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RESUMO

Os aminodacidos tipo micosporina (MAAs) sdo produtos do
metabolismo secundario sintetizados por produtores primarios
sendo as macroalgas vermelhas aqueles em que sdo detectadas as
maiores concentracoes. MAAs estdo presentes em diferentes
organismos da cadeia tréfica marinha com funcao fisiolégica
relacionada a protecdo celular contra o excesso de radiacdo
ultravioleta no ambiente e ao stress oxidativo. Sua concentracao nos
organismos tem sido relacionada a disponibilidade de nitrogénio
inorganico, a radia¢do ultravioleta e a fragcdo aul de PAR. O Brasil
tem uma regido costeira com cerca de 8000 km onde uma série de
fatores abiodticos interagem criando diferentes feicdes fisico-
quimicas que influenciam a fisiologia das algas de diferentes formas.
Considerando as variacdoes das caracteristicas abidticas da costa
brasileira, o objetivo deste trabalho foi relacionar a concentracao de
MAAs as diferentes condi¢des ambientais. Para tanto, as amostras
foram coletadas considerando um gradiente latitudinal de 3°S a
28°S em 23 pontos diferentes ao longo da costa brasileira durante o
verdo de 2015. O contetido de MAAs foi analisado em 39 espécies de
Rhodophytas facilmente encontradas na zona intertidal durante a
maré baixa. Com os dados abidticos do Bio-ORACLE, relacionamos a
concentracao e o tipo de MAA com diferentes preditores ambientais,
sendo nitrato, fosfato, temperatura superficial da 4gua do mar e pH,
os principais fatores de influéncia no conteido de MAAs
considerando todas as espécies. Para Hypnea musciformis,
detectamos um padrao de maiores concentracoes de MAAs nos
espécimes das regides sub tropicais. Ademais, detectamos pela
primeira vez a ocorréncia de MAAs em diversas espécies de
macroalgas vermelhas, além de trazer novas abordagens a respeito
da influéncia de fatores abidticos no conteido de MAAs das algas
vermelhas no ambiente natural.

Palavras-chave: Algas vermelhas, aminoacidos tipo micosporina,
resposta ecologica, correlagdes.






ABSTRACT

Mycosporine-like amino acids (MAAs) are products of secondary
metabolism, synthesized by primary producers and present in
organisms at the highest levels of the marine trophic chain. Red
macroalgae are those, in which consistently high amounts have been
detected throughout the world. MAAs are substances with
physiological function, related to cellular protection against
excessive ultraviolet radiation and oxidative stress. Their
concentration in organisms has been related to ultraviolet radiation
and availability of inorganic nitrogen. Brazil has a coastal region
with about 8000 km, where a series of abiotic factors interact
creating different physical-chemical features that influence the
physiology of algae in different ways. Considering the variations of
the abiotic characteristics along Brazilian coast, the objective of this
work was to relate the concentration of MAAs in red algae species to
different environmental conditions. Therefore, samples were
collected considering a latitudinal gradient from 3°S to 28°S at 23
points along the Brazilian coast during summer of 2015. The
content of MAAs was analyzed in 39 species easily found in the
intertidal zone during low tide. We correlated the concentration and
type of MAA with environmental data from Bio-ORACLE. We
identified nitrate, phosphate, sea surface temperature and pH as the
main factors influencing the content of MAAs. In the species Hypnea
musciformis, we detected a pattern of higher concentrations of
MAAs in specimens from warm temperate regions, which are
further away from the equator. In addition, we detected for the first
time the occurrence of MAAs in several species of red seaweeds and
we applied a new approach that allows identifying the influence of
abiotic factors on the MAA content of red algae in natural
environments.

Key-words: Red seaweeds, mycosporine-like amino acids,
ecological response, correlations.
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1. CAPITULO 1.

1.1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS
1.1.1 Visao geral das algas

As algas sdo consideradas os mais antigos membros do
reino das plantas com origem a cerca de 1,6 bilhdes de anos atras
(Bengtsson et al, 2017). Possuem origem polifilética, por
consequéncia de ao menos dez linhagens que evoluiram de forma
independente, e representam diferentes filos. Constituem um grupo
diverso de macro e micro organismos eucariontes (com excecao das
cianobactérias), autotroéficos, nao vasculares, uni ou multicelulares,
sem organizacdo de tecidos verdadeiros (South & Whittick, 1987;
Lee, 2008). As algas sdo a base da cadeia tréfica dos ecossistemas
aquaticos, responsaveis pela geracdo de oxigénio e pela producao de
compostos organicos. Também ocorrem no ambiente terrestre em
associacdes simbidticas com outros seres ou de forma livre. No
ambiente marinho, fornecem recursos de minerais, vitaminas,
proteinas, fibras e acidos graxos poli insaturados para dieta de
diferentes organismos. Também sdo formadoras de habitats e
responsaveis por ao menos 90% da fotossintese global (Graham et
al,, 2016).

As macroalgas marinhas siao constituidas por trés filos
(Rhodophyta, Phaeophyta e Chlorophyta), que assim como as
plantas terrestres divergiram a cerca de 500 milhdes de anos atras.
Se desenvolvem em sua grande maioria na regido entremarés onde
sdo constantemente expostas a diversas influéncias no ambiente
natural pela exposicdo a radiacdo, mudancas de temperaturas,
salinidade, pH e nutrientes, tornando-as altamente adaptaveis.
Variam desde poucos cm até cerca de 70 metros (em algumas algas
pardas). Apresentam diferenciagdio nos pigmentos, sendo a
ficoeritrina e a ficocianina responsaveis pela coloracdo vermelha
nas Rhodophyta, as clorofilas a e b pela coloragdo verde nas
Chlorophyta e os carotenoides, responsaveis pela coloragdo marrom
nas Phaeophyceae (Graham et al,, 2016).

Comunidades de macroalgas representam os principais
componentes das zonas entremarés dos litorais, assumindo fung¢des
ecoldgicas chave de producao primaria e de estruturacdo dos nichos
e habitats para fauna bentdnica (Santelices et al., 2009). Nas regides
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entre marés, o movimento de submersao e exposi¢do ao ar expde
com frequéncia as comunidades a extremos abioticos (Lobban &
Harrison, 1994). Processos oceanograficos conduzem o balanc¢o de
nutrientes e esporos (Menge et al., 1997), e a influéncia bidtica de
herbivoria, competicdo e facilitagio, mantém essa rede de fatores
que influem na fisiologia e estrutura das comunidades algais (Duffy
& Hay, 2001; Witman & Dayton, 2001).

1.1.2 Algas Vermelhas

As algas vermelhas sdo constituidas por organismos adultos
contendo talos unicelulares ou multicelulares, estes ultimos que
variam de poucos centimetros até cerca de 1 m. A presenca de
ligacdes extracelulares, dos pigmentos ficoeritrina, ficocianina e
aloficocianina organizados em ficobilissomos, amido das florideas
localizado fora dos cloroplastos, e a constituicdo de polissacarideos
sulfatados (4gar e carragenana) na parede celular, sdo
caracteristicas exclusivas deste grupo (Raven et al,, 2007). Possuem
em sua grande maioria um habito benténico com distribuicdo
vertical que varia desde o supralitoral a até 268 m de profundidade
(no caso das algas calcarias nao-articuladas) (Littler et al., 1985).
Estdo presentes desde as regides polares e sdo especialmente
diversas e abundantes em aguas tropicais (Graham et al., 2016).
Representam o grupo mais diverso dentre as macroalgas, com
aproximadamente 7.151 espécies aceitas (Guiry & Guiry, 2017). No
litoral brasileiro ocorrem cerca de 460 espécies (Bicudo & Menezes,
2010), podendo o niimero de espécies ainda ser maior com base em
estudos moleculares (Carstens et al, 2013; Kekkonen & Hebert,
2014).

1.1.3 Fatores de Influéncia de Latitude e Biodiversidade

Quando se consideram gradientes latitudinais, se busca por
um padrido que explique a diversidade, desde a escala molecular,
dos individuos, populagdes e ecossistemas. O termo biodiversidade
é abrangente e envolve a relacdo entre as espécies e os sistemas
ecoldgicos que incluem variacdes na morfologia, fisiologia e no
metabolismo. As condicbes ambientais podem diversificar a
expressdo génica das espécies, refletir a plasticidade celular e o
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potencial de aclimatacdo as diferentes condi¢des ambientais, além
de determinar a especiacdo (Ricklefs, 2010).

Acredita-se que fatores abidticos, como a temperatura
superficial dos oceanos (SST, do inglés Sea Surface Temperature), a
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR, do inglés
Photosynthetically Active Radiation) maxima e minima no verdo e
inverno, respectivamente, e a disponibilidade de nutrientes sejam
os principais fatores explicativos para os padrdes de diversidade
observados em escala regional (Kerswell et al., 2006).

0 aumento de espécies em baixas latitudes é um dos
padrdes mais reconhecidos e discutidos na literatura (Pianka 1966;
Gaston 2000) e relacionado as maiores temperaturas, produtividade
primaria e a heterogeneidade de ambientes das regides tropicais
(Boulton et al,, 2008; Gaston et al., 2000; Rohde, 1992). A hipdtese
de species-energy, por exemplo, acredita que o maior nimero de
espécies nos trdpicos resulta do rdpido metabolismo e de maiores
taxas de especiacdo associados as aguas quentes (Kaspari et al,,
2004). A teoria da estabilidade climatica sugere que regides
tropicais sdo ambientes mais estaveis e favoraveis a especiacdo e a
manutencao de espécies endémicas, se comparadas aos ambientes
polares e temperados com maiores indices de extincdo (Hawkings et
al, 2003). No entanto, ndo existem evidéncias que suportem o
padrdo global de diversidade de espécies para as macroalgas.
Diversos estudos descrevem um padrdo latitudinal de diversidade
que pode variar de acordo com o local de estudo (Bolton et al., 1994;
Santelices & Meneses, 2000). No Oceano Atlantico, considera-se um
padrdo bimodal para a distribui¢do das macroalgas, com aumento
da diversidade de espécies tanto em regides tropicais quanto em
regides temperadas, mas ndo nas regioes polares (Bolton et al,
1994; Kerswell et al, 2006; Santelices et al, 2009).

Para alguns grupos como das plantas e dos animais
terrestres, o padriao de diversidade pode ser explicado
estatisticamente em termos de algumas variaveis ambientais,
sumarizadas no que chamados de influéncia latitudinal (como
descrito acima). No caso de outros, ha uma grande dificuldade frente
aos tantos fatores de influéncia (Rohde, 1992). Ainda, vale ressaltar
que nenhum mecanismo isoladamente parece explicar um
determinado padrao latitudinal, que varia com a escala espacial
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(Gaston, 2000; Boulton et al., 2008).

1.1.4 Radiacio Solar

A manutenc¢do da vida no planeta Terra é dependente da
relacdo entre os organismos fotossintetizantes e a radia¢do solar. O
espectro de irradiancia do sol que atinge a superficie terrestre
classifica as qualidades da energia de acordo com seu efeito nos
organismos vivos. A radiacdo visivel (400-700 nm) é a parte do
espectro utilizada diretamente pelos organismos fotossintetizantes
para a conversdo de energia luminosa em energia quimica (e por
isso, PAR), e representa a maior fragdo do total incidente. A radiacdo
ultravioleta (100 a 400 nm) é subdividida em trés partes (RUVA,
RUVB e RUVC). A RUVA (320-400 nm) e a RUVB (280-320) de alta
energia, possuem efeitos significativos sobre as células dos
organismos, enquanto a RUVC (100-280 nm) é totalmente barrada
na atmosfera, incluindo acdo da camada de ozoénio. Ja a fracao do
espectro solar com menor energia e maior comprimento de onda é o
infravermelho (700-50.000 nm).

Durante o curso da evolucdo, diferentes estratégias
quimicas e morfoldgicas foram desenvolvidas para que os
organismos pudessem lidar com a falta ou excesso de irradiancia
(Monroe & Poore, 2005). Sobretudo, o aproveitamento de diferentes
qualidades de radiagcdo permite a manuten¢do do crescimento, do
metabolismo e da homeostase. Sdo exemplos os mecanismos de
sinalizacdo fotomorfogenéticos, o controle de fotorreceptores e o
conteddo de pigmentos (Bischof et al., 2006; Talarico & Maranzana,
2000; Barufi et al., 2015).

Por conta do elevado processo industrial das ultimas
décadas, a poluicdo atmosférica tem sido responsavel pelo
incremento de gases na estratosfera ocasionando modificacdes na
disposicdo da camada de ozdnio, que atua como um filtro da
radiacdo solar incidente sobre a superficie da Terra (Crutzen, 1992;
Kerr & McElory, 1993; McKenzie et al, 2011). Reducdes na
espessura da camada de ozdnio sdo reportadas na Antartica e no
Artico (Rex et al.,, 2004; Manney et al., 2011; Moreau et al, 2015).
Modelagens sobre a recuperacdo da camada de ozo6nio indicam um
aumento de até 4% da RUV em zonas tropicais até 2100 (Hegglin &
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Shepherd, 2009; Bais et al, 2011), enfatizando a necessidade de
compreender como os seres respondem a presenca da radiacdo
excedente no ambiente natural.

A RUVB é a fracao do espectro solar que incide na superficie
da Terra mais danosa aos componentes biolégicos (Moreau et al,,
2015). O excesso de ambas radiacdes PAR e UV demonstrou efeitos
negativos nas macroalgas que atingem niveis moleculares,
fisiolégicos e ecoldgicos (Hader & Figueroa, 1997; Bischof et al,
2006). Os danos podem afetar o crescimento, pigmentacdo,
producao de oxigénio fotossintético, a motilidade, metabolismo de
N2, composicdo de ficobiliproteinas e processos bioquimicos em
geral (Hader et al,, 2007; Sinha et al,, 1996; 1997; Sinha et al., 2008).
Além disso, podem ocorrer danos diretos ao DNA, RNA, proteinas e
lipideos ocasionando perda da fun¢do destas moléculas, e indiretos,
pela formacgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Karentz et al,,
1991; Vincent & Roy, 1993).

