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1 - INTRODUGAO
1.1 - Consideragoes gerais

A diatomacea Phaeodactylum trhicor-
nuwtum Bohlin tem sido empregada extensi-
vamente em estudos bioquimicos, fisiolo-
gicos e ecologicos. Entretanto esta espe
cie e atTpica se apresentando com tres
morfotipos distintos: ovoide, fusiforme
e trirradiado. Somente a forma ovoide
possui uma Unica valva silicosa tipica
da maioria das diatomaceas enquanto que
nas outras duas formas as valvas sao cons
tituidas totalmente de material organico
( Lewin & Philpott, 1958). Apenas o mor-
fotipo fusiforme tem sido apontado como
provido de faixas silicosas na regiao
pleural da parede ( Neuville et al.,
1971) muito embora as celulas ovoides e
fusiformes contenham quantidades simila-
res de silica ( Lewin, op. cit,). Os
tres morfotipos ocorrem na natureza (Wil
son, 1946; Lewin & Philpott, 1958; Hay-
ward, 1968b; Neuville et al., 1971) e
Coughlan( 1962) assinala que as celulas
fusiformes e trirradiadas podem formar
longas cadeias em cultura. Esse processo
foi estudado em detalhe por Borowitzka
et al.(1977). Segundo Darley (1968) os
tres morfotipos contem quantidades simi-
lares de DNA sugerindo que eles nao re-
presentariam uma a)ternancia de geracOes.
Wilson (op. cit.) reportou a existencia
de um quarto tipo de morfotipo, crucifor
me que, segundo Borowitzka & Volcani
(19?8) poderia ser um par de celulas trir
radiadas incompletamente separadas. Es-
tudos de microscopia eletronica das pa-
redes isoladas de P. trlcornutum tem si-
do executados ( Hendey, 1954; Bourrelly

& Dragesco, 1955; Lewin & Philpott ,
1958; Neuville et al., 1971) bem como da
ultraestrutura citoplasmatica (Borowitz-
ka et al.,1977; Borowitzka & Volcani,
1978). Baseado em algumas destas carac-
teristicas Lewin (1958) propos uma nova
subordem Phaeodactylineae e uma nova fa-
milia, Phaeodactylaceae, para acomodar
esta especie polimorfica.

As populagoes de algas comumente u-
tilizadas em experimentos de laboratorio
ou encontrados na natureza em diferentes
localidades sao tao numeroSas que, inva-
riavelmente, apresentam as caracteristi-
cas tipicas inerentes as grandes popu -
lagoes. Como um modelo. de populacao po-
demos utilizar um numero suficientemente
grande de algas unicelulares microscopi-
cas. Morfo1ogicamente, organismos deste
tipo representam um simples subobjeto.
Entretanto, do ponto de vista fisiolagi-
co e bioquimico, estas celulas morfolo-
gicamente indiferenciadas podem represen
tar tipos bem definidos e inteiramente
distintos com uma consideravel estabili-
dade genetica em  suas caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas (Necas 1965

An Marvan et al., 1979).

A homogeniedade do material experi-
mental &, em muitos casos, uma importan-
te condigao para que se obtenham resul-
tados confiaveis.Especialmente se, os
resultados de experimentos repetidos ou
de simples repetigoes dentro do escopo
de uma experimentagao mais complexa se-
rao comparados, o conhecimento do grau
de homogeneidade do material experimen-
tal torna-se uma condigao importante pa
ra a correta interpretagao das coinci -
dencias ou diferengas obtidas atraves
dessas comparacoes.



Guillard & Ryther (1962) trabalhan-
do com cinco clones de Cyclotella nana,
tres oriundos de regioes estuarinas, um
da plataforma continental e outro do Mar

do Sargasso verificaram que os clones es-
tuarinos nao podiam ser distinguidos por
qualquer criterio morfologico mesmo ao
nivel da microscopia eletronica e nem por
diferencas de processos fisiologicos es-
tudados. O clone da plataforma diferia
morfologicamente dos outros somente no
que concerne as dimensoes. 0s estudos fi-
siologicos mostraram que, num ambiente
estuarino, este clone possivelmente pode-
ria sobreviver mas estaria em desvantagem
quando comparado com os clones estuari-
nos. 0 clone do Mar do Sargasso era o mais
distinto morfologica e fisiologicamente
no sentido de que so podia sobreviver em
salinidades e temperaturas relativamente
altas, 0 que inviabilizaria sua presencga
em aguas totalmente adequadas para 0s ou-
tros clones.

Os autores consideram os cinco clo-
nes como sendo linhagens da mesma especie
Cyclotella nana Hustedt, muito embora exis
tam pequenas diferengas morfologicas e
consideraveis diferengas fisiologicas en-
tre alguns deles. Esses clones por eles
isolados poderiam ser parte de uma popu-
lagao amplamente distribuida apresentan-
do um certo numero de tipos morfologicos
e fisiologicos com gradativas diferengas

entre si.
Pesquisas sobre ragas fisiologicas

tem sido dirigidas para o mar Negro e o
mar Azov e, especialmente, para os mares
Caspio e Aral. Todos eles tem nao sO uma
salinidade consideravelmente mais baixa
do que a da agua do mar, particularmente
0 Mediterraneo, como tambem apresentam

composigOes ionicas significativamente
diferentes da agua do mar diluida para o
mesmo contetdo total de sdlidos ( ou a
mesma pressao osmotica).Zenkevitch (1963)
assinala que todos esses mares possuem
mais Ca, Mg e S0,do que a agua do mar de
mesma salinidade e relativamente menos

Na e C1; o Kvaria ligeiramente. Os efei-
tos de cations e anions individuais nao
sao negligiveis.

Estudos com registradores de planc-
ton conduzidos no Atlantico Norte por
Robinson & Colburn (1970), revelaram que
trés especies de diatomaceas planctoni-
cas apresentavam populacgoes morfologica-
mente identificaveis e geograficamente

circunscritas persistentes por algum tem-
po.

Fisher et af. (1973) e Fisher (1977)
constataram que clones de diatomaceas ori
ginarios de ambientes oceanicos eram mais
sensiveis ao "stress" quimico do que clo
nes de ambientes -estuarinos.

Jensen & Rystad (1974) verificaram
que um clone da especie neritica Skefe-
Lonema costatun isolada de Sorfjord, o
qual se encontra fortemente contaminado
por zinco, tolerava maiores concentragoes
deste metal, do que um clone isolado de
Trondheimfjord , relativamente menos po-
luido.

Guillard & Kilham (1977) sugerem que
seria extremamente interessante determi -
nar experimentalmente se as especies de
diatomaceas abundantes em mares isolados
diferem daquelas correspondentes das a-
guas vizinhas. Para eles nao e dificil
imaginar-se a selecao de ragas fisiologi-

cas num mar ou " fyorde " isolado, no en-

tanto consideram questionavel que popu -



lagbes discretas permanecessem intactas
e, consequentemente, detectaveis em aguas
majs abertas.

Murphy & Belastock (1980) trabalhan
do com 11 clones de Thalassiosirna pseu-
donana e 6 clones de Skefetonema consta
zum sendo 8 de origem oceanica e 9 de o-
rigem neritica 3 dos quais de estuarios
extremamente poluidos, verificaram gue
estes Ultimos eram muito menos sensiveis
quando testados com um tipo de Tixo in-
dustrial do que os demais clones.

Aidar-Aragao (1980) comparando os
resultados obtidos para as taxas de cres
cimento de um clone de Skefetonema cos-
tatum de Cananeia (SK-C2)com aqueles ob-
tidos com um clone do Baltico por Paasche
(1973) verificou que, para salinidade de
2%., 0 clone de Cananéia apresentava ra-
z0es de crescimento cerca de cinco vezes
maior; em altas salinidades o clone de
Cananeia sofria forte inibicdo da taxa de
crescimento ao passo que o clone do Bal-
tico apresentava taxa de crescimento ma-
xima a partir de 10%..

Da mesma forma que a especiagao de
p]qntas terrestres superiores e a contri
buicao das ragas ecologicas para seus pa
dres de distribuigdo tem sido extensiva
mente estudadas com o apoio de dados ge-
néticos ,0 conhecimento da distribuicao
das diatomaceas atraves de comparacdes
geneticas oferece uma certa perspectiva
especialmente quando acoplado a dados
morfologicos e fisiologicos. A analise
de enzimas por eletroforese em fase gel
tem sido aplicada a especies para as
quais dispoem-se de muitos clones isola-

dos em cultura ( Murphy & Guillard,1976).

Em razao de nao se dispor de estu -
dos comparativos entre clones de algas
fitoplanctonicas marinhas isoladas de a-
guas brasileiras, o presente trabalho po
de representar uma contribuigao inicial
nara o planejamento, execugao e analise
de parametros fisiologicos comparativos
que permitam fornecer subsidios na abor- .
dagem de aspectos estritamente ecofisio-
logicos ou para fins aplicados tais como
na selegao de isolados empregados em Ma-
ricultura.

De acordo com Raymond (1978), do
ponto de vista de suas potencialidades P.
thlcornutum mostra ser adequado como ali-
mento ou como combustivel. Como uUnica dia
tomacea desprovida de parede celular e
facilmente digerida permitindo o cresci-
mento de um grande numero de moluscos ma
rinhos incluindo ostras e mariscos em
boas condicoes.

Os morfotipos ovoides se constituem
em alimento adequado para 0s naupfii de
Antemia e, quando utilizados juntamente
com flagelados marinhos pequenos, tais
como Monochrysdis Luthernl ou Rhodomonassp,
satisfazem as necessidades nutricionais
de larvas de ourigo do mar e diversas es-
pecies de copepodos. Seu potencial como
combustivel e bastante elevado com rela -
¢ao a outros vegetais alternativos. Depen
dendo das condigoes de cultura impostas,
as celulas podem conter cerca de 50% de
proteTna ate cerca de 80% de 1ipides de
peso seco, /0% dos quais representado
por uma variedade de moleculas com 16 a
18 carbonos (Holdsworth & Colbeck, 1976)



1.2 - Objetivos

Utilizando-se tres clones de P.tnicon
nutum, um de Cananeia isolado em 1980 (C1)
e dois de Ubatuba, isoladas em 1972 (U3)

e 1979 (US), em bioensaios estaticos com
condigoes experimentais adequadamente con-
troladas, desenvolveu-se este trabalho vi-
sando alcangar os seguintes objetivos:

1) Descrever a cinetica de crescimento
dos tres clones atraves de tres metodos
distintos de monitoracao do "standing-stock"
das populagOes e compara-1es.

2) Comparar as taxas maximas de cresci -
mento estimadas a partir desses metodos e
verificar a existencia ou nao de diferen-
cas significativas entre os tres clones.

3) Comparar as biomassas maximas alcanga
das pelos tres clones com base nas conta-
gens celulares e verificar a existencia ou
nao de diferencas significativas entre e-
les.

4) Comparar as taxas maximas de assimila
gao do carbono dos tres clones em duas fa
ses distintas do crescimento e verificar
a existencia ou nao de diferengas signifi
cativas entre eles.

5) Verificar atraves de analise estatis-
tica a existencia de interacoes significa
tivas no comportamento fisiologico dos
tres clones com distintos meios de cultu-
ra e temperaturas.



2 - MATERIAL E METO0DOS
2.1 - Consideragoes gerais

Frequentemente encontram-se os ter-
mos " bioensaio" e " bioteste" empregados
como sinonimos. Para evitar as dificulda
des associadas a distingdo terminologica
desses dois termos, Von Oertzen (1976)
propos os termos bioensaios " normais"

e bioensaios " toxicologicos ". Os bio-
ensaios normais se referem somente a tes
tes biologicos envolvendo fatores ambien
tais naturais tatis como luz, temperatura,
salinidade, gases dissolvidos e pressao,
sO para se mencionar os mais importantes.
Desta forma representam os metodos basi-
cos em Ecologia Fisiologica ( ou Autoe-
cologia Experimental ) utilizados com
objetivo de contribuir no esclarecimen-
to causal de problemas ecologicos. Assim
a potencialidade fisiologica de uma po-
pulagao ou especie e definida por sua re
sistencia fisiologica, tolerancia e pre-
ferencia com relacao aos diferentes fato
res ambientais.. Entao, apos as condigoes
ambientais terem sido estudadas, a exis-
tencia ecologica da populagao ou especie
dentro do ecossistema pode ser explicada
com precisao. Por outro lado, os bioen-
saios normais constituem um pre-requisi-
to para os biotestes toxicologicos. 0
objetivo primordial destes e determinar
os valores limites ecologicamente rele-
vantes das perturbacgdes antropogenicas

( poluentes ) que ate o presente tem um
efeito mais ou menos consideravel sobre
a biosfera.

Varios problemas sao comuns a ambos
os tipos de bioensaios e todos eles deri
vam do grau de abstragao das condigoes

de campo inerente aos metodos de labora-
torio normalmente empregados o que tor-
na questionavel a relevancia ecologica
dos resultados obtidos.

2.2 - Camaras incubadoras

Todos os experimentos foram reali-
zados em quatro camaras incubadoras da
marca Fanem, tipo BOD que foram adapta-
das para atender as condigoes desejadas

no planejamento e execugao dos mesmos.
Assim foram instaladas dez lampadas

fluorescentes marca Philips de 15 w ti-
po luz do dia (TLD 15w/54) sobre um pai-
nel revestido de formica branca que foi

fixado no fundo das incubadoras.( figu-

ra 2.1 abaixo ).

Cada incubadora foi equipada com cinco
prateleiras fixaveis @ alturas variavais
atraves de trilhos e suportes de aluni-

nio.

Na parte inferior de cada pratelei
ra foi fixada cartolina preta recort:da
mais ou menos segundo uma circunferencia
com extensao suficiente para que a luz
emitida por cada par de lampadas fluores-
centes nao incidisse sobre os frascos das



prateleiras inferiores ou superiores. As
superficies laterais, superiores e infe-
riores e as portas das incubadoras tam-
bem foram forradas com o mesmo material
para se anular as reflexoces da luz e pro-
duzir um foco unidirecional.

Essas adaptagoes permitiam a intro-
dugao de ate 35 frascos do tipo Erlenme-
yer de 300 ml em cada incubadora o que
possibilitava a manutengao de frascos com
culturas estoque e frascos para incubagao
do ]40 exatamente nas mesmas condigoes
das populagoes submetidas aos diversos
tratamentos.

2.21 - Energia luminosa e fotoperiodo

A intensidade luminosa recebida pe-
los frascos em todos os experimentos (me-
dida no bordo voltado para a fonte de
luz) era de 125uE.m 2. s™'. A medida era
obtida atraves de um " Quanta-meter "

marca LI-COR, Inc., modelo Lambda - LI-
185A com um sensor ( " quantum-sensor")
LI-190S o qual era colocado manualmente
com sua face receptora exposta ao longo
dos pares de lampadas. Simultaneamente
eram assinalados pontos com um pincel a-
tomico sobre as grades ( prateleiras) pa-
ra delimitar a posicao na qual cada fras-
co deveria fixar-se durante todos os ex-
perimentos para uma iluminagao constante

em cada prateleira.

De acordo com o fabricante deste e-
quipamento ( LI-COR, 1979) o erro total,
sem se levar em conta o erro do manuseio,
e de 7,6%. No caso do emprego de um uUnico
sensor para caracterizar o perfil de ra-
diagao no interior de camaras de incu -
bagao a medida do fluxo de irradiagao
num dado plano pode variar consideravel-

mente devido a sombreamento e reflexao
das paredes, dando origem a um erro deno-
minado erro espacial de manuseio.

Justamente visando atenuar ao maximo
esse tipo de erro as paredes de todas as
incubadoras foram forradas de cartolina
preta e a determinagao das posigOes dos
frascos seguiu as instrug¢Oes constantes
do manual de operacao.

Assumindo-se uma curva de distri -
buigao espectral regular para a fonte de
luz fluorescente na amplitude de 400 a
700 nm e empregando-se um fator de cor -
regao ( LI-COR, op.cit.) o valor de irra-
didncia utilizado nas experimentos, 125
wEs ol 0
tométricas a 27,2 watt. m % ou 6.400 lux.

corresponderia em unidades fo

0 " quanta-meter" equipado com o sen
sor LI-190S fornece uma medida de irra -
diancia ( densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos) representada
pelo numero de fotons incidentes por uni-
dade de tempo numa dada superficie para a
amplitude de 400 a 700nm. A corresponden-
cia das unidades em einsteins, moles e fo

1L1E.s-].m-25 mol.

fotons. s'].m'z.

tons e a seguinte :
s ™2z 6,02 x 10"/
0 fotoperiodo em todos os experimen-
tos era de 12 horas de exposicdo a luz e
12 horas no escuro e foi mantido atraves
de relogios eletromecanicos marca Sermar
instalados em cada incubadora ligados ao
circuito que acionava o conjunto de lam-
padas. Estas foram instaladas nos paineis
com acionamento atraves de " starters "
que se revelaram bastante eficientes a
cada inicio de periodo de iluminagdo o
que nao ocorreu com o sistema de partida
rapida existente em uma das incubadoras,
modificada posteriormente.



2.22 - Temperatura

A temperatura das camaras incubado-
ras era mantida atraves de um termostato
originalmente instalado para uma amplitu
de nominal de -100C a 50 OC. Cada cama-
ra vem equipada com quatro lampadas fluo
rescentes pelo fabricante. A instalagao
de 10 Tampadas mais a aplicagao de super
ficies negras para evitar as reflexoes
da luz alteraram as condigoes termicas
para as quais essas incubadoras foram
projetadas e conseqUentementé foram ne-
cessarias algumas modificagoes nos cir-
cuitos dos termostatos que permitiram a
manutencao de temperatura numa amplitude
de 100C a 300C,

Sistematicamente um termografo marca
Thies Gottingen com seu elemento termo-
sensivel protegido da luz incidente por
um pequeno pedaco de papel aluminio era
introduzido nas incubadoras durante uma
semana para se avaliar a variagao de tem
peratura ocasionada pelas condigoes de
fotoperiodo. Em todas as temperaturas u-
sadas nos experimentos ( 160C, 200C,240C)
a variagao foi em torno de foc e somen
te em alguns testes a 280C essa variagao
foi de ¥ 20C,

2.3 Vidraria

Todos os frascos utilizados tanto
para a execugao dos experimentos como pa
ra a manutencao de estoques de meios de
cultura eram do tipo Pyrex (borossilica-
to).

