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Resumo

No presente trabalho se avaliou a interacdo damcéas do pH,
temperatura e nutrientes a partir de niveis loataiais destes fatores, no
desempenho fisiolégico de duas espécies de algmsiriaa com
diferencas de distribuicao e afinidades ecofisicligy Sonderophycus
capensis uma espécie tipica de ambientes temperados érnggsianto
que Lithothamnion crispatungé uma espécie de ambientes tropicais. A
partir de experimentos feitos em microcosmo, a &ratpra se mostrou
o principal fator que levou as alteracdes da figizl dessas algas. As
taxas de transporte de elétrons (ETR) diminuiraastdramente nos
tratamentos que se encontravam em elevada temperafis duas
espécies. Adicionalmente, no tratamento que se né@s@ em
temperatura elevada, o baixo pH (7,2) manteve a E®Rstante,
atuando o pH de forma aditiva e antagbnica commgpéeatura. Com
relacéo a calcificacdo, o pH baixo (7,2)/injecaddi® atuou de forma
aditiva, estimulando a descalcificacdo na mesmandomnas duas
espécies. Por outro lado, a elevada temperatureefibien a
calcificacdo, chegando até 51% de calcificacdo enticdes de pH
controle. A interacdo também foi observada entesrgeratura e o pH,
beneficiando levemente a calcificacdo. Em outrdidenforam tomada
amostras de 4gua e analisadas, com o fim de obssevaxistiam
mudancas nas espécies de carbonato. Desta forommcantracdo do
ion carbonato (C¢&¥) foi menor nos tratamentos com baixo pH, assim
como também as saturagbes de calcita e aragoritamaior parte das
analises feitas nas duas espécies, os fatores impgstantes foram
temperatura e pH, atuando de forma aditiva ou gicetr Por sua vez, os
nutrientes ndo tiveram grande influencia na figi@o Apesar das
diferengas na distribuicdo das duas espécies,sa@bservaram grandes
diferencas nas respostas fisiologicas delas asubenetidas a variacdes
de temperatura, pH e nutrientes. Em futuros ex@tos, a aplicagdo
dos fatores j& mencionados por maiores periodotemigo poderia
contribuir para entender de melhor forma as implias na
ecofisiologia das espécies calcificadas.

Palavras-chave: Sonderophycus capensikithothamnion crispatum

temperatura, pH, nutrientes, interacao.



Abstract

In the present work it is evaluated the interactaffect of
changes in pH, temperature and nutrients with atilceal levels each
one of factors on the physiological performancetwd species of
calcareous algae with differences of distributiond &co physiological
affinities. Sonderophycus capensipresents a group of species typical
of temperate cold environments, wherégbhothamnion crispatunare
species typical of tropical environments. From thealysis in
microcosm, the temperature was seen to be maiorfattving the
alterations on the physiology of both models. ETiRckly decreased
when it was in high temperature. Furthermore, apéiy7,2) also acted
in an additive and antagonistic way, increasing fER in the
treatments at elevated temperature. Concerningcéihgfication, the
injection of CO2 and the low pH modified the caltmfion percentages,
being lower in those treatments kept at low pH iothbspecies.
Nevertheless, the temperature favored calcificattmging up to 51%
higher in pH controlled conditions. Interaction e calcification was
also observed between temperature and pH, slightlyeasing the
calcification at elevated temperatures. The effettiecreasing pH were
also observed on the chemistry of water. For & ¢oncentration of
carbonate ions (CO3-2) was lower in those treatsahiow pH. The
saturation values of calcite and aragonite were lalwer at low pH. In
most of the analyses for both species the mainngdyifactors were the
temperature and the pH, acting in a synergeticdditize way in most
of the cases. Nutrients did not have a big infleenic the physiology. In
spite of the differences on distribution of botlesies, no differences in
physiological response were observed under theeapglresses. Future
experiments conducted for longer periods of timaldaid to better
understand the eco physiological implicancies oasgh calcareous
species

Keywords: Sonderophycus capengsisLithothamnion crispatum

temperature, pH, nutrients, interaction.
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1. Introducéo

As mudancas no clima tem sido observadas ao redltwdd o
planeta. Este processo esta fortemente relaciocaeioo aumento na
concentracdo dos gases estufa (diéxido de carboetgno e oOxido
nitroso) e aerossois, que afetam o balango de iandognosso sistema
climatico (IPCC 2007, Richardson 2008; Shi et adl®. Este
incremento de gases comecgou aproximadamente em, X&B0o
consequéncia do aumento das atividades antropegémtacionadas ao
processo de industrializacdo da Europa (Kug e2CHl0; Nordell 2003;
Schuldt et al. 2011; Shi et al. 2010), tendo coesuitado o processo de
aguecimento da atmosfera a partir da metade ddos¥eu(Kug et al.
2010). Este aumento da temperatura no planeta, éarartem oscilado
entre 0,4 e 0,8 °C e teve uma aceleracao nas sltgeadas (Kug et al.
2010). O processo crescente do consumo de recuosais tem
produzido adicionalmente, uma série de outros pbdseque impactam
localmente os mais diferentes ecossistemas (Steffeh 2012). Este
grupo de fatores isoladamente ou em conjunto psti alterando o
comportamento e/ou o desempenho fisioldgico de arimplantas nos
ecossistemas terrestres ou aquaticos (Wernbekg2étl).

Desta forma, € importante ressaltar que a atn@séera
superficie do oceano estao estreitamente rela@sradue as mudancas
ambientais que ocorrem na superficie terrestresredas ao longo dos
anos, agora também podem ser percebidas nos océatexs ambientes
podem absorver entre 70 e 80% do didéxido de carb@@O,)
atmosférico (Reynaud et al. 2003). Portanto, o eimemto na
concentracdo de Gaéreo tem efeitos na quimica da agua do mar,
causando redugcdo do pH, acidificando a &gua, eraatte a
concentracéo do carbono inorganico dissolvido (CE3te incremento
de CO2 aéreo é acompanhado pela elevacéo das tragdes de CO
dissolvido na &gua do mar, um pequeno incrementdidarbonato
(HCOy) e de uma reducdo da concentracdo do fon carb¢@aky)
(Cornwall et al. 2012; Fabry et al. 2008; Tyrred08; Wu et al. 2008).
Quando o oceano se encontra em equilibrio, o pld eatre 7,8 a 8,2.
Dessa forma, num pH de 8,2 na agua de mar, o Gdle per encontrado
nas seguintes porcentagens: 88% de FICQ@1% de CG’ e 0,5% na
forma de diéxido de carbono aquoso ¢a€) (Fabry et al. 2008).
Consequentemente, qualquer alteracdo no pH pao elei aumento
CO, atmosférico resulta num desequilibrio quimico giaeédo mar.
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Assim, quando acontece a acidificacdo por efeitawdonento de
CO,, os oceanos buscam a estabilizacdo quimica, selmskrvada a
descalcificacdo dos organismos que apresentam lesguealcario
(Hall-Spencer et al. 2008). Estes organismos @zdecibs (com CaCg)
atuam como tampdes (buffer), j& que liberam fons’Qfie se ligam
com os prétons livres de "H formando HC@, desta forma
neutralizando o processo de acidificagdo (Bass®;2Doney et al.
2009; Sabine & Tanhua 2010). As predi¢6es dizemnguieituro o CQ
na agua do mar, aumentara 192% e o fl@0mentara 14% pela acéo
de descalcificacdo (Roleda et al. 2012). Estas ngada quimicas
resultariam em sérios problemas para os organisalogicados, tanto
animais como algas, uma vez que estes organisadgitmalmente
tém uma reduzida habilidade de manter e/ou renegar esqueleto
calcario (Cornwall et al. 2012; Fabry et al. 2008hnson et al. 2012;
Hurd et al. 2009; Jokiel et al. 2008; Russell et 2009; Semesi et al.
2009; Tyrrell 2008). Apesar de se predizer quexa te saturagdo de
CaCQ dos organismos calcéarios diminuird 60% no fim elesiculo,
este processo € dependente de particularidadesisgdodia e
mineralogia nos diferentes grupos taxondmicos entkracdo deste
fator com outros determinantes do comportamentdistaidgico dos
organismos aquaticos (Rodolfo-Metalpa et al. 2009).CaCQ se
encontra no esqueleto de invertebrados marinhadyirido corais,
foraminiferos, cocolitoforideos e algas calcariBsaz- Pulido et al.
2012; Jury et al. 2010). As duas formas cristalicaé dos carbonatos,
a calcita e a aragonita, apresentam diferentebiidades, em funcéo
dos teores de Ca e Mg presentes em suas molé&skm, quao maior
a concentracdo de Mg maior a solubilidade do catoo(Basso 2012;
Diaz- Pulido et al. 2012; Smith et al. 2012). Ddstana, em ambientes
acidificados, a calcita que tradicionalmente contéhativamente mais
Mg em sua composicao (de 8-12% de seu peso) éSoldigel que a
aragonita, e portanto, mais sensivel a estes muopH reduzidos
(Basso 2012; Smith et al. 2012).

