaceas, especialmente as que tém
tendéncia a formar blooms, tinham a capacidade de compensar fornecimento baixo
de CO, através do uso de um altamente regulado e eficiente mecanismo de
concentracdo de CO, (Burkhardt et al., 2001; Rost et al., 2003). Relativamente ao
processo de producdo de silica, aparentemente este processo ndo é particularmente
sensivel ao aumento da concentracdo do CO,. Contudo, estudos efectuados no
campo, demonstram que diferentes niveis de CO, causam mudancas nas diatomaceas
dominantes (Tortell et al., 2002), assim como estudos mais recentes demonstram que
concentracdes elevadas de CO, levam a um aumento na produtividade do
fitoplancton e promove o crescimento de grandes formacgdes/cadeias de diatoméaceas
(Rost et al., 2008). Enquanto o efeito do aumento de CO, no crescimento das
diatoméaceas ndo parecer ser tdo forte, como noutros taxa, as previsdes de alteracGes
na estratificacdo e consequentemente na luz e disponibilidade de nutrientes, pode
afectar este grupo (Rost et al. 2008).

O efeito observado aqui no Chaetoceros sp. nos tratamentos que simulam
concentracdes de CO, do futuro e o futuro distante ndo é muito visivel (crescimento
do numero de células semelhante nas duas condi¢cbes de pCO,, entre 1,11 e

1,34células por dia). Apesar das diferentes nas concentracdes de CO, nos meios 0s
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Chaetoceros sp. continuaram a desenvolver-se perfeitamente. Verificou-se a
presenca de células com um tamanho muito superior as restantes amostras em todas
as culturas do meio onde as concentragdes de CO, que simulam o futuro distante
comprovando o que foi dito acima retirado do estudo de Rost et al. (2008), acerca da
tendéncia para as células em concentracfes de CO, poderem promover o crescimento
de grandes formacdes/cadeias de diatomaceas. Como tal, mantém-se a opinido de que
as diatomaceas s80 menos sensiveis ao aumento de CO; relativamente a outras
espécies como os cocolitéforos (Barcelos e Ramos et al., 2014).

Estudos recentes com a Asterionellopsis glacialis demonstram que tem como
resposta ao aumento de CO, o aumento do comprimento das cadeias assim como a
proximidade entre células podera ser uma estratégia para aumentar o pH no centro da
colonia durante o dia ou simplesmente uma consequéncia da natureza das ligacoes
estabelecidas entre as células na cadeia (Barcelos e Ramos et al., 2014). A
Asterionellopsis glacialis ndo responde significativamente ao aumento da
concentracdo do CO, até as concentracfes de 1500patm, e outras variagbes no
sistema de carbono (Barcelos e Ramos et al., 2014) e 0 mesmo se verifica com 0s
Chaetoceros sp..

A maioria das amostras encontra-se abaixo dos valores esperados de acordo
com o ratio de Redfield. O mesmo se verificou com um estudo usando a
Asterionellopsis glacialis onde os ratios elementares foram todos abaixo de Redfield
(Barcelos e Ramos et al., 2014).

Contrariamente ao observado em estudos superiores, no meu trabalho
observou-se que para 0 meio onde as concentracfes de CO, que simulam o futuro
distante, verifica-se que as células contém em média mais C e P que no meio onde as
concentracdes de CO, que simulam o futuro. Ja no meio onde as concentracdes de
CO; que simulam o futuro as células contém em média mais N que no meio onde as
concentracdes de CO, que simulam o futuro distante.

De acordo com, Barcelos e Ramos et al., (2014) condicdes de excesso de
nutrientes, menores taxas de divisdo celular seriam esperadas para ser acompanhado
por um aumento das quotas de elementos celulares, tendo sido observado até
1470uatm CO,. No entanto, as quotas de N, P e C diminuiram com o aumento do

CO, 1470-3400patm apesar da tendéncia de queda nas taxas de divisdo celular.
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2. O efeito da turbuléncia

Num ambiente de baixa turbuléncia, espera-se um aumento da taxa de divisao
celular, aumentando assim o numero de células numa dada cadeia
independentemente do tipo de ligacdo entre células.