Os meios de cultura eram elaborados
e mantidos em baloes de 12£ de capacida-
de e garrafoes de 9£ de capacidade dota-
dos de um sistema de sifao e filtro de
ar. As tampas e tubos deste sistema tam-
bem foram elaboradas em borossilicato.

Para a colocagao do meio de cultura numa
determinada quantidade para cada frasco
experimental, utilizava-se uma bomba de
ar manual ligada ao sifao por tubos fle-
xiveis de silicone. 0 ar bombeado era
filtrado por um tubo de 25cm de compri-
mento por 1,5cm de diametro preenchido
de algodao hidrofobo. Suas extremidades
eram vedadas por rolhas de Teflon ajus-
tadas por pressao a bocas conicas esme-
rilhadas. Uma vez aumentada a pressao no
interior dos baloes ou garrafoes, oS
meios de cultura saiam desses frascos
por um tubo em forma de L ( cerca de 8mm
de diametro interno) ao qual se ligava
um tubo flexivel de silicone com uma pe-
quena torneira de Teflon em sua extremi-
dade.

Com esse dispositivo sempre foi pos
sivel preparar todos os frascos para ca-
da experimento no interior de uma camara
asseptica ( ultra-violeta) sem desperdi-
cios de meio, sem derrames e mantendo o
estoque fora de contado com o ar ambien-
te. Alem de se reduzir bastante a proba-
bilidade de contaminagao dos meios de
cultura evitaram-se as manobras com es-
ses frascos bastante volumosos e pesa-
dos que dessa forma eram mantidos ao la-
do da camara asseptica.

Em todos os experimentos as inocu-
lagoes foram feitas em frascos do tipo
Erlenmeyer de 300m& com 200mf de meio
de cultura.

As culturas estoque eram mantidas
em frascos do tipo Erlenmeyer ou balges

MC foram

de 150m€. Os experimentos com
realizados em frascos com tampa esme -

rilhada de cerca de 65mf de capacidade.

Toda a vidraria incluindo tubos de



centrifuga e pipetas utilizadas para a
inoculagao das populagoes em frascos ex-
perimentais era submetida 3d seguinte
preparacao: lavagem com detergente Ex-
MA 02 neutro a 10% ( Merck ) se-
guida de lavagem com agua de torneira;
lavagem de toda superficie interior dos

frascos com uma solucao de H CZ a 10%.

tran

No caso dos tubos de centrifuga e pipe-
tas essa solugao era mantida durante al-
guns minutos e para os frascos maiores
cerca de um decimo do volume era pre -
enchido e agitado para que toda a super-
ficie interna fosse banhada pela solugao.
Apdos essa lavagem com H CZ a vidraria

era neutralizada com uma solugao satura-

da de‘Na2 CO3 , lavada cinco vezes com

‘agua de torneira e tres vezes com agua
deionizada.

A vidraria assim tratada era manti-
da em estufa a 500C, Os frascos para as
culturas, bem como os destinados ao es-
toque de meios de cultura, eram tapados
com chumassos de algodao envoltos com
papel aluminio e autoclavados durante
30 minutos a 1,1 Kg/cm2 e 1210C. 0s tu-
bos de centrifuga, pipetas, sifoes, fil-
tros de algodao, provetas, beckers, pla-
cas de Petri eram totalmente embrulhados
em papel aluminio e autoclavados da mes-
ma forma. Uma vez resfriada essa vidra-
ria era mantida rotineiramente no inte-
rior da camara asseptica. Quanto aos fras
cos para as culturas simplesmente eram
estocados em prateleiras até o momento de

uso,

Todos os frascos utilizados com cul-
turas nos experimentos foram numerados
para controle da propria experimentagao
e para controle de possiveis resultados

muito discrepantes dos limites ( ver i-
tem 2.73).estabelecidos, caso que deter-
minaria sua rejeicao para experimentos
posteriores.

2.4 - Meios de Cultura

Tres tipos de meios de cultura fo-
ram utilizados : o meio ASP2 ( Provasoli
et al., 1957), o meio Erd-Schreiber
( Foyn, 1934 ) e o meio f1 ( Guillard &
Ryther, 1962 ).
da tabela 2.1.

Suas composicoes constam

Na preparagao do meio ASP, a adigao
do fosfato foi feita apos o pH da solugao
ter sjdo ajustado para 7,0 com HCZ 1IN e
0 metassilicato adicionado em seguida ao
pH ter sido ajustado para 7,8 com Na OH
IN. Entdo a solugao era autoclavada pa-
ra finalmente se acrescentar as vitami-
nas ( Mix 53) . A mistura de vitaminas
foi preparada como uma solugao a parte
esterilizada por filtragao com filtros
millipore® tipo HA (0,451 m) de 25 mm
de diametro e acondicionada em frascos
que eram selados e mantidos em congela -
dor. ,

A 3agua do mar utilizada para elabo-
ragao dos meios Erd-Schreiber e f; era
filtrada com papel de filtro, depois com
pre-filtro de fibra de vidro AP-20 e fi
nalmente armazenada no escuro por perio-
dos mais ou menos variaveis de no minimo
um mes.

Para o meio Erd-Schreiber a agua do
mar era esterilizada em autoclave e as
adigoes de nitrato e fosfato ja autocla-
vados feitas logo em seguida. Apos 24 ho
ras era adicionado o extrato de solo. Es-
te foi preparado tomando-se 1 Kg de so-
lo de mangue de Cananeia dissolvido em



12 de 3dgua bi-destilada e autoclavado
durante 30 minutos. 0 material foi manti
do em repouso por 3 dias e entdo retirou
se 0 sobrenadante filtrou-se em papel de
filtro, esterilizou-se a 1000C e mante-
ve-se em repouso durante 4 dias em refri

gerador.

TABELA 2.1 =~ Composigoes dos melos de culturs
A.W2 Erd-Schreiber !‘

Hato, 50mg/ ¢ 100 mg/¢ V50mg/2
K HPO, Bmg/ 1 - -
N Hy PO H0 20 mg/t 1omg/ ¢
Naz SL'OJ. 9H20 150mg/¢ 30 - 60mg/
Mace 18 9/t - -
Mg 50‘. 7N20 5 g/t . .
ket 0,6 g/t
Ca Clz 0,1 g/t
TRIS 1 9/t - 500mg/¢
N, EOTA 3omg/ L - .
Fe Sequestreno . - Tomg/L
Fece y D,8mg/2 .- .-
Co Clz. 6"20 Jug/t 0,020mg/¢
Mn Clz. leD 1,2mg/L 0,360mg/2
Cu CLy. 2H0 1,2u9/t
I cLy 150ug/t .- -
”3 BOJ bmg/¢
Cu SO‘ 5H20 0,0196mg/¢
In 50, . M0 0,044mg/ 2
le Mo 0‘. ZHZO .- -- 0,0126mg/2
l‘z ug/t -- Tug/L
Tiamina . H C¢ 0,05mg/m¢ 0,2mg/2
Aeido nicotTnico 0,01mg/me - .-
Pantotenato de Ca 0,01mg/m¢
Kcido pari-smino benzolco Yug/me ..
Blotina 0,lug/mt .- Tug/L
Tnasitol 0,5mg/me e --
Keido f511co 0,2u9/aL
Timima 0,3mg/ml .. ae
uzo do mar -- 1000 m 1000me
Ha0 bi-destilada 1000me
Extrato de solo -- Some/L -

Na elaboracgao do meio fy a agua do
mar previamente filtrada foiesterilizada
por filtragao com filtros Mi]]iporeC)ti-
po HA (0,45u m) de 47mm de diametro em
equipamento Millipore utilizado para de-
terminacao de clorofila. Este equipamen-
to bem como os filtros eram autoclavados
a 1210C durante 30 minutos. Para evitar
enrugamentos dos filtros Millipore duran
te a esterilizacao estes eram colocados
numa placa de Petri com agua deionizada
e sobre eles colocavam-se algumas laminas
de vidro para mante-los com sua forma o-
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riginal plana. A manipulagdao dos filtros
e do equipamento de filtracao foi feita
sempre no interior de uma camara assep-

tica ( ultra-violeta).

R agua do mar assim preparada eram
adicionados o metassilicato, o ferro se-
questreno e o nitrato preparados em so-
lugoes separadas e autoclavados da forma
usual. O pH era ajustado para 7,0 e em
seguida eram feitas as adigoes do fosfa-
to, TRIS e da mistura de vitaminas e mi-
cronutrientes. Normalmente apos essas a-
digoes o pH era ajustado para 7,8. A mis
tura de vitaminas e micronutrientes foi
preparada do mesmo modo que aquele para
a mistura de vitaminas do meio ASPZ.

A preparagao do mejo f, esteriliza-
do por filtragao revelou-se muito eficien
te pois ao longo de toda a experimentagao
os testes de esterilidade com bactopepto-
na + agar ( Spencer, 1952) ndo revelaram
contaminagoes. Ao contrario do que ocor-
reu com o mesmo meio preparado de acor-
do com a formulagao original ( esterili-
zagao por autoclave) e utilizado nos pri

meiros testes deste trabalho.

Na preparagao das solugoes estoque
para os mejos enriquecidos (f] e Erd-
Schreiber) e meio sintético (ASP,) foram
seguidas as recomendagoes de Mc Lachlan
(1973).

A escolha dos meios de cultura refe

ridos anteriormente foi feita tendo-se
em vista o fato de serem utilizados por

diversos autores em trabalhos de culturas
e fisiologia do fitoplancton marinho o
que permite comparacoes de resultados.

No que se refere ao meio f1, segun-
do Vieira (1975) o enriquecimento relati-
vamente elevado minimiza as possiveis va-



riacoes da composi¢ao quimica por minera-
lizagoes quando da estocagem da agua do
mar, fato de extrema importancia em expe-
rimentacao fisiologica na qual uma mesma
amostra de agua e utilizada em varios ex-
perimentos, porem, em tempos distintos.

Para os experimentos comparativos en
tre tres clones de P.trlcornutum foram em
pregados alem do meio f], o meio Erd-
Schreiber e o meio sintéetico ASP, que e
relativamente pobre em materia organica
mas tem composigao conhecida, visando sub
mete-los a condigOes nutricionais quali-
tativa e quantitativamente distintas para
a detecgao de possiveis diferengas fisio-
logicas em suas respostas.

A salinidade do meio ASP2 utilizado
em todos os experimentos era 24,6%.e a sa
linidade da agua do mar utilizada na ela-
boragao dos meio Erd-Schreiber e Guillard
f1 era 28%, Essa agua do mar foi coletada
no Mar de Cananeia e estocada em quantida
de suficiente para permitir a elaboragao
dos meios enriquecidos para todos os ex-
perimentos deste trabalho.

2.5 - Alga Teste

A escolha de Phaeodactylum thicon-
nwtum Bohlin se deveu ao fato de existi-
rem disponiveis tres clones desta especie
que tem sido mantidos no "Banco" de Cul-
tura de Algas do IOUSP com baixo nivel de
bacterias, os quais, como ja foi referido
anteriormente, provém de regioes distin -
tas e que portanto poderao servir para
fins comparativos eventualmente em estu-
dos posteriores sofre o efeito de poluen-
tes em ambientes com condigOes ecologicas
muito distintas. Por outro lado essa espe
cie & cosmopolita e tem sido extensivamen
te empregada em estudos de culturas(Spen-

cer,1954; Raymont & Adams ,1958; Berland,
1966; Vieira, 1975), efeitos dos parame -
tros-luz ( Quraishi, 1968; Quraishi &
Spencer, 1971; Beardall & Morris, 1976),
temperatura ( Morris & Glover, 1974; Gold
man,1977), nutrientes (Kuentzler & Ketchum
19623 Glover,1977) e em estudos de re -
lagoes interespecificas (Berland et af.,
1969; D'Elia & Guillard, 1979).

Do ponto de vista tecnico sua utili-
zagdo torna-se recomendavel na medida em
que sua manutengao em cultura e relativa-
mente simples e que sua contagem celular
fica facilitada em razao de se apresentar
na forma de celulas isoladas. A cinetica
de crescimento desta especie e bem conhe-
cida ( Hayward, 1965;1968a;1968b;1968¢;
1969;1970); igualmente sua fisiologia
(Morris et al.,1974; Beardall & Morris,
1975; Glover et af., 1975; Shimura & Fu-
jita, 1975; Carreto & Catoggio,1976; Mu-
kerji & Morris, 1976; Collos & Slawyk ,
1979), morfologia ( Wilson, 1946); ultra
estrutura (Lewin et af.,1958; Reimann &
Volcani,1968; Borowitzka et af.,1977; Bo-
rowitzka & Volcani,1978) e toxonomia
( Lewin,1958).

2.51 - Preparagao dos inoculos

A partir de culturas-mae n3ao axeni-
cas em fase exponencial um determinado
volume da cultura era submetido a lavagem
por centrifugagao (Pringsheim,1946; Balan
tine, 1953).

Em cada lavagem as populagoes eram
centrifugadas a 2000rpm durante 3 minutos;
em seguida o meio sobrenadante era despe-
jado e as celulas centrifugadas ressuspen
sas em agua do mar esterilizada por £i1-
tragao nao enriquecida ( para as populagoes
mantidas em meios enriquecidos) ou agua do



mar artificial esterilizada por autoclave
nao enriquecida ( para as populagdes man-
tidas em meio sintético)no interior de uma
camara asseptica . Esta operacao era repe-
tida cinco vezes e entdo na Ultima o sobre
nadante era despejado e as celulas centri-
fugadas ressuspensas no meio de cultura a
que se destinavam. Esse volume era despeja
do em Erlenmeyer ou balao de 150 m& com
meio de cultura novo, agitado varias vezes
e, apos cerca de 30 minutos, era feita

uma amostra para contagem em duplicata em
um hemocitometro. Determinada a densidade
celular era calculado o volume do inoculo
em funcao do volume de meio de cultura de
cada frasco experimental.

A densidade das populagdes dos inocu
los era planejada de modo a permitir as
inoculacoes em todos os frascos de cada
experimento com uma determinada margem de
seguranca. Em geral, o volume dos inocu -
los se situou entre 0,1 a 0,5 m&.

Em todos os experimentos a densida -
de dos inoculos utilizada foi de 1,00 x

104 2,00 x 10° células/me

2.52 - Manutengao das culturas-estoque

As culturas-estoque eram mantidas
em meio f] esterilizado por filtragao ou
meio ASP2 esterilizado em autoclave a
200C ¥ 10C, sob uma iluminagdo de 125
E.nl s e fotoperiodo de 12 horas de
exposicao a luz e 12 horas de exposigao
ao escuro. Para os experimentos realiza-
dos em temperaturas diferentes eram fei-
tas subculturas colocadas em outra incu-
badora na qué] introduzia~se uma alte -
racao aproximada de 10C a cada dois dias
ate se alcangar as temperaturas deseja -

das..
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Todas elas eram repicadas uma vez
por semana durante a fase exponencial o
que permitiu a manutengao de populagoes
em otimo estado fisiologico ao longo de
todo periodo experimental. Todo o pro-
cesso de manipulagao das populagoes foi
sempre executado com vidraria esteriliza-
da em autoclave e no interior de uma ca-
mara asseptica.

Sistematicamente foram feitos tes -
tes de esterilidade para verificar a pre-
senca ou nao de bactérias nas culturas
unialgais empregando-se o meio de bacto
peptona + agar (Spencer,1952) bem como nos
inoculos preparados para cada experimento.

2.6 - Planejamento e execugao dos expe-
rimentos.

Para efeito de descricao do planeja-
mento experimental, amostragem e trata -
mento estatistico deste trabalho denomina
mos de unidade experimental cada replica
(frasco) utilizada em qualquer experimen
to contendo uma populagao de alga teste
P.tricornutum a qual foi aplicado um tra
taménto que pode resultar da combinagao
de dois ou mais fatores; por réplica en-
tendemos a repetigao de uma unidade expe
rimental visando obter-se uma estimativa
do erro experimental que atua como uma
unidade basica de medida no que se refe-
re a avaliagao da significancia das di-
ferencas observadas ou determinagao da
extensao do intervalo de confianga e,
igualmente, uma estimativa mais precisa
do efeito meédio de qualquer fator, uma
vez que, o 2Y = g 2/n ondec2 representa
0 erro experimental real e n 0 niumero de
replicacoes. Em cada situagao em parti-
cular, o erro experimental reflete: (1)
os erros de experimentagao, (2) os erros
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de observagao, (3) os erros de medida,
(4) a variagao do material experimental
( {.e., entre unidades experimentais) e
(5) os efeitos combinados de todos os
fatores estranhos que poderiam influen-
ciar as caracteristicas sob estudo mas
que nao puderam ser controlados durante
a experimentacao., Por tratamento enten-
demos o procedimento cujo efeito foi me-
dido e comparado com outros tratamentos;
por unidade de amostragem, uma parceld
aleatoriamente retirada da unidade expe-
rimental a partir da qual o efeito de um
tratamento foi medido.

Na preparagao de todas as unidades
experimentais deste trabalho, tendo em
vista a redugao do erro experimental,pro
curou-se empregar populagoes de algas
fisiologicamente homogeneas, conduzir os
experimentos sempre de maneira uniforme
e, na medida do possivel, obter infor -
magoes de variaveis concomitantes. Essas
unidades experimentais foram tomadas em
grupos de igual numero de modo que dife-
rentes grupos podessem ser submetidos a
diferentes tratamentos completamente ca-
sualizados.

Como ja foi mencionado anteriormen-
te, a replicagao fornece uma estimativa
do erro experimental a qual pode ser uti-
lizada na avaliagao da significancia das
diferengas observadas, ou seja, possibili
ta a aplicagdo de testes de significancia.
Entretanto, todos os testes estatisticos
exigem pressupostos que devem ser satis-
feitos para que se tornem validos. Prova-
velmente o pressuposto mais frequentemen-
te evocado estabelece que as observagoes
{ ou erros, nesse sentido) sejam indepen-
dentemente distribuidos.