Além do acima descrito, a acidificacdo dos ocegumer ter
outros efeitos no futuro da fisiologia dos orgamisne também graves
implicagBes ecoldgicas. Assim, para muitos orgapgésnmarinhos
fotossintetizantes, as mudancas do, @@s processos biogeoquimicos
do carbono alteram profundamente seu metabolisamio tde forma
negativa como positiva (Boyce et al. 2010; Shi ket2810). Por
exemplo, no fitoplancton, o aumento do £fpde produzir grandes
mudancas fisiolégicas, como a diminuicdo da afiukdda RUBISCO
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pelo CQ e uma consequente maior necessidade dg fHda a
fotossintese (Wu et al. 2008). Porém, em organisraleificados como
cocolitoforideos Emiliana huxley) a resposta é diferente, ja que com o
aumento das concentracbes de, @& também aumento da fotossintese
(Wu et al. 2008). Da mesma forma, no caso da agdapcalcificada
Padina pavonicase observou que ao aumentar a concentragédo ge CO
reduzia-se a calcificagdo, mas havia um aument@igosentos Chéa e
Chl ¢ o que pode ter como resultado o aumento da cayukeid
fotossintética dessa alga (Jonhson et al. 2012).eEmécies de algas
verdes calcificadas como o géneadalimeda Sinutok et al. (2012)
sugerem que a diminuicdo do pH conduz a uma dé#taéo ao
mesmo tempo que uma diminuicdo da fotossintese mpésnanas de
experimento. Assim, estes autores sugerem que eéggass condicdes
fisiol6gicas estdo estreitamente ligadas (Sinutad.€2012). Da mesma
maneira, em estudos feitos @arallina pilulifera, Gao et al. (1993)
propuseram que a calcificacdo podia ser pH-depémdenque ao
diminuir a um pH de 7,6, através de borbulhamemoC@» em um
ambiente controlado, a calcificacdo também dimindan outras
espécies incluindo rodolitos o comprometimento detatmolismo foi
igualmente observado. Assim, a alggdrolithon sp. apresentou uma
reducdo da calcificacdo da ordem de 20% em um amdificado de
7,6, mas aumentando a fotossintese em 13% (SenasR609). Além
disto, estudos feitos por Porzio et al. (2011) dgracam uma perda de
25% da diversidade de algas calcarias em ambiemégalmente
acidificados no litoral italiano. Estas alteracOea estrutura das
comunidades fitobénticas destes ambientes acidd&gareforcam a
hiptese de que estas diferentes susceptibilidadefisiologicas de
grupos taxondmicos distintos devem resultar nazipas décadas em
profundas alteragfes na fisionomia destes ambibBtggos.

Em outro sentido, tratando da temperatura, fatteroenante
das respostas fisiologicas, a sua elevacao j4 omada na atmosfera é
gradualmente transferida para o meio marinho (Bedih& Leslie
2013; IPCC 2007). Desde 1961, tém sido realizadasighes da
temperatura na atmosfera, através de balao etsatéls um aumento
significativo comecgou a ser notado na década ddeB@o influéncia
tanto na superficie terrestre como nos oceanos Q(IPZDO7).
Consequentemente, a temperatura média do ocedral glamentou até
uma profundidade de pelo menos 3000 m, absorveléd®0& do calor
gerado na superficie terrestre (IPCC 2007).
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Este aquecimento da 4gua pode resultar em difsrezgpostas
dos organismos que vivem nas areas mais rasasn@egrichardson
(2010), no fitoplancton o aquecimento afetaria druaga das
comunidades, as alternancias naturais dos respeativlos de vida e
sua fenologia. Todas estas alteracOes teriam impeetisivo na
promog¢do de mudancas na distribuicdo das populaf@s=ndo com
gue populacdes tipicamente tropicais cheguem areslatitudes, por
exemplo. Em macroalgas estas alteracGes serianaigsdimersas. No
caso de algas verdes, corhllva spp., 0 aumento da temperatura
promove o aumento do crescimento de maneira deual €t al. 2012).
As macroalgas vermelhas cor@racilaria spp. podem ser altamente
tolerantes as altas temperaturas (atéCBOapresentando aumentos do
4% na taxa de crescimento (Choi et al. 2006).

Por outro lado, em organismos calcificados comaisoda
espécieTurbinaria mesenterinase observaram mortalidades de até
16,7%, quando os mesmos foram expostos a alta tatape (31°C)
(Faxneld et al. 2010). Na alga vermelRarolithon onkodesuma
espécie crostosa calcificada, o aumento de, C&usou uma alta
mortalidade e necrose s6 quando a mesma foi sudaneti altas
temperaturas, ou seja, maiores que 28°C sendooef®r limitante
(Diaz-Pulido et al. 2012). Em experimentos sob @miei controlado,
feitos por Martin & Gattuso (2009) no Mediterraremon a alga crostosa
corallinaceae Lithophyllum cabiochiae observou-se o0 efeito
independente da temperatura, obtendo-se maiordalitiade, necrose e
dissolucao do esqueleto calcério, em alta temparaissim, o aumento
excessivo da temperatura, especialmente nas aesasasas, resulta de
maneira geral no comprometimento do metabolismelgias calcarias,
como o observado por Lathan (2008) que registrbranqueamento ou
degradacdo dos pigmentos fotossintéticos e consexjueducdo da
capacidade fotossintética d€orallina officinalis, alga calcaria
articulada amplamente distribuida (Lathan 2008).

Boa parte das informacdes geradas relacionadatardeate
com mudangas climéaticas tem tratado dos aspedétasamados aos dois
fatores citados inicialmente, acidificacdo e el@eagle temperatura
(Wernberg et al. 2012). Mas um efeito indireto dasdancas na
temperatura, por exemplo, é 0o aumento nas pregigitaem algumas
areas (Faxneld et al. 2010), como o previsto paegido centro sul da
América do Sul (IPCC 2007). Uma maior quantidadepzipitacdes
aumenta o carregamento de nutrientes de ambierttesas e rurais,
fertilizando ainda mais as areas costeiras (Favetedtl 2010; Viaroli et
al. 2005). Além disso, atualmente o crescimentpaalacdo humana e
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0 uso das areas costeiras representa a principal de enriquecimento
do meio marinho, resultado do aumento de descdmgasgoto (Halpern
et al. 2012; Luo et al. 2012; Teichberg et al. J0&0alteracdo na
estrutura das comunidades fitobénticas de ambientbanizados
(Martins et al. 2012). O papel da elevacao dosientés dissolvidos
nestes ambientes passa a ser extremamente impoEase aumento na
disponibilidade de nutrientes é chamado eutrofizagaque é definido
por Duarte et al. (2009) como o incremento de riatérganica em
ambientes aquaticos. Outra definicdo mais comptiesse termo foi
dada por Andersen et al. (2006) que define o fenénowmo aquele
caracterizado pelo enriquecimento da dgua poremtiés, especialmente
nitrogénio e/ou fésforo e matéria organica, causamd incremento do
crescimento das algas e de plantas, produzindeedfas na estrutura,
funcédo e estabilidade dos organismos e tambémalelade da agua.