O reparo e a protecdo de dano no DNA por indug¢do do UV
envolvem mecanismos de fotorreativacdo, por meio do reparo por
excisdo de nucleotideos e de bases, e pelo reparo por recombinacdo
(Kumari et al., 2008). Além disso, pode ocorrer o impedimento do
dano pelo acimulo de carotenoides, enzimas detoxificantes de
radicais livres e antioxidantes (Middleton & Teramura, 1993; Mittler
& Tel-0Or, 1991; Lee & Shiu, 2009) e no caso das cianobactérias e
algas vermelhas, pela sintese de aminoacidos do tipo micosporina
(MAAs) (Singh et al., 2008; Sinha et al., 2008).

1.1.5 Aminoacidos do tipo micosporina

Aminoacidos do tipo micosporinas (MAAs do inglés,
Mycosporine-like amino acids) sdo metabdlitos secundarios
produzidos por bactérias, cianobactérias, fitoplancton, macroalgas,
fungos e liquens, mas nao por animais, pois estes ndo possuem a via
bioquimica do chiquimato para producdo destes metabolitos
(Groninger et al., 2000; Sinha et al, 2007, 2008). Os MAAs sao
moléculas pequenas com peso molecular préximo de 330 Da,
soluveis em agua e de alta fotoestabilidade. Apresentam-se como
moléculas anféteras, similares aos aminoacidos, apresentando
cargas positivas e negativas (Nakamura et al, 1982). As
micosporinas sdo constituidas por um anel de ciclohexenona ou de
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ciclohexenimina, conjugado com um substituinte nitrogenado de um
aminoacido que atua como croméforo, permitindo a absorcdo de
radiacdo de onda curta (Singh et al,, 2008). As variacdes na faixa de
absorg¢do pelos MAAs ocorrem de acordo com a inser¢do dos grupos
laterais de aminoacidos e o nitrogénio substituinte da molécula
(Sinha et al., 2007) (Figura 1.1).
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que sdo aminociclohexenonas (Favre-Bonvin et al., 1987).

Atualmente sdao descritos cerca de 23 MAAs para
organismos marinhos (Bohm et al,, 1995, Korbee et al., 2006).

Diversas funcdes envolvidas na fisiologia dos organismos
sdo atribuidas a esses metabdlitos, sendo a caracteristica
fotoprotetora frequentemente citada como a principal devido as
propriedades de absorcdo da radiacdo na faixa da RUV, e de forma
secundaria, pela sua capacidade antioxidante (Shick et al., 1999).

A expressdao de MAAs pode ser induzida pela radiagdo UV, o
que demonstra ser esta uma importante caracteristica de
aclimatacao para fotoprotecdo (Karsten et al., 1998a; Llewellyn &
Harbor, 2003). Em experimentos realizados por Carreto et al
(1999), o aumento no conteutdo de MAAs em dinoflagelados e
cianobactérias pdde ser induzido pela exposicdo a radiacao
ultravioleta artificial. Junto a radiacdo solar, outros fatores
ambientais como a salinidade, temperatura, e a disponibilidade de
nutrientes também podem influenciar a concentracio de MAAs
(Korbee et al., 2006). Além disso, a profundidade também é um fator
importante para a acumulagdo destes compostos. Em aguas rasas,
sdo reportadas espécies contendo maiores concentracoes de MAAs
quando comparados aos organismos da mesma espécie que habitam
aguas mais profundas. Essa diferenca é atribuida aos menores niveis
de RUV na profundidade pelo processo de atenuagdo da radiacdo na
coluna d’agua (Dunlap et al.,, 1986; Fleischmann, 1989; Karsten et
al,, 1998a)-

Embora os MAAs sejam produzidos apenas por produtores
primarios, a bioacumulacdo desta classe de compostos ocorre
dentre os niveis mais elevados da cadeira tréfica sendo
praticamente onipresente entre organismos marinhos (Nakamura et
al,, 1982; Carroll & Shick, 1996). Em organismos nao produtores, a
presenca dos MAAs ocorre em tecidos especificos, como por
exemplo no tecido ocular e mucoso de diversas espécies de peixes
recifais (Dunlap et al, 1989; Zamzow, 2004, 2007), ou por
associacdes simbidticas, como por exemplo, entre as zooxantelas e
corais (Shick, et al,, 1991;1995; Sommaruga et al., 2006). As fung¢des
atribuidas a estes compostos sdo semelhantes aquelas reportadas
para essas substancias quando presentes nos produtores primarios,



ou seja, protecao contra RUV e atividade antioxidante (Dunlap et al.,
1998; Adam & Shick, 1996).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e quantificar MAAs nas espécies mais comuns de
algas vermelhas provenientes de diferentes locais ao longo da costa
oceanica do Brasil, associando a variacdo desses compostos as
oscilacoes dos componentes abiéticos.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar as espécies mais comuns de algas
vermelhas que possuem MAAs;

* Relacionar a composicio de MAAs das diferentes
espécies de algas vermelhas com as variacdes de
dados abiéticos das regides da costa do Brasil;

* Relacionar concentracgao e diversidade de MAAs em
Hypnea musciformis com variaveis abidticas.



2. CAPITULO 2: RELACOES ENTRE A COMPOSICAO DE
AMINOACIDOS DO TIPO MICOSPORINA EM ALGAS VERMELHAS
DA COSTA BRASILEIRA E FATORES ABIOTICOS

2.1. INTRODUCAO

Algas marinhas que habitam a zona entremarés sdo
expostas a ambientes com alta variacdo de luz (Luning, 1985). As
variagdes na incidéncia de irradiancia possuem implica¢des sobre a
ecofisiologia dos organismos fotossintetizantes influenciando
processos metabodlicos chave que afetam individuos, populacdes e
comunidades (Jokiel, 1980; Wiencke et al., 2000; Wangberg et al,,
2006), principalmente os danos causados pelo espectro de radiagao
UV de alta energia, capaz de danificar proteinas, acidos nucléicos e
as membranas celulares dos seres autétrofos (Bischof et al., 2000;
Helbling et al., 2001). Embora as consequéncias bioldgicas das
mudancas por altas doses de RUV em ecossistemas marinhos nao
sejam totalmente compreendidas, muitos organismos fitobentonicos
que vivem na regido entremarés sdo fortemente afetados (Franklin
& Forster, 1997). Os disturbios causados pela radiagdo UV nos
processos biolégicos podem resultar na inibicdo da divisdo celular e
da fotossintese (Holzinger et al., 2004), altera¢des na ultraestrutura
do cloroplasto e das mitocondrias (Poppe et al., 2003) e na redugdo
do crescimento e expressdao de genes envolvidos na fotossintese
(Mackerness et al., 1999).

Macroalgas que sdo frequentemente expostas a altas doses
de radiacdo solar possuem diversos mecanismos de protecdo e
reparo para minimizar os danos oriundos da RUV (Hader &
Figueroa 19973; Bischof et al,, 2000, Fu et al.,, 2013). Alguns destes
mecanismos incluem a acumulacdo de substdncias e enzimas
antioxidantes (Vincent & Roy, 1993; Misonou et al, 2003), a
fotoinibicdo dinamica (Figueroa et al., 1997; Bischof et al,, 1999), o
aumento na espessura e densidade das paredes celulares (Talarico
& Maranzana, 2000) e a sintese e acumulacdo de compostos que
absorvem UV, como as trihidroxicumarinas em algas verdes, os
polifendis em algas pardas e os aminoacidos do tipo micosporina em
algas vermelhas (MAAs) (Graham et al, 2016; Nakamura et al,
1982).



Os MAAs sdo considerados metabdlitos secundarios
multifuncionais (Oren & Gunde-Cimerman, 2007). Possuem a
capacidade de absorver radiacdo UV, prevenindo os componentes
celulares de serem afetados, sem a formacdo de reagdes
fotoquimicas que produzem ROS (do inglés, Reactive oxygen species)
(Nakamura et al,, 1982; Conde et al., 2000; Bhatia et al,, 2011). Agem
como substancias antioxidantes (Vincent & Roy, 1993), prevenindo
os danos causados pelo ROS resultantes do excesso de radiacao UV
(Karsten et al., 2003), agem contra a dessecacao (Jiang et al., 2008),
e podem agir como reserva de nitrogénio no interior das células
(Korbee et al., 2004).

Aminoacidos do tipo micosporina ja foram reportados em
macroalgas vermelhas de diferentes profundidades (Bischof et al.,
1998a; Hoyer et al, 2001), desde os pdlos as regides tropicais
(Karsten et al,, 1998a). Os MAAs também sdo obtidos pelos animais
herbivoros, e sao acumulados em invertebrados e vertebrados
através dos niveis tréficos mais elevados (Carefoot et al, 1998,
Dunlap & Shick, 1998; Adams & Shick, 1996). As fun¢des atribuidas
aos MAAs nos diferentes filos, sio semelhantes ou as mesmas, das
que possuem nos produtores primarios (Adams & Shick, 2001).

Alguns autores relacionam maiores incidéncias de
irradidncia in loco com maiores concentracdbes de MAAs nas algas
vermelhas (Carreto et al, 1990, Karsten et al, 1998a). Em
contrapartida, outros acreditam que nao existam padroes
consistentes que regulem a sintese destes compostos, pois os
precursores a formacdo e a acumulacio de MAAs sdo altamente
variaveis por representarem mecanismos espécie-especificos
(Hoyer et al., 2002). Em estudos realizados in vitro com espécies que
produzem MAAs, demonstrou-se que a incidéncia de radia¢do nos
comprimentos de onda azul de PAR e UV, e a maior disponibilidade
de nitrogénio inorganico sdo mais efetivos para a sintese dos MAAs
que a fracdo verde e vermelha de PAR, e menores concentracdes de
nitrogénio inorganico (Korbee et al., 2005b, Bonomi-Barufi et al,,
2011). No entanto, a interacdo entre a radiacdo UV e a
disponibilidade de nitrogénio inorganico parece ser mais explicativa
para a sintese dos MAAs (Navarro et al.,, 2014).

Os riscos dos danos induzidos aos organismos através da
RUV aumenta consideravelmente (Braun et al, 2016) em regides
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oceanicas tropicais que possuem os maiores niveis de radiacdo
ultravioleta da Terra (Banaszak & Lesser, 2009), que também
possuem aguas oligotréficas com alta penetracdo de radiagdo solar
(Baker et al., 1980), além dos fen6menos de reducdo da espessura
da camada de ozdnio (Wild et al., 2005). A avaliacao de correlagdes
entre parametros abidticos e a inducdo a sintese de MAAs pode ser
dificil pela diversidade de fatores que influenciam no acimulo
destes compostos (Carreto et al,, 2011; Korbee-Peinado et al., 2006;
Bonomi-Barufi et al, 2011). Independente dos mecanismos de
inducdo, a resposta para a produgdo dos MAAs varia de acordo com
o organismo em estudo. O inicio da sintese pode ser rapido (na
ordem de horas) nos dinoflagelados e em macroalgas vermelhas
(Taira et al., 2004; Helbling et al, 2004; Navarro et al., 2014),
podendo se estender durante dias a semanas para espécies de
macroalgas e corais (Shick, 2004; Karsten & Wiencke, 1999).

Nesse sentido, nenhum trabalho englobou diversos fatores
atuando sobre a concentracdo de MAAs em diferentes espécies de
macroalgas vermelhas, sobre uma grande escala geografica. Com
isso, o presente estudo tem por objetivo avaliar o conteddo de MAAs
em diferentes espécies de algas vermelhas na regido costeira do
Atlantico Sul Ocidental, e encontrar explicacdes, a partir dos
preditores ambientais incidentes na costa brasileira, para as
variagdes na concentracao e na diversidade de aminoacido do tipo
micosporina nas diferentes espécies e regides geograficas.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Area de estudo e material biolégico

As amostras de algas vermelhas (triplicatas) foram
coletadas em 21 praias e duas ilhas oceanicas ao longo da costa
brasileira com uma variagdo latitudinal entre 3°8’S e 28°5’S durante
os meses de verdo de 2015 (Tabela 2.1). Os espécimes foram
coletados na zona intertidal de costdes rochosos e formagdes
recifais em profundidades de no maximo 30 cm. Cerca de 5 a 8
espécies foram coletadas por ponto, considerando as algas mais
evidentes no local. Foram mensuradas as coordenadas geograficas
de cada local com GPS (GPSMAP-64s, Garmin). Aproximadamente
200 mg de biomassa fresca foram secadas em papel absorvente e
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pesadas em balanca analitica (BEL-M5202), armazenadas em
pacotes de cha e inseridas dentro de sacos plasticos (zip lock) com
silica gel para secar. A identificacdo das espécies foi feita utilizando
literatura especializada para a flora de algas brasileira (Cordeiro-
Marino, 1978; Joly, 1967; Litter e Litter, 2000). Duplicatas adicionais
foram coletadas também para seu tombamento no herbario FLOR
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Tabela 2.1. Informacgdes a respeito dos 23 pontos de coleta ao longo
da costa brasileira, incluindo os locais que representam os sitios de
amostragem, o municipio e estado, as coordenadas geograficas
(Longitude Oeste, O) (Latitude Sul, S), o substrato de ocorréncia e a
data da coleta.