De acordo com Ostle & Mensing(1975)
persistir na casualizagao das amostragens
de uma populagdo ou na casualizagao das
aplicagdes dos tratamentos as unidades
experimentais nao assegura independencia,
contudo permite que procedamos como se
fosse um fato validando os testes de sig-
nificancia e tornando-os apropriados para
a analise dos dados. A razdo para essa dis
tingao estd em que os erros associados a
unidades experimentais adjacentes no es-
pago e no tempo tendem a ser correlacio-
nados e, tudo o que a casualizagdo faz, e
assegurar-nos que o efeito desta corre -
lagdo sobre qualquer comparagao entre tra-
tamemtos seja o menor possivel. Um certo
grau de correlagao permancera, sendo im-
possivel elimina-la totalmente. No entan-
to, a independeéncia deve ser visada e a
casualizagdo e a melhor tecnica para esse
fim.

Segundo Steel & Torrie (1960) o pla-
nejamento experimental completamente ca-
sualizado apresenta vantagens no senti-
do de que 0 nUmero de tratamentos e re-
plicagbes so & limitado pelo nimero de
unidades experimentais disponivel, a a-
nalise estatistica e simples mesmo se o
nimero de replicas varia com os tratamen
tos e se varios tratamentos sao sujei-
tos a variancias desiguais, comumente
referidas como nao homogeneidade do erro
experimental. Alem disso, a simplicidade
da an2lise nao € alterada se algumas u-
nidades experimentais ou tratamentos in-
teiros sdo perdidos ou rejeitados. A per
da de informagao devido a auséncia de
dados € relativamente pequena quando
comparada com outros planejamentos. 0 nu
mero de graus de liberdade para a esti-
mativa do erro experimental & maximo o



que melhora a precisao do experimento e
se torna importante com experimentos pe-
quenos, isto &, aqueles para os quais o
numero de graus de liberdade para o erro
experimental & menor do que 20. A maior
objecao a este tipo de planejamento com
casualizacao irrestrita decorre do erro
experimental incluir a totalidade da va-
riacao entre as unidades experimentais
excetuando aquela devido aos tratamentos.

Os experimentos de comparagao entre
3 clones de P.falicornutum foram executa-
dos conforme o delineamento esquematiza-
do abaixo:

Temp. T] « 160 C T2 « 200 C T3 = 249 C
Réplicas Reolicas Replicas
Clones 'y 2 |3 Y213 2 13 Melos de Cultura
C‘ ASP?

Cananiéie ) Erd-Schreiber
1 Guillard "

Cz AS?Z
Ubatuba Erd-Schreiber
3 Guillard f,

t, | ASP,
) Erd-Schreiber
- Guillard f,

Assim, tinhamos um experimento fato-
rial ( 3 clones x 3 temperaturas x 3
meios ) no qual foram utilizados 27 fras-
cos tipo Erlenmeyer de 300 m&, com 200mL
de meio de cultura, fixando-se a tempera-
tura. ( 3 relicas x 3 clones x 3 meios =
27). Esses 27 frascos foram colocados na
incubadora 1 que dispunha de 5 pratelei-
ras ( 6 frascos por prateleira + 3 fras-
cos na 59 prateleira)., As demais incuba-
doras, que dispunham do mesmo espaco, fo-
ram mantidas ligadas em sincronia de fo-
toperiodo para os seguintes fins: incuba-
dora 2 - manutengao das culturas-estoque;
incubadora 3 - aclimatagao de culturas,
atraves de alteragdes lentas da tempera-
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tura, para os demais experimentos que se
seguiriam; incubadora 4 - reserva para e-
ventuais falhas especialmente da incuba-
dora 1 ou das demais e, manutengac dos
frascos experimentais que eram retirados
aleatoriamente da incubadora 1 durante 2
horas com o objetivo de propiciar espago
para as incubagOes com 4 em determina-
dos dias no decorrer de cada experimento.
Por ocasiao dasincubagaés:o£4c os frascos
experimentais utilizados eram mantidos na
incubadora 1 em duas prateleiras. Como
tinhamos 9 combinagoes experimentais (3
clones x 3 meios) e para cada uma delas
utilizavam-se 3 frascos ( 2 claros e ]
preto) essa condigao gerava a necessidade
do emprego de 27 frascos. Entretanto cada
prateleira da incubadora permitia a colo-
cagao de no maximo 14 frascos lado a la-
do com igual recep¢ao de intensidade lu-
minosa. Conseqlentemente eram necessarias
2 prateleiras e por essa razao que se re
moviam os frascos em numero equivalente
a essa disponibilidade de espago e se
transferiam para a incubadora 4 somente
durante o periodo de 2 horas referente a

incubagao com o 14

C. Isto posto, os fras-
cos removidos eram recolocados na incuba-

dora 1.

2.7 -~ Amostragem das populagoes

As amostras retiradas diariamente
das unidades experimentais foram sempre
executadas cerca de 2 horas apos o inicio
do periodo de iluminagdo. Cada frasco era
agitado varias vezes visando homogeneizar
a distribuicao das celulas na populacgio,
aberto sobre a chama de um bico de Bunsen
e despejada uma determinada aliquota em
um frasco de vidro neutro com tampa plas-
tica com capacidade aproximada de 40 me,
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A partir desta unidade de amostra eram
feitas as leituras da fluorescencia 4n
vivo e do pH; uma parcela de 1 a 3 mf era
destinada a um frasco contendo 1 gota de
lugol acetico para a fixagdo das celulas
e posterior medida do “ standing-stock"
atraves de sua contagem; o volume restan-
te era utilizado para a medida da cloro-
fila a total. |

2.71 - Fluorescencia {n vivo

As leituras de fluorescencia in vivo
das amostras foram feitas num Fluorimetro
Turner modelo 111 ( Sequoia - Turner Cor-
poration) equipado com lampada azul T-5
(110-853) destinada a analise da clorofi-
la, filtro primario 5/60 e secundario
2/64, seguindo as instrugdes de operagao
do fabricante.

0 equipamento foi submetido a testes
de linearidade de leituras com a porta a-
lojadora da amostra normal e de alta sen-
sibilidade contra as fendas de passagem da
luz fonte 1x,3x,10x,30x utilizando uma so-
lugdo de fluoresceina em fosfato de so-
dio dibasico 0,05M em concentragao de 0
a 1,0 pg/me.( figura 2.3).

As amostras eram introduzidas em cu-
betas cilindricas de 12 x.75mm padrao, de
borossilicato, colocadas no aparelho e 1i
das sempre na faixa de 15 a 90 unidades
( escala de deflexao do aparelho) com as

fendas de passagem de luz variaveis con-
forme a densidade celular da amostra. A

cada leitura o flporimetro era zerado com
agua destilada. 0 registro das leituras

Figura 2.3 - Teste de linearidade do fluo-
rimetro Turner mod. 111 utilizando solugdo
de fluoresceina ( Img/me) em Na, HPO,.12

H20 0,05Me

com ports normel 130

(830) y » 1,435 » 111,056 & r» 0,999
{210} y ¢ 0,003 ¢ 42,615 1 e 0,890
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o [ B P
—
o v\

FLUORCSCENCIA { ynidases arditrarias )

com porta de aita sensibi]idede

{230) y » 71,550 ¢ 920,000 & re 0,300
(x10} ¥ © 26,060 ¢ 408,636 n r= 0,304
(83) y o 9,568 ¢ 160,700 x e 0,090
(x1) y o D450 + 62,686 x 1= 0,999
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foi sempre baseado num fator de sensibi-
1idade comum e multiplicado por 1000 pa-
ra a construgao de curvas de crescimento
com transformagdao monologaritmica., Todas
as operagGes com o fluorimetro eram ini-
ciadas apos 30 minutos que o aparelho
havia sido ligado sempre no interior de
uma sala com temperatura constante.

2.72 - pH

As medidas diarias de pH foram fei-
tas com um peagometro digital marca Digi
med.

As amostras eram as mesmas utiliza-
das na leitura da fluorescencia {n vive
sendo mantidas em frascos de vidro neutro
de 10m€ de capacidade com abertura sufi-
ciente para introdugao do eletrodo.

2.73 - Contagens

Para as contagens das células foram
utilizadas camaras tipo hemocitometros -
Agasse - Lafont B ( volume tota1=10mm3)
para os inoculos ( densidade = 1,00 x 10



celulas/me) ate mais ou menos dois dias
apds a inoculagao; Nageotte { volume to-
tal= 25mm3) para densidades inferiores
aquela dos inoculos, especialmente quan-
do, em certos tratamentos, ocorreu uma
drastica reducido do nimero de celulas;
Fuchs-Rosentha] ( volume total= 3,2mm3
para densidades de 1,00 x 10° a 8,00 x
106 celulas/ me&; Thoma ( volume total =
0,1mm3) e Malassez ( volume total = 0,01
mms) para densidades celulares superiores
2 8,00 x 10° c&lulas/me.

)

Para cada amostra diaria de cada re-
plica foi estabelecida uma contagem mini
ma de 400 células o que determina um er-
ro de ¥ 10% para 95% de limites de con-
fianga ( Lund et af., 1958). Quando as
densidades celulares sofreram redugoes
extremas, estabeleceu-se o minimo de 100
celulas atraves de um nimero variavel de
repetigOes de contagens em amostras re-
petidas da mesma replica com o erro as-
sim fixado em ¥ 20%. |

Teoricamente se as celulas das po-
pulagies se encontram distribuidas ao
acaso no interior dos frascos experimen-
tais e, amostras pequenas em relagao a
populagdo total sdao retiradas e contadas
por uma tecnica bem eficiente, essas con
tagens devem se distribuir de acordo com
uma série de Poisson e a variagdo entre
as replicas atribuidas aos erros aleato-
rios de amostragem. As estimativas do
erro nas contagens mencionadas anterior-
mente est3o baseadas no pressuposto que
o Gnico erro importante e o erro ao aca
so. Entretanto existem, certamente, ou-
tros tipos de erros envolvidos devido a
amostragem e ao processo de contagem.Pe-
1o calculo das medias, desvios padrao e
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coeficientes de variagao das replicas
obteve~-se uma estimativa conjunta desses
erros para todas as contagens deste tra-
batho { ver anexo, 9.1 a 9.5).

Conforme a densidade celular alcan-
cada num determinado momento da experi-
mentacao, a contagem celular para o erro
tedrico estabelecido pode exigir a obser
vagao de um ou mais campos da camara de
contagem. A escolha desses campos foi
sempre feita ao acaso e, sistematicamen-
te, foram aplicados testes X 2 para tes-
tar a homogenéidade da distribuicdo das
celulas nesses campos de cada camara uti-

1izada.

Os procedimentos detalhados na prepa
racao, contagem e limpeza das camaras se-
guiram as recomendacoes de Guillard( 1973)

2.74 - Clorofila ~ a total

As amostras retiradas de cada repli-
ca experimental tinham um volume adequa-
do para as medidas da fluorescencia, pH
e contagem o qual, entretanto, era insu-
ficiente para a determinagao da clorofila
- a total, principalmente no infcio dos
experimentos quando as densidades celula-
res eram muito baixas. Assim, como se dis
punham de triplicatas de cada combinagdo
experimental, apds as medidas de pH, fluo-
rescencia e fixagao de um pequeno volume
para contagem, o restante das amostras
era filtrado em filtro Mﬂ‘liporeO tipo
HA de 22mm de diametro com press3do nega-
tiva de 0,3 atm para efetuar a medida de
clorofila. Esse procedimento foi rotinei-
ramente adotado para todos os experimen-
tos de modo que, para a variavel clorofi-
la - a total nao foram feitas medidas re
plicadas.
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Apos a filtragao, os filtros eram
colocados num dessecador com silica-gel
e guardados no interior do "freezer" de
um congelador. A extracao da clorofila -
a foi feita com acetona P.A.a 90% duran-
te 24 horas no interior de um congelador.
As leituras das absorbancias foram fej-
tas nos comprimentos de onda 750,665,664,
647,645,630nm com cubas de 5cm num espec-
trofotometro PMQ II, C. Zeiss. As amos-
tras foram acidificadas em seqguida com
2 gotas de HCL 1IN, agitadas e lidas a
750 e 665 nm. Para os calculos foram uti
lizadas as equagOes de Strickland & Par-
sons{1968), Lorenzen(1967) e Jeffrey &
Humphrey (1975).

Como as estimativas da clorofila -a
e feofitina pelas equagoes de Lorenzen
(op.cit.) nao lograram exito, obtendo-se
muitos resultados negativos desta ultima,
os resultados aqui expressos se referem
a clorofila - a total, isto &, clorofila
- a funcional mais a feofitina conforme
a equagao de Strickland & Parsons (op.
et ).

2.75 - Produgad Primaria

A producdao primaria foi medida pelo
metodo introduzido por Steeman-Nielsen
(1952) seguindo as recomendagoes de Tei-
xeira ( 1973b ).

As ampolas de NaH]4

CO3 utilizadas
nos experimentos comparativos entre 3

clones de P.trlcornutum eram de 1
m¢ com atividade de 10uC<i /me (New En-

gland, lote 670-073) tendo apresentado
na padronizacao uma atividade de
19.985.235 dpm/me .

A série de experimentos de pro-
ducdo primaria foi realizada com suspen-
soes de 2,00 x 105 : 5,00 x ]03 celulas/

me que haviam sido retiradas dos frascos
experimentais,lavadas por centrifugagao
a 2000 rpm durante 5 minutos, por 3 ve-
zes, com agua do mar esterilizada por fil
tragdo ou aqua do mar sintetica esterili-
zada em autoclave, ambas nao enriqueci-,
das. Apos a Ultima lavagem as células
eram ressuspensas em meio de cultura no-
vo identico ao do frasco original e des-
pejadas num frasco tipo trlenmeyer de 500
me com 250mf de meio. Decorridos cerca de
30 minutos essas populagoes eram agitadas
varias vezes e distribuidas pelos frascos
( 2 transparentes e 1 preto) de incubagdo
com tampa esmerilhada com cérca de 65mé
de capacidade ate mais ou menos 3/4 de
sua capacidade. Conforme o numero de com-
binagOes experimentais um numero variavel
de ampolas era aberto, removido seu con-
teudo com uma seringa descartavel e des-
pejado num frasco de vidro neutro de 10m¢
de capacidade e bem misturado. Entao,com -
uma micropipeta Eppendorf de 0,Imf de ca-
pacidade eram tomadas aliquotas nesse va-
Jor e introduzidas nos frascos de incu-
bacdo. Imediatamente em seguida esses
frascos eram completados em seus volumes,
tapados de forma a nao restarem espagos
com ar, agitados e levados para o interior
das camaras de incubacdo exatamente nas
condi¢oes originais de temperatura e luz,
durante 2 horas. Uma aliquota de 25mf da
suspensao de celulas era filtrada para a
determinagao inicial da clorofila - a to-
tal e o restante incubado junto com os
frascos de ]4C. A

Em todos os experimentos o inicio do
perfodo de incubagdo ocorreu aproximada-
mente de 4 a 5 horas apos o inicio do pe-
riodo de iluminagao.

Decorridas as duas horas de incubagao,



todos os frascos eram retirados da incuba-
dora e alojados numa caixa forrada de car-
tolina preta completamente abrigada da
luz. As filtragOes eram executadas ime-
diatamente comegando-se sempre pelos fras
cos pretos em seguida os transparentes e,
o remanescente da suspensao filtrado para
a determinagao da clorofila - a total ao
final do periodo de incubagao.

Todos os frascos de incubacao utili-
zados tiveram seus volumes aferidos e o0s
volumes filtrados, sempre que possivel,
corresponderam a totalidade do contelido
de cada frasco experimental. Quando a
filtragao se apresentava mais lenta pro-
curou-se estabelecer um tempo maximo de
5 minutos para sua execugao conforme re-
comendado por Teixeira (op.cit.) e o volu
me restante determinado para a devida cor
rec¢ao.

0s filtros foram conservados secos
no interior de envelopes de papel ate se-
rem dissolvidos em solugao cintiladora se
gundo Bray (1960) e levados a um cintila-
dor marca Beckman modelo LS 8000 para a
medida de suas atividades.

2.76 - Microfotografias

As microfotografias foram obtidas
empregando-se um microscopio binocular
marca Wild Heerbrug com contraste de fase
ao qual foi acoplado um sistema fotogra-
fico marca Zeiss modelo Ikon, filme mar-
ca Kodak tipo Panatomic-X com um aumento
de 500 x e tempos de exposicao de 25 a
35 segundos.

2.8 - Parametros estimados
2.81 - Taxa de crescimento

A inspegao das curvas de crescimento
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com base na densidade celular diaria,va-

riacao da clorofila -a total diaria e
fluorescencia <n vivo diaria, sugeriu pra-
ticamente em todos os casos,

um crescimento logaritmico que po-

de ser descrito pela equagdo y = ab®. As-
sim, procedeu-se a uma transformagao mo-
mologaritmica das variaveis densidade ce-
Tular, fluorescencia {n vivo e claorofila
-a total. Para cada uma delas foram exe-
cutadas as regressoes pelo metodo dos mi-
nimos quadrados contra o tempo obtendo-se
as retas ajustadas: fLog y= a + bx. Com ba-
se nestas retas estimavam-se os valores

de cada variavel num tempo to e t{ equi-
valentes aos tempos inicial e final do
periodo experimenta] durante o qual o cres
cimento era logaritmico e, de posse des-
tas estimativas, utilizando a equagao

Kogz (Vi/Yo] /t foram calculadas as taxas
de crescimento (Guillard,1973); onde Yo
representa o valor da variavel estimado

no inicio do periodo, Y4 o valor da varia-
vel estimado no final do periodo, t, o
tempo transcorrido em dias. Portanto as
taxas de crescimento com base na densida-
de celular expressam o numero medio de di-
visoes celulares diarias nos referidos
periodos experimentais, as taxas de cres-
cimento com base na evolugao da clorofi-
la -a total e fluorescencia {n vivo expres
sam o valor medio das duplicagOes diarias
dessas variaveis nos mesmos periodos.

2.82 - Biomassa maxima

A biomassa maxima alcan¢ada em qual-
quer frasco experimental & definida como
o " standing-stock” maximo em termos de
densidade celular durante a incubagao. 0
criterio utilizado foi considerar o va-
lor maximo de cada replica quando os in-
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crementos posteriores eram menores do
que 5% por dia (EPA,1971).