Assim, com a influéncia antropogénica se podeferas uma
modificacdo das fontes de nutrientes, sua dispatade e a tipificagéo
dos principais grupos de nutrientes nos oceandy (Zekudela 2011).
O nitrogénio inorganico, na forma de nitrato, eosfdito sdo os dois
nutrientes limitantes mais importantes para crescim de macroalgas
(Martinez & Rico 2004) e sd0 0s que consequentemgm@movem as
floracdes excessivas de macroalgas (Teichberg 2040; Viaroli et al.
2005). Assim, o nitrogénio e fosforo sdo considesads nutrientes
limitantes para a bioacumulacdo de biomassa e a@utwmade dos
ecossistemas marinhos (Zehr & Kudela 2011). O kresdo de
espécies oportunistas cordtva € altamente favorecido com o aumento
de compostos que contém nitrogénio, como nitratd-a@moniacal e
fosfato (Luo et al. 2012). Além isso, as florac@esmacroalgas tem
muitos efeitos negativos como sua acumulagcéo dérimairganica nas
praias, e além disso produz drasticas mudancasirutgando as
comunidades naturais e a funcdo dos ecossistengashiférg et al.
2010). Russell et al. (2009) observou que os égpde macroalgas
filamentosas séo altamente favorecidos pelo aumdatmutrientes,
favorecendo a porcentagem de cobertura e a fotessirPor outro lado,
em espécies perenes corBargassum stenophyllyne aumento da
concentracdo de nutrientes, como aménia, ndo few@enesma, ja que
se provocou uma diminuicdo da fotossintese depteciesem beneficio
do crescimento de espécies oportunistas ddhva lactuca(Scherner et
al. 2012).

Existem diferentes abordagens de como as interaddss
fatores podem ser tratadas. Estes efeitos podeabsedados de forma
isolada o a avaliacdo dos efeitos de mais de uon ffar vez. Quando
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sdo abordados de forma isolada, isso implica gqdatoes aplicados de
forma independente sobre os organismos. No caswaliz¢do de mais
de um fator, estes podem analisados de formasin@igica, que ocorre
quando os fatores tem efeitos multiplicativos saiseorganismos; (2)
aditiva, quando os fatores tem um efeito somasohre os organismos;
e (3) antagbnica, quando os efeitos de diferertesels sdo anulados
entre si. A maioria dos estudos se enfoca nososfegolados dos
fatores, embora recentemente tenham aumentado tagogsque
contemplam mais que um fator apenas, simulandoealeomforma os
ambientes naturais. De esta forma, os maiores top# identificados
nos organismos tém sido observados quando osdaaceaplicados em
conjunto e atuam de maneira sinérgica, tal conygoderia observar no
futuro nos ambientes naturais (Wernberg et al. p012

Alguns exemplos de sinergia sdo dados por Russedl.
(2009), que observaram o efeito sinérgico do, @Onutrientes em
parametros como fotossintese e cobertura, compeoo@t o
desempenho de algas calcarias e favorecendo, guwamloinados, o
desempenho de algas filamentosas. Outro exemplguamos fatores
combinados tém um maior impacto nas algas foi gaddsao & Zheng
(2010), em que a radiacdo ultravioleta (UV) e aiicacdo atuam
sinergicamente reduzindo a fotossintese, a calc#ic, a captura de luz
pelos pigmentos, o crescimento e incrementandéa fagoprotetiva da
alga Corallina sesilis Enquanto isso, Martin & Gattuso (2009)
observaram uma sinergia entre os fatores E@mperatura em que o
aumento de CPe temperatura afetaram drasticamente a calcificdQa
esqueleto da alga crostdsthophyllum cabiochiaeOs autores sugerem
que a descalcificagdo por aumento de,d&r com as algas se tornem
mais sensiveis ao aumento da temperatura. Outropdaede sinergia
foi observado por Rodolfo-Metalpa (2011), que desen mortalidades
de 50 a 80% quando niveis de pHs baixos (7,1-@yanf combinados
com altas temperaturas (>28°C). Diaz-Pulido e{28112) observaram
uma maior necrose e mortalidade da dhgeolithon onkodesapenas
quando esta esteve tratada sob baixo pH e alta etatopa,
evidenciando a forte interacdo entre estes fatores.

No presente estudo foram utilizadas duas espéaealghs
calcarias:Lithothamnion crispatunHauck e Sonderophycus capensis
(M) M.J. Wynne. As macroalgas e especificamentalgas calcéarias
sdo componentes dominantes nas areas costeirastéuzom o habitat
para diferentes espécies, tanto para peixes, #brados assim como
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para outras algas. Por serem espécies chave, dentwubstrato, de
abrigo, de sedimento e alimento de muitos orgargsnyualquer
alterac@o na sua sobrevivéncia, crescimento ouidedi competitiva
poderia alterar o funcionamento e composi¢cdo de todsistema
(Cornwall et al. 2012, Hurd et al 2009).

Lithothamnion crispatuntauck é uma espécie de alga calcaria
ndo articulada que cresce sob a forma livre solsgbstrato conhecida
como rodolito. Estas algas vermelhas formam baredsnsos que
ocorrem desde agua rasas até aguas mais profumeigendo a 150 m
de profundidade (Pascelli et al. 2013; Riul et28109; Teichert et al.
2012). Estes ambientes sao considerados a maiter dencarbonatos e
micronutrientes do planeta, transformando fundosndg£neos de
sedimento suave em fundos heterogéneos e durswi@riam habitat
para inestimavel biodiversidade (Amado-Filho et2@07, 2012; Foster
2001; Riul et al. 2009; Teichert et al. 2012). NdAtico sul, os bancos
de rodolitos tém distribuicdo coincidente com driligicdo da espécie
anteriormente citada ocorrendo desde o nordesseilado Brasil (Riul
et al. 2008). Além de amplamente distribuida, esfaécie € muitas
vezes dominante como na regido sul do Brasil (Rasteal. 2013).
Desta forma pode-se teorizar que a espécie emagusgporta ampla
variacdo de temperatura por estar presente em umadiegte de
temperatura que varia no ambiente entre 28°€15

Por outro ladoSonderophycus capengid) M.J. Wynne, outra
alga que apresenta depdsito de carbonatos em kputden sua
distribuicdo limitada no Atlantico ao litoral sulsedeste do Brasil, &rea
onde a temperatura da agua de fundo varia de 25°@ graus (Horta
com. Pers.). Esta espécie, assim como a formadomadblitos, cria
bancos extensos em sua &rea de ocorréncia (Hort. €2008),
fornecendo abrigo, substrato e alimento para doleds biologica
importante ecoldgica e economicamente. Estas espéartencem a
ordens diferentes e tem maneiras distintas de dapos carbonatos.
As Corallinales, ordem que € representada pelorgérinothamnion
depositam o carbonato em suas paredes sob a fernwaita que chega
a representar 80-90% de seu peso seco. Deste atrbdh% é de
MgCO; (Smith et al. 2012)Sonderophycus capengigl) M.J. Wynne
pertence a ordem das Peyssonneliales que acumaldimnatos sob a
forma de cristais extracelulares de aragonita (Setial. 2012).



20

Considerando a amplitude de distribuicdo das depéoges e
seus mecanismos distintos de deposi¢éo dos cadspwadstudo de sua
fisiologia pode fornecer importantes subsidios den@ grupos com
diferentes estratégias adaptativas podem resporder fatores
relacionados as mudancas no clima e as mudancéstates locais
representados pelo incremento de nutrientes. Apdgsaimportancia
ecolégica destas espécies nos sistemas marinhdssgéita acima, até
agora ainda ndo foram publicados estudos dos &fdis mudancas
climaticas usando trés fatores, tais como pH, teatpe e nutrientes na
ecofisiologia destes organismos na costa do Brasil.