Ponto Local Municipio - Estado Longitude (O) Latitude (S) Substrato Data
1 llha de Fernando de Noronha Fernando de Noronha - RN -32,45 -3,86 Recife Coralineo 22/04/15
2 Tartarugas Atol das Rocas - RN -32,45 -3,87 Recife Coralineo 21/03/15
3 Barra da Sereia Icapui - CE -37,51 -4,63 Recife Arenitico 19/01/15
4 Ponta Grossa Icapui - CE -37,42 -4,67 Recife Arenitico 20/01/15
5 Porto Baia Formosa - RN -37,42 -6,23 Recife Arenitico 07/01/15
6 Pipa Tibau do Sul - RN -35,05 -6,37 Recife Arenitico 08/01/15
7 Praia do Amor Conde - PB -34,8 -7,15 Recife Vulcanico 04/01/15
8 Ponta do Cabo Branco Jodo Pessoa - PB -34,8 -7,28 Recife Arenitico 05/01/15
9 Praia de Tamandaré Tamandaré- PE -35,06 -8,72 Recife Coralineo 04/03/15
10 Praia de Maragogi Maragogi - AL -35,21 -9,02 Recife Coralineo 06/03/15
11 Jaua Camagari - BA -38,2 -12,8 Recife Coralineo 20/03/15
12 Stella Maris Salvador - BA -38,34 -12,95 Recife Coralineo 23/03/15
13 Arraial d'ajuda Porto Seguro - BA -39,07 -16,49 Recife Coralineo 25/04/15
14 Ubu Anchieta - ES -40,47 -20,65 Costédo Rochoso 02/02/15
15 CercaES Guarapari - ES -40,59 -20,8 Costédo Rochoso 30/01/15
16 Jodo Fernandinho RJ Armacao de Blzios - RJ  -41,87 -22,74 Costédo Rochoso 31/01/15
17 Praia do Forno RJ Arraial do Cabo - RJ -42,01 -22,97 Costédo Rochoso 30/01/15
18 Cibratel Il Itanhaém - SP -46,81 -24,2 Costédo Rochoso 18/01/15
19 Prainha Peruibe - SP -47 -24,35 Costédo Rochoso 17/01/15
20 Poa Penha - SC -48,57 -26,78 Costédo Rochoso 16/02/15
21 Taquarinhas Balneario Camboriti - SC ~ -48,57 -27,01 Costao Rochoso 07/03/15
22  Itapiruba Imbituba - SC -48,7 -28,34 Costdo Rochoso 04/02/15
23 Farol Sta. Marta Imbituba - SC -48,81 -28,6 Costdo Rochoso 06/02/15

2.2.2. Extracdo e analise cromatografica de aminoacidos do tipo
micosporina

Para a extracdo dos MAAs, aproximadamente 20 mg de
biomassa seca foram extraidas com 1 mL de MeOH 20% em tubos
eppendorf. Os extratos foram sonificados por 5 min, e incubados por
2 h a 45°C em banho-maria. Em seguida, submetidos a secagem em
speedvac acoplado ao rotavapor por 8 h. O extrato sdélido foi
ressuspendido em 600 uL. MeOH (100%) padrao HPLC, centrifugado
a 13000 g, 4°C, durante 10 min. Por final, o extrato foi filtrado em
filtros de 0,22 um, e cerca de 100 pL foram transferidos para tubos
de HPLC Water systems (Barcelona, Espanha). Para a leitura no
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cromatografo, cerca de 30 pL foram injetados no leitor. Ressalta-se
que o valor de injecdo no cromatdgrafo variou para algumas
amostras sendo por vezes necessario diluir o extrato com o mesmo
solvente utilizado para leitura.

A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
dos MAAs procedeu-se em fluxo isocratico, com fase mdvel filtrada e
degaseificada, composta por: metanol 2,5% e acido acético 0,1%. A
fase moével foi bombeada em fluxo de 0,5 mL.min! em fase
estaciondria. Foi utilizada a coluna C8 (Sphaeroclone Phenomenex,
Aschaffenburg, Alemanha) com 5 pm de tamanho de particula e 250
x 4,6 mm de didmetro. A pré-coluna (Phenomenex, Alemanha), foi
utilizada para filtrar as amostras antes da mesma atravessar a
coluna. O tempo de eluicdo foi de 25 min.

Adicionalmente, as amostras foram detectadas por um
diodo de UV-visivel (Photodiode Array Detector 996) e os valores de
absorbancia entre os comprimentos de onda entre 280-400 nm
foram mensurados.

2.2.3. Identificacio e quantificagio de aminoacidos tipo
micosporinas

A concentracdo de MAAs foi calculada através do valor da
area (A) para cada cromatograma identificado nos diferentes
tempos de retengdo. Os valores de biomassa seca (DW), coeficiente
de extincdo molar (&) volume injetado (V) e o fluxo da fase movel
(F) foram usados para calcular a concentracdo total de MAAs de
acordo com a férmula:

MAAs = (A*F) / (¢ * V * DW * 60)

Os padrdes secunddrios para Palitina, Asterina-330,
Micosporina-glicina, Shinorina e Porphyra-334 foram fornecidos
pelo laboratério de Fotobiologia e Biotecnologia de Organismos
Aquaticos (FYBOA) da Universidad de Malaga, Espanha. Apoés
calcular a concentragao total de MAAs e identifica-las de acordo com
o tempo de retencdo e o espectro de absorcdo referentes aos
padrdes para cada tipo de molécula, a fracdo de cada tipo foi
calculada a partir do coeficiente de extincdo molar referente as
MAAs, baseados na literatura (Tabela 2.2.).
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Tabela 2.2. Tipos de MAAs que foram possiveis de ser
detectados pela presenca de padrdes secundarios, com o
respectivo coeficiente de extingio molar e a referéncia
utilizada para obten¢do dos valores.
Aminoacido tipo Coeficiente de
Micosporina Extin¢cdo Molar (g)

Referéncia

Micosporina-glicina 28100 Gleason (1993)
Palitina 36200 Takano et al. (1978)

Asterina-330 43500 Gleason (1993)
Shinorina 44668 Tsujino et al. (1980)
Porphyra-334 43300 Takano et al. (1978)

2.2.4. Agrupamento da costa brasileira (Analise de Cluster e
PCA)

A primeira abordagem deste trabalho foi agrupar os pontos
de coletas ao longo da costa brasileira em regides e sub-regides a
partir dos valores das varidveis abioticas incidentes em cada local.
Os preditores ambientais Calcita (CAL), Clorofila (CHLO),
Nebulosidade (NEB), Atenuacao difusa (DA), Oxigénio dissolvido
(02), Nitrato (NIT), PAR, pH, Fosfato (FOS), Salinidade (SAL),
Silicato (SIL) e Temperatura superficial do mar (SST), foram
extraidos da base de dados Bio-ORACLE (Oceans Rasters for Analysis
of Climate and Environment). O indice ultravioleta (IUV) foi
fornecido pelo INPE (Instituto Nacional De Pesquisas Espaciais),
referente ao dia e horario da coleta.

Com os dados citados acima, a analise hierarquica de cluster
foi executada em uma matriz de 23 locais de coleta que representam
este estudo. Usamos a distancia euclidiana e um método
aglomerativa (Legendre & Legendre, 1998). O intervalo de confianga
no cluster hierdrquico foi calculado por bootstrap multiescala
(Shimodaira, 2004) através do pacote ‘pvclust, do R (Suzuki &
Shimodaira, 2006) com 10.000 replicagens de bootstrap. A
propabilidade de bootstrap foi calculada em valores de AU %
(approximately unbiased). Os nés com AU = 95 9% foram
considerados sub-grupos.

Uma analise de PCA foi feita com os preditores ambientais
incidentes nas diferentes regides geograficas para identificar quais
variaveis abidticas sdo mais influentes em determinado local, e para
tornar didaticamente perceptivel as diferencas entre as regides e
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sub-regides relacionadas a cada variavel. A PCA foi feita a partir da
funcdo ‘rda’ do pacote ‘vegan’ do software R (Oksanen, 2015).

2.2.5. Tratamento dos dados de concentracio de MAAs

Foram obtidos os valores das médias, desvio padrao e
variancia, e em seguida, aplicado o teste de normalidade para os
valores de MAAs (mg g! DW) englobando todas as amostras
(n=441). Os valores foram descritos levando em consideracao as 4
sub-regides propostas pela andlise de cluster com os preditores
ambientais. O efeito das 4 sub-regides gerada pelo cluster foi testada
para os valores de MAAs nas diferentes espécies. A ANOVA
multivariada utilizou os valores da concentracio de MAAs como
variavel dependente, e testou a interagdo entre os fatores: espécie x
regido. Foi aplicado o teste a posteriori de Duncan para detec¢do de
diferencas significativas entre as espécies, e de Newman-Keuls para
as diferentes regides. Em graficos de barras, foram descritas as 4
sub-regides de acordo com os valores de MAAs e as diferencas
significativas aos testes a posteriori, assim como os valores de
concentracao de MAAs por espécie para cada regido. O valor de
observagdes (n) variou de acordo com a espécie, sendo (n=3) o
minimo.

Os dados foram organizados no programa Microsoft Excel
2010 e a ANOVA e o teste a posteriori Student Newman-Keuls feitos
no programa Statistica® 13 para Windows.

2.2.6. Analise de GLM

Com os valores de MAAs (mg g1 DW) aplicamos o teste de
normalidade para avaliar a distribui¢do dos dados. Seguimos para a
andlise de GLM (do inglés, General Linear Model), onde o valor de
MAAs representou a variadvel dependente e os diferentes preditores
ambientais, as variaveis independentes. Utilizamos esta andlise para
se obter uma relacdo entre diversas varidveis e a concentracdo de
MAAs nas diferentes espécies oriundas dos diferentes locais. Para a
GLM considerou-se a familia Gaussian e link de ligacdo Log. A analise
foi feita no programa Statistica® 13 para Windows.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Agrupamento da costa do brasil

A andlise por agrupamento de cluster identificou dois
grandes grupos e 4 sub-regides na costa do Brasil. A primeira regido
(Tropical) agrupa os pontos localizados entre as latitudes 3° e 9°S,
representados pelas [lhas ocednicas (sub-regido Ilhas Oceanicas) e
pelas praias costeiras da regido Nordeste do Brasil (sub-regido
Nordeste). A segunda representa as praias da regido (Subtropical)
entre as latitudes 12° e 28°S representando praias do Sudeste (sub-
regido Sudeste) e do Sul (sub-regido Sul). (Figura 2.1).

TROPICAL.

N
Atlantic Ocean ‘

10
Atol (RN)
FN (PE) NE
* Tamandare PE

10°S

Prainha SP

PoasC

Taquarinnas s — S8
Hapiruba S j
Farol Sta Marta S
Araial aajuda BA
2
saua BA
Stella Maris BA ]

Joao Fernandes RJ

30°S

SUBTROPICAL
50°S

ra. . g |
P 3.000 km — I
St —— one t3
100°W 80°W 60°W 40°W |

Cerca ES

Figura 2.1. Cluster hierarquico de 23 locais na costa brasileira baseado nas
variaveis abidticas que incidem em cada ponto demarcado no Mapa da
Costa Brasileira. Os ntimeros nos nds indicam o suporte estatistico
(probabilidades de bootstrap) de AU % (approximately unbiased). Clusters
com AU = 95% sdo delimitados por retangulos nas respectivas sub-regides.
Ilhas Oceéanicas (I0), Nordeste (NE), Sudeste (SE) e Sul (S). O tracado
delimita a linha de corte. As regides Tropical e Subtropical representam os
principais eixos macro ecolégicos, claramente discernidos em duas
provincias biogeograficas da costa brasileira.

16



2.3.2. Caracteristicas abidticas das regides da costa brasileira

Identificamos a divergéncia entre dois grandes grupos na
costa brasileira, denominadas de regido tropical (T) e subtropical
(ST) (Figura 2.1).

Os principais fatores de influéncia foram a SST (do inglés,
sea surface temperature), sendo as médias maximas (T= 29,5°C e
TQ= 27,1°C), e as minimas (T= 26,3°C e ST= 21,7°C), com variacio
de 2,41°C e 4,8°C, respectivamente. Os teores da concentracdo de
fosfato e silicato foram aproximadamente duas vezes maiores na
regido subtropical (Fosfato: 0,2422 mg L-1- 4,23 mg L-1) do que na
regido tropical (Silicato: 0,1289 umol L1 - 2,27 umol L-1). O teor de
nitrato obteve variacdo entre T= 0,95 umol L1 e ST= 1,21 umol L'l e
o oxigénio dissolvido oscilou entre T= 4,62 ml L-1 e ST= 5,07 ml L-..
Em contrapartida, os valores de PAR (T= 55,38 mol photons m-2 d-!
e ST= 53,64 mol photons m-2 d-1), salinidade (T= 36,47 e ST= 35,82),
pH (T= 8,16 e ST= 8,07) e calcita (T= 0,019 mol m3 e ST= 0,005 mol
m3) foram maiores na regido tropical do que na subtropical.

2.3.3. Concentracao de MAAs nas espécies de algas vermelhas

Trinta e nove espécies de Rhodophyta foram coletadas na
zona entremarés e tiveram analisados o seu conteido de MAAs.
Hypnea musciformis, Centroceras clavulatum, Jania adhaerens e
espécies dos géneros Gracilaria, Laurencia e Palisada se repetiram
em diferentes praias enquanto algumas foram encontradas apenas
em um ponto de coleta (Tabela 2.3). Os maiores contetidos de MAAs
foram encontrados nas espécies do Sudeste e Sul do Brasil (abaixo
da latitude 20°), com excecdo das espécies de Gelidiopsis sp. e
Laurencia sp. do Atol das Rocas (RN) e Gracilaria domingensis (Cabo
Branco, PB). Os maiores valores das médias na concentracao foram
de 5,89 mg MAA g1 DW em Pyropia acanthophora, e 3,55 mg MAA g
1 DW para Gelidiopsis sp. (Figura 2.2).
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Tabela 2.3. Espécies identificadas e analisadas neste trabalho. Os tipos de
MAAs (Pal, Palitina, Ast, Asterina, Shi, Shinorina, Por, Porphyra-334 e Myc,
Micosporina-glicina) encontrados em cada espécie estdo demarcados e os
pontos de ocorréncia indicados com nimeros em concordiancia com a
Tabela 2.1.