2.83 - Clorofila-a total media por celula

A clorofila -a total media por celula
foi calculada pelo quociente entre a
quantidade de clorofila -a total observa-
da a cada dia e a media de tres observa-
¢oes da densidade celular no mesmo dia,

expressa em nanogramas.

2.84 - Numero de fluorescencia

0 numero de fluorescencia resulta
do quociente entre o valor da fluorescen-
cia 4n vivo observada em unidades arbitra-
rias e a quantidade de clorofila -a total
em mg/ma; um aumento no gquantum desse
numero e considerado como uma medida da
ineficiencia da fotossintese, uma vez que
a fluorescencia representa uma perda de
energia livre a qual deveria ter sido ca-
nalizada como energia quimica do processo
fotossintetico ( Loftus,& Seliger,1975).

2.85 - Potencial fotossintetico

A producao primaria foi estimada a-
traves do 4C fixado nas celulas retidas
pelos filtros " Millipore", portanto so-
mente em termos de carbono particulado nao
se levando em conta os produtos organicos
excretados ou perdidos durante o processo
de filtracao, segundo a equagao:

mg €.h71n™ = cpm(1) x TZco,(2) x 1,05(3)

CPM(4)

x K1 x K2 x K3
CPM(4)
onde (1):

14C assimilado( frascos trans-

parentes menos frascos pretos) menos o
" background " da ampola.

12
(2) : Concentragao total do Co, das a-

mostras; valor estimado em 90mg C02/£

90 12
(= =—=—x—).
1 44
(3) : Fator de corregao para o efeito da

discriminacao isotopica.
(4) : Carbono radioativo total(CPM) adi-
cionado nas amostras.
K1 : Fator de corregao para o fator tem-
P (L

h
k2 : Fator de correcao dimensional para
transformar mg c..”) em mg C.m"
K3 : Fator de corregab para o volume de
amostra filtrada ( volume do frasco ex-
perimental - volume da aliquota da ampo-

la) / volume filtrado

0 potencial fotossintetico foi ex-

presso v.. .crmos de mg C.h—1.m-3; mg C.mg
clorofila -a total™ ', m™3. ™! e por mg
C. mg clorofila -a total™ . 1,00 x 107
cElulas. m™°. b,

A quantidade de clorofila-a total
utilizada nesses calculos foi sempre re-
sultante da media de duas determinacoes
no inicio da incubagao e duas horas de-
pois.

2.9 - Tratamento estatistico
2.91 - Dados brutos

Foram calculadas a media, o desvio
padrao, o coeficiente de variagao e o
intervalo de confianga ( a =0,05) para os
resultados das medidas de "standing-stock"
por densidade celular e fluorescencia 4n
vivo diarias obtidas em triplicata; do
mesmo modo foram calculadas a media, o
desvio padrao e coeficiente de variagao
para as estimativas das taxas de cresci-



mento, biomassas maximas, potencial fotos
sintetico.

2.92 - Geracgao de niUmeros aleatdrios

Para a casualizacdo dos procedimen-
tos de execugao e amostragem dos experi-
mentos foi utilizado um programa gerador
de numeros uniformemente distribuidos con
tido num modulo de Estatistica-Aplicada
(Texas Instruments, 1977)numa calculadora
marca Texas modelo TI 59 programavel aco-
plada a uma impressora modelo PC-100C.

2.93 - Regressoes e coeficientes de
correlacao linear sim
ples

As regressoes e coeficientes de cor-
relagao linear simples foram calculadas
com 0 auxilio da calculadora TI 59

2.94 - Matriz de Covariancia, Coeficien-
tes de Correlacao Linear

As matrizes de covariancia e coefi-
cientes de correlagao linear
foram calculados empregando-se
programas de Testes Estatisticos ( Texas
Instruments,1978). '

2.95 - Teste de Regressao

Para a comparacao de duas regressoes
lineares foram utilizadas as comparagoes
de dois coeficientes de regressao e de
dois termos independentes conforme as
equagOes de Leme (1958).

2.96 - Teste de Quiquadrado

Os testes de quiquadrado utilizados
sistematicamente para testar a homogenei
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dade de distribuigdo de celulas nas cama
ras de contagem foram realizados com um

programa de Testes Estatisticos ( Texas

Instruments, op.cit.).

2.97 - Analise de Variancia Trifatorial
( Three-way ANOVA )

Num sentido bem amplo ao delinearmus
os experimentos comparativos entre tres
clones de P.trnicoanutum nosso objetivo era
obter uma grande variagdo no parametro
medido ( ¥V ), porem com as causas desta
variacdo o mais eficientemente possivel
controladas.

Assumimos que a variagao total do(s)
parametro(s) medido(s) Y, representado
por « 2T pode ser decomposta da seguinte

forma

02T= Szg+52m+52t+529m+52gt+Sth+Sngt+

Sze , onde:

2

S“g - e a variancia devido as diferencas

genétjcas e outros pre-requesitos
celulares internos dos distintos
clones;

s?m - & a variancia devido ao meios de cul
tura;

52t - & a variancia devido as diferentes
temperaturas;

S2

gm - @ a variancia devido a interacgao
do genotipo das algas com o0 meio

de cultura;

Szgt - e a variancia devido a interacao
do genotipo das algas com a tempe-
ratura;

s?mt - & a varidncia devido 3 interacao

do meio com a temperatura;
2

S°gmt - & a varidncia devido 3 interagao

dos tres fatores;

32e - 8 a variancia devido a variagao

entre outros fatores ambientais nao
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controlados e a interacao deles com
os acima mencionados mais a variagao
devido ao acaso mais a variancia devido
a influencia do metodo de medida.

Assumindo-se 0Ss pressupostos adequg
dos ( aleatoriedade das amostras, indepen
dencia e identidade da distribuicao do er
ro experimental ou acaso, homogeneidade
de variancias e aditividade dos tratamen
tos) aplicamos uma analise de variancia
trifatorial com a finalidade de obter es-
timativas das magnitudes relativas de ca-
da uma das componentes de variancia a-
linhadas, seguindo os procedimentos reco-
mendadas por Sokal & Rohlf (1969).

Assim, a fonte de variagao foi sub-
dividida em tres efeitos principais C
(Clones), M (meios de cultura) e T(tempe-
raturas), trés interacoes de primeira or-
dem, CxM, CxT, MxT, uma interacdo de se-
gunda ordem CxMxT e uma interagao de se-
gunda ordem dentro dos subgrupos(E).

0 modelo utilizado tem como equagao:

VifRE = W +CLHMi+TR+ (CM) 4+ (CT).CR+ (MT) jh+
(CMT)ifh+(E)ifkL;

£=1laj3 §=1a3 k=1a3,onde
Y{jRL & a £ -esima observacdo do .{-8si-
mo clone, jf-€simo meioc e & -€sima tem-
peratura;
M e a media parametrica da populagio;
Ci,Mf, Tk
fixados para o {-esimo clone, j~esimo
meio e k -esima temperatura;
(CM)Lf, (CT) Lk e (MT)jk sao os efeitos de

interagao de primeira ordem nos subgrupos

sao os efeitos dos tratamentos

representados pelas combinagoes indicadas
do £{-ésimo clone, o j-&simo meio e a k -
esima temperatura;

(CMT)ijkR & 0 efeito da interagao de segun-
da ordem entre os tratamentos no subgru-

po;
(E)ifkL & o erro daf -esima repetigao no

subgrupo {jk.

A analise estatistica testou as se-
guintes hipoteses:
Ho(1): C1 =C2 = C3 =0 ; igualdade de me-
dias entre os clones
Ho(2) : M1 = M2 = M3 =0 ; igualdade de
medias entre 0s meios
Ho(3) : T1 =T2 = T3 =0 ; igualdade de mé-
dias entre as temperaturas

Ho(4) : (CM)4f=0 ; a existencia de inte-
ragao entre o {-ésimo clone e o j-&simo
meio

Ho(5): (CT)ik=0 ; existencia de interacdo
entre o {-esimo clone e a k -esima tem-
peratura

Ho(6): (MT)jk =0 ; existencia de interagao
entre o j-esimo meio e a k -esima tempe-
ratura

Ho(7) : (CMT) 4jk=0 ; existencia de inte-

ragao entre o {-esimo clone, j-esimo

meio e @ k -esima temperatura

Assumiu-se que todos os (E)ifke fos-
sem normaimente distribuidos com media ze-
ro e variancia o 2 comum e mutuamente in-
dependentes. Cada hipotese foi testada
pela estatistica F a qual & rejeitada quan
do o valor F calculado & maior que o va-
Tor F tabelado ao nivel de 5% de signifi-
cancia.

0s calculos referentes a essas ani-
lises foram feitos com um programa FORTRAN
(ver anexo 9.2) utilizando um computador
DPD digital do Depto. de Engenharia Naval
do IPT,

Como os tratamentos foram sempre fi-
xos os quadrados médios esperados do mo-



delo consistem simplesmente da variancia
do erro e do efeito adicionado do trata-
mento para cada fonte de variagao parti-
cular. Os testes de significancia (teste
F ) foram feitos, quando existiam repli-
cas, atraves da relagdo entre qualquer
quadrado medio de uma fonte de variagEd
e 0 quadrado medio do erro.

Quando nao existiam replicas em lu-
gar deste ultimo foi utilizado o quadra-
do medio da interacao de segunda ordem
(o XB x Y ), assumindo-se que o efeito

adicionado a ela devido
abc 2
L (a8 Y)

zero.

/(a=1)(b-1)(c-1) e igual a

Nos casos onde surgiram diferencas
significativas das medias entre fatores
principais e interacoes, aplicou-se uma
Analise de Agrupamentos ( Scott & Knott,
1974) que separa grupos com medias signi-
ficantemente diferentes, empregando-se os

resultados obtidos pelos modelos dados pe-

la ANOVA. Dentro de cada grupo final ob-
tido as medias, por esse metodo, sao con-
sideradas homogeneas.

0s calculos referentes a Analise de
Agrupamentos foram efetuados com um pro-
grama FORTRAN ( ver anexo 9.2) utilizan-
do um computador Burroughs do Centro de
Processamento de Dados da USP.
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3 - RESULTADOS
3.1 - Comparagao das curvas de crescimen-
to dos tres clones

3.11 Curvas de crescimento com base na con
tagem celular
A figura (3.1)apresenta as respostas
de crescimento dos tres clones de P.tricor
nutum submetidos @ distintas temperaturas
e meios de cultura.

Figura 3.1 - Curvas de crescimento de
tres clones de P.tricornutum (C1, iso-
Tado de Cananeia em 1980; U3 isolado de
Ubatuba em 1972 e U5, isolado de Ubatu-
ba em 1979) baseadas na densidade celu-
lar diaria. Cada ponto representa o va-
lor medio de trés observagGes provenien
tes de cada uma das tres replicas para
cada ensaio; os intervalos de confianca
se encontram nos anexos Al a A3le
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A analise das curvas de crescimento
tomando-se por base a temperatura revela
que as respostas dos tres clones obedece
a um padrao similar, Para as temperaturas
160C e 200C nao existiu uma fase "lag" de
crescimento e as celulas de todos os clo-
nes, logo em seguida a inoculagao, cresce-
ram exponencialmente. A 240C no entanto,os
tres clones exibiram uma fase "lag" de du-
racao variavel conforme o meio de cultura
em que se encontravam. Essa fase "lag" du-
rou cerca de 24 horas para os tres clones
nos meios Erd-Schreiber e Guillard f,. Ja
para o meio sintetico ASP, o tempo de adap
tagao foi maior-48 horas para o clone U3
e 72 horas para os clones Cl1 e US5.

Tomando-se por base os meios de cul-
tura verifica-se que a 160C para o meio
ASP, tanto a inclinagao das curvas de cres
cimento quanto o tempo de duragao da fase
exponencial foram menores do que para os
outros meios de cultura. A 200C as respos
tas dos tres clones para os tres meios de
cultura foram muito semelhantes. A 240C
apareceram, de modo bem evidente, diferen-
cas inclusive a manifestacao de uma que-
da no crescimento do clone de Cananeia Cl
apos o 40 dia de fase exponencial, a se-
melhanga de uma segunda fase "lag", apos
a qual o crescimento foi retomado (meio
Guillard).

0s resultados das contagens de celu-
las para os tres clones crescendo em meios
de cultura e temperaturas distintas, me-
dias e intervalos de confianga se encon-
tram nas tabelas do anexo Al a A9; na ta-
bela A10, constam os coeficientes de va-
riagao dessas contagens.

De modo geral as contagens celulares
foram regularmente variadas ( coeficien-
tes de variacao 2 10% =< 30%) e as maio-

res dispersoes foram sempre observadas
nos experimentos efetuados a 240C para
0s tres meios de cultura,

As medias, desvios-padrao, coeficien
tes de variagao e amplitude de variagao
das medidas de dispersao das contagens ce
Tulares para os tres clones se encontram
na tabela A 21.

3.12 - Curvas de crescimento com base na
fluorescencia 4{n vivo.

Para cada amostra utilizada na deter

minacao do " standing -stock " por densi-
dade celular foi medida a fluorescencia
An vivo que propiciou a construgao das
curvas de crescimento dos tres clones co-

mo pode ser observado na figura 3.2 .

Essas curvas quando comparadas com
aquelas da figura 3.1 mostram, praticamen
te em todos os casos, uma concordancia no
padrao de resposta. As diferengas mais
marcantes estao nas respostas do clone U5
a 200C e no clone C1 a 240C ambos crescen
do em meio Guillard. Nesse 4ltimo, do 59
para o 69 dia de crescimento, nota-se uma
lTigeira redugao na inclipagao da curva ao
passo que, no grafico para densidade ce-
Tular (figura 3.1) ocorreu uma queda du-
rante 48 horas ( do 59 ao 79 dia).

0s resultados das medidas de fluores
cencia 4n vive para os tres clones,medias
e intervalos de confianga se encontram nas
tabelas A1l a A19; na tabela A20 se encon
tram os coeficientes de variagao dessas
medidas.

Do mesmo modo que para as contagens
celulares, as maiores dispersoes nas me-
didas de fluorescencia foram observadas
para os experimentos efetuados a 240C pa
ra os tres meios de cultura. Para os ex-
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berimentos executados a 160C e 200C essas
medidas foram regularmente variadas ( CV
> 10% < 30%).
As medias,desvios-padrao, coeficien-
tes de variagao e amplitude de variagao
das medidas de ditpersdo da fluorescencia

in vivo estao na tabela A22.

3.13 - Curvas de crescimento com base na
clorofila -a total

A partir das amostras utilizadas pa-

- A4 a Abe

24eC

wh

b a Ay
240 6 01007 16 20 e IE

ra a estimativa do " standing-stock" ba-
seado na densidade celular e fluorescen-
cia 4n vivo, tambem foi medida a clorofi-

la-a total dos tres clones e construi-
das curvas de crescimento ( figura 3.3).

A observacao desses resultados mos-
tra que, em todas temperaturas, fni no

meio Guillard que os trés clones atingi-

ram os maiores valores de clorofila - a
total. Esses valores decresceram na medi-
da em que a temperatura na qual foram e-
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xecutados 0s experimentos aumentou.
Ja para os meios Asp, e Erd-Schrei-
ber o comportamento dos tres clones

nao obedeceu auma redugao uniforme.

A 160C os tres clones, aproxi-
madamente 4 dias apos a inoculagao,
exibiram um crescimento exponencial.
A 200C e 240C, durante esse periodo
de tempo, 0 crescimento foi prati -
camente inexistente caracterizando
uma fase "lag" do mesmo modo que foi
observada para as curvas de cresci-
mento baseadas na densidade celular
a 240C ( figura 3.1).

Quanto a inclinagdo das curvas
de crescimento, as diferengas entre
0s tres clones mais visiveis foram
observadas a 169C nos distintos
meios de cultura e as menores incli
nacoes, no conjunto de todos os ex-
perimentos, foram observadas a 240C.

3.2 - Taxas especificas de cresci-
mento

Na figura 3.4 sao apresentadas
as variagoes das taxas especificas
de crescimento dos tres clones ao
Tongo do tempo.

Nota-se que, para cada tempe-
ratura, os tres clones responderam
mais ou menos segundo um mesmo pa-
drao: a 160C as taxas de crescimen

to sofreram uma redugao progressiva ate

alcangar a fase estacionaria de crescimen

to. Entretanto para o meio Erd-Schreiber
as taxas de crescimento iniciais apresen-
taram valores mais altos e, para os clo -
nes Cl e U5, inclusive uma elevacgao ate o
30 dia seguida de uma queda mais pronun-

ciada do que para os meios ASP2 e Guillard.
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A 200C , as taxas de crescimento para oS
trés clones inicialmente foram aumentan-

uma amplitude de variagao entre 0,66 e
1,58, para o clone de Ubatuba (U3) en-

tre 0,99 e 1,55 e para o clone de Uba-
tuba (U5) entre 0,76 e 2,04, Os resul-
tados das regressoes a partir das quais
foram calculadas essas taxas maximas de

do, mantendo-se entre os valores 1,0 a
2,0 praticamente durante toda a fase ex-
ponencial para, em seguida, sofrer uma
reducdo acentuada. As maiores oscilagoes
das taxas durante a fase exponencial fo-
ram observadas para o meio Erd-Schreiber.
A 240C o padrao de resposta caracterizou-
se por taxas iniciais negativas seguidas

da elevacao desses valores durante a fa-
se exponencial e de uma redugao progres

siva durante a fase estacionaria do cres

crescimento se encontram na tabela (A.
23).

Igualmente para as curvas de cres-
cimento baseadas na fluorescencia 4n vi
vo diaria foram calculadas -as taxas ma-
ximas de crescimento como mostra a tabe-

la 3.2 .

cimento.
As majores diferengas nas taxas es-

pecificas de crescimento entre os tres
clones foram observadas a 160C e 240C,

3.3

As amplitudes de variagao para es-
sas taxas foram as seguintes: para o clo
ne C1 de 1,12 a 1,66, para o clone U3 de
0,85 a 1,85 e para o clone U5 de 0,81 a
1,55.

- Taxas maximas de crescimento
0s valores referentes as taxas maxi

mas de crescimento sao mostrados na ta -
3.1 .