Neste trabalho, simularam-se ambientes com difesefattores
relacionados as mudancas climéticas por meio demienocosmos
desenvolvido em laboratério. Assim, reproduzimos @ambiente
simulando condi¢Bes futuras de pH, temperaturateentes. Nestas
condicbes, se avaliaram os efeitos fisiolégicos algas calcificadas
Lithothamnion crispatunHauck (rodolito) eSonderophycus capensis
(M) M.J. Wynne, considerando diferentes combinac@es fatores
mencionados anteriormente.
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2. Hipéteses

2.1. Lithothamnion crispatuntdauck, por estar presente em areas mais
gquentes deve ser mais resistente a maiores temm@eratque
Sonderophycus capengid) M.J. Wynne.

2.2. Sonderophycus capengdl) M.J. Wynne é mais resistente a pH
mais baixo quéithothamnion crispaturflauck.

2.4. A interacdo dos trés fatores deve comprontietdorma sinérgica e
negativa a fisiologia de ambas as espécies.

3. Objetivo geral

3.1. Avaliar as mudancas fisiologicas té#hothamnion crispatum
Hauck e Sonderophycus capengisl) M.J. Wynne em microscosmos
com diferentes combinagfes de pH, temperaturarems.

4. Objetivos especificos

4.1. Avaliar o papel da interacdo dos fatores teaips, pH e
nutrientes na fotossintese das alfd@lothamnion crispatuniHauck e
Sonderophycus capengid) M.J. Wynne, por meio da fluorescénaia
vivo da clorofilaa.

4.2. Avaliar o papel da interacdo dos fatores teaipes, pH e
nutrientes na quimica da agua e na calcificacad.ittethamnion
crispatumHauck eSonderophycus capengi) M.J. Wynne
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5. Materiais e Métodos
5.1. Area de coleta e tratamento do material

As algas em estudo foram coletadas em dois luglfiesentes.
O rodolito Lithothamnion crispatunHauck foi coletado na Reserva
Bioldgica do Arvoredo (27° 187" S, 48°2011" W), através de
mergulho autbnomoSonderophycus capens{$1) M.J. Wynne foi
coletada na llha do Xavier (27°'3%" S, 48° 239"0), também por
meio de de mergulho autdnomo. Para serem transpsttas espécimes
foram colocados individualmente em frascos plasta® 500 ml dentro
de uma caixa térmica, para evitar a desidratac&o pilantas e o
aquecimento da agua durante o transporte. No lgioraos talos das
algas foram selecionados, limpos com pincel, pirgaggua do mar
corrente para remover os epifitos presentes naffipedas mesmas.
Imediatamente apés a triagem, foram iniciados gerxentos. Nao
houve processo de aclimatacgéo.

5.2. Desenho experimental

Se aplicaram trés fatores com dois niveis cadatemperatura
pH e nutrientes com o fim de avaliar os efeitosaigasLithothamnion
crispatumHauck eSonderophycus capengisl) M.J. Wynne. Como
condicéo controle, ou seja, simulando as condiafiesis em ambientes
preservados, foram utilizados os valores atuaisadia um dos fatores
encontrados na baia da llha de Santa Catarina igrémolis),
especificamente na costa da Lagoa da ConceicdoolRar lado, os
valores de temperatura e pH das condi¢des futugag esimulam parte
das mudancas climaticas foram estabelecidos ar phrsi dados das
previsdes feitas para o ano 2100 na IPCC (2007).

Considerando que, a temperatura da baia da IIh&ai¢a
Catarina tem uma variacdo entre 15°C + 2 (no irajem 25°C £ 2
(verdo), foi definido o valor de 18 °C + 0,2 comondi¢éo controle.
Enquanto ass que condi¢6es futuras, no pior da&riosrnse espera um
aumento de 6,4 °C segundo os valores prognosticagts IPCC
(2007). Portanto, a partir de um maximo de 25Q8&ue pode chegar
foi somado 5 graus de temperatura, utilizando-$€ 300,2 como valor
de condicdes futuras.
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Na costa sem mudancas climaticas, nos dias atugid, varia
entre 8,2 e 7,8, e atualmente na costa da Lagdaodeeicdo, o pH
encontrado é de 7,8. Assim, este valor foi selecloncomo controle.
Por outro lado, as predi¢cbes feita por Feely e{2003) para o ano
2100, consideram que o pH poderia diminuir atéuhilades. Desta
forma, neste trabalho foi incluida a reducéo dgpkh 7,2+0,2.

Por ultimo, no caso dos nutrientes, foram usadosiivsis
atuais de uma praia considerada pouco poluida cém@goa de
Conceicdo, como controle. Para simular as condidoeégas de
nutrientes foram utilizados os dados de uma pralaiga da cidade
(Tabela 1).

O experimento foi desenvolvido dentro de uma céncara
ambiente controlado no laboratério de FicologidJsC. O ambiente
desta cAmara se encontrava sob temperatura cen§2&iC), no qual
estava instalada uma mesa de gradiente de temperdlessa mesa,
sobre sua superficie, existe uma resisténcia qtmitpeaquecimento
diferencial dessa superficie, a qual variava da 38C.

Além desse sistema, foi montado um microcosmo, que

consistiu em uma rede de agua salgada que abdstestias de vidro de
1 L (marca Big Post). Estes frascos tinham 25 cralttiea por 10 cm de
largura, com uma tampa hermética. Eles foram aieattps dentro de
bandejas com 4gua doce que estavam posicionadassaade gradiente
(a fim de homogeneizar as temperaturas de 18@)36 rotacionados
dentro da bandeja a cada duas horas (Figura limAss utilizaram 24
frascos para os 8 tratamentos com 3 réplicas ata watamento. No
total se utilizaram 4 bandejas (2 em cada tempajatie 3 cm de altura,
que continham 6 frascos cada uma (Figura 2).

A rede de abastecimento de 4gua do mar comecavanem
galdo de 5000 L que abastecia com 4gua salgadia galdes menores
de 50 L cada um (Figura 1), os quais se encontralentro da camara
de ambiente controlado. Cada galédo (50 L) apreszniaa saida de 20
mm de didmetro, conectando-se um sensor de pHida da agua do
galdo que foi regulado para fornecer agua com pldzido. O pH 7,2,
foi obtido pela injecdo de gas @na agua do mar (99,9% pureza)
sendo manipulada a injecdo pelo controlador de Weigro pH
Controller —-pH-2010), o qual esteve conectado a swienoide, que por
sua vez, se conectava ao cilindro de, QD controlador de pH injetava
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gads CQ na agua do mar, quando o pH (detectado pelo sessor)
encontrava acima de 7,2. Assim, as saidas de auhvisiam em
outras duas saidas que se conectavam a tornegadeqguavam em 12
mangueiras de silicone (por galdo de 50 L) de 2dardiametro (Figura
1).

Para simular a movimentacdo do fundo do oceanmgegair
uma mistura de agua dentro dos frascos, o tampeeda proveu de um
movimento ondulatério. Assim foi simulada uma cgédide ondulag&o
de baixa a moderada com um periodo de oscilacd0 deslocamentos
por minuto, percorrendo uma amplitude de 10 cmalRiente, para a
manipulacdo dos nutrientes em uma das duas saédeadd galdo foi
adicionado nutrientes considerando uma vazdo tal pa atingir a
concentracdo constante requerida (Tabela 1). @nwstoi aberto, que
implica no descarte da agua que saia do sistema.

O experimento foi mantido por trés dias, com lamagadue
ficavam acima dos frascos e que proviam uma imathédmédia de 50
umol fotons rif s*, fotoperiodo 12:12 (luz:escuro)

25°C
T 30°C _ ‘18"C
s lf\f\ Ve
: — ad| ==t
L P P
> * Ul \TA
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; S50
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1 \Nl 7

Figura 1: Desenho esquematico do experimento com sistema de
circulacdo de agua aberto feito numa camara de eaebi(25°C)
constante em cor cinza. As linhas pretas e azpiesentam a rede de
agua que comecava desde o tanque de 5000 L quevded dois galbes

de 50 L que alimentavam de &gua os frascos de OsLfrascos
(unidades experimentais) de cor azul se encontraitaados sobre uma
mesa de gradiente de temperatura representadoresinza com linhas

na figura. As setas azuis indicam o sentido daukeigdio da agua. Os
nutrientes estao representados por retdngulosrdectaste e que eram
injetados a uma das mangueiras em cor azul. Findédnpara reduzir o
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pH, foi injetado CQ representando o cilindro de @@om um circulo
celeste, a um galdo de 50 L.