A turbuléncia de pequena escala pode ser benéfica para o fitoplancton uma
vez que aumenta a taxa de difusdo de nutrientes a superficie da célula, sendo assim
significante apenas para o fitoplancton de maiores dimensdes (Sullivan, et al 2003)
De acordo com Peters, et al (2000), as taxas de crescimento sdo, em geral, afectadas
negativamente pela turbuléncia e pode afectar uma série de processos biolégicos,
principalmente relacionado com a distribuicdo de grandes quantidades de células na
agua. No entanto, ndo foi possivel verificar qualquer alteracdo ou efeito no
Chaetoceros sp., esta auséncia de resposta provavelmente deve-se a intensidade da
turbuléncia aplicada nas amostras. Talvez as amostras onde néo era aplicado o factor
turbuléncia tenham sido mexidas demasiadas vezes ao dia ou as amostras onde foi
aplicado o factor turbuléncia tenham sido mexidas poucas vezes. Seria interessante
para uma proxima experiéncia aumentar o factor turbuléncia para se verificar se

acontecia alguma das coisas referidas pelos autores acima referenciados.

3. O efeito combinado

Estudos recentes demonstram que a turbuléncia de pequena escala pode ser
benéfica para o fitoplancton uma vez que aumenta a taxa de difusdo de nutrientes na
superficie celular, sendo assim significante apenas para o fitoplancton com maiores
dimensdes (Sullivan, et al 2003), assim como concentracdes elevadas de CO; levam
a um aumento na produtividade do fitoplancton e também promove o crescimento de
grandes formac6es/cadeias de diatomaceas (Rost et al., 2008).

Com este dois estudos, pode concluir-se que a longo prazo e a confirmar que
se verificam as condi¢fes acima descritas nos estudos, com pouca turbuléncia, o
aumento do CO, podera ser benéfico para o fitoplancton uma vez que com células
maiores existe uma maior taxa de difusdo dos nutrientes e um crescimento das
colonias. Mas a concentracdo do CO, foi visto que pode alterar a espécie dominante
de diatoméacea (Tortell et al., 2002), o que pode alterar toda a base da cadeia trofica.

J& com condicOes elevadas de CO, e combinado com turbuléncia elevada

podera ndo ser muito benéfico para as células, pois elas terem tamanhos maiores que
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0 actual pode ser muito bom para a absor¢do de nutrientes, mas também significa que
existe uma area muito maior de parede celular, logo os efeitos da turbuléncia nas
ceélulas e nas grandes coldnias podera ser nefasto e vai provocar um maior stress
celular.

Uma vez que ndo se encontrou nenhuma resposta nas amostras com
turbuléncia, aqui no efeito combinado também ndo se verifica nenhuma resposta,
pois a espécie demonstrou ser bastante robusta em termos de CO, e também de

turbuléncia.

4. Implicagdo para o ecossistema, gestédo e conservacdo da natureza

As diatomaceas sdo dos grupos mais comuns de fitoplancton, com varios
milhares de espécies e com 0s mais diversos tamanhos (Diirselen et al., 2010). Para
alem disso, contribuem com quase metade (45%) da produtividade primaria marinha
e sdo conhecidas como assimiladoras activas tanto do CO, como de bicarbonato para
a fotossintese de forma a contrariar a pouca disponibilidade de CO; no oceano (Wu
et al., 2010). A taxa de producdo de matéria organica pelo conjunto de produtores
primarios determina a taxa de fluxo de energia e ainda toda a producao de todos os
niveis troficos em quase todo o ecossistema (Falkwoski, et al., 2007).

Como tal, pode-se assumir que a base de uma cadeia tréfica marinha saudavel
estd em grande parte dependente destes pequenos seres fotossintéticos. Uma vez que
estas diatomaceas até sdo bastastes resistentes e tolerantes a alteracGes bruscas nas
concentracdes de CO, pode-se assumir que para 0 ecossistema ndo deve de haver
grandes alteracGes, uma vez que quanto mais agucar uma célula tiver disponivel mais
energia tem e maior desenvolvimento celular e quanto maior a quantidade de
fitoplancton disponivel, mais alimento tém os restantes seres nos seguintes niveis
troficos.

O problema sera como irdo reagir as restantes espécies de fitoplancton
principalmente as que sdo muito mais sensiveis, como por exemplo os cocolitéforos.
E até que ponto ndo sera prejudicial a alteracdo da espécie de diatomacea dominante
e se na cadeia tréfica os seres vivos imediatamente a seguir aos produtores primarios
se vao conseguir adaptar a estas alteracdes e assim sucessivamente.