Os resultados das regressoes a par-
bela

Tabela 3.1 Taxas maximas de crescimento (divisoes celulares.dia") para tres clones de P.taicorutum em trés
- ) - - .
mefos de cultura sob efeito de tres temperaturas (experimento trifatorial: 3 ). R: réplica; X:mé

dia; o: desvio padrao; CV: coeficiente de variagao.
Temperatura | 160C | 200g | 249C |
Meio | Asp, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard
Rép. | |
Clone
R) [ vwer | oonss | vz v ) 1,08 | 1,36 oo |13 | 1,08
Rz | w07 | 160 f 18 | 138 [ 1,05 | 14,33 | o043 | o102 | 1,00 |
A R3] w0y | w60 | 1,08 | 1,357 0,97 | 1,38 | o085 | 0,83 | 1,03
X | oves | ovss | 16 | 1,3 v | 1,36 | o066 | 0,99 | 1,03 |
o | 0,03 | o003 | 0,03 | o002 | o006 | 003 | o2 | 035 | 0,02 |
o ] o003 | o002 | 0,03 | 0,00 | o006 | 002 | 03 | 015 | 0,0
R | n28 sy | v2e | ones | 1,08 | 1,37 | o7 o130 | 1,08 |
R2 | 1,35 | 1,85 | n2e | 1,48 | 1,20 | 146 ] 0,92 | nver | 132 |
R3] 136 | 1,88 | 1,22 | 1,34 ) 12 ] v4r | oo8 | 1,3t | 1,03
UBA 3 -
X [ %33 | 1,55 | 1,24 | 1,39 ) 13 0 1,43 | 0,99 | 1,29 | 1,11
o | 004 | 0,04 | 0,02 | 008 | o006 | 0,06 | 0,08 | 0,02 | 0,03
cv | 003 | o002 | 0,02 | o006 | 0,05 | 0,04 | 0,08 | o002 | 0,02
R oo o202 | e | onvaer | 1,23 | 1,40 | o091 [ 0,93 | 1,00 |
Rz ) ves | 2,04 | 14 | vso | 24 | 1,3 | 0,80 | 1,09 | 1,08 |
; R: | 1,03 | 208 | a8 | v49 | var | 1,47 |07 | 1,08 | 1,18
UBA -
x| 02 | 204 | V06 | 1,47 | 1,23 | 1,4 | 076 | 1,03 | 1,08 |
a | 0,05 | o002 | 002 | 005 | o002 | 0,04 | 005 [ 0,09 | 0,08
o ) o4 | o0 | 002 | 003 | o0 | o003 | 0,20 | 0,08 | 0,07

Para o clone de Cananeia (C1) as ta- tir das quais foram calculadas as taxas

xas maximas de crescimento apresentaram maximas de crescimento sao mostradas na



tabela A24.

Tomando-se as curvas de crescimento
baseadas na variagdo diaria da clorofila
-a total as taxas maximas de crescimento
delas derivadas apresentaram os seguin -
tes resultados ( tabela 3.3):
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3.4 - Biomassas maximas alcancadas

A tabela 3.4 apresenta os valores
maximos de biomassa alcancados por cada
clone em todos os experimentos comparati-
I

Tabela 3.2 Taxas maximas de crescimento com base na evolucdo da fluorescéncia 4n vive de trés clones de P.tul
cornutum em treés meios de cultura e tres temperaturas. R: replica; x: meédia;o: desvio padrdo;CV:

coeficiente de variacio.

Temperatura | 160C ] 200C | 240€

Meio | Asp, | ERD-SC. | Guillard | ASP,. | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard |
Rép. | l

Clone
RU | w03 | 1,66 | 1,08 | 40 | u3v | a0 | ove3 ) o130 | 142 |
R | 1,37 | 1,66 | 1,43 | 1,43 | 135 | 1.8 | v | a4 | 1,50 |

anT R3] 0,95 | 166 | 1,37 ) ne5 | 1,36 | 46 | 172 | 04 | 1,45 |
x| ] oves L o133 | a3 | 3 | vaed | oves o109 ) e |
° | 0,22 | o,00 | 0,03 { 0,03 | 0,03 | 0,04 | 030 | 0,9 | 0,04 |
cv | 0,20 | 0,00 | 0,00 | 002 { 0,02 | o003 ["0,20 | o008 | 0,03 |
f1 o0 | 73 ] n31 o204 | 1,37 L vas | oes | 1,48 | 1,48 |
Rz | 0,86 | 2,08 | 1,41 | 145 | 1,84 | 1,47 | 1,40 | 1,45 | 1,49 |
R3 ) o080 | 1,79 | 1,32 | 1,46 | 1,53 | 1,55 | 1,56 | 1,49 | 1,42 |

UBA 3
X | o85 | 1,85 | 1,35 | 1,68 | 1,48 | 1,49 | 1,5¢ | 147 | 1,45 |
o | 0,05 | 0,16 | o,06 | 0,40 | o000 | 0,05 [ 0,03 | 0,02 | 0,08 |
¢v ) o006 | 0,09 ] o006 | 0,24 | 0,06 | 0,08 | 009 | 0,00 | 0,02 |
Rl ) 0,83 ] 1,5 | 1,45 | 1,48 | 1,53 | 1,50 | 1,39 | 143 | 1,31 |
Rz} 0,88 | 1,46 | 1,45 | 1,45 | 1,58 ] 1,39 ] 1,5 | 1,21 | 1,32 |
R3] 0,77 ) v,as ) s} vea ) 15 | 146 ) 4,57 | 47 | L

UBAS —
F ) o8 | 1,50 | 1,45 | 1,46 | 1,55 | 1,45 | 1,81 ] 1,37 | 1,30 |
¢ | o046 | o0,05 | o000 } 002} 003 | 006 ] 0,00 ) 0,04 | 0,03 |
v | o0 | o068 | 0,00 | 00 | o0 | o068 | 00 | o030 | 0,02 |

Tabela 3.3 Taxas maximas de crescimento baseadas na variacao diaria da clorofila a total para treés clones de
P.tuicorntum em trés meios de cultura sob efeito de trés temperaturas {experimento trifatorial:

).
Temperatura | . 160C | 200¢C | 260 - |
Meio | asp, | ERD-sC. | Guillard | AsP, | ERD-SC. | Guillard | AsP, | ERD-SC. | Guillard|
Clone | : . |
Rép. ‘ .
& T ] 0,89 | 0.2 | 0.8 | 1,28 | 148 | 1,62 ) 0,68 | 06 | 081 |
Rl 13 oo | o070 f 090 | 1,88 | v2s | vse o973 1,0 4 o,80 |
us | o7 | 0,82 | 095 | vso | vo | 1,23 | 064 | 0,66 | 0.4 |

As amplitudes de variagao foram as

seguintes: para o clone Cl1 de 0,62 a 1,62,

para o clone U3 de 0,70 a 1,89 e para o
clone U5 de 0,64 a 1,50. Os resultados
das regressoes a partir das quais foram
calculadas essas taxas se encontram na

tabela A25,

0 numero de celulas/me maximo variou
de 3,71 X 106 a 1,96 x 107 para o clone
Cl, de 2,57 x 10° a 2,04 x 10 para o clo
e U3 e de 4,17 x 106 a 1,91 x 107 para o
clone U5 ( medias de trés replicas) Esses
valores foram colocados em histogramas co
mo mostra a figura 3.5 . |
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Figura 3.4 - Taxas especificas de cresci-
mento de trés clones de P. tricornutum.

Cada ponto resulta do valor medio de tres
Observagdes calculadas seguido log, ( Ni/

5 7 9 5 2

Tempo (dias)

169C

209C

249C

No)/t, onde Ni representa o numero de
células 24 horas apos o nimero de ce-

lulas anterior No,e T, o tempe em

diaseg
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Tabela 3.4 Biomassas maximas alcancadas (10910 do nimero de células/ml) para trés clones de P.tadicornuwtunm

- - 3 -
em trés meios de cultura sob efeito de trés temperaturas (experimento trifatorial: 3°). R: répli

ca; X: media; O desvio padrao; CV: coeficiente de variacio.

Temperatura | 160C | 200C | 240¢ {
Meio | Asp, | ERD.SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard |
Rep. | |
Clone
R1 | 6,63 | 7,08 | 7,08 | 6,92 | 7,06 | 7,30 | 665 | 7,31 |} 7,00 |
Rz | 6,53 | 203 | 7,28 | 678 | 7,00 | 7,22 | 662 | 7,08 | 7,07 |
R3. | 6,5 | 7,08 | 7,28 | &% | 03 } 7,3¢ | 6,67 |} 7,20 | 7,20 |
CAN 1
x | 65 ] 200 | 7.2 | 687 ] 7,02 | 7,29 | 6,65 | 7,22 | 7,09 |
o | 0,05 | o008 | 0,06 | 0,08 0,02 | 0,06 | 0,03 | 0,09 | 0,00 |
v | 0,00 | 9,0t oo | oo f<om | 0,00 j<o0,00 | o,00 | 0,00 |
R | 6,84 | 6,97 | 72,26 | 6,9 | 72,00 | 72 | 643 | 708 | 7,07 )
Rz | s,74 | 7,03 | 7,30 | 8,5 | 2,08 | 7,20 | 637 | 7,06 | 7,00 |
R3 | s,72 | 703 | 7,36 | os7 | 7,08 | 71,26 | 6,43 | 73 )} 7,5 |
UBA3 -
X | 827 a0 7, ) 682 ) 2,03 | 7,24 ) 6,8 | 7,09 ] 7,4 |
o | o,06 | 0,03 | 0,05 | 0,09 | o002 ) 0,03} 0,03 | 0,08 | 0,04 |
ey o000 | eo, 08 | 0,00 | o8 | o<g,00 | <o,00 | o0 | 0,00 | 0,01 |
Ry | 6,68 | 2,09 } 79% } 609 | 7m } 700 | 6,65 | 7,33 | 686 |
R2 | 6.8 | 7,00 | 71,3 | 6,9 o f 7,28 | 6,63 | 7,30 | 1,25 |
R3 | e60 | 702 | 7,5 | 69 | 6987 | 7,27 | &8 | 7,20 | 6,96 |
UBAS —
X | 6,82 | 7,00 704 ) 8,93 | 7,05 | 78 ) 6,88 | 7,28 | 7.02 |
o | 0,05 | o2 | 0,0v | 0,03 | 0,07 | oas | o,00 | 8,07 | 0,20 |
cv | 0,001 | <o0,01 | <0,00 [<o.0t [ 0.0 | 0,02 }<o,0t | 0,01 | 0,03 |
40 . . -
e 2 poc Figura 3.5 - Biomassas ma
ERD-SC.  Guillard ASP, ERD-SC, Guillard

Iogm nQ celulas / ml

- B e B
Ctu3us Ccfu3us Cclu3us Cryaus Ccluaus Cc1u3us

Pode-se observar na figura 3.5 que
a 160C e 200C os tres clones apresentaram
biomassas maximas que aumentam progressi-
vamente do meio sintético ASP, para os
meios enriquecidos Erd-Schreiber e Guil-
lard. Contudo, a 240C os valores maximos
foram obtidos para o meio Evrd-Schreiber
exceto para o clone U3 onde a biomassa
maxima foi ligeiramente maior no meio
Guillard. A 200C as respostas dos tres

clones apresentaram, nos distintos meios

Cry3us

ximas alcancadas de tres
clones de P.talcornutum,
Cada barra dos histogra-
mas representa o valor me
dio de tres observacoese

Crus us

de cultura, as menores diferengas enquan
to que a 160C e 240C essas diferengas
sao bastante notaveis.

- Clorofila-a total media por ce-
Tula

3.5

A figura 3.6 mostra a variacao da
clorofila - a total media por celula ao
longo do tempo.

0s tres clones crescendo em meio
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a 160C apresentaram pequena variagao
clorofi-

ASP2
e uma tendencia a um aumento da
la por celula durante a fase exponencial
até o inicio da fase estacionaria. Dai em
diante essa quantidade permaneceu mais ou
menos constante e, no final, tendeu a di-
minuir. Comparando-se estes resultados
com o grafico das taxas especificas de
crescimento (figura 3.4) verifica-se que,
nesse mesmo periodo, ocorreu uma progres-
siva queda destas taxas Nos mejos enri-
quecidos a clorofila por celula mostrou
uma tendencia a uma pequena redugao ini-
cial seguida de sua manutengao mais ou me
nos constante para, fina1ment?. sofrer
uma reducgao atingindo valores similares

ASP,
Clo
1073 u3e

-5
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aqueles para o meio ASPZ. Ao mesmo tempo
as taxas especificas de crescimento (fi-
gura 3.4) apresentaram um comportamento
inversamente proporcional.

Examinando-se os resultados a 200C
nota-se que nos tres meios a quantidade
de clorofila por celula tendeu a aumentar
nas primeiras 48 horas, manteve-se mais
ou menos constante durante a fase exponen
cial e, finalmente, no inicio da fase es-
tacionaria, comegou a declinar atingindo
valores finais aproximadamente iguais a-
queles observados a 160C. A analise das
taxas de crescimento (figura 3.4) duran-
te o mesmo periodo revela uma concordan-
cia identica aquela observada a 160C,

Guiltard

.
%,%4?\@3:% 160C

[ S R Sy Y S Y R S W VOV Y N W) B T E D R S B S Y

|
N

200¢C

249C

1078 i A
2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 2 4 6 810 1214 1618 20 22 2 4 6 8 10121416 18 20 22
Tempo (dias)

Figura 3.6 - Clorofila -a total media
por célula de tres clones de P.tricornu-
tum, Cada ponto expressa o quociente en

tre a quantidade de clorofila-a total
observada em cada dia e a media de tres
observacoes da densidade celular neste diae
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Figura 3.7 - Nimero de fluorescencia de  cgncia {n vivo observada em unidades ar-
tres clones de P.tricomnutum. Cada pon- bitrarias e a quantidade de clorofila -
to resulta da media de tres observagoes a total em unidade de mg/m3o

do quociente entre o valor da fluores-

Tabela 3.5 Produtividade primaria (mg C ‘h'i. m'3. mg clorofila a'l) para trés clones de P.tricorvurtumenm fa

se exponencial, em trés meios de cultura sob efeito de tres temperaturas {experimento trifatorial:
3 P - e . ~ . R :
37). R: réplica; X: media; o: desvio padrao; CV: coeficiente de variacao.

Temperatura | 160C | 200C | 240C |
Meio | Asp, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard |
Rép. | ‘ |
Clone
R1 | 3.60 | 0,91 [ 1,50 | 9,92 | 7,27 | 12,74 | 404 | 1,29 | 9,31 |
R2 | 3,57 | o8 | 1,44 | 88 | 6,8 | 1443 | 3,83 | 2,00 | 9,59 |
CAN 1
X | 3,59 | 0,89 | 1,47 | 9,39 | 6,86 | 13,59 | 3,94 | 1,65 | 9,45 |
o | 0,02 | 0,08 | 008 | 0,5 | o059 | 1,20 | 035 | o5 | 0,20 |
cv | o0 | o004 | o003 | 008 | 009 | 009 | 004 | 03 -} 0,02 |
Rl j 2,83 | 0.4 | 1,73 | 7,39 | 4.6 | a2 | 1,98 | 0,90 | 5,24 |
R2 | 2,7¢ | o055 | 209 | 7,09 | 433 | 16,9 | 1,84 | 0,94 | 4,63 |
UBA 3 .
X | 2,79 | os60 | 1,9 | 7,29 | 4,47 | 15,56 | 1,89 | o092 | 4,9 |
o [ 0,06 | o¢,06 | 0025 | o004 | o020 | 2,00 | 0,07 | 0,03 | 0,83
¢cv | 0,02 | oM | 0,03 | o002 | o006 | 003 | o068 | 0,03 .| 0,09 |
R | 396 | 0,75 | 1,65 | 5,56 | 6,23 | a1 | 44 | 0,95 | 4,25 |
ahs R2 | 333 | 0.4 | 1,68 | 6,23 | 5,93 [T 28 L T T D G S a7 |
u
X | 3.5 | 0,70 | 167 | 5,90 | 6,08 | 19,06 | 4,35 |° 1.4 | 421 |
o | 0,02 | 0,08 | 0,02 | 0,47 | o, | 2,90 | 0,08 | 0,25 | 0,06 |
cv I 0,00 | o.n | 0,00 | 0,08 | 003 | 0,5 | 0,02 | 0,22 | 0,00 |
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A 240C pode-se constatar que nas pri
meiras 24 horas ocorreu, de modo geral,
um aumento da quantidade :de clorofila por
célula sequido de uma redugao e manu -
tencio constante durante a fase estacio-
naria de crescimento. No'meio ASP, foram
observadas as maiores oscilagoes entre
os tres clones. As quantidades finais fo-
ram aproximadamente as mesmas cOm excegao
do meio Erd-Schreiber para o qual foram
ligeiramente mais baixas. A comparagao.
desse comportamento com as taxas especi-
ficas de crescimento, do mesmo modo que
para 160C e 200C mostra a existencia de
uma proporcionalidade inversa entre as

duas variaveis.

3.6 - Nimero de fluorescencia

Na figura 3.7 saoc mostradas as va-
riagbes diarias do numero de fluorescen-
cia para os tres clones em distintas tem
peraturas e meios de cultura.

As populagOes dos tres clones cres-
cendo a 160C mostraram durante a fase ex
ponencial valores do numero de fluores-
cencia aproximadamente constantes e bai-
xos { entre 0,2 e 1,0 ). Esses valores
comecam a se elevar gradativamente no
inicio da fase estacionaria atingindo
seus maximos ao final dos experimentos.

A 209C, no inicio da fase exponen-
cial de crescimento, o numero de fluores
céncia apresentou as maiores variagoes
entre os tres clones. Aproximadamente no
50 dia ocorreu uma redugao para todos 0s
tres clones mantendo-se assim até o fi-
nal da fase exponencial para entao, no
inicio da fase estacionaria ter inicio
uma elevagao progressiva atingindo, como
a 160C, valores maximos ao final dos ex-

perimentos.