Figura 2: Acessorios utilizados no preparo do experimemwito fno

laboratdrio.(a) Gal6es de 50L com injecdo de £Q) e sem injecado (2)
conectado ao controlador de pH (Weipro pH ContreligH-2010) no
extremo superior esquerdo (3). O eletrodo do ctatdor de pH (5) foi
inserido no cano de saida da 4gua do mar do gatédrgecédo de CO
(1). Na parte inferior esquerda, o cilindro de ;Gf@nectado com o
solenoide (6) controladora da saida de, @). (b) Disposicdo das
unidades experimentais (frascos) na mesa de gtadlertemperatura.
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Tabela 1 Valores das concentracbes de nutrientes de umeatab
controle (atual) e hipertrofico (futuro) que selizgiram durante os
experimentos. Foram utilizadas as mesmas fontewittientes que as
mencionadas por Martinez & Rico (2004).

Concentracao Concentracao

Nutrientes Fonte de controle (atual) hipertréfica
nutrientes (futuro)
Fosfato NaH-PO, 1,5uM 3uM
Nitrato NaNQ 2,5uM 30 uM
Amonia (NH,).SO, 3,5 uM 60 uM

5.3.Analise de nutrientes

As amostras para a andlise da 4gua foram coletaiasuma
seringa, colocadas em frascos plasticos e congelzala sua posterior
andlise. As analises de agua foram baseadas nalonébdtorimétrico.
As andlises de nitrato e fosfato foram feitas dedcom o método de
Grassholf et al. (1983). O N-amoniacal foi deteadio pelo método de
Tregue & Le Corre (1976) e Grassholf et al. (1988)das as amostras,
tanto de nitrato, fosfato e N-amoniacal foram lidasespectrofotdmetro
(Biospectro P-220) em cubeta de 5 cm a 540 nm,né3@& 880 nm
respectivamente. Para fazer a analise de nutriéori@s tomadas duas
amostras de agua por tratamento em frascos décptaspreviamente
lavados com &cido 10%.

5.4.Alcalinidade

A alcalinidade é o nimero de prétons & mécessarios para
neutralizar as bases duma amostra de agua. Esidaneedra no célculo
do CGQ total dissolvido nas amostras de agua, o qualligadio para
determinar o metabolismo do carbono. Além diss@|calinidade é
modificada por qualquer processo que envolva a ygém ou
eliminac&o de ions HOH e bases e &cidos fracos (Henry 1995).

A medida de alcalinidade total € uma acidimetrigo final da
titulacdo é obtido quando o pH da solucdo se tignal ao pH da



27

neutralizacdo das bases presentes na agua, ougsejaio todo o
bicarbonato é convertido em O

O método utilizado para medir a alcalinidade néstgalho foi
0 método de Gran. Este método baseia-se na titulaigh acido
cloridrico (HCI) na amostra de agua até ultrapassaponto de
neutralizacdo e chegar a um aumento da concentdacpmdtons de H
por excesso de acido. Ao final do experimento oalse 10 ml de 4gua
por frasco de cada tratamento. As amostras fordaotadas em tubos
plasticos e foram fixadas com 1 ml de HCI 0,002%afa posterior
analise. No momento da andlise, se adicionou 28endigua destilada a
cada amostra, realizando-se titulacbes sucessorasOcl ml de HCI
0,0025 N, medindo-se a cada titulacdo o pH. Comessltados das
medidas do pH das sucessivas titulagdes, foi calauh alcalinidade de
cada amostra. Além disso, os dados de alcalinittaden usados para
calcular as diferentes formas de carbono como HCQO;? e as
saturacdes de calcita e aragonita na agua do ntaddgratamento. Isto
foi feito através do programa CO2Sys_v2.1xls usa#ijdK2 de Milero
(2010).

5.5. Medi¢bes da Fotossintese por meio da fluorescéimcigivo da
clorofila a

O fotossistema é um complexo proteico que ocorre na
membrana plasmatica dos tilacoides no caso de aglaetrestres e
algas. Existem dois tipos fotossistema: | e Il.ag$sistema 1l (PSII)
tem a capacidade de absorver luz sendo usada piaidades
fotoquimicas. Alternativamente, a energia da rddia@lém de ser
absorvida pelo fotossistema Il, pode ser perdidavés de calor ou
fluorescéncia (Baker 2008). Portanto, as medic@stedpardmetro vao
estar baseadas na emisséo de fluorescéncia dsisteosa Il a partir do
qual se pode estimar o funcionamento do aparatedwitetizante.

Para medir a fluorescéncia da clorofim (Chl a) do
fotossistema I, foi utilizado um fluorémetro delgm de amplitude
modulada (Diving PAM underwater fluorometer; WalZffeltrich,
Germany). Para se obter os parametros que foréimadtis ao longo do
experimento, foram realizadas andlises preliminatas condi¢cbes
6timas de medida para configurar os parametrosudeutilizados
durante todo o experimento com o PAM. A fluoronzetriedida com o
equipamento PAM esta baseada principalmente enogdis luz azul,
emitidas para a porgcdo de alga, dando como respfistaescéncia de
luz vermelha como estresse.
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Foram medidos diversos dados com PAM que permitioam
célculos dos pardmetros necessarios para observandimento do
aparato fotossintético:

F': fluorescéncia maxima emitida quando o organis@@ncontra pre-
aclimatado a condicdes de luz.

F,: fluorescéncia basal emitida pelo organismo geieescontra pre-
aclimatados a condigfes de luz.

O rendimento quantico efetival,/F,) foi medido duas vezes
por dia, de manha (10:00 h) e de tarde (17:00urgrde trés dias e foi
obtido através de pulsos de luz curtos e da acligAat do organismo
sob condi¢bes de iluminacéo. Se obtiveram um tieteh medigbes em
todo o experimento. Deste modo, se obtiveram agirdeg medicdes
contando desde o tempo ap6s do inicio do experonént h, 24 h, 29
h, 48h e 53 h. Desta forma, para o calculo do meadio quéantico
efetivo se utilizou a seguinte férmula:

ARJFY: (Fn'-Fo)/Fw

Posteriormente com os valoresAle/F,,’, foram calculados os
valores da taxa de transporte de elétrons (ETR\véd da férmula:

ETR =AF/Ry x IX AX Fy

| : radiagdo que atingia as algas e que era dddar@sa de gradiente de
temperatura.

A: absortancia, que é a quantidade de irradiatSarsida pela alga.

Fy: para algas vermelhas o valor é 0,15 e é a fragialorofila
associado ao fotossistema II.

5.6.Calcificacéo

Inicialmente, as algas foram secas em estufa a & @r um
peso constante e posteriormente foram pesadas ea hafanca
analitica (ABS-Fat) e colocadas em tubos com 7erdado cloridrico
anidro (HCI) a 10% por 24 horas, com o fim de indazlescalcificacdo
das algas. Completada a descalcificacdo, o exdessi&! foi removido
e as algas foram novamente secadas na estufa aes@tWwamente
pesadas. O calculo da calcificacdo das algas @ddar feito através da
diferenca entre o peso das algas calcificadascalddadas.
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5.7.Andlises Estatisticas

O teste de homocedasticidade de variancias (Coclmn
utilizado a priori para se verificar a homogeneidade dos dados. Sendo
os dados homocedasticos se procederam as andtatistieas com o
programaStatistica(versao 7). Fez-se ANOVA fatorial aninhada com a
variavel ETR, enquanto que os outros descritofatives a quimica da
agua e calcificacdo foram testados utilizando-s@©OXN fatorial. Para
todas as andlises estatisticas se escolheu umdeisifnificanciax de
1%. Posteriormente para se avaliar as diferenciae tatamentos foi
utilizado o teste de Student-Neuwman-Keuls —SNK.
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6. Resultados

O experimento teve uma duracao de trés dias, ebfgrvada
mortalidade das algas durante o periodo. A moddédse definiu pela
descoloragdo, tanto deLithothamniom crispatum como de
Sonderophycus capensesque passou de um vermelho escuro (nas duas
algas) até um rosa palido. Este fenbmeno foi obslermos tratamentos
que se encontravam em temperatura elevada (30°@fando
especialmente alithothamniom crispatum que apresentou uma
membrana transparente e gelatinosa ao seu redor.