Espécle Pal Ast MS:IAsPor Myc Ponto de Ocorréncla
Acanthophora muscoides (Linnaeus) Bory X X X X X 12,16
Acanthophora spicifera (M. Vahl) Bargensen X X X X 11,12
Amansia multifida J.V. Lamoroux X X X 1,12
Arthrocardia gardneri Manz X X X 15,22,23
Bryothamnion seaforthii (Turner) Katzing X X X 7,8,9,10,18, 19, 21
Bryothamnion triquetrum (S.G.Gmelin) M.Howe X X X 12,22,23
Centroceras clavulatum (C.Adardh) Montagne X X X X 11,12,16,17,18,19, 20, 21, 22, 23
Chondracanthus acicularis (Roth) Fredericq X X X 18,19
Chondracanthus elegans (Greville) Guiry X X X 22
Chondracanthus teedei (Mertens ex Roth) Kutzing X X X 22,23
Cryptonemia crenulata (J. Agardh) J. Agardh X X 4,10
Dichotomaria marginata (J. Ellis & Solander) Lamarck X X 13
Digenea simplex (Wulfen) C. Agardh X X X 7,8,2
Gelidiella acerosa (Forsskal) Feldmann & Hamel X X X 5,9
Gelidiopsis sp. (F. Schmitz) X X X 2
Gelidium crinale (Hare ex Turner) Gaillon X X X 3,5,6,15
Gelidium floridanum W.R.Taylor X X X 18,19, 20
Gracilaria caudata J. Agardh X X X 3,13,7,8,5,6,9, 10
Gracilaria cornea J. Agardh X X X X 7,11,14
Gracilaria domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie X X X X 3,5,6,8,9,10,12, 20
Gymnogongrus griffithsiae (Turner) C.Martius X X 17,19, 20, 21, 22, 23
Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.Lamouroux X X X X 3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23
Jania adhaerens J.V.Lamouroux X X X X 3,14,17,18,19
Jania crassa J.V.Lamouroux X X 13
Jania cubensis Montagne ex Kiitzing X X 6
Jania rubens (Linnaeus) J.V.Lamouroux X X X 15,20,21,22,23
Jania subulata (Elis & Solander) Sonder X 5,6
Laurencia dendroidea J. Agardh X X X X X 11,13,14
Laurencia filiformis J.D.Hooker & Harvey X X X X 16
Laurencia obtusa (Hudson) J.V. Lamouroux X X 15
Laurencia sp. J.V Lamouroux X X X X 2
Osmundaria obstusiloba (C.Agardh) R.E.Norris X X X 7,8
Palisada flagellifera (J.Agardh) K.W.Nam X X X X 11,12,17,18, 20, 21
Palisada perforata (Bory) K.W.Nam X X X X 5,6,7,8,9,10
Pterocladiella capillacea (S.G.Gmelin) Santelices & Hommersand X X X X 14,16,21,22,23
Pyropia acanthophora (E.C.Oliveira & Coll) X X X 23
Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson X X 3,4
Spyridia clavata (C.Agardh) J.Agardh X X X 17
Tr cylindrica (J.Ellis & Sollander) Huisman & Borowitzka X X 13,14, 1

0 acimulo de MAAs variou de acordo com a espécie
analisada. Das 441 amostras, 48,5% foram representadas por
valores de concentracdo menores que 0,3 mg MAA g1 DW, 31,6%
valores entre 0,3 e 1 mg MAA g1 DW e 19% por valores maiores do
que 1 mg MAA g1 DW. Das 39 espécies analisadas, 14 obtiveram
concentracdes sempre menores do que 0,3 mg MAA g! DW,
independente do local de coleta (ANOVA: F=9,06; p=0,0001). Foram
atribuidas uma caracteristica de possuir baixas concentracdes de
MAAs as espécies: Bryothamnion seaforthii, Solieria (filiformis,
Cryptonemia crenulata, Dichotomaria marginata, Jania crassa, Jania
subulata, Jania cubensis, Jania rubens, Jania adhaerens, Osmundaria
obtusiloba, Acanthophora spicifera, Amansia multifida, Laurencia
obtusa e Tricleocarpa cylindrica,

Outras espécies como Hypnea musciformis, Gracilaria
domingensis, Digenea simplex, Centroceras clavulatum, e aquelas dos
géneros  Laurencia, Palisada, Gymnogongrus e  Gelidium,
demonstraram uma ampla variacdo no conteddo em relacdo aos
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diferentes locais de amostra. Pterocladiella capillacea e as espécies
do género Chondracanthus, embora somente coletadas nas regides
Sul e Sudeste, ndo apresentaram varia¢des significativas com
relacao aos diferentes locais de coleta.

Apresentamos por meio de graficos de barra a concentrac¢io
de MAAs nas diferentes espécies representadas pelas 4 sub-regides
(Figura 2.2).
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Figura 2.2. Concentracdo de MAAs nas 39 espécies coletadas nas diferentes
sub-regides. Os valores sdo expressados em mg MAA g DW, seguindo a
ordem dos maiores para os menores valores médios. Letras diferentes
indicam diferengas significativas observadas com o teste a posteriori de
Duncan (p<0,05). A quantidade de asteriscos indica as diferencas
significativas entre as sub-regides observadas com o teste a posteriori de
Newman-Keuls. O niimero de observagdes variou conforme a espécie e a
sub-regido proposta, e é indicado entre paréntesis ao final do nome das
espécies para cada local. As barras indicam os desvios padrio.

2.3.4. Diversidade de MAAs nas espécies

Nas algas estudadas, 5 MAAs diferentes foram detectadas e
identificadas como Micosporina-glicina, Palitina, Asterina-330,
Shinorina e Porphyra-334. A Asterina-330 representou 45,55% do
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total de MAAs em 441 amostras dentre as 39 espécies analisadas,
sendo na maioria das vezes majoritaria considerando o conteuido
total. Shinorina representou 34,93%, seguida por Porphyra-334
(4,64%) e a Palitina (0,14%).

Na sub-regido sul, o conteiddo de Shinorina foi maior
(80,55%) em relagdo as regides sudeste (21,02%), nordeste
(17,11%) e nas ilhas oceanicas (36,33%). No sudeste, Asterina-330
foi majoritario representando (57%) do total, seguido por Shinorina
(21,02%), Palitina (14,04%) e Porphyra-334 (5,64%). Enquanto que
na sub-regido nordeste Asterina-330 representou 57%, Palitina teve
20,71%, Shinorina com 17,11% e a Porfira-334, 4%. Por final, nas
ilhas oceanicas Asterina-330 foi majoritaria com 47%, seguida de
Shinorina (36%), Palitina (14%) e Porphyra-334 (3%) (Figura 2.3).

Sub-regido Nordeste Sub-regido Ilhas Oceanicas
3%

|

Sub-regido Sul
4%

Figura 2.3. Fragdo dos tipos de MAAs em relacdo ao total para
cada sub-regido, delimitadas conforme analise apresentada na
Figura 2.2. Sdo representadas as 4 sub-regides e 4 tipos de
MAAs. Ilhas Ocednicas (n=18), Nordeste (n=162), Sudeste (n=
125) e Sul (n=134).

As variacoes no conteddo de MAAs sdo representadas pela
ANOVA para as diferentes espécies e sub-regides (p<0,005). O teste
a posteriori indicou Gelidiopsis sp. das ilhas oceanicas, Hypnea
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musciformis e Pyropia acanthophora da sub-regido sul, as trés
espécies diferentes das demais em relacdo a concentracdo de
shinorina, comparando-as entre as sub-regides (Figura 2.4). A escala
dos graficos para os tipos MAAs variam conforme a regido e estdo
indicados no eixo y.

Palitina apresentou a maior variacdo na ocorréncia entre as
diferentes espécies e regides, com 8 diferentes classificagcdes
segundo o teste a posteriori. Destacam-se as espécies Laurencia sp. e
Gelidiopsis sp. das ilhas oceanicas, Gelidium crinale da regido sudeste
e Chondracanthus teedei e C. elegans da regido sul (Figura 2.5).

Asterina-330 foi o segundo MAA mais ocorrente e as
maiores concentracdes encontradas na regido sudeste. A regido
nordeste ndo apresentou diferencas entre as espécies analisadas. A
espécie Spyridia clavata se destaca com a maior concentragdo deste
tipo de MAA (Figura 2.6).

Porphyra-334 foi o MAA de menor ocorréncia depois da
micosporina-glicina. A espécie Pyropia acanthophora da regiao sul
apresentou o maior valor de concentracdo sendo diferenciada das
demais espécies. Todavia, destacam-se as espécies Gymnogongrus
griffithsiae, Acanthophora muscoides e Spyridia clavata da regido
sudeste (Figura 2.7).
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Figura 2.4. Os graficos em barra indicam a concentracio do MAA
Shinorina nas diferentes espécies oriundas das diferentes sub-regides. Os
dados estdo dispostos em ordem do menor para o maior valor. Letras
diferentes indicam diferencas significativas observadas com o teste a
posteriori de Newman-Keuls (p<0,05). O ntimero de observagdes variou
conforme a espécie e a sub-regido e esta descrito na Figura 2.2. As barras
indicam os desvios padrao.
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Figura 2.5. Os graficos em barra indicam a concentragdo do MAA Palitina
nas diferentes espécies oriundas das diferentes sub-regides. Os dados
estdo dispostos em ordem do menor para o maior valor. Letras diferentes
indicam diferencas significativas observadas com o teste a posteriori de
Newman-Keuls (p<0,05). O nimero de observagdes variou conforme a
espécie e a sub-regido e estd descrito na Figura 2.2. As barras indicam os
desvios padrao.
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Figura 2.6. Os graficos em barra indicam a concentragdo do MAA Asterina-
330 nas diferentes espécies oriundas das diferentes sub-regides. Os dados
estdo dispostos em ordem do menor para o maior valor. Letras diferentes
indicam diferencas significativas observadas com o teste a posteriori de
Newman-Keuls (p<0,05). O nimero de observagdes variou conforme a
espécie e a sub-regido e estd descrito na Figura 2.2. As barras indicam os

desvios padrao.
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Figura 2.7. Os graficos em barra indicam a concentragio do MAA
Porphyra-334 nas diferentes espécies oriundas das diferentes sub-regides.
Os dados estdo dispostos em ordem do menor para o maior valor. Letras
diferentes indicam diferencas significativas observadas com o teste a
posteriori de Newman-Keuls (p<0,05). O nimero de observagdes variou
conforme a espécie e a sub-regido e esta descrito na Figura 2.2. As barras
indicam os desvios padrao.

2.3.5. Influéncias ambientais na concentracio e no tipo de
MAAs

Neste trabalho nao detectamos um padrao que explique a
inducdo da sintese de MAAs por fatores abidticos nas diferentes
espécies. Observamos através da PCA que os valores de
concentracdo de MAAs nas diferentes espécies se agrupam as
caracteristicas abidticas das regides sul e sudeste da costa brasileira,
conforme demonstra a figura 2.8.
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Figura 2.8. Anélise de componentes principais (PCA) das variaveis
ambientais que incidem sobre os 23 pontos de coleta. Os nomes das
praias estdo descritos em preto na parte central da figura. A
intensidade das varidveis ambientais estd de acordo com o
comprimento da flecha. Os valores das 441 andlises da concentragdo
de MAAs estdo plotados em azul e se agrupam as caracteristicas
ambientais das regides sul e sudeste da costa brasileira.

A partir de um modelo linear generalizado, testamos a
resposta dos MAAs em relacdo as diferentes variaveis abiodticas
(Tabela 2.4.). A variacao da clorofila, nitrato, pH, fosfato, salinidade
e temperatura superficial da 4agua do mar maxima foram
significativos para explicar a variagcdo nas concentragées de MAAs
nas diferentes espécies e locais de coleta. No entanto, a
explicabilidade do modelo (R2= 0,20) foi baixa, mas significativa a
p<0,05.

Outra abordagem foi interpretar as variagcdes no conteido
de MAAs de acordo com as duas sub-regides presentes dentro da
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regido Tropical e da subtropical, conforme indica a Figura 2.1.
Descrevemos os principais fatores incidentes em cada sub-regido
relacionando a concentracao e a diversidade de MAAs nas diferentes
espécies.

Tabela 2.4. Anilise de Modelo Linear Generalizado para as
principais variaveis abidticas observadas neste trabalho. Em
negrito estdo aquelas que foram significativas a p <0,05. Os
valores de R2 multiplo indicam a aplicabilidade do modelo quando
usamos estas variaveis para explicar a concentracdo de MAAs nas
diferentes espécies de algas vermelhas. Na mesma linha dos
valores de R estdo os valores de p e F significativos para o uso
deste modelo. N=426.

SS MS F P
Intercept 6,6707 6,6707 8,9838 0,0029
UV 0,0010 0,0010 0,0014 0,9704
CAL 1,4806 1,4806 1,9940 0,1587
CLOv 2,9388 2,9388 3,9578 0,0473
NEB 0,0029 0,0029 0,0039 0,9501
DA 2,6909 2,6909 3,6239 0,0576
02 2,3061 2,3061 3,1057 0,0787
NIT 5,0410 5,0410 6,7889 0,0095
PAR 1,3226 1,3226 1,7813 0,1827
pH 5,4774 5,4774 7,3766 0,0069
FOS 5,8553 5,8553 7,8856 0,0052
SAL 5,5741 5,5741 7,5069 0,0064
SIL 2,5445 2,5445 3,4269 0,0648
SSTm 12,1570 12,1570 16,3725 0,0001
SSTv 1,6376 1,6376 2,2054 0,1383
Multiple R Multiple R?2 Adjusted R?
0,4581 0,2098 0,1839

Dependent GLM Test of SS Whole Model vs. SS Residual n=426

2.3.5.1. Sub-regiio Ilhas Oceanicas
As principais influéncias relacionadas aos maiores valores
de MAAs na regido Tropical do Brasil (incluindo as IThas Oceanicas)
foram evidenciadas pela andlise de componentes principais, que
identificou os valores de IUV e de pH basico como fatores principais
para sintese de MAAs na regido nordeste, conforme demonstra a
Figura 2.9.
No Atol das Rocas, agrupado dentro da regido das ilhas
oceanicas, as espécies Digenea simplex e Laurencia sp. apresentaram
26



maiores valores do que aquelas coletadas em outras localidades.
Gelidiopsis sp. foi a segunda alga com maior concentracdo de MAAs
de todo o estudo. Além disso, Laurencia sp. e Gelidiopsis sp.
obtiveram alta diversidade com ocorréncia dos 5 MAAs analisados.
0 Atol das Rocas apresentou indice UV extremo (>11), o maior valor
de pH (8,22) e o menores valor de nitrato (0,861 umol L-1), fosfato
(0,1208 wmol L-1), silicato (2,0 wmol L-1), clorofila (0,083 mg m3),
atenuacao difusa (0,022 m-1) e oxigénio dissolvido (4,59 ml L-1) de
todos os pontos analisados. Essas caracteristicas definem as aguas
deste local como muito claras (baixa atenuacdo difusa) e
oligotroficas (baixa concentracdo de nutrientes), que permitem
maior penetracdo da radiacdo solar.