No ambito da gestdo e conservacdo da natureza é importante alertar a

populacdo em geral de que o problema das alteracdes climaticas ndo é s6 o
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aquecimento global e alteracbes a nivel meteorolégico. As consequéncias destas
alteracOes sdo visiveis em todo o lado. As alteracdes climéticas influenciam a pesca
através dos seus efeitos na producdo priméria, interaccfes na cadeia alimentar e no
ciclo de vida e distribuicdo das espécies alvo (Blanchard et al., 2012). Enquanto as
mudancas na cadeia alimentar também sdo influenciados pela disponibilidade de
producdo primaria (Brander, 2007), as alteracbes na producdo primaria sdo
acompanhadas de altera¢des quimicas e fisicas do meio (Sarmiento, 2004).

Todas estas alteracdes tém consequéncias na vida humana. Muitos paises
estdo completamente dependentes do alimento que retiram do mar e das actividades
ludicas associadas ao mar. Se todos os seres que nele habitam ndo forem protegidos e
se ndo se incentivar a populacdo geral em que a conservacdo € importante, toda a
vida existente nos oceanos como nos conhecemos agora pode ndo se manter assim
durante muito mais tempo.

Como tal, a criacdo de protocolos como o de Quioto é muito importante uma
vez que 0s paises aderentes tém metas de reducdo diferenciadas, adaptada a sua
realidade, com o objectivo principal de uma reducdo estimada global das emissGes

em cerca de 5% (www.apambiente.pt).

5. Problemas encontrados e perspectivas futuras

Durante toda a fase de pré-culturas foram surgindo algumas dificuldades da
minha parte porque pela primeira vez estava a trabalhar com fitoplancton e como
nunca tinha trabalhado nesta area todo este processo foi uma enorme aprendizagem.

Os problemas ao longo deste ano foram alguns, a comecar nas primeiras
vezes que fiz a experiéncia e que ia acontecendo sempre alguma coisa errada na
preparacdo do meio de cultura, fazendo com que tivesse de recomecar. Para alem
disso, usei um filtro que vinha com defeito e ndo fez a filtracdo eficaz da agua, assim
como pequenos problemas com o espectrofotometro que resultou na perda de
algumas amostras.

Todos estes pequenos atrasos, no fundo foram benéficos, porque foram
fazendo com que fosse aperfeicoando todas as novas técnicas que fui aprendendo ao
longo deste ano. Desde que acabei a licenciatura em Ciéncias do Mar, em 2008,
nunca exerci e nunca trabalhei em laboratorio, a excepgdo das aulas praticas do

tempo de licenciatura. A quantidade de técnicas novas aprendidas foi enorme, desde
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o simples método de recolha de agua, o processo de filtracdo, a alteracdo do sistema
de carbono, adicdo de nutrientes e todo o processo de cultura e inoculacdo de
fitoplancton no meio de cultura. Ainda no final da experiéncia, a fase de recolha,
preparacdo e armazenamento das amostras, todas as analises aos varios parametros
estudados com métodos completamente diferentes, a contagem celular e técnicas de
sedimentacdo. J& na fase de tratamento de dados aprendi a trabalhar no MatLab e no
programa de anélise estatistica R.

Do trabalho propriamente dito, a adi¢cdo de nutrientes nos meio iniciais assim
como as concentracdes de CO, dos meios, ficaram um pouco diferentes ao esperado
inicialmente, o que realmente foi uma pena, que era bastante mais interessante repetir
a experiéncia com esses valores mais proximos dos propostos. Para além, de que
seria interessante aumentar as concentragdes de CO, dos meios que simulavam um
futuro distante para ver se existia uma reac¢ao por parte dos Chaetoceros sp., como
se verificou com a Asterionellopsis glacialis (Barcelos e Ramos et al., 2014).

Relativamente a turbuléncia, era interessante alterar as minhas condicdes de
cultura, mexendo menos as culturas sem turbuléncia e as culturas onde simulava a
turbuléncia serem mais mexidas e de forma diferente. Ou fazer uma plataforma para
mexer as garrafas de uma forma diferente, talvez um método diferente assim como
também conseguir arranjar forma de medir a agitacdo provocada pela turbuléncia de
forma a se poder comparar com alguns artigos escritos sobre o assunto. Desta forma,

em principio ja seria visivel alguma alteracdo na fisiologia dos Chaetoceros sp..
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