Quanto a concentracdo de nutrientes, nos tratamenute se
encontravam sem adi¢do de nutrientes, estes vdtorea as seguintes:
fosfato foi de 1,4 + 0,f5M, nitrato 3,1 + 0,uM e aménia 1,94 + 0,188
uM. Nos tratamentos que se adicionaram nutrientegalores foram os
seqguintes: fosfato 5,3 £ 1}, nitrato 25,5 + 0,8M e amébnia 53,1
2,4uM.
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6.1. Alcalinidade

O borbulhamento de GQesultou em alteracdes significativas
da quimica do carbono da 4gua do mar das unidagesimentais.
Desta forma o pH apresentou, por sua vez, sigtifecanteragcdo com a
temperatura. As concentracdes de carbonato; {C@ram menores
(Tabela 2) nos tratamentos que se encontravam eragaizido (Figura
4), sendo significativamente diferentes; §& 171,6, p<0,01) dos
tratamentos que estavam em pH controle. Além dissoresultados
estatisticos também revelaram o efeito aditivo dmperatura
(FLg&=27,25, p<0,01), obtendo-se as maiores concensagée CQ’Z
em frascos submetidos a temperatura mais alta i@abeigura 4).

As saturacOes de calcita e aragonita foram sigtifiamente
menores (Tabela 2; Figura 4) em tratamentos solmphor (Calcita,
F16=173,3, p<0,01; Aragonita; g=178,6, p<0,01) em comparacdo aos
tratamentos que se encontravam em pH controle.idk@dikbnente, as
saturacbes de calcita e aragonita também foram resaiem alta
temperatura (Tabela 2, Figura 4) sendo signifieatiente diferentes
(Calcita Rg= 29,8 p<0,01; Aragonita ;&= 37,4 p<0,01) com os
tratamentos em temperatura controle. Considerangloteores de
alcalinidade e bicarbonato, ndo foram observadasiagies
significativas entre os tratamentos (HCQ(Tabela 2, Figura 3).
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Tabela 2 Concentracdes das espécies de carbono, ademgmslae
carbonatos de calcio como calcita (ca) e aragdnaifp analisadas de

do mar extraidas no final do iexpeto e que
encontravam sob os tratamentos. Os niveis de ehola $e encontram

agua
sinalados na tabela.
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Figura 3: Efeito da interacdo da Temperatura elevada ( eonéole ( ¢

), pH baixo ( - ) e controle ( ¢ ) e nutrientesvaldos ( + ) e controle sob
a alcalinidade(a) e do ion HC@ (b) na 4gua do mar coletada de cada
um dos tratamentos. Os valores apresentados gonagsm a média e
desvio padrdo. N&o se encontraram diferencasfisgnias entre os
tratamentos.
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representam as significativas entre os tratamesegindo o teste a
posteriori (SNK).
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6.2. Fluorescéncia
6.2.1. Taxa de transporte de elétrons (ETR)

Ao longo do periodo do experimento e logo nas prase
avaliacBes apos 5 h (Figura 5 e 6), 0 aquecimeatagiia (tabela 4)
promoveu redugdes da ETRs ldecrispatum(F, 16=24,7, p<0,01) e de
S. capensigF; 16~ 7,95, p= 0,0123) especialmente quando combinada
com o enriquecimento da agua com nutrientes ouaagcam o pH
controle ou ndo acidificado (Tabela 4). Por ol&rdo, a adicdo de
COy/baixo pH em condi¢des de agua ndo enriquecidaotrate, tanto
em L. crispatum (Fp 1= 24,7, p<0,01) como erB. capensigFy 1
24,58, p<0,01), promoveu a manutencdo das ETRs valores
significativamente superiores aos respectivos otegmas condi¢des de
temperatura elevada (Tabela 4). Por sua vez, a tergéo da
temperatura a 18°C manteve as ETRs relativamentdasdes ao longo
de todo o experimento, independente da combinaggideimais fatores,
para ambas as espécies (Figura 5 e 6).
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correspondem a média e desvio padréo.



40

Tabela 3 ANOVA fatorial dos efeitos da temperatura, carbos

nutrientes depois do periodo de tempo 5 h da ETio(jg m?s?) em

Lithothamnion crispatune Sonderophycus capenigpara conseguir
homogeneidade de variancias foi substituido 1 exupiela média do
grupo @f=47).

df MS F p
Temperatura (Tl crispatum
_ 1 22,710 24,706 <0,01
S. capensis
1 10,08 7,95 0,0123
Carb L. crispat
arbono (¢ cispatum 1 22,710 24,706 <0,01
S. capesnis
1 31,18 24,58 <0,01
Nutrientes (N) L. crispatum
. 1 3,972 4,321 0,054092
S. capensis
1 7,76 6,12 0,024926
CxT L. crispat
X crispatum 1 22,888 24,900 <0,01
S. capensis
1 15,4 12,4 <0,01
CxN L. crispatum
P . 1 4,092 4,452 0,050967
S. capensis
1 6,15 4,85 0,042590
TxN L. crispat
X crispatum 1 4,353 4,736 0,044869
S. capensis
1 0,002 0,0017 0,967529
CxTxN L crispatum 1 2,204 2,398 0,141045
S. capensis
1 0,025 0,0198 0,88995
Frasco(CxTxN) L. crispatum 16 0,919 9,134 0,011452
S. capensis
16 1,268 12,64 0,0000
Residual L. crispatum 48* 0.101
S. capensis
48 0,100
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6.3. Calcificacdo

A acidificagdo do meio reduziu a calcificacdo, dargm
Lithothamnion crispatum (F ;&= 12,73, p<0,01) como em
Sonderophycus capengiB; 1172,18, p<0,01) (Tabela 4, Figura 7).
Estes valores foram significativamente mais baipasa ambas as
espécies quando nutrientes foram adicionadosrispatumb, 113,42,
p<0,01;S. capensi§; 118,83, p<0,01). En$. capensisestes valores
foram ainda menores {=12,93, p<0,01) quando a temperatura foi
mantida nos niveis atuais e ndo se adicionou ntégena agua (Figura
7).
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tratamentos, segundo o teste a posteriori (SNK).
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Tabela 4: ANOVAs dos efeitos da temperatura, carbono e miggee
sua combinacdo sobre a calcificagdo na espécie atlito
Lithothamnion crispatum e Sonderophycus capensis.

df MS F
Temperatura (Tl.. crispatum
. 1 14,56 0,0483 0,828874
S. capensis
1 0,000 0,000 0,994727
Carbono (¢ L. crispatum 1 340,53 1273 <001
S. capesnis ' ’ '
1 8060,52 172,18 <0,01
Nutrientes (N) L. crispatum 1 5 06 0.0197 0.89004
S. capensis ' ' '
1 182,08 3,889 0,066132
CxT L. crispat
X crispatum 1 4049,65 13,42 <0,01
S. capensis
1 881,70 18,83 <0,01
CxN - crispaturr.] 1 0,000 0,0000 1,0000
S. capensis
1 132,40 2,97 0,103671
TxN L. crispatum
P 1 32,40 0,1074 0,747343
S. capensis
1 1,07 0,022 0,881950
CXxTxN L. crispatum 1 2871 53 952 <0.01
S. capensis
1 605,56 12,93 <0,01
Residual L. crispatum 16 301 63
S. capensis Y
16

48,83
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7. Discusséao

Os ecossistemas costeiros se encontram entre @INaEs
naturais mais valiosos e utilizados pela espécimana em todo o
planeta. Eles provem multiplos servicos, incluiadprotecéo do litoral,
refugio e alimento para milhares de espécies. Exgr&ntos impactos
humanos que ameacam o funcionamento dos ecossistestairos, as
mudancgas climética podem atuar na mais variadadassespaciais e
temporais (Benhardt et al. 2013). Neste estudoretisese uma grande
sensibilidade das algas calcéarias avaliadas acaggeto da agua que
compromete principalmente a ETR das duas espéaregjestao.
Assim, nos tratamentos que se encontravam em tatperelevada,
observou-se a mortalidade deithothamnion crispatume de
Sonderophycus capensa® final do terceiro dia de experimento. Este
fato foi observado através do branqueamento daldedias duas
espécies nos tratamentos que se encontravam etarafiaratura. Desta
forma, a resposta das duas algas foram similares.