2.3.5.2. Sub-regido Nordeste

A sub-regido nordeste apresentou os menores valores de
conteddo de MAAs do estudo comparada as outras sub-regides.
Foram excecdo os espécimes de Gracilaria domingensis da praia de
Cabo Branco (PB) e da Baia Formosa (RN). A sub-regido Nordeste
apresentou as maiores médias nos niveis de SST (29,7°C), salinidade
(36,5 PSS) e calcita (0,0124 mol m3), e os menores valores na
concentracdo de nutrientes (depois das Ilhas Oceanicas). As
espécies coletadas nas duas praias no estado do Ceara apresentaram
os menores valores de MAAs de todo o trabalho. Foram
diferenciadas das outras praias desta sub-regido por apresentar
altos valores de clorofila (5,01 mg m3) e de atenuacao difusa (0,267
m-1) e os maiores valores de SST (30°C).

Na praia do Cabo Branco e Baia Formosa, os valores de IUV
foram considerados extremo e muito alto, respectivamente,
podendo este fator ser associado as maiores concentracdes de MAAs
observadas em G. domingensis coletadas nesta sub-regido.
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Figura 2.9. Andlise de componentes principais para individuos e para as
variaveis abidticas + MAAs referentes aos valores de concentragio dos
espécimes das regides Nordeste (NE) e nas Ilhas Oceanicas (I0). E possivel
observar a distincia entre as espécies com os valores de concentragio de
MAAs das ilhas oceanicas se comparadas ao Nordeste. Os valores de MAAs
sdo indicados em conformidade com os valores de IUV e pH mais altos. A
variabilidade para os dois eixos principais foi de 50,3% e 30,9%. n=182.

2.3.5.3. Sub-regido Sudeste

0O conteddo de MAAs nesta sub-regido foi maior nas
amostras das praias do estado do R], principalmente da praia do
Forno em Arraial do Cabo. Segundo a PCA (Figura 2.10), as praias
que compde a sub-regido sudeste apresentaram valores médios em
relacdo aos fatores abidticos se comparados aos dois extremos
nordeste e sul, representando uma transicdo entre as regides
tropicais e subtropical em relacdo aos fatores abidticos. Algumas
peculiaridades foram observadas para as praias do estado do
Espirito Santo, que apresentou maiores teores de clorofila,
atenuacao difusa, salinidade, temperatura e menores valores de O>
dissolvido, nutrientes, e acidez, quando comparada as duas praias
do R]. Vale destacar a espécie de Laurencia dendroidea da praia do
Ubu (ES), que apresentou os 5 tipos de micosporina analisadas.

Dentre as praias do estado do R], a praia do Forno
apresentou maiores valores de IUV, menor concentracio de
clorofila, menores temperaturas, e maiores valores de nutrientes e
0, dissolvido. Hypnea musciformis coletada no R] apresentou os

28



maiores conteidos de MAAs desta sub-regido, sendo o maior valor
de concentracdo da amostra da praia do Forno. Acanthophora
muscoides (Praia de Jodo Fernandes, R]) e Spyridia clavulata (Praia
do Forno, R]) se diferem pelos altos valores de concentracio e da
composicdo de MAAs, com grande quantidade de Asterina-330 e
Porphyra-334.

Dentre as amostras do estado da Bahia, entre as latitudes
(16° e 16°49’ S), destacaram-se Palisada perforata (1,44 mg MAAs g
1 DW) e Hypnea musciformis (0,90 mg MAAs g1 DW) da praia de
Stella Maris (BA). No mais, todas as amostras obtiveram valores de
concentracao abaixo de 0,290 mg MAAs g1 DW.

Com relacdo a composicio de MAAs, as algas desta sub-
regido apresentaram uma grande diversidade de moléculas
comparadas as mesmas espécies coletadas em outras localidades.
Todas as amostras desta regido apresentaram Asterina-330 como
MAA majoritaria (com excecdo de H. musciformis da praia do Ubu,
ES). Centroceras clavulatum, das praias do R] apresentam 4 tipos de
MAAs, com destaque para as maiores concentracdes de Asterina-
330, e a ocorréncia de micosporina-glicina.

2.3.5.4. Sub-regido Sul

A sub-regido Sul apresentou os maiores valores de clorofila
e atenuacdo difusa (depois do estado do CE), além dos maiores
valores de nitrato, fosfato, silicato e oxigénio dissolvido, e ainda os
menores valores de salinidade, razdo N:P e SST, com os valores
oscilando cerca de 7,8°C.

Nesta sub-regido, a shinorina foi o MAA majoritario, ao
contrario da sub-regido sudeste, onde asterina-330 foi majoritaria.
As espécies de H. musciformis apresentaram os maiores valores
dentre todas analisadas. Além disso, notou-se a auséncia de Palitina
nos espécimes dessa regido (com excecdo a tragos na amostra de
Po4, SC). As amostras de Palisada flagellifera e Gelidium floridanum
indicaram apenas a presenca de Shinorina, enquanto foi observado
a presenca de outros MAAs na mesma espécie de diferentes locais.
Gracilaria domingensis apresentou valores semelhantes as amostras
do estado do RN, no entanto, o MAA majoritario foi Shinorina.

Centroceras clavulatum apresentou os maiores valores para
Prainha do Farol e Itapiruba, SC. As espécies de Chondracanthus
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nesta regido apresentaram os maiores valores, sendo Shinorina o
MAA majoritario. Destaca-se a Pyropia acanthophora, com maior
valor de concentracdo entre todas as espécies analisadas na costa
brasileira.

Individuals - PCA Variables - PCA
208

1.0-

Dim2 (20.3%)
Dim2 (20.3%)

220

0 00
Dim1 (48.6%) Dim1 (48.6%)

Figura 2.10. Andlise de componentes principais para individuos e para as
variaveis abidticas + MAAs referentes aos valores de concentragio dos
espécimes das regides Sudeste (SE) e Sul (S). E possivel observar a
distancia entre as espécies com os valores de concentracdo de MAAs duas
sub-regides. Os valores de MAAs sdo indicados em conformidade com os
valores de IUV e nitrato mais altos. A variabilidade para os dois eixos
principais foi de 48,6% e 20,3%. n=259.

2.4. DISCUSSAO

Reportamos pela primeira vez a ocorréncia e diferentes
tipos de MAAs nas espécies: Hypnea musciformis, Centroceras
clavulatum, Pyropia acanthophora, Gelidiopsis sp. Chondracanthus
acicularis, C. elegans, Acanthophora muscoides, Arthrocardia
gardnerii, Bryothamnion seafortii, Bryothamnion triquetum,
Cryptonemia crenulata, Dichotomaria marginata, Digenea simplex,
Gelidium crinale, Gelidium floridanum, Jania adhaerens, J. crassa, ].
cubensis, |. subulata, Laurencia dendroidea, L. filiformis, Osmundaria
obtusiloba, Palisada flagellifera, P. perforata, Pterocladiella
capillacea, Solieria filiformis, Spydiria clavata e Tricleocarpa
cilindrica. Dessa maneira, estas informagdes podem ser agregadas a
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base de dados de ocorréncia de aminoacidos do tipo micosporina
proposta e manejada por Sinha et al. (2007).

Das espécies conhecidas por sintetizarem MAAs, destacam-
se as espécies de Porphyra que apresenta altos teores de MAAs,
principalmente a Porphyra-334. Exemplos ja utilizados como
produtos biotecnolégicos sdo: Porphyra umbilicalis, na qual seus
MAAs compdem um protetor solar ja comercializado Helioguard®
365; Porphyra vietnamensis, a qual produz um excelente composto
protetor contra os efeitos da radiacdo solar em um gel composto por
Aloe vera (Bhatia et al, 2010) e Porphyra leucosticta, a qual é
utilizada para fazer padrdes secundarios para identificacdo do
composto Porphyra-334 (Figueroa et al.,, 1997).

0 MAA Asterina-330 encontrado em Gelidium corneum se
destaca por apresentar alta capacidade antioxidante (De la Coba et
al, 2009). Em contrapartida, para Gelidium amansii o MAA
Shinorina ndo apresenta capacidade antioxidante perante o stress
oxidativo (Lee & Shui, 2009), sendo esta caracteristica variavel
entre espécies de um mesmo género e entre os tipos de MAAs. Nao
encontramos na literatura referéncias sobre a ocorréncia de MAAs
nas espécies de Gelidium crinale e G. floridanum analisadas neste
estudo, embora outros compostos como as galactanas sulfatadas e
polissacarideos da familia dos ficocoléides (dgar) ja sejam estudadas
para G. crinale (Rajasulochana & Preethy, 2015).

As andlises em Pterocladiella capillacea apresentaram
concentracdes em torno de 1,3 mg MAA g1 DW, em que Porphyra-
334 foi o MAA majoritario. Pterocladiella capillacea foi efetiva na
captura de compostos oxidantes quando submetida a stress por
radiacdo UV-B, além de apresentar protecdo contra a irradiancia,
principalmente pela presenca de Porphyra-334 (Lee & Shiu, 2009).

Aminodacidos do tipo micosporina ja foram reportados em
diversas espécies de Gracilaria. No entanto, a aplicacdo com os
MAAs é praticamente inexistente sendo o uso biotecnoldgico dessas
espécies focado na extracdo de ficocoldides (Kain & Destombe,
1995), lipideos (Yotsuyamashita et al, 1993) e metabdlitos
bioativos (Glombitza, 1979). Neste trabalho, as espécies G.
domingensis e G. caudata, assim como Hydropuntia cornea,
apresentaram concentracdes consideraveis de MAAs, mas ainda nao
existem estudos que comprovem a eficacia biolégica dos MAAs
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presentes nestas espécies.

As espécies Gelidiopsis sp. e Laurencia sp. do Atol das Rocas,
embora tenham apresentado altas concentracdes de MAAs e grande
diversidade de moléculas, devem ser estudadas em nivel ecoldgico.
0 uso aplicado desta espécie, assim como sua coleta sdo restritos,
sendo necessario autorizacao para o estudo pelo local se tratar de
uma unidade de conservacdo da biodiversidade marinha.

As espécies Hypnea musciformis, Chondracanthus acicularis,
C. teedei, C. elegans, Acanthophora muscoides, Centroceras
clavulatum e Spyridia clavata, oriundas da costa brasileira, foram
consideradas interessantes para a prospeccao levando em
consideracdo a concentra¢do de MAAs.

Nao encontramos um padrdo com relagdo a algum fator
abidtico isolado que explique o conteido de MAAs dentre todas as
amostras analisadas em conjunto. Concluimos que o conteido de
MAAs varia de acordo com a espécie, assim como em relacdo as
diferentes condicbes ambientais que as espécies estdo expostas,
assim como observado para as algas vermelhas por Hoyer et al.
(2001), e recentemente para espécies de fito e zooplancton por
Fileman et al. (2017).

Apenas na analise isolada para a sub-regido nordeste, a
radiacdo ultravioleta e os niveis de pH basico foram correlacionados
a altas concentragoes de MAAs nas espécies Laurencia sp. e
Gelidiopsis sp. proveniente das ilhas ocednicas. Estes resultados
demonstram um esforco molecular ecofisiolégico frente a forte
influencia que a radiacdo ultravioleta possui em ambientes de
recifes tropicais com caracteristicas oligotréficas (Karsten et al,
1998; Banaszak & Lesser, 2009; Moreau et al,, 2016), como no Atol
das Rocas RN e em Fernando de Noronha RN. No entanto,
considerando todas as 441 quantificacobes de MAAs, ndo
encontramos correlacdo direta entre o indice ultravioleta e a
concentracao de MAAs. Isso pode estar relacionado ao histérico da
irradidncia no ambiente (Llewellyn et al, 2012), uma vez que as
macroalgas podem levar até semanas para concluir a expressao de
MAAs (Karsten & Wiencke, 1999; Shick, 2004).

Devido as altas doses de radiacdo incidente em regides
proximas ao equador, supde-se que as algas destes sitios
apresentam maiores concentracdes de MAAs do que aquelas de
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latitudes mais baixas (Hoyer et al., 2001; Korbee et al., 2006). Na
sub-regido nordeste (NE), localizada entre as latitudes 4° e 12°S,
obtivemos as menores concentra¢cdes de MAAs do que em todas as
outras 3 sub-regides analisadas. Com excecdo da espécie Gracilaria
domingensis, as espécies da a sub-regido sudeste (SE) e Sul (S),
apresentaram maiores concentra¢des do que aquelas provenientes
da sub-regiao NE.

Os maiores valores de salinidade e de temperatura
superficial da agua do mar da sub-regido NE podem ter influenciado
de forma negativa a concentracdo de MAAs (Bandanarayake et al.,,
1998; Portwich & Garcia-Pichel, 1999). Ja foram relatados efeitos
negativos de maior salinidade no conteddo de pigmentos
fotossintéticos de rodoficeas (Ding et al., 2013; Ismail et al,, 2016).
Nas espécies coletadas no nordeste, baixos teores de MAA podem
estar relacionadas a outros mecanismos de prevencdo contra
radiacdo, como por exemplo as modificacbes estruturais e
morfolégicas (Navarro et al, 2010b), a fotodegradacdo de
pigmentos acessérios (Figueroa et al., 1997), a fotoinibi¢do dinamica
(Figueroa & Gémez, 2001) e o incremento de carotenoides (Lee &
Shiu, 2009). Tais caracteristicas ndo foram avaliadas neste trabalho.