Os tres clones apresentaram a 240C
padrao de comportamento do numero de fluo
rescencia semelhante aquele observado a
160C excetuando-se para o meio Erd-Schrei
ber onde a elevagao dos valores foi mui-
to mais acentuada e, igualmente, a va-,
riagao entre eles.

Comparando-se esses resultados com
aqueles do grafico (3.6) verifica-se que,
a um aumento na quantidade de clorofila
por celula corresponde uma reducdo do nii-
mero de fluorescencia o que pode ser cons
tatado durante a fase exponencial. Na me
dida em que prosseguem os experimentos
e tem inTcio a fase estacionaria, a uma
reducao da quantidade de clorofila por
celula observa-se um aumento do numero de
fluorescencia como consequencia da pro-
gressiva redugao dos nutrientes disponi-
veis no meio e o aclumulo dos excretas ce-
lulares.

3.7 - Produtividade primaria

A tabela 3.5 apresenta o0s resultados
obtidos da produgdo primaria considerada

em termos de clorofila-a durante a fase

exponencial de crescimento.

A produtividade primaria para o clo
ne de Cananeia (C1) variou de 0,89 a
13,69mg C. h7!
ra o clone de Ubatuba (U3) variou de
0,60 a 15,54 mg C.h™'.m"
a~! e para o clone de Ubatuba (U5) va-
riou de 0,70 a 19,06 mg C.h™ ' .m"
rofila a']( médias de duas replicas).

.m-3.mg clorofila a_], pa-
3 ,
.mg clorofila

3.mg clo

A tabela 3.6 apresenta os resulta-
dos da produgdo primaria considerada por
104 celulas durante a fase exponencial
de crescimento.

Para o clone de Cananéia (Cl1) a pro



Tabela 3.6 Produtividade primaria (mg C: n
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- -4 ... ~ .
m 3‘ 10" 'celulas).para tres clones de P..tiiconuw tumem fase expo

nenciatl, para trés meios de cultura sob efeito de tres temperaturas (experimento trifatorial 3’). Rire

plica; X: media; o: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacdo.

Temperatura | 160C | 200C | 240C J
Meio | ASP, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard |
Rép. | l
Clone
R | 2,73 | 3,8 | 10,62 {1523 | 6,63 | 42,20 fien | 9,89 | 72,33
A Rz | 26,50 | 3,00 | a5 |13.60 | 5.8 | 47,79 [15,83 | 1543 | 74,47 |
x 26,62 | 300 | e.60 |42 | e,26 | a5,00 [16,27 | 12,66 | 73,40 |
o | o6 | o002 | 2,79 ] 105 | o053 | 3,95 | o2 | 392 | 1,52 |
ev | 00 ] o,04 | 0,2 | 008 { 0,08 | 0,0 | 0,04 | q,31 | 0,02 |
R1 | 23,38 | 3,27 | 16,68 |17,65 | 7,32 | 42,09 |12,95 | 6,54 | 86,95 |
. R | 22,62 | 2,81 | 20,3 [1w7,08 | 6,87 | 50,54 [12,24 | 6,8 | 76,76 |
X | 23,00 } 3,06 | 8,4 17,42 | 7,00 | 46,32 |12,60 | 6,68 | 81,86 |
o | o,5¢ | 0,33 | 2,64 | 0,33 | 90,32 | 59 | 05 | o2 | 7,2
cv | o002 | oM | 0,3 | o002 | o005 | 0,13 ] 0,04 | 0,03 | 0,09 |
Rl |24,44 | 3,63 | 7,83 | 10,37 | 6,8 | 45,68 | 20,93 | 6,75 | 33,88 |
Re  j2a,22 | 303 | 7,69 | 1,62 | 6,52 | 36,81 | 26,0 | 9,25 | 33,18 |
UBAS -
X | 24,33 | 3,38 | 7,67 | M,00 | 6,69 | ar.25 | 24,52 | 8,00 | 33,53 |
o | o6 | 0,35 | o | 0,8 | 0,23 | 6,27 | 0,38 [ v | 0,49 |
cv | o,m | 0,10 | o0t | o008 | 003 | 0,5 | 0,02 [T R O I A

dutividade primaria variou de 3,10 a
73,40mg c.ntm3.107% cgutas, para o
clone de Ubatuba (U3) variou de 3,04 a
81,86 mg cntm3.107% cBlutas e para o
clone de Ubatuba (U5) variou de 3,38 a°
41,25 mg C. h™l.m S, 107% células ( mé-
dias de duas replicas).

Esses resultados foram colocados
em histogramas para comparagao das duas
estimativas de produtividade primaria
bem como das respostas dos tres clones
nas distintas condigoes experimentais
(figura 3.8).

Os tres clones apresentaram maiores
taxas de assimilacho do carbono, tanto
em termos de clorofila-a como em termos
do ctlulas, no mefo ASP, a 160C e no meio
Guillard a 200C e 240C, Essas taxas de
assimilagao foram menores, em todas as
temperaturas, no meio Erd-Schreiber. As
maiores diferencas entre os tres clones
foram observadas a 200C e 240C para as
taxas baseadas na clorofila-a e a 240C

para as taxas baseadas em 104 celulas.

A tabela 3.7 apresenta os resultados
da produgdo primaria considerada em ter-
mos de clorofila-a durante a fase esta-

cionaria de crescimento.

Para o clone de Cananeia (C1) a pro-
dutividade primaria durante,a fase esta-
cionaria apresentou uma amplitude de va-
riacdo de 0,65 a 5,47 mg C. hm 3 g
c]orofi1a—a"1, para o clone de Ubatuba
(U3) de 0,56 a 3,62 mg C.h™"

e para o clone de Ubatuba
1

-3

.m “.mg clo-
rofila-a
(U5) de 0,56 a 3,60 mgC.h~

( medias de duas réplicas).

.m-3.mg cloro-
fila-a

Na tabela 3.8 constam os resultados
da produtividade primaria durante a fase

s s . 4 -
estacionaria considerada por 10" celulas.

Para o clone de Cananéia (C1) a pro-
dutividade variou de 0,45 a 12,53 mg C.
h 3,107 células, para o clone de
Ubatuba(U3) variou de 0,18 a 11,07 mg C.

-1 -3

h™ " .m .10-4 células e para o clone de
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tres clones de P.tricornutum durante a
fase exponencial de crescimento expres-
sa em mg C.h'].m-B.mg c]orofi]a-a_](a

Ubatuba (U5) variou de 0,26 a 11,41 mg
C.h-].m~3.10-4 células (médias de duas
rEp]icas).

Na figura 3.9 estao representados
em histogramas os resultados constantes
das duas tabelas anteriores para compa-
racao das duas estimativas de produtivi

( a direita) . Cada barra dos histogra-
mas representa a media de duas observa-

coese

dade primaria.

As taxas de assimilacao em termos
de clorofila-a apresentaram maior va -
riagdao entre os clones a 240C e em ter-

mos de ]04 celulas a 160C a 240C,

0s valores das medidas de pH did--
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Tabela 3.7 Produtividade primiria {mgC . nload mg clorofila 2 para trés clones de P.tAdcoanulunm em fa

ss estaclondria, em tres mefos de cultura sob efeito de trés temperaturas (experimento trifatorial:
3°). R: réplica; X: média; o: desvio padrao; CV: coeficiente de variacdo.

Temperatura | 160C | 200¢ | 240¢ |
Meio | AsP, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard |
Rep. | |

Clone
Rl | 296 | 162 | 249 | 407 | o056 | 1,06 | 1,54 [ 1,05 | 5,49 |
A Rz ] 2,8 | 1,64 | 2,33 | 3,24 | 073 | 1,04 | 1,64 | 0,98 | 5,44 |
x {207 | 163, | 22 | 37 | o065 | 1,00 | 1,5 | 102 | 547 |
o | o001 | o0 | o000 | o066 | o0J2 | 0,06 | 0,007 | o005 | 0,04 |
ecv ) o0 | o0 | o004 | 008 | o048 | 0,056 | 006 | 0,05 | 0,01 |
R1 | 2,60 | 1,41 | 2,63 | 3,58 | o84 | 1,09 } 3,05 | 0,552 | 2,9 |
bor 3 R2Z | 2,8 | 1,29 | 2,62 | 365 | 0,80 | 1,04 | 305 | o059 | 2,87 |
X | 2,713 | 1,35 | 2.63 | 3,62 | o082 | 1,07 | 305 [ 0,56 | 2,9 |
o } o8 | o008 | o0 | 005 | 0,03 | 004 | 000 | 005 } 0,06 ]
cv |-o06 | o006 | 0003 | 0,00 { 003 | 0,03 | o000 | 0,0 | 0,02 |
R) f 25 | o083 | 1,6 | 3,4 | 105 | o061 | 2,23 | 0,62 | 2z, |
o s Re | 2,43 [, 080 | 1,87 | 3,80 | 1,56 | 90,5 | 2,25 | 0,8 | 2,80 |
x | 24 | 08 | w7 | 360 ] 1, | o056 | o228 | 0,73 | 2,9 |
e | 006 | 0,02 | on¢ | 0,28 | 0,3 | 007 | 0,00 | 035 | 0,06 |
ev | o002 | o003 | o08 | 008 | 0,2 | o002 | o0t | o020 | 0,02 |

Tabela 3.8 Produtividade primaria (mg C b m'3. 10'4 celulas) para trés clones de P..tricornutum em fase
estacioniria, em trés meios de cultura sob efeito de tvés temperaturas (experimento trifatorial:
3 - - - - -
3 ). R: réplica; x: média: o: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.

Temperatura | " 160C | 200C | ' 240C |
Meio | Asp, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard | ASP, | ERD-SC. | Guillard |
Rep. | |
Clone
RY | 5,35 | 1,56 | 1204 | 9,4 | os2 | 3,20 | 1,03 | o4 | sn |
- Rz | 5,39 | 1,55 | 129 | 7.3 | o8 | 346 | 1,00 | 043 | 5,07
1
X | 5,37 | 1,55 | 12,53 | 83 | o7 | 3,3 | 1,07 | o045 | 509 |
o | 0,03 | o000 | o5 | 1.9 [ o33 | 038 | 005 | 0,02 | 003
cv | o0t | o0 | o004 [ 038 | o8 | 005 | 005 [ 0,04 | o0 |
RU | o8g9 | 2,85 | 1,09 | 7,48 | oo | 295 | v | 0,17 | 208 |
Re | 9.62 | 2,60 | 1,05 | 7,60 | o068 | 28 | 1,u | 0,9 | 2 |
UBA 3
X [ 9.2 | 2,73 | mo7r | o752 | o0 | 2,89 | 1,0 | 008 | 2.5
o | o8 | o008 | 003 | om .| o0 | o008 | 000 | o0 | 0,05 |
o | o008 | 007 | <o, | 00t | 003 | 003 | 000 | o006 | 002 |
RY f1.e0 | 1,79 | 6.8 | 615 | o058 | 2,9 | 072 | o022 | 298 |
\ Rz fn,2r | 1,73 | 7,69 | 689 | o086 | 250 | 073 | 0,30 | 3,08 |
UBA S -
X e ) e | 727 |52 | 072 | 2,75 | 0,73 | 0,28 | 3,03
o | 0,28 | o004 | 0,60 | 0,52 | o2 | 035 | 0,00 | 0,06 I o007 |
v | 00 | o0 | o008 | o08 | o2 | 033} 00 | 02 | 002 ]
rias para todos os experimentos compa- Considerando-se a fase estacionaria
rativos entre os tres clones se encon- o pH atingiu o valor 8,6 somente a 160C.
tram na tabela A26. Em relagao ao meio Erd-Schreiber,para as

trés temperaturas a amplitude de variagao
foi de 7,8 a8,9 durante a fase exponencial
de crescimento.Na fase estacionaria valo-

Para o meio ASP, nas tres temperé—
turas a amplitude de variagao do pH foi
de 7,5 a 8,2 para a fase exponencial de

res de 9,0 a 9,4 so foram observados a 1€0C.
crescimento.
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Figura 3.9 -
tres clones de P.tricornutum durante a
fase estacionaria de crescimento expres-
mg C.h”] _3.mg clorofila-a”!

Sa em .m

0 meio Guillard apresentou, para
as tres temperaturas, uma amplitude de
variacao de 7,8 a 9,3 durante a fase ex-
ponencial tendo alcancado valores ate
10,2 durante a fase estacionaria somen-

te a 160C.

3.8 - Aspectos dos tres clones de P.

trhicornutum ao microscopio optico.

Todos s tres clones utilizados
nesses experimentos apresentaram sempre,
ao longo de todos os tratamentos, celu-

( 3 esquerda) e mg C.h
( a direita).

Cada barra dos histogramas
representa a media de duas observagoese

las fusidormes como descreve Wilson(1946).
Entretanto, em tres frascos contendo cﬂl
turas-estoque de cada um deles acidental-
mente deixados numa incubadora a 160C du
rante cerca de 90 dias sob uma iluminagao
de 800 lux, foram observados praticamen
te todos os morfotipos descritos por
Wilson (op.cit.) e inclusive a formagao
de cadeias como descreve Coughlan (1962)

e Borowitzka et af.(1977)

A figura 3.10 A a J mostra uma se-
rie de microfotografias feitas com mi -



croscopio de contraste de fase dos di-
versos morfotipos observados.

0 comportamento dos tres clones pa-
ra essas culturas mantidas casualmente
estaticas, sob baixa intensidade Tumino
sa e a 160C, foi bastante distinto. As-
sim, a formagao de cadeias e a presenca
de morfotipos trirradiados e crucifor-
mes so foi observada no clone de Ubatu-
ba {U3), O clone de Cananeia (C1) se
apresentou somente com os morfotipos
fusiformes e ovoides., Em sua grande
maioria os morfotipos fusiformes forma-
ram grumos de densidades celulares va-
riaveis, porem quase sempre com as ce-
lulas unindo-se pelas extremidades de
um dos bragos assumindo o aspecto de

uma estrela ( figura 3.10A)
A ;

clane de
Cananeia
(C1) for-
mando gru-
mos ("clus
ters")e

Justamente no inicio dos experimen-
tos com esse clone as celulas presentes
nas culturas-mae mantidas no " Banco" de
Algas do IOUSP se apresentavam sob esta
forma. Sucessivas lavagens e homogenei-
zagao dessas culturas permitiram a prepa-
ragao de inoculos com celulas fusiformes
perfeitamente isoladas e homogeneamente
distribuidas nos meios de cultura.

A figura 3.10B mostra uma forma ex-

tremamente rara nas amostras analisadas

D Figura 3.70B,C e D - Morfoti-
pos do clone de Cananeia(Cl):

mor
fotipo fusiforme possivelmente
dando origem a formas ovoides(B);
grumo de morfotipos ovoides(C);
morfotipo fusiforme mostrando dais

‘globulos refringentes tipico das
formas envelhecidas (D)e
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desse clone que, possivelmente, corres-
ponda a um estagio na formagao de morfo
tipos ovoides a partir de um morfotipo

fusiforme normal como descreve Wilson

( op.cit.). Na figura 3.10C sao mostra-
dos morfotipos ovoides formando um gru-
mo de celulas ladeado por alguns morfo-
3.10D0 apa

rece um morfotipo fusiforme apresentan-

tipos fusiformes e na figura

do dois globulos refringentes ao lado do
cromatoforo.

Quanto ao clone de Ubatuba (U3) os
morfotipos trirradiados observados se
assemelham aos morfotipos fuéiformes a-
presentando no entanto os bragos com ex
tensoes ligeiramente menoreé ( figura
3.10E).

,Figura 3.10E - Morfo-

5 ;ﬁmas trirradiadas pro-
r ﬁﬁfvave]mente apos a ci-
1 tocinese,a direita
“uma forma com um dos
bragos alongados, a esquerda uma forma
com bragos de extensoes iguais formando

angulos aproximadamente iguaise

Aparentemente esses morfotipos exi-
biam apenas um cromatoforo. Em todas as
subamostras realizadas para analise ao
microscopio com contraste de fase pude-
ram ser encontrados alguns desses morfo-

tipos.

Os morfotipos cruciformes ao contra
rio eram extremamente raros so tendo si-
do observados tres em todas as subamos-
tras ( cerca de 20 subamostras). Um de-
les se apresentava com forma bastante re
gular e os outros dois com dois bragos
bem mais curtos e 1rregulares exatamente

como descreve Wilson (op. cit.) (fiqura
3.10F).

Figura 3.10F - Tres, morfo-
tipos cruciformes do clone
de Ubatuba(U3): a esquerda
uma forma com bragos de ex

tensGes similares, a direi
ta e a esquerda formas com
ddois bragos mais curtos e

“dirregularese

Durante todas as contagens de celu-
las referentes aos experimentos com os
tres clones raramente eram observados
morfotipos trirradiados e sempre no clo-
ne de Ubatuba(U3).

As formas ovo des observadas nos
tres clones -nao apresentavam bragos, sua
extensao era bem menor do que a dos fusi
formes e, caracteristicamente, apresenta
vam todo seu espago interno ocupado pelo
cromatoforo. A figura 3.10G mostra alguns
morfotipos ovoides formando um pequeno
grumo observado em amostras do clone de
Ubatuba (U3).

Em relacao a formacao de cadeias
( figura 3.10H), tambem so observadas



Figura 3.10G - Morfotipos ovoides do

clone de Ubatuba (U3) formando um pe-
queno grumoe

no clone de Ubatuba(U3), lavagens suces-
sivas visando verificar a manutengao ou
nao dessas formas, deram como resultado
um aumento no numero de cadeias mais cur
tas ao lado dos morfotipos fusiformes
normais ja existentes. As cadeias que an
tes das lavagens se apresentavam cons-
tituidas por 8 ate mais de 300 celulas,
apos as lavagens apresentaram predomi-
nancia de cadeias com 50 a 60 celulas.
Resultados muito similares foram obti-
dos por Borowitzka et al (1977).

Figura 3.10H - Formacao de cadeias de
morfotipos fusiformes no clone de Ubatu-
ba (U3): a direita acima parte de uma
cadeia que apresentava mais de 300 ce-
Tulas, embaixo a esquerda e no centro
uma cadeia curta com quatro celulas cu-

Jas extremidades dos bracds se encontram
encurtadas e dilatadas, a direita uma
cadeia com celulas cujos bracos foram
extremamente encurtadose




Aparentemente essas cadeias eram
formadas por celulas fusiformes cuja ex
tensao e forma dos cromatoforos se apre
sentava bastante variada. Foram observa
das tambem cadeias curtas, com quatro
celulas, cujas extremidades dos bracos
se apresentavam encurtadas e dilatadas,
e outras nas quais aparentemente os cro
matoforos assumiam um aspecto muito se-
melhante aquele observado para os morfé
tipos ovoides.