Com base nos resultados deste trabalho, a hipotese
fundamentada no maior rango de distribuicdo lde crispatum
especialmente em &aguas quente, fazia esta espéweresistente a
maiores temperaturas qué&acapensigiue € uma espécie de agua frias.
deve ser negada. Ja quecrispatumnao apresentou maior resisténcia
aos aumentos da temperatura em comparac& eapensis Estes
resultados se assemelham com os obtidos por Mai@Gattuso (2009)
ao expor a alga crostokéhophylum cabiochaa ambientes aquecidos,
obtendo répidas mortalidades. Por outro lado, nésabalho a
acidificacdo do meio beneficiou a fotossintesenaggsimo também a
sobrevivéncia de ambas as espécies em um dos dzmentos que
se encontravam em ambiente aquecido (Figura 5Re&).contrario, em
experimentos comPorolithon onkode,Diaz- Pulido et al. (2012)
observaram um efeito negativo da acidificacdo dzgupr adicdo de
CO,, uma vez que estes descreveram taxas elevadaordaisgade
relacionadas as altas concentragdes dg CO

Como ja foi comentado acima, os resultados destealtno
demostraram que as duas espécies em estudarispatum e S.
capensis responderam principalmente a temperatura. Desi@ojrse
observou um efeito aditivo da temperatura elevdaainuindo a ETR
em média 73% (nas duas espécies) na maioria dasn&atos que se
encontravam em temperatura elevada no periodargmtgque realizado
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0 experimento (Tabela 4, Figura 5,6). Esta mesnsposta foi
observada em espécieskalimeda diminuindo o rendimento quantico
efetivo em temperaturas elevadas (Sinutok et al2R0Steller et al.
(2007) observaram que o potencial fotossintético Litbophyllum
margaritaeesteve fortemente regulado pelas flutuacbes dpeertura.
A referida espécie é igualmente descrita para a dla Arvoredo, e
segundo os autores, as condi¢Bes étimas de tenmzepEra esta alga
sdo ao redor de 25°C, sendo que temperaturas eugsem esta os
espécimes em andlise diminuiam a taxa fotossiatédegundo Steller
et al. (2007), estas respostas seriam consequémcegulacdo negativa
de processos metabdlicos que séo regulados panasizgue por sua
vez sdo altamente sensiveis a altas temperat@s)(3

Além disso, o pH também atuou de forma aditiva resgnte
experimento evitando a mortalidade e mantendo odim@mto
fotossintético no tratamento que se encontrava éin 7. Nas
macroalgas, as respostas podem ser variadas, speitceao aumento
da concentracdo de G@u pH reduzido na 4gua do mar. Em algas
pardas calcificadas contadinaspp., o incremento da concentracdo de
carbono favorece a taxa de transporte de elétdmimgon et al. 2012).
Em algas Corallinales, diferentes respostas temdsdcritas. Russell et
al. (2009) descrevem uma reducéo da fotossinteseocaumento das
concentracdes de GOPor outro lado, Burdett et al. (2012) sugere que
as Corallinales tem a capacidade de usar diretante@Q, sendo que
sua adicéo na agua beneficia a fotossintese dmsegpantes do grupo.
Neste trabalho, em um dos tratamentos se obsemoefeito positivo
do decrescimento do pH. Isto porque, de forma gesaratamentos que
se encontravam em alta temperatura tiveram uma doreda do ETR ao
término do experimento (Figura 4), com excec¢éo rdtamento sob
temperatura elevada, pH reduzido (7,2) e nutrientgrole. Assim, o
pH menor favoreceu a ETR, tendo um efeito antagbriom a
temperatura. Por outro lado, em experimentos feitms duas espécies
de Halimeda (H. macrolobae H. cylindraceg, observou-se um efeito
negativo da sinergia de temperatura &.CO

Existem uma serie de trabalhos que ja verificaram a
acidificacdo afeta negativamente a calcificacadlite¥entes grupos de
organismos como o trabalho feito por Noisette et (2013), que
observaram a diminuicdo da calcificacdo no roddlitinothamnion
corallioides nos tratamentos que se encontravam em alta coacaot
de CQ/baixo pH (desde 380 para 1000 ppm). Desta fomaeaso
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trabalho também de observou que a acidificacidvategativamente e
de forma aditiva eniithothamnion crispatueSonderophycus capensis
obtendo-se um decrescimento similar da calcificag@iando as duas
espécies se encontravam em um pH mais baixo &8 .fato, também

€ corroborado por Martin & Gattuso (2009) em Carales, com
Lithophyllum cabiochgaeo CG e baixo pH atuaram independentemente,
diminuindo sua calcificacéo (). Este fendbmeno tambd observado no
rodolito Hydrolithon spp (Semesi et al. 2009). E importante ressaltar
gue existem duas forma de CaCO3 chamadas calaitegenita, as que
tem diferente solubilidade segundo as propor¢coe€ale Mg destas
moléculas. Assim, as espécies dessa ordem chittmthamnion
crispatumque tem uma composi¢cdo de calcita (contendo Mg wan s
estrutura) poderiam apresentar maior solubilidadecdrbonato em
comparacédo corSonderophycus capensiglem tem aragonita em sua
composicdo. Entretanto, a hipbtese proposta neabalbho sobre a
maior resisténcia desonderophycus capens&s pHs menores que
Lithothamnion crispatumfoi rejeitada, jA& que ndo se observaram
diferencas significativas na calcificagdo quando agas foram
submetidas a pH baixos. Por outro lado, o aqued¢oneia agua
beneficiou levemente a calcificagdo quando se d¢raamem pH baixo.
Mais estudos sdo necessarios para confirmar estérteia.

Este trabalho mostrou um efeito positivo da tentpesa
elevada quando as algas se encontravam em amhaeidiicado
(Figura 7). Este fato concorda com experimentos Raomnolithon
onkodesa qual apresentou efeito negativo da acidificadgdgua por
adicdo de Cg mas também um efeito interativo com temperatura,
sendo levemente maior a calcificacdo quando a tetysa foi
incrementada (Diaz- Pulido et al. 2012). Contraditoente, autores
como Martin & Gatusso (2009), assinalaram uma fiotEracao entre o
CO, e a temperatura podendo decrescer em até 50%ifecagho del.
cabiochaeem presenca destes dois fatores elevados. DigdoRail al.
(2012) também observaram interagcédo entre temparat@Q mas com
o efeito negativo do aumento da temperatura, seradores as taxas de
descalcificacdo neste ambiente. Nao obstante, tiiseal. (2013), ndo
observaram a interacdo entre o @Otemperatura sobre a calcificacdo
delL. corallioides.

A acidificagdo da 4gua do mar tem como consequerasa
mudancas das espécies quimicas dissolvidas commeniento do CO
dissolvido, bicarbonato (HGO e por outro lado a reducdo do
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carbonato (C@?) (Honisch et al. 2012; Jury et al. 2010), conforme
observado neste trabalho experimental em microcoBstas mudancas
nas espécies quimicas sdo principalmente obserpataslcalinidade.