As concentragdes de nutrientes na d4gua do mar,
principalmente nitrogénio inorganico, sao correlacionados as
maiores concentracdes de MAAs (Korbee et al, 2006), sendo
inclusive responsavel pela inducdo da sintese destes compostos
(Korbee-Peinado et al., 2004). Ao analisarmos 441 concentracdes de
MAAs em diferentes espécies, encontramos correlacio entre a
concentracao de nitrato e fosfato e o conteddo de MAAs, através da
andlise de GLM. No entanto, a explicabilidade do modelo foi baixa e
isso pode ser atribuido ao fator de sintese espécie-especifico (e.g.,
este estudo, Hoyer et a., 2001), onde mais de um fator pode induzir
a sintese destes compostos de forma positiva ou negativa (Bonomi-
Barufi et al, 2011). As sub-regidoes Sudeste e Sul do Brasil
apresentaram maiores concentra¢do de nutrientes (nitrato, fosfato,
silicato) e oxigénio dissolvido, comparadas a sub-regido nordeste.
As maiores concentracdes de MAAs foram obtidas nas espécies de
Hypnea musciformis, Centroceras clavulatum, espécies de Jania,
Gelidium e Palisada provenientes das sub-regides sudeste e sul, se
comparadas as do NE.
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Regides costeiras influenciadas pelas ressurgéncias
possuem fendmenos de alta variacdo de temperatura superficial da
agua, entrada de 4guas enriquecidas por nutrientes, menor
salinidade e geralmente uma alta diversidade biolégica (Castro et
al,, 2006). Na sub-regiao Sudeste, ocorre a principal ressurgéncia da
costa do Brasil que influi exatamente sobre Arraial do Cabo, R], onde
estd localizada a praia do Forno (Brasileiro et al., 2009), da qual
obtivemos altos valores no contetido e na diversidade de MAAs nas
diferentes espécies analisadas. Na regido Sul, ocorre outra
ressurgéncia que enriquece o ambiente marinho com concentragdes
de nitrato, fosfato, oxigénio dissolvido, e maiores varia¢cdes na
temperatura superficial da 4gua do mar (Amaral & Jablonski, 2005;
Castro et al, 2006) onde encontramos os maiores valores de
concentracao de MAAs da sub-regido Sul, no Farol de Santa Marta -
SC.

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

A expressdo de MAAs é varidvel e oscila em relagdo as
diferentes regides geograficas, aos fatores abiodticos incidentes e em
relacio a cada espécie analisada. Neste trabalho, procuramos
encontrar um padrao geral de sintese de MAAs englobando diversas
espécies, mas concluimos que a melhor abordagem seria utilizar as
mesmas espécies coletadas em todos os pontos de coleta. Mesmo
assim, em 39 espécies e 441 andlises, os maiores valores de MAAs
foram relacionados as regides de maior concentra¢do de nutrientes
e maiores oscilagdes na temperatura superficial da 4gua do mar.
Apenas quando analisamos de maneira a diminuir a escala
geografica de observacdo, caracterizando sub-regides geograficas,
os resultados nos indicaram a radiagdo ultravioleta e o pH basico
como fatores relacionados as concentragdes de MAAs.

Ademais, relatamos a presenca dos MAAs em diversas
espécies pela primeira vez.

34



3. INFLUENCIA DE FATORES AMBIENTAIS NA CONCENTRACAO E
COMPOSICAO DE MAAs EM Hypnea musciformis (Wulfen) J. V.
Lamouroux, AO LONGO DA COSTA BRASILEIRA

3.1. INTRODUCAO

Hypnea ]. V. Lamouroux é o género de algas vermelhas mais
diverso da familia Cystocloniaceae com 61 espécies validas (Guiry &
Guiry, 2017), e representa um grupo muito bem estudado
morfologicamente em todo o mundo (Tanaka, 1941; Masuda et al,,
1997; Dawes & Mathieson, 2008; Jesus et al, 2015). Alguns
impasses encontrados quando se delimitam as espécies de Hypnea
ocorrem pela morfologia simples, e pelo alto grau de plasticidade
fenotipica entre individuos da mesma espécie, que geralmente
advém por influéncia de fatores ambientais (Cordeiro-Marino,
1978). Recentemente diversos estudos moleculares tém esclarecido
a sistematica deste grupo, o qual é amplamente distribuido pelos
mares tropicais e subtropicais (Geraldino et al., 2010; Nauer et al,,
2014, 2015; Jesus et al., 2015). No litoral brasileiro sdo reconhecidas
oito espécies de Hypnea (Nunes et al., 2013).

Hypnea musciformis (Wulfen) ]. V. Lamouroux além de ser a
espécie-tipo do género, é uma alga predominante do nordeste ao sul
da costa brasileira e na maior parte do mundo (Lamouroux, 1812;
Caires et al, 2013; Maharana et al, 2015). As caracteristicas
morfoldégicas de talo altamente ramificado de forma irregular, e as
gavinhas nas extremidades, permitem a esta espécie se aderir e se
desenvolver em diversos substratos, inclusive como epifita em
outras algas como em Sargassum spp. (Faccini & Berchez, 2000; Reis
et al.,, 2008). E encontrada com frequéncia no infralitoral crescendo
em densos filamentos emaranhados, sendo muitas vezes, a espécie
dominante na comunidade (Guist et al, 1982; Schenkman, 1989).
Representa uma espécie amplamente explorada do ponto de vista
cientifico em estudos taxondémicos e filogenéticos (Nauer et al,
2014, 2015), ecofisioldgicos (Yokoya et al., 2007; Faveri et al., 2015;
Castellar et al, 2016), e pela aplicacido industrial de seus
subprodutos, como a k carragenana e a hypnean, entre outros
compostos de interesse farmacéutico (Guist et al., 1982; Berchez et
al, 1993; Alves et al., 2012; Stortz et al.,, 2017). Hypnea musciformis
é a alga carragendfita mais abundante no litoral brasileiro. (Oliveira,

35



1998; Alves et al, 2012). Os estudos aplicados vém sendo
desenvolvidos a muito tempo e a atual diversidade de trabalhos com
substancias sintetizadas pela espécie tem demonstrado potencial
para industria biotecnoldgica (Nagano et al.,, 2005; Chakraborty et
al, 2013; Cosenza et al,, 2016). Sobretudo porque H. musciformis é
capaz de crescer em ambientes enriquecidos por nutrientes como
amonio, nitrato e fésforo e atingir taxa de crescimento diario de 10,8
* 0,6% dia'l, maior do que a observada para Kappaphycus alvarezii
(alga mundialmente utilizada para o cultivo e extracio de
carragenana), e com maior eficiéncia em retirar nutrientes do meio
de crescimento (Castelar et al., 2015). Dessa forma, além do ambito
de producio de compostos de interesse biotecnolégico, H.
musciformis pode ser utilizada para biorremediar ambientes
marinhos costeiros, melhorando a qualidade de dguas enriquecidas
por sistemas de producdo de aquicultura, agricultura, e
disponibilizando biomassa para a extra¢do dos seus subprodutos de
ordem sustentavel. Todavia, Castelar et al,, (2015) sugerem que H.
musciformis seja utilizada em cultivos sob condi¢des controladas
devido a dificuldade de cultiva-la no ambiente natural.

A acumulacao de aminodacidos do tipo micosporina em H.
musciformis ainda ndo foi elucidada na literatura. Para as algas
vermelhas, os fatores que precedem a inducao do acimulo de MAAs
sdo as fracoes azul de PAR e a RUV, bem como a disponibilidade de
nitrogénio inorganico (Karsten & Wiencke, 1999; Korbee et al,
2006; Figueroa et al, 2008). Adicionalmente, outras variaveis
ambientais como a temperatura, salinidade e nutrientes também
podem influenciar os niveis de concentracdo destes compostos
(Karsten et al., 2003; Bandanarayake et al., 1998; Bonomi-Barufi et
al, 2011). Considerando o papel dos MAAs como fotoprotetores
naturais contra o excesso de radiacdo ultravioleta, os estudos quase
sempre sdo realizados avaliando a influéncia da irradidncia na
concentracao e nos tipos de MAAs (Groninger et al., 1999).

Mesmo assim, trabalhos que avaliam a influéncia de outros
fatores abioticos do ponto de vista ecolégico no acimulo de MAAs
sdo quase inexistentes. Diversas funcdes sdo atribuidas a esses
compostos, tais como: agir como reserva de N, atividade
antioxidante, regulacdo osmotica e a protecdo contra a dessecacdo
(Oren & Gunde-Cimerman, 2007). A avaliacao de multiplos fatores
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agindo em sinergia pode ser interessante do ponto de vista
evolutivo, fisiolégico e de produtividade, pois permite a progressao
na obtencdo de maiores concentracbes de MAAs junto aos
tratamentos com os diferentes tipos de irradidncia. Recentemente, o
AMT (do inglés, Atlantic Meridional Transect) investigou como se
comportam algumas varidveis ambientais ao longo do Oceano
Atlantico relacionando-as com o conteido de MAAs em espécies de
fitoplancton e zooplancton. Foram reportados maiores
concentracdes de nitrato, fésforo, clorofila superficial e atenuagao
difusa da luz solar nas regides temperadas, e maiores valores de
temperatura e de UV-A nas regides tropicais. Maiores teores de
MAAs no fitoplancton foram reportadas para as regides tropicais,
enquanto que para o zooplancton foram reportadas para as regioes
temperadas do Norte e Sul (Fileman et al.,, 2017).

Nesse sentido, o fundamento deste estudo é elucidar a
variacdo na concentracdo e na diversidade de aminodacidos do tipo
micosporina em Hypnea musciformis ao longo de um gradiente de
latitude. Para isso, uma série de variaveis ambientais que influem
sobre os diferentes locais da regido costeira do Brasil foram
relacionados aos resultados obtidos na quantificacdo e identificacdo
dos compostos. Este trabalho pretendeu disponibilizar informagdes
a respeito da distribuicio de MAAs em espécimes de H. musciformis
de diferentes locais da costa brasileira, dos melhores locais para
cultivo e producdo dos MAAs de H. musciformis na costa, e das
melhores combinag¢des de varidveis abidticas para o seu cultivo sob
condic¢des controladas para producdo de MAAs.

3.2. MATERIAL E METODOS

Amostras em triplicatas foram coletadas em 21 pontos ao
longo da costa brasileira, durante os meses de verao de 2015, com
excecdo da Ilha de Fernando de Noronha PE e Atol das Rocas RN
(Tabela 2.1). Material adicional foi coletado para o depdsito no
herbario FLOR da UFSC (Universidade Federal de Santa Catarina). A
metodologia de coleta e identificacdo das espécies e as andlises de
quantificacao e identificacdo de MAAs seguem as mesmas diretrizes
descritas no item Material e Métodos do capitulo 2. Neste trabalho,
foram também analisados os teores de C e N das amostras de H.
musciformis. Os procedimentos exclusivos deste capitulo sdo
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detalhados a seguir.

3.2.1 Analise elementar de C:N

Amostras secas de Hypnea musciformis foram maceradas e o
conteddo so6lido inserido dentro de tubos eppendorf. Cerca de 1-2 g
foram usadas para determinar a quantidade de cada elemento de
peso seco (mg g1 DW). O contetdo foi determinado pelo analisador,
LECO CHNS-932, SCAIl (Servicios Centrales de Apoyo a la
Investigacion) da Universidad de Malaga.

3.2.2. Andlise estatistica de MAAs totais

A primeira abordagem foi aplicar o teste de normalidade
para observar a distribuicdo dos dados (mg MAAs gDW-1) a partir
dos valores de varidncia das triplicatas. Em seguida, foi aplicada a
ANOVA unifatorial utilizando o local de coleta como fator. O teste a
posteriori de Newman-Keuls foi feito para detectar quais valores da
média, dentre os observados para concentracio de MAAs em H.
musciformis, diferiram significativamente entre si nos diferentes
pontos de amostragem. Os testes de normalidade, ANOVA e
Newman-Keuls foram feitas no programa Statistica 13.

Os dados de MAAs foram relacionados ao total de N,
atingindo o total de mg MAA gN-1. Para identificar uma eventual
tendéncia latitudinal na concentracao de MAAs em H. musciformis,
foram calculados os valores do coeficiente de determinacdo (R?)
com os valores de mg MAAs g-1DW e os valores de mg MAA gN-1, e os
pontos de coleta como variavel independente. Foi aplicada ANOVA
unifatorial para confirmar diferencas significativas nos valores de
concentracao de MAAs por ponto de coleta no gradiente latitudinal.

Com os valores de MAAs como fator, testamos ANOVA
utilizando a hipdtese das sub-regides propostas no capitulo 2.
Agrupamos os valores das amostras ao longo da latitude nas regides
Nordeste, Sudeste e Sul. O teste a posteriori de Newman-Keuls
detectou as diferencas na concentracao de MAAs por regido.

3.2.3. Tratamento das variaveis ambientais e andlise estatistica

Para investigar quais fatores influem sobre os diferentes
locais de amostragem na latitude, foram utilizados os dados
maximos, minimos e a varidncia dos preditores ambientais
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relacionando-os ao conteido de MAAs. Calculamos o coeficiente de
correlacdo através da andlise de correlacdo linear de Pearson feita
com valores de Calcita, Clorofila, Nebulosidade, Atenuacao difusa,
Oxigénio dissolvido, Nitrato, PAR, pH, Fosfato, Salinidade, Silicato,
Temperatura superficial do mar, IUV e razdo N:P, de MAAs totais
(mg MAAs gDW-1), MAAs por Nitrogénio interno (mg MAA gN-1), e
para os tipos de MAAs (Paliteno, Micosporina-glicina, Palitina,
Asterina-330, Shinorina e Porfira-334). Os valores que
apresentaram correlagdo significativa com os MAAs (p<0,05) foram
utilizados para aplicar a analise de regressao linear.