A figura 3.101 apresenta os morfo-
tipos fusiformes normais observados nas
amostras do clone de Ubatuba (U3).

No que concerne ao clone de Ubatu
ba (US) observou-se que a maioria das
celulas se apresentava com morfotipos
ovoides em grumos extremamente densos
( figura 3.10J).

Figura 3.10I - Mbrfﬁtipos fusiformes
normais do clone de
Ubatuba (U3)e

Restavam, comparativamente, poucas celu-
las fusiformes e, geralmente exibindo um
aspecto tipico daquelas celulas mantidas
em culturas envelhecidas : a porgao me-
diana que contem o nlcleo e cromatoforo
normalmente intumescida nas célglas em
bom estado fisiologico, extremamente re-
duzida; os bragos que correspondem aos
prolongamentos das valvas bastante finos

e frequentemente curvados.

Figura 3.10J - Morfo
tipo fusiforme carac
teristico do clone
~de Ubatuba ( U3)e




Figura 3.10J - Clone de Ubatuba (U5) :
acima e abaixo grumos de morf6tjpos ovai

dese

43
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4 - DISCUSSAQ

4.1 - Parametros das respostas de cres-

cimento.

Em bijoensaios estaticos, os experi-
mentos sao executados num sistema fecha-
do ( "batch") sem possibilidades de.con-
trole da composigao dos nutrientes duran-
te a fase de crescimento das culturas.
Estas sao inoculadas a partir de cultu-
ras-estoque e crescem sob determinadas
condigoes de luz e temperatura até que
o(s) nutriente(s) limitante(s) do cres-
cimento sao exauridos, momento em que os
experimentos sao encerrados. Conforme as
condigoes de cultura e organismos teste
a curva de crescimento pode assumir aspec
tos variaveis. Em principio, contudo, a
curva de crescimento pode ser dividida
em quatro fases fisiologicamente distin-

tas:

1. Fase "lag" inicial
Esta fase representa a " juventude
fisiologica" da cultura. 0 tempo de
corrido antes do inicio das divisoes
celulares depende da idade do inoculo
e da composigao do meio de cultura.

2. Fase de crescimento exponencial ou 1o
garitmico.

Esta representa a fase de crescimen-
to na qual as algas estao se multi-
plicando segundo uma taxa aproxima-
damente constante. Esta taxa de cres
cimento € caracteristica para cada
especie sob uma determinada condigdo
de cultivo e representa a capacidade
reprodutiva maxima daquela especie
num determinado ambiente.

3. Fase estacionaria

Nesta fase as algas sdo suficiente-
mente numerosas a ponto de exercer
um efeito apreciavel sobre o meio.
Eventualmente alguns nutrientes sio
exauridos e o ambiente. se torna me-
nos favoravel ao crescimento a pon-
to da taxa de crescimento diminuir
ate uma fase estacionaria.

4. Fase de declinio

Nesta fase as condigoes nutricionais

para qualquer crescimento ulterior

sao tao improprias que a morte e 1i-
se das algas comega a predominar so-
bre o crescimento.

Quando as condigbes'da cinetica de
crescimento de uma dada especie de alga
sao efetivamente conhecidas, entao os se
guintes parametros de crescimento podem
ser utilizados como base para avaliagao
de tratamentos experimentais:

M max.= taxa especifica de crescimento
maxima. '

X max.= biomassa algal maxima

Y max.= coeficiente maximo de rendimgﬂ

to celular ( biomassa.celular
por quantidade de nutriente 14
mitante do crescimento removi:
do).

As variagoes na biomassa algal pro-
do tempo para um dado

sistema podem ser expressas conforme a

duzidas em fungao

seguinte equacao:

X w-kd) X
dt
onde X : densidade da populagao.
t : tempo
wi L X paxa especifica de
X dt

crescimento
Kd : taxa especifica de declinio do



organismo ( morte e respiragao)
- i . - .
e sob condigoes naturais tambem sedimen-
tagao, " grazing", Tixiviagao,etc.

Durante a fase estacionaria de cres
cimento u pode ser expresso em fungao da
concentragao disponivel de nutrientes in-
tracelulares pela seguinte equagao
( Gargas, 1974 )

Ci - Ca

Moo= fx ;
Ke + Ci - Ca

f _ _Kc + Ci max - Ca «

- Ca

U max.

Ci max

onde Ci_ Si

e a quantidade total de nu
X trientes organicos e inor-
ganicos intracelular por

biomassa.
Ca_ ] - . . -1'..
= — & 0 requisito minimo de nu-
max .
Y trientes.
Kc : & a constante de saturagao

Ci max :& a concentragao intracelular ma
xima de mutrientes ( Ci quando

u =

Empiricamente tem sido demonstrado

p max.).

que 0s nutrientes sao absorvidos em ex-
cesso pelas algas durante a fase "lag"
de crescimento. Consequentemente, em ex
perimentos de crescimento nos quais sao
empregados meios com baixas concentracoes
iniciais de nutrientes, ja durante a fa-
se de crescimento exponencial as algas
terdao esgotado os nutrientes essenciais
desses meios. Nessas condigoes valeria a
seguinte equagao:

So

X

onde So e a concentracao inicial de nu-

Ci =

trientes.
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Ao contrario das culturas mantidas
em quimostatos, as culturas mantidas em
sistemas fechados sdo consideradas nao
balanceadas na medida em que concentragoes
de nutrientes, relagao superficie/volume,
etc estao continuamente sendo modifica-

das. Certamente isso ocorre devido as.

mudangas na fisiologia do crescimento da
alga em sua§ distintas fases. Por conse-
guinte, umax ( a taxa maxima de cresci
mento estimada em culturas fechadas) se-
ra normalmente menor do que aquela esti
malada em culturas mantidas em quimosta-
tos.

Na pratica, y max. e estimado con-
forme a seguinte equagao:
lTog, X, - log, Xy

t, -t

U max=
2 1
onde X, e a biomassa no tempo t,

X e a hiomassa no tempo t

Ao contrario da taxa maxima de cres
cimento que representa um parametro di-
namico estimado durante a fase exponen-
cial de crescimento, os parametros bio-
massa maxima produzida ( X max) e coe-
ficiente maximo de rendimento celular
(Y max) representam parametros descri-
tivos estimados durante a fase estacio-
naria de crescimento. Freguentemente X
max e expresso como peso seco, volume ce
lular, numero de celulas, clorofila,car-
bono particulado, nitrogenio particulado,
fosforo particulado e Y max. como biomas-
sa produzida em peso seco ou volume celu
lar por quantidade de nutrientes limitan-
tes do crescimento, 0s quais normalmente
sao o fosforo e o nitrogenio ( Gargas,
1974).
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As respostas de uma zlga para deter
minados meios de cultura podem ser melhor
definidas atraves de suas taxas de cres-
cimento durante a fase eXponencial de
crescimento uma vez que nesta fase os fa-
tores 1imitantes sao minimos. Evidentemen
te a medida destas taxas depende da tec-
nica de contagem celular, da diferenga de
densidades entre os dois pontos de refe-
réncia no tempo e do periodo de tempo to=
tal

Um outro aspecto importante direta-
mente ligado as contagens celulares a par
tir das quais foram derivadas as estima-
tivas das taxas maximas de crescimento e
biomassas maximas diz respeito as trans-
formagoes logaritmicas utilizadas neste
trabatho.

De acordo com EPA (1971) existem
tres razoes de ordem estatistica para se
analisar o logaritmo da contagem celular
alem ( ou inves) da contagem celular. Em
primeiro lugar e evidente que a varian-
cia ou desvio padrdao entre replicas e mui
tomaishomegeneo para o logaritmo da con-
tagem celular do que para esta simples -
mente. Em outras palavras, as diferengas
entre os desvios padrao para frascos sob
diferentes combinagoes experimentais sao

muito menores para o log da contagem ce-
Tular do que para a contagem celular. Is-

to apresenta diversas vantagens. A supo-
sigao que os desvios da populagao ( des-
conhecidos ) sao todos identicos & plau-
sivel com o uso do log da contagem mas
nao o e com a contagem celular, fato que
nos permite utilizar estimativas conjun-
tas de variancia o que nos fornece testes
mais poderosos e melhores estjmativas de
variancias. Esta homogeneidade tambem sig
nifica que os dados se aproximam mais pa-

ra satisfazer as suposigoes subjacentes
as comparagoes estatisticas dos tratamen-
tos.

Uma segunda razao para se utilizar
a transformagao logaritmica e que a va -
riagao entre o log das contagens entre ré-
plicas de frascos tende a apresentar uma
distribuicao mais normal.do que a variagao
entre as contagensma terceira razao,talvez
mais premente, envolve a correlagao en-
tre medias e desvios padrao. E fora de
duvida que as combinacdes de tratamentos
que produzem grandes numeros de algas tem
grande variabilidade frasco a frasco en-
tre replicas. Esta correlgdo entre a mé-
dia e o desvio padrao chega ao redor de
0,8, que representa um valor muito alto.

Para dados biologicos que abrangem
varias ordens de magnitude a transfor -
magao logaritmica frequentemente corrige
todos os tres problemas: produz varian-
cias homogeneas, o log dos dados parece
ter uma distribuigao mais proximamente
normal e faz desaparecer a correlagao en
tre medias e desvios padrido. Nesse caso
a transformagao logaritmica influencia
no sentido de produzir homogeneidade e
normalidade, porem existe uma correlagao
negativa entre medias e desvios padrao
do log dos dados.

Em termos praticos € muito interes-

sante observar que a precisdo, medida pe-
g X

X

1o coeficiente de variagao, CV= ,e

a grosso modo de uma ordem de magnitude

meThor para o log do nimero de celulas do
que para a contagem celular. Isto prova -
velmente resulta do fato que a transfor -
magao logaritmica reduz amplamente o efei
to ( sobre o desvio padrdo) de um ou dois
frascos que diferem muito de outros num



conjunto de replicas. Se a transformagao

Togaritmica reduz a dispersdo da distri -
buigcao de observacoes relativas a media,

L.e., se diminui o coeficiente de vari -

agao tao drasticamente, entao ela certa-

mente deve ser empregada.

Ao lado de uma Tinha mais filisofica,

pode-se considerar qual escala de medida
e mais apropriada: numero de células con-
tadas ou log desse nimero. 0 Estatistico

nao pode nem deve fazer essa determinagao.

Na consideragao deste problema deve-se le
var em conta a ampla faixa de contagem ce

Jular envolvida. Assim, por exemplo, neste

trabalho as contagens variaram de 1,00 x
10% até cerca de 2,00 x 107, Suponhamos
que os numeros medios de celulas sob duas
condigoes distintas foram 1.000 e 2.000,
uma diferenga'de 1.000. Teria uma dife-
renga de 1000 celulas neste caso a mesma

significancia da diferenca de 1000 células

entre medias de 20.001.000 e 20.000.0007?
Seria uma diferenca no quinto digito tao

significante quanto no 19 digito? Se a res

posta for negativa entao uma escala loga-

ritmica e fortemente sugerida como uma es-

cala mais significativa de medida do que
uma escala aritmetica.

Nao obstante as razoes alinhadas an-
teriormente, as medidas do " standing -

stock" diario estimadas através de conta-
gem celular.e fluorescencia {n vivo fo-
ram tabuladas sem transformacgdo logarit-
mica para se ter uma perspectiva da pre-
cisao dos dois metodos.

Uma comparagao dos coeficientes de
variagao para as duas estimativas ( tabe
las A10 e A20) mostra que, exceto para
as duas primeiras observagoes, pratica -

mente em todos os experimentos nao exis-

47

tem diferencas signifizativas entre elas.
As tabelas A21 e A22 mostram que as am-
plitudes de variacao dessa medida de dis-
persao para os dois metodos sao pratica-
mente as mesmas.

A menor variabilidade das medidas de
fluorescencia 4{n vivo no inicio dos expe-
rimentos quando comparada com a contagem

celular certamente esta ligada a uma me-

nor sensibilidade em responder a peque -
nas-diferengas existentes nos inoculos a
te 24h apos o inicio do crescimento das
populagoes.

Na tabela A27 se encontram todos os
valores das contagens celulares (media
de tres replicas), fluorescencia in vivo
(media de tres replicas) e clorofila-a
total (uma replica) transformados em lo-
garitmo neperiano para todos os experi-
mentos comparativos entre os tres clones.
Pode-se notar que as correlagoes entre
essas variaveis assim transformadas fo-
ram muito boas ( amplitude de variagao
de 0,922 a 0,999).

Analisando-se as matrizes de cova-
riancia na tabela A27 verifica-se que as
variancias ( diagonal da esquerda para a
2, Syz, Szz) das tres varia-
veis empregadas para a construcao das cur

direita, Sx

vas de crescimento nao diferem de modo
significativo para cada experimento e por

conseguinte as sensibilidades dos tres
metodos se situam praticamente num mes-

mo nivel,

Testes de regressao linear visando
comparar os coeficientes angulares e 1i-
neares (tabela A28)obtidos pelas regres-
soes lineares derivadas das curvas de
crescimento com base na contagem celular
e na fluorescencia .{in vivo, para diversos
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experimentos executados no meio Guillard,
mostraram que os coeficientes angulares
fornecidos pelos dois metodos de estima-
tiva do " standing-stock" diirio nio di-
feriram significativamente. 0Os coeficien
tes lineares, por outro lado, apresenta-
ram diferengas significativas o que deve
estar ligado, como ja mencionado, 3 menor
sensibilidade da fluorescéncia in vivo
para detectar pequenas diferengas iniciais
nas densidades das populagoes. Este fato
pode ser verificado na comparagao da
por¢cao inicial das curvas de crescimento
por contagem celular e por fluorescencia
{n vdvo na qual a fase "lag", especial-
mente para as temperaturas mais elevadas,
e mais demorada. Consequentemente ao in
cio da fase exponencial correspondem va-
lores de " standing-stock" estimados pe-
la fluorescencia <n uivo inferiores 3que
les valores estimados pela contagem celu-
lar e o intercepto das retas de regressdo
( coeficientes Tineares) sao sempre meno-
res do que os obtidos pelas contagens ce-
lulares.

Como ja foi assinalado anteriormen-
te a medida das taxas maximas de cresci-
mento depende da diferenga de densidades
entre 0s dois pontos de referencia no tem
po e do periodo de tempo total estimado
para a duragao da fase exponencial. Por
essa razao, o fato de dois metodos dis-
tintos de estimativa do " standing-stock"

poderem fornecer coeficientes angulares
identicos derivados das regressoes linea

res, nao significa necessariamente que
devem corresponder a estimativas de ta-
xas maximas de crescimento identicas.

Uma comparagao das taxas maximas me
dias de crescimento estimadas pelos dois
metodos ( testes F) agrupando os resulta

dos para os tres clones.em cada meio de
cultura e temperatura de execugao dos ex
perimentos, revelou a existencia de difg
rengas significativas. As uUnicas excegoes
foram verificadas para as taxas obtidas
a 160C no meio Guillard e a 200C no meio
ASP2.
0s coeficientes de variagao médios,
calculados a partir dos agrupamentos dos.
resultados para os tres clones em cada
meio de cultura e temperatura, foram: pa-
ra contagem de celulas a 160C, 0,02 e
uma amplitude de variagao de 0,01 a 0,04;
para fluorescencia 0,15 e uma amplitude
de variagao de 0,00 a 0,20; para conta-
gem a 200C, 0,03 e uma amplitude de va-
riégEo de 0,01 a 0,06; para fluorescencia
0,09 e uma amplitude de variagao de .0,0]1
a 0,24; para contagem a 240C, 0,11 e uma
amplitude de variagao de 0,01 a 0,32; pa
ra fluorescencia 0,07 e uma amplitude de
variagao de 0,01 a 0,21.

A variancia do residuo, levando-se
em conta todos os experimentos,foi de
0,00524 para contagem e 0,01579 para fluo
rescencia (tabelas 4.1 e 4.3), portanto
3 vezes maior para esta Ultima.

As diferengas constatadas para os
dois metodos de estimar as taxas maxi-
mas medias de crescimento se refletiram
na analise de variancia ( tabelas 4.1 e
4.3). Para as estimativas baseadas na
contagem celular foi determinada a exis-
tencia de interagoes significativas en-
tre os clones e os meios, entre os clo-
nes e as temperaturas, entre os meios e
as temperaturas e entre 0s tres fatores
ao mesmo tempo. Ja para as estimativas
baseadas na fluorescencia as duas pri-
meiras interagoes mencionadas acima nao
foram significativas. Isso pode ser melhor



visualizado quando se comparam as ilus-
tragoes das interagdes pelos dois méto-
dos ( figuras'4.1 e 4.2) nas quais pode-
se notar que, para a fluorescencia, as

Tinhas. ( MxC
paralelas e as interacOes s3o muito me-

e TxC)sao mais ou menos

nos pronunciadas quando comparadas com
as linhas referentes as contagens.

Da mesma maneira, a analise de agru
pamento apresentou uma maior discrimi -
nagao para contagem do que para a fluo-
rescencia havendo entretanto concordan-
cia entre os dois metodos para a Unica
conclusao obtida por esta uUltima.

4.2 - Taxas maximas de crescimento

A tabela 4.1 mostra os resultados
da analise de variancia para as taxas
maximas de crescimento baseadas nas con-
tagens celulares.

As estatisticas fornecidas por essa
analise testam as seguintes hipoteses:

HO] : C] = C2 = C3 =0, testa a igualdade

de medias entre o0s trées clones

H02 : M] = M2 =M3 =0 , test@ a igualdade
de medias entre os trés meios

H03 : T] =T2 =T3 =0 , testa a igualdade
de medias entre as tres temperatu-
ras

Hoa + CM{j =0, testa a existencia de
£ =1,2,3 interagao entre o .i-esi
§=1,2,3 mo clone e 0 j-esimo

meio.