A alcalinidade representa a capacidade de um meimsa para
neutralizar acidos, e, deste modo, a precipitagdodissolucdo de
CaCQ contribui com a variabilidade da alcalinidade (bfib et al.
1998; Steller et al. 2007). Autores como Feelyle{Z004) assinalam
que o aumento da alcalinidade facilitaria a soiddie do CQ
atmosférico na agua do mar. Entretanto, neste llimbado se
observaram mudancas na alcalinidade e quantidad€@g observada

na agua dos distintos tratamentos (Tabela 3, Figurdesta forma,
pode-se inferir que a auséncia de diferencas &igtifas nestas
variaveis, podem estar relacionadas ao curto ialierde tempo (6 hs)
de permanéncia do G@, portanto, da agua acidificada nos respectivos
reservatérios (galdes de 50 L). Além disso, o tempaesidéncia da
agua do mar nas unidades experimentais tambénurfimi, sendo sé de
15 minutos. Estes resultados sdo corroborados potirMe Gattuso
(2009) que igualmente ndo observaram mudancas calinalade
guando injetaram gas G@a a4gua do mar por curtos periodos de tempo
de retencdo. Estes autores afirmam ainda que eagit de C@deve

ser feita por longos periodos de tempo (>1 mésa |gar observar
mudancas neste aspecto da quimica da agua. Puor ladb, nas
variaveis restantes (G& calcita e aragonita), os fatores temperatura e
carbono atuaram de forma aditiva (p<0,01) ndo ebseo-se nenhuma
sinergia dos fatores. O fon gBteve mudancas mais visiveis nos
tratamentos que se encontravam em baixo pH(-&Aylos43% menores
as concentracdes de ¢(Figura 3), com respeito aos tratamentos que
se encontravam em pH controle (7,8). Isto concomda o observado
por Semesi et al. (2009), em experimentos feitgs aoalga calcarea
Hydrolithon sp., que apresentou diminuicdo dos fonss€@m
condicbes de acidificacdo. Outro fator que tevedganfluéncia sobre
as concentracdes de ¢Ofoi a temperatura. Nos tratamentos que se
encontravam em alta temperatura as concentrac@s @m foram
maiores (Figura 4).

Por outro lado, o carbonato de célcio (CgCProveniente dos
organismos e do sedimento, tem um importante papblogeoquimica
marinha atuando como buffer (tampé&o) quando vaasumoncentracdes
de CQ (Basso 2012; Feely 2004; Doney et al. 2009). Esta de
dissolucdo das espécies de carbonatos também poddterada por
outros fatores como variagfes na salinidade, teatyrer, pressao etc.
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No presente trabalho, se analisaram o conteldo, dancalcita como de
aragonita na agua de cada replica de cada tratemapgéervando-se
reducbes de suas saturacdes nos ambientes adofid&igura 4).
Avaliando-se o desempenho dorallina officinalis em ambientes
acidificados (pH 7,6), Hofmann et al. (2012) obseam semelhante
reducdo na saturacdo de calcita. Este fato tambénrréborado por
Russell et al. (2009) na Corallinaleghophyllumspp. que em pH de
7,95 apresenta semelhante reducdo na concentracéalaita. Assim
como a calcita, a aragonita foi menor (0,15+0,@k) tnatamentos que se
encontravam em ambiente acidificado, tendo satard@8% menor
que nos respectivos tratamentos controle. Dimiuig@melhante da
saturacdo de aragonita na agua foi observado erfia@@ da
acidificacéo na fisiologia deéadinasp. (Johnson et al, 2012). Em nosso
experimento, esperava-se uma maior reducéo reldtéivaragonita em
relacdo a calcita com o processo de acidificacdioa wez que a
aragonita chega a ser 50% mais solUvel do quecéacem ambientes
acidificados (Doney et al. 2009; Feely et al. 208#ith et al. 2012).
Entretanto, maior participacdo relativa de carbmhale Mg pode
conferir & aragonita menor solubilidade, passaedocemportamento a
ser semelhante em relacdo a calcita no presenerimgnto (Basso
2012). Segundo Smith et al. (2012), as concentsaddecontetdo de
Mg variam naturalmente entre espécies de algasar@dc o que
explicaria a variabilidade observada. A saturag@caalcita variou de
maneira significativa com a temperatura, sendo r&%6r nas unidades
aquecidas (Figura 4). Da mesma forma, as saturagdasagonita foram
levemente maiores (17%) nos tratamentos com temparalevada
(0,29+0,010) em comparacdo aos tratamentos em tatagee controle
(0,20+0,010). Apesar de outros pardmetros ambggrtamo nutrientes
dissolvidos, influenciarem na saturagdo de Ca(@ney et al. 2009),
nao se observou nenhum efeito destes sobre as@arde calcita e
aragonita.

As mudancas climéatica promovem e irdo promover gérée
de variagbes ou mudancas em diferentes ambienssgnAexiste uma
série de estudos que tentam predizer, atravégyddros do passado, as
futuras mudancas e condi¢cdes desses ambientesa Bmssa, este
trabalho foi um experimento que, por meio de sigiidg de ambientes
com mudangas climaticas, tenta fazer algumas iresligo futuro dos
trés fatores acima nomeados. Assim a temperatura flator que
maiores efeitos negativos teve na sobrevivéncia aligas. De fato,
possivelmente a temperatura seja, provavelmentatoo que maiores
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impactos tenha sobre as espécies de macroalgas @tial. 2011).
Assim, estes impactos se traduzem na diminuicdeadatamento tanto
de algas nao calcareas como calcareas (Wernbeatjy 8011). Um
exemplo deste fato esta sendo observado na costastidlia, pois nos
Gltimos anos se tem observado uma diminuicdo daddéimeia de algas
como no caso délacrocystis pyriferaatribuindo-se como causa o
aumento da temperatura da 4gua do mar (Wernbatg2agl1).

A auséncia de diferencas nas respostas fisiologitae as duas
algas, pode estar relacionada a dois aspectosredistps inicialmente.
Em primeiro lugar o tempo de experimentacdo pode te# sido
suficiente para que eventuais diferencas fossemregs@das. Em
segundo lugar deve-se re-avaliar a taxonomia dpogutilizando-se
ferramentas moleculares, uma vez que as populagesrdeste e sul
do Brasil estdo isoladas, por processos oceancgsafjue derivam em
sentidos opostos, a milhares de anos. Portanta glatisivel supor que
estando aclimatado a baixas temperaturas por t@mdoperiodos estas
adaptacdes ja estariam presentes no genoma ddaeafspécie.

O fator pH apresentou interacdo ainda pouco dasguando
combinado a temperatura elevada. O baixo pH beéoefica
sobrevivéncia dé.. crispatume S. capensiguando foram expostas a
temperatura elevada, postergando a mortalidadasdekjas. Por outro
lado e considerando a calcificacdo dos organisnoodyaixo pH
estimulou por igual a descalcificacdo nas duassaéga estudo. Em
outro sentido, o incremento da temperatura bewoefitevemente a
calcificacdo nos tratamentos que se encontravanbaxe pH, sendo
este um fendbmeno pouco conhecido.

Em resumo, a temperatura e opH foram os fatoresr@iores
impactos provocaram nas duas espécies em estud@ndat
principalmente de forma aditiva. Por outro lads, mutrientes néo
tiveram grande influéncia sobre a fisiologia dgseges analisadas. Este
fato pode ser devido ao pouco tempo de experim@otale modo que
em experimentos com periodos maiores de duracae-gedsperar
resultados diferentes. Entretanto, autores comce Hl al. (2011)
afirmam que as mudancas de pH e temperatura sawtanges forcas
seletivas que promovem alteragbes na estruturangasicdo das
comunidades bentdnicas marinhas. Se prevé quadximps 90 anos o
decrescimento do pH e 0 aumento da temperaturejaeconsequente
perda da diversidade e uma diminuicdo da abundanieipalmente de
espécies calcérias (Hale et al 2011).
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Em futuros experimentos seria interessante a géaliados
fatores utilizados neste experimento por maioreiges de tempo para
obter respostas mais claras dos efeitos destedabta fisiologia de
algas calcificadas. Além disso, € importante o destdos impactos
dessas variagbes em campo de forma isolada e ma fwnjunta, para
assim ter um melhor entendimento das respostasef#it®s destes
fatores. Adicionalmente, outras andlises bioquiszamo a analise de
anidrase carbdnicas sdo importantes para o mefitendimento dos
efeitos aumento de GQCe da temperatura intracelularmente e as

mudancas no metabolismo em ambientes com mudancgas.
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