A analise de regressdo linear seguiu apenas com os
preditores relevantes para explicar a concentracdo de MAAs que
apresentaram correlagdes significativas. Esta andlise foi feita para se
obter uma relacao funcional entre cada variavel independente e o
conteddo de MAAs de maneira individual. Sendo assim, procuramos
obter uma equacao explicativa a dispersao dos valores da variavel
dependente (MAAs), pela variacdo dos niveis das varidveis
independentes. Em seguida, utilizamos as varidveis com os valores
de AIC obtidos na tabela de regressao linear para o delineamento de
um modelo ajustado para ser utilizado na analise de GLM (do inglés,
General Linear Model). A GLM foi a analise selecionada para
descrever a relacao estatistica entre os preditores mais explicativos,
observados apds as andlises citadas acima, e a variacdo na
concentracao de MAAs. O modelo utilizado foi: MAA (como variavel
resposta), em funcdo dos preditores: oxigénio dissolvido, nitrato,
fosfato, silicato, variacdo da temperatura superficial, atenuagdo
difusa minima e clorofila minima. As andlises de correlacao,
regressao linear simples, multipla e GLM foram feitas no programa
Statistica 13.

3.2.4. Andlise de PCA

Para a analise de PCA (do inglés, Principal Component
Analysis) utilizamos as varidveis: PAR= Photossintetically active
radiation, CAL= Calcita, CHLO= Valores maximos de Clorofila,
CLOUD= Nebulosidade, SSTv= Variacdo da temperatura superficial
da agua do mar, N:P= Razdo entre Nitrogénio e Fosfato no ambiente,
SIL= Silicato, FOS= Fosfato, 02= Oxigénio dissolvido, NIT= Nitrato,
DA= maximos valores de atenuacdo difusa, [UV=indice ultravioleta,
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SAL= Salinidade, SSTm= valores maximos de temperatura
superficial da agua do mar. Foi aplicada a normalizacdo dos dados
para melhor distribuicdo das variaveis. A andlise de PCA foi feita a
partir da fun¢do ‘rda’ do pacote ‘vegan’ através do programa R.
Foram adicionados os valores de MAAs totais e a fragdo de cada tipo
de MAAs para observar a distribuicdo junto aos valores dos
preditores ambientais.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Contetido de MAAs

O conteudo de MAAs em H. musciformis variou de 0,0029 a
3,55 mg MAAs gDW-1 entre as 21 praias amostradas durante o verao
de 2015 ao longo da costa brasileira. Diferencgas significativas entre
os valores de concentracao e os locais (fator) foram detectadas pela
ANOVA unifatorial (p<0,05). O teste a posteriori Newman Keuls
indicou as diferencas entre os valores das médias (Figura 3.1). Com
excecdo da amostra da praia da Pipa-RN (0,92 mg MAAs gDW-1),
todos os espécimes coletados nas praias ao norte da latitude 20°S
obtiveram concentra¢des abaixo de 0,35 mg MAAs gDW-1. Os
espécimes coletados abaixo da latitude 20°S da costa brasileira
apresentaram significativamente maiores concentracdes de MAAs
quando comparados as amostras ao norte da latitude 20°S (Figura
3.1).

A regressdo linear com os valores da concentracdo de mg
MAA gDW-1 e mg MAA gN-l apresentaram respectivamente, os
valores de coeficiente de determinacao (R2=0,69) e (R2=0,61)
usando latitude como fator, demonstrando a tendéncia no aumento
dos valores na concentracdo de MAAs de H. musciformis para as
latitudes mais baixas (Figura 3.2), confirmadas pela andlise de
ANOVA unifatorial.
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Figura 3.1 Concentracdo de MAAs em Hypnea musciformis nos diferentes
pontos de coleta, representados por praia e estado. Os valores sao
expressados em mg MAA g DW-, seguindo a ordem de ocorréncia. Letras
diferentes indicam diferencas significativas observadas com o teste a
posteriori de Newman-Keuls (p<0,05). n=3. As barras indicam os desvios

padrao.

018
016
014

L 012

)

2010

<
2 0,08

.

0,06
0,04

0,02 :

. ¥=0,0008e077 y=0,0078e02%
R=0,63746 40 R2=0,64174

MAAs [mg gDW]
s &8

e

0,00
0 5 10 15 20
Latitude S

Figura 3.2 Andlise

00 le
25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Latitude S

de regressdo linear e os valores do coeficiente de

determinacdo (R?) para a regressdo linear e exponencial, entre os valores
de latitude (fator) e de MAAs de Hypnea musciformis, expressados em mg g
de massa seca de alga. A figura demonstra a tendéncia no aumento da
concentracdo de mg MAA gDW-! (F= 3,88019, p= 0,001612) e mg MAA gN-!
(F=4,21801, p=0,002152), com o aumento da latitude S.
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Foram identificados 6 tipos de MAA nas espécies de H.
musciformis (Figura 3.3). Os tipos de MAA variaram ao longo dos
locais de coleta (p<0,05) tal como observado para os valores de
MAA totais. 0 MAA paliteno, foi identificado apenas em amostras do
nordeste nas praias de Ponta Grossa e Barra da Sereia (Lat. 4°S) e na
Praia do Amor e Cabo Branco na PB (Lat. 7°S). Tracos de Porfira-
334 (0,009 MAA mg g DW-1) foram identificados apenas na amostra
das praias de Arraial D’Ajuda - BA, Ubu - ES e Pipa - RN. O teste de
Newman-Keuls detectou as diferengas entre a concentracdo do tipo
de MAAs por local. As variagdes foram observadas principalmente
para Palitina e Asterina-330 em relacdo a Shinorina (Figura 3.4).
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Figura 3.3 Valores das médias da concentragio de MAAs em Hypnea
musciformis encontrados nas respectivas praias e estado. Os graficos de
barras sdo apresentados em ordem da regido Norte (Lat. 3°S) para a regiao
Sul (Lat. 28,5°S). A fracdo de cada tipo de MAAs é representada pelas
diferentes cores/texturas. n=3.
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Figura 3.4. Fracdo de cada tipo de MAA em Hypnea musciformis nos
diferentes locais de coleta (Praia + Estado). A - Concentracdo de Shinorina
nas amostras dos respectivos pontos de coleta. B - Fracdo de Asterina-330
nos respectivos locais de coleta. C - Concentracdo de Palitina. D -
concentracdo de Paliteno. Os dados estio dispostos em ordem de
ocorréncia. Letras diferentes indicam diferencas significativas observadas
com o teste a posteriori de Newman-Keuls (p<0,05). n=3.

3.3.2. Parametros Abiéticos

As informacdes obtidas da base de dados ambientais
marinhos BioORACLE (Tyberghein et al. 2012) para os locais de
coleta englobaram um gradiente latitudinal entre 3°8’ e 28°5’ S. A
SST (do inglés, Sea Surface Temperature) ao longo dos pontos de
coleta variou entre 29,7 e 17,6°C, sendo que as maiores variacdes de
temperatura foram reportadas na latitude 28°5’S (8,1°C). Valores de
PAR variaram entre 57 e 46 umol fétons m-2 d-1. Maiores valores
foram reportados nas latitudes abaixo de 20°S, sendo os menores
nas praias do estado de SP (24°S). O indice ultravioleta apresentou
variacdo entre 10,5 e 0,6. O teor de oxigénio dissolvido variou entre
5,3 e 4,5 mg L1, sendo os maiores valores encontrados na latitude
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28°5’S.

A concentracdo superficial de nitrato variou entre 0,861 até
1,601 pmol L1 entre 3°8" e 28°5’S, aumentando para a regido
subtropical a partir da latitude 20°S. Silicato e fosfato seguiram o
mesmo padrao, variando entre 0,11 - 0,30 umol L-1e 2,0 - 5,82 umol
L-1. A clorofila superficial (chl a) foi mensurada entre 0,083 e 6,9 mg
m3.

3.3.3 Analise de PCA

As principais influéncias fisico-quimicas de 15 preditores
ambientais na composicio das MAAs em Hypnea musciformis sdo
apresentadas por meio de uma andlise de PCA para explicar a
variacdo geografica dessas respostas (Figura 3.5.). A andlise de
componentes principais demonstra dois principais gradientes que
claramente separam as praias nas latitudes 3,8° a 16,4°S e entre a
latitude 20,6° e 28,5°S. As variaveis separadas ao longo do primeiro
gradiente estdo na direcdo contrdria a maiores concentracdes de
MAAs, enquanto que as variaveis separadas para o segundo
gradiente estdio em concordancia e sdo positivamente
correlacionadas com os valores de MAAs.
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Figura 3.5 Andlise de componentes principais (PCA) das variaveis
ambientais que incidem sobre os 21 pontos de coleta. Os nomes das praias
estdo descritos na parte central da figura. A intensidade das variaveis
ambientais estd de acordo com o comprimento da flecha. PAR=
Photossynthetically active radiation, CAL= Calcita, CHLO= Valores maximos
de Clorofila, CLOUD= Nebulosidade, SSTv= Variacio da temperatura
superficial da dgua do mar, N:P= Razdo entre Nitrogénio e Fosfato no
ambiente, SIL= Silicato, FOS= Fosfato, 02= Oxigénio dissolvido, NIT=
Nitrato, DA= maximos valores de atenuagio difusa, [UV=indice ultravioleta,
SAL= Salinidade, SSTm= valores maximos de temperatura superficial da
4gua do mar.

3.3.4. Fatores ambientais que afetam a distribuicio das MAAs

Os valores de MAAs que apresentaram correlacdes com
fatores abidticos sdo apresentados na tabela 3.1. Maiores
concentracdes de mg MAAs g DW-1 em H. musciformis apresentaram
forte correlacdo positiva com os valores de fosfato (0,88), silicato
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(0,87), oxigénio dissolvido (0,83) e SSTv (0,77). Houve forte
correlacdo negativa com a latitude, PAR, salinidade (-0,83) e SSTmi
(-0,82). Os valores de mg MAAs N-! seguiram o mesmo padrio, e
destaca-se maior correlagio com os valores de nitrato (0,81) se
comparados a mg MAA g DW-1.

Com relacdo ao tipo de MAA, encontramos correlagdes para
palitina (0,52) e asterina-330 (0,76) relacionadas a maiores valores
de nitrato, enquanto shinorina (0,42) ndo apresentou resultado
significativo ao valor de p<0,05. Asterina-330 e Shinorina
apresentaram correlacdo negativa com PAR. Shinorina e Palitina
foram negativamente correlacionados a latitude S e SSTmi. Valores
de correlagdo muito forte foram observados em Shinorina com a
SSTv (0,92) e silicato (0,91), e forte, como o fosfato (0,87), a
salinidade (-0,87) e oxigénio dissolvido (0,85).

Tabela 3.1. Correlacdo Linear de Pearson. No eixo vertical estdo a latitude,
MAA:s totais, e os tipos de MAAs. No eixo horizontal, as varidveis ambientais
significativas, a latitude e os valores de MAAs totais.

MAAS/DW_MAAs/N Shinorina Asterina-330 Palitina Mic-Gi CLOM CLOm DAmi 02 NI _PAR _pH FOS SAL S SSTm SSTmi SSIv_1V__ NP
MAAS/DW 1,00 0,97 0,86 068 0,51 018 034 0,65 0,60 0,83 0,77 -0,83 0,56 0,88 0,83 0,87 0,71 0,82 0,77 0,10 0,53
MAAS/N 1,00 081 060 043 008 026 054 049 078 081 -0,77 0,48 0,83 0,79 0,79 0,73 0,76 0,66 0,01 -0,44
Shinorina 1,00 0,23 033 013 050 060 0,59 085 0,42 -0,68 0,59 0,87 0,86 091 0,73 0,91 092 0,10 -0,74

Asterina-330 1,00 040 012 002 -038 034 031 077 -0,60 -0,02 0,36 -0,30 0,32 -0,23 0,20 0,14 0,17 0,08
Palitina 1,00 025 0,01 002 004 055 0,52 -0,07 -0,35 0,55 -0,43 0,31 -0,68 -0,50 0,26 -0,44 -0,34
Mic-Gli 1,00 0,0 -0,14 -0,14 -0,02 -0,09 0,10 0,29 -0,23 0,16 -0,20 0,23 0,20 -0,15 0,37 0,30

CLOM 1,00 070 073 032 015 -041 -0,32 0,40 -0,51 0,50 -0,10 0,34 0,48 0,25 -0,30
cLom 1,00 0,98 0,52 046 0,78 0,53 0,59 -0,62 0,73 -0,15 -0,45 0,62 0,26 0,43
DAmI 1,00 0,56 043 -0,71 -0,55 0,62 -0,64 0,74 -0,21 0,48 0,63 0,21 0,51
02 1,00 0,61 -0,62 -0,65 0,99 -090 0,94 -0,88 0,98 0,90 0,01 -0,81
NIT 1,00 -0,76 -0,26 0,66 -0,62 0,58 -0,53 -0,50 0,39 0,14 -0,09
PAR 1,00 039 0,69 0,70 -0,78 0,35 0,56 0,65 -0,46 0,28
PH 1,00 -0,66 0,39 -0,64 0,57 0,63 0,57 0,25 0,76
FOS 1,00 -0,92 095 -0,85 -0,96 0,90 0,03 0,77
SAL 1,00 -0,93 0,71 0,89 -0,90 -0,18 0,64
SIL 1,00 0,69 -0,92 0,96 0,20 -0,76
SsTm 1,00 0,89 0,65 0,25 0,71
SSTmi 1,00 -0,92 0,02 0,83
SSTv 1,00 025 -0,79
v 1,00 022
NP 1,00

Valores significativos a p<0,05 estdo em negrito. N=21.

Onze varidveis ambientais foram significativas na analise de
regressio linear para valores de p<0,05. As principais relagdes com
valores de RZ maiores do que 0,6 foram: Oxigénio dissolvido, PAR,
fosforo, salinidade e silicato. Estes resultados indicam uma
explicacdo matemadtica para os valores de MAAs relacionado a
fatores abidticos de forma isolada. Assim, pode-se interpretar o
aumento de MAAs relacionado a diferencas nas unidades das
variaveis, que podem ser positivas ou negativas (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Graficos de regressao linear simples. A concentra¢do de MAAs
representa a variavel dependente (Y) em fung¢io das diferentes variaveis
ambientais (X). As equacoes das retas obtidas a partir dos dados coletados
sdo representadas acima de cada grafico. O valor de R? indica a
porcentagem da variacdo de Y que pode ser explicada pela variagdo de X.

A anilise de GLM detectou a intera¢do entre as variaveis na
concentracao de MAAs totais de H. musciformis. Foram significativas
as variaveis oxigénio dissolvido (0,002), fosfato (0,004) e silicato
(0,02), indicando que estas trés variaveis agiram de maneira
conjunta na influéncia do acimulo de MAAs (Tab. 3.2). A analise de
GLM com MAA como variavel dependente apresentou significancia
para a formula que englobou os fatores DA, 02, pH, FOS e SAL. Uma
andlise multivariada para a interacdo entre duas importantes
variaveis (FOS e 02) em relacdo a concentracio de MAAs,
demonstrou a forte correlacdo entre as variaveis (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Imagem em superficie 3D da andlise multivariada das médias
para interagdo entre as variaveis phos= fosfato (umol L1) e dissox= oxigénio
dissolvido (mg L) e a quantidade de MAAs em Hypnea musciformis (mg
MAA g DW- vs. Dissox vs. Phos) Phos = Distancia ponderada dos minimos
quadrados. n=21.
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Tabela 3.2. Andlise de GLM feita a partir das variaveis significativas para a
regressio linear. E apresentado o melhor modelo encontrado para explicar
maiores concentragdes de MAAs em Hypnea musciformis em relagdo as
variaveis abidticas que incidem nos diferentes pontos de coleta na costa
brasileira. O valor de R2 indica o poder explicativo do modelo. Forga
(alpha=0,05) indica a intensidade de cada varidvel na influéncia da
concentracdo de MAAs. Valores em negrito sdo significativos a p<0,05. n=64.

Modelo = (MAAs ~ CLOv + DA + 02 + NIT + PAR + pH + FOS + SAL + SIL + SSTv)

SS MS F p Forga (alpha=0,05)

Intercept 0,7561 0,7561 5,0821 0,0284 0,5997
CLOv 0,0710 0,0710 10,4771 0,4928 0,1041
DA 1,6823 11,6823 11,3075 0,0015 0,9099
02 1,4431 11,4431 9,6996 0,0030 0,8636
NIT 0,2534 0,2534 11,7033 0,1976 0,2492
PAR 0,0373 0,0373 0,2509 0,6185 0,0781
pH 0,8830 0,8830 5,9349 10,0183 0,6668
FOS 1,4511 11,4511 9,7534 0,0029 0,8654
SAL 0,8522 0,8522 5,7277 0,0203 0,6513
SIL 0,2128 0,2128 11,4304 0,2371 0,2168
SSTv 0,0011 0,0011 0,0072 0,9329 0,0508
Observagoes 64
Modelo SS vs. Residuo SS R?=0,9098
Familia Normal (log)

Legenda: MAAs= Aminoacidos tipo micosporina, CLOv= varia¢do da
clorofila, DA= Atenuacdo difusa, 02= Oxigénio dissolvido, NIT= Nitrato, PAR=
Photosynthetically Active Radiation, FOS= Fosfato, SAL= Salinidade, SIL=
Silicato, SSTv= Variacdo da temperatura superficial do mar.

3.4. DISCUSSAO

Hypnea musciformis apresentou alta variagdo no conteudo
de MAAs (0,0029 - 3,55 mg MAA g DW-1) nas diferentes praias
amostradas ao longo do gradiente latitudinal que variou de 3°8’ até
28°5" S, incluindo pontos nas duas principais provincias
biogeograficas do oceano atlantico sul ocidental, e duas
ressurgéncias que incidem nas regides costeiras (Spalding et al,,
2007; Castro et al, 2006). Ndo foram encontrados trabalhos
reportando a ocorréncia de MAAs para a espécie, assim como ndo
consta no banco de dados de micosporinas feito por Sinha et al.
(2007). Os resultados obtidos foram consistentes e significativos
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indicando o aumento do conteido de MAAs em H. musciformis nas
regides de latitudes mais altas no sul do oceano Atlantico ocidental
durante o verdo.

Neste trabalho, a acumulacao de MAAs em H. musciformis foi
relacionada as praias com menores valores de temperatura, PAR,
salinidade e pH, e maiores concentragdes de nutrientes e oxigénio
dissolvido. Fosfato e silicato foram as varidveis mais consistentes na
correlagdo com a acumulacdo de MAAs, o oxigénio dissolvido
também obteve indice de relagdo importante (Figura 3.7). Este é o
primeiro relato de correlacdo entre o acumulo destes compostos
relacionado a estas varidveis. Embora as variaveis utilizadas sejam
médias de 10 anos passados (Tyberghein et al.,, 2012), presumimos
que os fatores influem de forma ecolégica, permitindo uma macro
visdo de como as varidveis se comportam nos diferentes locais e sua
influéncia.

Carreto et al. (1989;1990) demonstraram que a irradiancia
PAR resultou no aumento da acumulacido de MAAs, enquanto a
fracdo UVA (315-400 nm) e azul de PAR, estimulou a sintese de
MAAs em dinoflagelados no ambiente natural. Resultados
semelhantes foram encontrados por Singh et al. (2008) para as
fracGes da radiacao PAR, UVA e UVB. Por outro lado, Groninger et al.
(1999) demonstraram resultados onde altera¢des na irradiancia de
UVR e PAR podem ndo induzir a acumulagio de MAAs. Neste
trabalho, maiores valores de PAR foram correlacionados
negativamente ao acumulo de MAAs e a radiacdo ultravioleta ndo
apresentou qualquer correlagdo. O IUV esta associado a uma banda
de radiagdo UV vinculada a producdo de eritema (UVB curto) e ndo é
majoritariamente absorvida pelos MAAs. As divergéncias nos
resultados encontrados neste trabalho podem ser atribuidas a falta
de qualificacdo na analise dos espectros de luz. Outra questdo é a
escassez de trabalhos que englobam o sinergismo entre diversos
fatores influenciando no acimulo destes compostos, onde a
interpretacdo enfatiza apenas a qualidade da radiacao, enquanto o
meio de crescimento do organismo ndo é levado em consideracao.
Em relacio a salinidade, maiores valores de MAAs foram
encontrados em locais com salinidade baixa, e a correlacao foi
negativa. Alguns autores relacionam maiores valores de salinidade
com o acumulo de MAAs em cianobactérias (Oren, 1997), mas para
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as algas vermelhas essa relacdo nao é clara (Oren-Cimmerman et al.,
2007).

O nitrato dissolvido demonstrou correlacao positiva com a
acumulacao de MAAs, e a escassez deste nutriente na agua parece
ter sido um fator limitante a sintese destes compostos, uma vez que
apenas as praias com valores criticos de nitrato apresentaram
baixos valores de MAAs. O nitrogénio inorganico é um componente
essencial na produtividade dos ecossistemas e nos processos
bioquimicos em geral (Graham et al., 2016), e a escassez no
ambiente, em geral, é limitante para o crescimento e a producdo de
proteinas necessarias ao metabolismo dos organismos autoétrofos
(Rabalais et al., 2002). O nitrogénio comumente resulta no aumento
de pigmentos fotossintéticos nitrogenados, como a clorofila e as
ficobilinas, no conteddo de proteinas totais e no crescimento
(Dawes 1995; Vergara et al, 1995; Martins et al,, 2011). Porém,
maiores valores de nitrato ndo indicam maiores valores nestes
parametros (Martins et al., 2011) e a concentracao 6tima deve ser
estimada. Segundo Litchman et al. (2002), a composicdo de MAAs é
altamente influenciada pela disponibilidade de compostos
nitrogenados e sua limitagdo diminui significativamente a sintese de
MAAs. No entanto, a relacdo parece nao ser linear, uma vez que a
concentracao de MAAs ndo aumenta constantemente em funcao de
maiores concentracdes de nitrato (Bonomi-Barufi et al, 2011;
Figueroa et al., 2008).

Em relacdo a temperatura superficial da agua do mar, os
locais com maiores temperaturas e com menores variagdes na
unidade desta variavel demonstraram alta correlacdo negativa com
o acumulo de MAAs em H. musciformis. Ismail et al. (2016)
observaram a diminuicdo na concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos com o aumento da temperatura em macroalgas
vermelhas. Dring et al (2013) reportaram o efeito negativo do
aumento da temperatura e da salinidade sobre ao conteddo de
pigmentos fotossintéticos (chl-a, Car, PE e PC) em Hypnea
cervicornis. Com relacdo ao conteido de MAAs, Portwich & Garcia-
Pichel (1999) reportaram a diminuicdo da concentracdo de MAAs
em maiores temperaturas na cianobactéria Chlorogloeopsis PCC
6912. Em contrapartida, sobre stress térmico (32°C) espécies
simbidticas de corais apresentaram maiores niveis de induc¢do a
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producdao destas moléculas (Michalek-Wagner, 2001; Shick &
Dunlap, 2002).

A atenuacdo difusa (DA) por vezes é relacionada aos valores
de MAAs, pois o aumento da transparéncia da agua, e por
consequéncia maior penetracdo da radiacdo solar, agem como um
fator de sintese (Shick & Dunlap, 2002; Karsten & Wiencke, 1999).
No entanto, poucos trabalhos discutem a atenuacao difusa levando
em consideracdo maiores concentracdes de clorofila e nutrientes na
agua, que proporcionam menores valores de atenuacdo difusa
(Fileman et al, 2017). Do ponto de vista do aumento da
concentracao de nutrientes na agua do mar, foi observada uma
correlagdo positiva entre maiores valores de DA e de MAAs,
atribuidas ndo a quantidade de radiacao incidente, mas pela maior
concentracao de nutrientes na agua.

0 oxigénio possui importancia nos ambientes aquaticos uma
vez que atua como regulador em processos metabdlicos dos
organismos e comunidades. Grande parte do oxigénio dissolvido
provém da atmosfera, mas também ¢é produzido pela acdo
fotossintética das algas (Rand et al., 1995). Nao existem relatos
entre o acimulo de MAAs relacionada aos niveis de oxigénio
dissolvido no meio, no entanto, sabe-se que ambientes com maior
producdo primdaria, movimento de massas da agua, como por
exemplo locais de ressurgéncia ou regides costeiras sob influéncia
de rios possuem maiores teores de oxigénio dissolvido na agua
(Castro etal., 2006).

Valores de fosfato sdo importantes do ponto de vista
ecoldgico nos ecossistemas aquaticos uma vez que a principal
funcdo do fésforo é a transferéncia de energia mediada pelo ATP e
outros compostos de alta energia presentes na fotossintese e na
respiracdo (Lobban & Harrison, 1994). Carreto et al. (2011)
constataram que nao existem informagdes disponiveis que
relacionem a sintese e a acumulacdo de MAAs sobre condi¢des
limitadas de P, e ndo foram encontrados trabalhos que relacionaram
conteddo de fosfato ao acimulo de MAAs. Correlagdes positivas
entre o aumento do fosfato no meio e o conteido pigmentos
fotossintetizantes foram reportadas em Hypnea musciformis
(Martins et al,, 2011).

Hypnea musciformis demonstra ser uma espécie potencial
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para producdo de MAAs nas regides de daguas mais frias e
enriquecidas por nutrientes da costa brasileira. Foi constatada uma
significativa diferenca no conteddo de MAAs nos espécimes do
nordeste e das regides sudeste e sul da costa brasileira.
Caracteristicas abidticas dos ambientes marinhos observados
podem ser simuladas em meios de cultura sob condicdes
controladas (Castellar et al, 2015). Além disso, outros trabalhos
enfatizam maiores taxas de crescimento e de acumulacio de
pigmentos fotossintetizantes para H. musciformis durante o inverno,
onde os niveis de nutrientes costumam ser maiores e a temperatura
da agua diminui (Ismail et al., 2016) caracteristicas ecoldgicas
importantes a serem abordadas levando em consideracdo o
acamulo de MAAs para espécie.

3.5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo apresentamos o primeiro relato da ocorréncia
de aminoacidos do tipo micosporina em Hypnea musciformis,
representados por 6 tipos: Paliteno, Asterina-330, Shinorina,
Porfira-334, Paliteno e Micosporina-glicina. A concentracdo de
MAAs em H. musciformis variou ao longo do gradiente latitudinal da
costa brasileira e consideramos a sintese de MAAs nesta espécie
com caracteristica de inducdo por fatores externos. Shinorina e
Asterina-330 oscilaram como MAA majoritarios e variaram em
relacio aos locais de coleta. Shinorina foi principalmente
influenciada pelas oscilagdes na temperatura da agua superficial, e a
maiores teores de silicato, oxigénio dissolvido e fdsforo encontrados
nas praias mais ao Sul do Brasil de dguas mais frias. Ja no caso de
Asterina-330, houve forte correlacdo com valores de nitrato.

A combinacdo dos fatores fosfato, oxigénio dissolvido,
atenuacao difusa e silicato foi explicativa para o acimulo de MAAs
de H. musciformis, sendo os locais da regido sudeste (Prainha e
Cibratel - SP) e do sul (Penha, Itapirubd e Prainha do Farol)
considerados mais propicios a obtencao de maiores teores de MAAs.
Em relacdo ao fosfato, silicato e oxigénio dissolvido, este é o
primeiro relato na literatura da correlagdo positiva ao contetudo de
MAAs.

Os resultados indicaram um padrao latitudinal inverso ao
Equador em relacdo a maiores concentracdes de MAAs em H.
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musciformis. Sugerimos a coleta pontual da agua do mar no local de
amostragem, assim como o uso de espectroradidmetros para a
medicdo da radiacdo PAR e ultravioleta no momento da coleta. Além
disso, é relevante o estudo das varia¢des no conteddo de MAAs em
H. musciformis, relacionadas a sazonalidade e em diferentes
periodos do dia.
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