'HOS : CT@& =0 , testa a existencia de
4=1,2,3 interagao entre o £{-esi
k=1,2,3 mo clone e a k-esima

temperatura.

Hog ¢ MTjk =0 , testa a existencia de

4§ =1,2,3 interagao entre o j-ési-
k =1,2,3 mo meio e a k-esima tem-

peratura.
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H07 : CMTifk=0 , testa a existencia de
4 =1,2,3 interagdo entre o {-esi
§=1,2,3 mo clone, o f-esimo
k =1,2,3 meio e a k-esima tempe

ratura.

Foram rejeitadas todas as hipoteses,
assim conclui-se que existem diferencgas
significativas nas taxas de crescimento
dos tres clones, entre os trés meios de
cultura e entre as tres temperaturas. Da
mesma forma constatou-se que existem in-
fluencias reciprocas entre os clones e
os meios de cultura,. entre os clones e
as temperaturas, entre os meios e as tem
peraturas e entre os tres fatores simul-
taneamente. Consequentemente o modelo pa
ra esses dados sera :

YifRE = u+ CL + Mj + TR+ CMif + CT<k
+ MTjk + CMT.ijk + E{jk€ onde i= 1,...
3, 4 =1,...,3 , k=1,...,3 ,2=1,...,3

A analise de agrupamento forneceu na
primeira partigcdo A = 65,058 e Ac =36,415
(5%); na segunda particao A = 16,71 e
Ac = 24,736, para o 10 grupo, A =19,853
e Ac = 21,920 (2,5%) para o 29 grupo.
Assim foram obtidos dois grupos de medias
homogeneas de 0,66 a 1,23 e de 1,24 a
2,04

As taxas maximas de crescimento foram
significativamente distintas entre : o
clone de Cananeia (C1) e o de Ubatuba
(U3) nos meios ASP2 e Guillard a 160C e
no meio Erd-Schreiber a 240C; o clone de
Ubatuba (U3) e o de Ubatuba (U5) nos meios
ASP2 e Guillard a 169C e no meio Erd-
Schreiber a 240C. Entre os clones de Ca-
naneia (C1) e de Ubatuba (U5) n3ao foram
observadas diferengas significativas.

A partir da tabela 4.2 foram cons-
truidos graficos ( figura 4.1) que ilus-
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tram o comportamento dos trés clones para  dem ( CxM , CxT , MxT ) e de segunda or-

a variavel taxas maximas de crescimento =~ dem ( C x M x T).
com base na contagem celular bem como a 0s resultados dos testes de signi-

existencia de interagGes de primeira or- ficancia indicam que existe uma interagao

Tabela 4.1 Analise de Variancia dos dados da tabela 3.1

Niveis dos Fatores: M=3; Ta3; Ca3; Ra3.

Media Total: 1,21901

Fonte de - Graus de Soma dos Quadrado Razdo de
Variacao Liberdade Quadrados Medio Vari@ncias(F)
M 2 0,5645] 0,28226 53,90898(M) waw
T 2 2,05646 1,02823 196,38458(T)  **+
[ 2 0,28285 0,14143 27,01155(C) ol
MT 4 2,28963 0,57241 109,32587(MxT)  **»
MC 4 0,19444 0,04861 9,28425(MxC) #**+*
TC 4 0,15267 0,03817 7,28979(TxC) ***
MTC 8 0,42681 0,05335 10,18970(MxTxC)***
ERRO 54 0,28273 0,00524
TOTAL 80 6,25012 )
F 0,05 (2,54) = 3,17 F 0,01 (2,54) = 5,04 F 0,001 (2,54) = 7,91
(4,54) = 2,55 (4,54) = 3,70 (4,54) = 5,43
(8,54) = 2,12 (8,54) = 2,87 (8,54) = 3,97

3
Tabela 4.2 Dados da tabela 3.1 (experimento fatorial 3 ) redispostos na forma de dupla entrada (two-way) com
cada dado representando a soma dos blocos. Esses dados sdo colocados em grafico para a {lustracdo
das interacdes de 13 e 23 ordem (ver figura 4.1),

Fator M Fator C = Fator T =« Temperatura
Meto Clone . 160C « ti 200C « t2 240C « t3 Total = t14t24t2
CAN 1 = ¢l 3,15 4,10 1,99 9,24 (mict)
ASP, = ml UBA 3 = ¢2 3,99 4,17 2,97 1,13 (m1c2)
UBA 5 = 3 3,06 4,40 2,29 9,75 {mtc3)
Total = cl+c2+c3 10,20 (mi1tt) 12,67 (mit2) 7,25 (mi1t3) 30,12 (m1)
ci 4,75 3,10 2,98 10,83 (m2c1)
ERD - SC.s m2 c2 4,64 3,40 3,88 11,92 (m2c2)
cl 6,11 3,68 S 3,10 12,89 (m2c3)

cf 3,48 4,07 3,08 10,63 (m3c1)

GUILL. = m3 c2 3,72 4,30 1,33 11,35 (m3c2)
c3 3,48 4,29 3,23 11,00 * (m3c3)

Total = clec2+ec3 10,68 (m3t1) 12,66 (m3t2) 9,64 (m3t3) 32,98 (m3)

Total = ct 11,38 (ticl) 1,27 (t2ct) 8,05 (t3c1) 30,70 (c1)
al +m2 + m3 . c2 12,35 (tice) 11,87 (t2c2) 10,18 (t3c2) 34,40 (c2)

c3 12,65 (tic3) 12,37 (t2c3) 8,62 (t3c3) 33,64 (c3)
Total = clec2+c3 36,38 (t1) 35,50 (t2) 26,85  (t3) 98,74

|
l
|
|
|
I
|
l
Total = cl+c2+cd 15,50 (m2t1) 10,18 (m2t2) 9,96 (m2t3) 35,64 (m2) |
l
\
|
l
|
|
l
|




altamente significativa entre os meios

e as temperaturas, entre os clones e 0s
meios e entre os clones e as temperatu-
ras. Isto pode ser observado na figura
4,1, Nota-se que as linhas que ilustram
as relagdes entre esses fatores nao sao
paralelas mas apresentam intersecgoes
que evidenciam efeitos combinados signi-
ficantes. Assim, passando-se do meio sin
tetico ASP, (M1) para os meios enrique-
cidos Erd-Schreiber (M2) e Guillard f]
(M3) os efeitos sobre as taxas maximas
de crescimento sao mais marcantes sobre
o clone de Ubatuba U3 (C2), o mesmo ocor
rendo com o aumento da temperatura.

A interacao de 29 ordem evidencia
que as interagoes entre os clones e 0s
meios dependem do nivel do fator tempera-
tura como se deduz pelas intersecgbes das
meios ASP, (M1) e Erd-Schrei-
parte inferior da figura 4.1.

1inhas nos
ber (M2)na
Para esses
Ubatuba U3
em relacao

dois tratamentos o clone de
mostra as maiores diferengas
aos clones de Cananeia C1 e
de Ubatuba U5 nas temperaturas de 160 e
240 (M1) e 240 (M2). No meio Guillard
(M3) as linhas sao mais ou menos parale-
las para os tres clones evidenciandd au-
sencia de efeito combinado.

5]

As taxas maximas de crescimento es-
timadas com base na fluorescencia Ln vivo
foram submetidas a analise de variancia
cujos resultados se encontram na tabela
4.3.

De acordo com esses resultados foram
rejeitadas as hipoteses HU]’ HOZ’ H03,

HO6’ H07 e por essa razao conclui-se que
existem diferencgas significativas nas ta-
xas de crescimento dos tres clones, entre
0s tres meios de cultura e entre as tres
temperaturas; tambem existem influencias
reciprocas entre os meios e as temperatu-
ras e entre os tres fatores simultanea -

mente. Assim o modelo sera:

+ Th +MTjh  +ELjRE
=1,...,3 L,k =1,...,3,

Yifkl = u + CL+ My
onde L=1,...,3 , §
L=1,...,3

A analise de agrupamento forneceu na
primeira particao A = 58,959 e
Ac = 32,671 (5%); na segunda partigao
A =7,649 e Ac = 11,143 para o 19 gru-
=15,453 e Ac = 34,17 (2,5%) para
0.29 grupo. Dessa forma foram obtidos dois

pa, A

grupos de medias homogeneas de 0,81 a 1,19
e de 1,33 a 1,85.

0 clone de Cananeia C1 diferiu signi
ficativamente dos clones de Ubatuba U3 e

Tabela 4.3 Andlise de Variancia dos dados da tabela 3.2 .

Niveis dos Fatores: M=3; T=3; C=3; R=3.

Media Total: 1,40580
Fonte de  Graus de Soma dos Quadrado Razao de
Variacdo Liberdade Quadrados Medio Variancias(F)
M 2 0,42676 0,21338 13,51450(M) bl
T 2 0,32874 0,16437 10,41053(T) bl
c 2 0,13408 0,06704 4,24591(C) *
MT 4 2,21449 0,55362 35,06412(MxT) ***
MC 4 0,10832 0,02708 1,71507(MxC) ns
TC 4 0,11424 0,02856 1,80830(TxC) ns
MTC 8 0,35894 0,04987 3,15842(MxTxC) **
ERRD 54 0,85260 0,01579
TOTAL 80 4,57817
F 0,05 (2,54) = 3,17 F 0,01 (2,54) = 5,04 F 0,001 (2,54) = 7,9)
(4,54) = 2,55 (4,54) = 3,70 {4,54) = 5,43
(8,84) = 2,12 (8,54) = 2,87 (8,54) = 3,97
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ordem : ordenadas
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0s resultados dos testes de signi-
ficancia indicam a existencia de uma in-
teragao altamente significativa entre os
meios e as temperaturas como se pode ob-

U5 no meio Erd-Schreiber a 240C.

A tabela 4.4 mostra os resultados
das estimativas das taxas maximas de cres

cimento baseadas na fluorescencia {n vi- _ _
servar na parte superior da figura 4.2

vo a partir dos quais foram construidos o _ N
' para o grafico M xT. A interagao de 29

os graficos das interagoes ( figura 4.2). ' _ _
ordem ilustrada na parte inferior da mes

3
Tabela 4.4 Dados da tabela 3.2 {experimento fatorial 3 ) redispostos na forma de dupls entrada {two-way) com
cada dado representando a soma dos blocos. Esses dados s30 colocados em grafico paraa ilustracao
das interacGes ce 13 e 23 ordem (ver figura 4.2).

Fator M = Fator C = Fator T = Temperatura
Melo Clone 160C = tf 200C « t2 260C » t3 Total = tist2+t3 |
CAN 1 = ct 3,35 4,28 4,28 1,91 (mict) )
ASP, = mi UBA 3 = c2 2,56 5,05 4,62 12,23 (mic2) |
UBA 5 = ¢3 2,44 4,37 4,52 11,33 (mic3) |
Total = clec2+c3 8,35 (m1t1) 13,70 {mit2) 13,42 (m1t3) 39,47 (m1) |
ct 4,98 4,02 3,58 12,58 (m2ct) |
ERD - SC.a m2 c2 5,56 4,44 4,42 14,42 (m2c2) |
c3 4,50 4,65 4,1 13,26 (mZc3) |
Total = cl+c2+cd 15,04 (m2t1) 13,11 {m2t2) 12,11 (m2t3) 40,26  (m2) |
c! 3,98 4,32 4,37 12,67 (m3ct) |
GUILL, = m3 c? 4,04 4,47 4,35 12,86 (m3c3) |
’ c3 4,35 4,36 3,90 12,61 (m3c3) |
Total = cl+c2+c3 12,37 {m3t1) 13,15 (m3t12) 12,62 (m3t3) 8,4 (m3) |
fotal ¢l 12,31 (tict) 12,62.(t2ct) 12,23 {t3ct) 37,06 (e1) )
- +°;g+""3 c2 12,16 (t1c2) 13,96 (t2c2) 13,39 (t3c2) 39,57 (c2) |
c3 11,29 (tic3) 13,38 (t2c3) 12,53 (t3c3) 37,20 (e3) |
Total = cl+c2+c3 35,76 (t1) 39,96 (t2) 38,15 (t3) 113,87 |
wit x e Txe Figura 4.2 - Ilustragao das inte-
racoes de 19 ordem: ordenadas
ViR(MxT), Y4 (MxC), Yik (TxC)
wo | @ e (parte superior) e de 29 ordem:
M [ G vl
MS £l C c ordenadas Y{ilk (M1), Yi2kR (M2),
10 - Y{3k (M3){ parte inferior).
B by -4 . :
0T 1 1 . L L Y media dos efeitos combinados
T T2 T3 M M2 M3 T T2 3
" vo . dos tratamentos sobre as taxas
5 e maximas de crescimento basea-
3 €2 ~ .. .
a % et das na fluorescencia Ln vivoe
cl ok}
1T ! 1 ’L_ i . T 1 1
T T2 T3 71 12 13 T! 12 13
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ma figura destaca as maiores diferengas existem diferengas significativas entre
para o clone de Cananeia (C1) no meio as tres temperaturas. 0 modelo para esses
ASP2 (M1) a 160C (T1) e para o clone de dados sera:

Ubatuba U5(C3) no meio Erd-Schreiber (M2)  Yj& = u + T4 + Ej& onde 4 =1,...,3
e no meio Guillard (M3) a 160C (T1) e 240 L =1

C (T3). A an3alise de agrupamento ndo apresen

A tabela 4.5 mostra os resultados da tou partigao significante ( X =29,285 e

analise de variancia para as taxas maxi- Ac = 36,415 para 5%). A tabela 4.6 e a
mas de crescimento estimadas com base na figura 4.3 apresentam os resultados des-
clorofila-a total. ’ sas estimativas e as respectivas ilus =

De acordo com esses resultados somen tragoes das interagoes.

te a H03 foi rejeitada consequentemente 0s testes de significancia indicam

Tabela 4.5 Analise de Variancia dos dados da tabela 3.3 .

" Nlveis dos Fatores: M=3; Te3; Ca3; Ral,

Media Total: 0,99444

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado Razao de

Variacao Liberdade Quadrados Medio Variancias{F)
M 2 0,09536 ) 0,04768 1,32900(M) ns
T H 2,44282 1,22141 34,04630(T)
C 2 0,1216 0,05608 1,56314(C) ns
MY 4 0,11636 0,02909 0,81084(MxT) ns
MC 4 0,04676 0,01169 0,32582(MxC) ns
TC 4 0,09382 0,02346 0,65381(TxC) ns
MTC 8 0,28700 0,03587
TOTAL 26 3,19427

F 0,05 (2,8) « 4,46 F 0,01 (2,8) = 8,65 F 0,001 (2,8) = 21,69

(4,8) = 3,84 (4,8) « 7,00 (4,8) = 14,39

Tabela 4.6 Dados da tabela 3.3 (experimento fatorial 3l) redispostos na forma de dupla entrada (two-way). Es
ses dados sao colocados em grafico para a {lustracdo das interacoes de 13 e 23 ordém (ver figura

4.3 ).

Fator M = Fator C = AAFator T = Temperatura
Hefo Clone 160C « t1 200C = t2 2400 « t3 Total = ti+t2+td |
CAN 1 = ct 0,89 1,24 0,68 2,81 (mict) |
ASP, = m UBA 3 = c2 0,90 1,89 0,73 3,52 (mic2) |
UBA 5 « c3 0,77 1,50 0,64 2,91 {mic3) |
Total = clec2+c3 2,56 (mitl) 4,63 (mit2) 2,05 (m1t3) 9,24 (mt) |
i c 0,62 1,48 0,65 ‘ 2,75 (m2ct) |
ERD - SC, = m2 c2 0,70 1,25 1,00 2,96 (m2c2) |
3 0,82 1,01 0,66 2,49 (m2c3) |
Total = cl+c2+c3 2,14 (m2t1) 3,74 (m2t2) 2,32 (m3t3) 8,20 - (m2) |
' cf 0,82 1,62 0,81 3,25 (micl) |
GUILL. = m3 2 0,90 1,54 0,80 3,24 (m3c2) |
o 0,95 1,23 0,84 3,02 (m3c3) |
Total » cl+c2+c3 2,67 (m3t1) 4,39 (m3t2) 2,45 (m3t3) 9,51 {(m3) |
: ¢l 2,33 (tict) 4,34 (t2ct) 2,14 (t3ct) 8,81 (c1) |
ol - c2 2,50 (tic2) 4,68 (tec2) 2,54 (t3c2) 9,722 (c2) |
3 2,54 (t1e3) 3,74 (t2c3) 2,14 (t3c3) 8,42 (c3) |
I

Total « cl+c2+c3 7,37 (&) 12,76 (t2) 6,82 (t3) 26,95
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Figura 4.3 - Ilustragao das inte-
racoes de 19 ordem: ordenadas Yjk
(MxT), Yif (MxC), YLk (TxC) (parte
¢t superior) e de 29 ordem: ordenadas
YAlR (MY, Y42k (M2), Y43k (M3)
! (parte inferior),

Y efeito combinado dos tratamentos

sobre as taxas maximas de cresci
mento baseadas na clorofila-a to-
tale

Mx~
5| }.Mx 4 |TxC
4 r L L
, 2 €1
) a €3 t2
M3
2 F Mo B
1+ - L
0 ] 1 1 1 1
Tt T2 13 M1 M2 M3 n T2 13
M1 M2
2,00+ " | M3
1,00 c2 r 2 L o
c1 3 ]
€3
[4} \ 2 1 L { |
T T2 T3 T T2 T3 T T2 13

zusencia de interagoes significativas co
mo mostram as linhas mais ou menos para-
lelas dos graficos da figura 4.3.

4.3 - Biomassas maximas alcangadas

A tabela 4,7 mostra os resultados
da analise de variancia das biomassas
maximas alcangadas pelos tres clones de
P. trdlcornutum,

De acordo com esses resultados fo-
ram rejeitadas as hipOteses Ho s H03,

H04, HOS’ HO6’ H07, e portanto conclui-
se que existem diferencas significati ~
vas entre as biomassas produzidas nos

Tabela 4.7 Analise de Variancia dos dados da tabela

distintos meios de cultura e nas distin-
tas temperaturas. Igualmente a variavel
sofre influencias reciprocas entre os clo
nes e os meios, entre os clones e as tem-
peraturas e entre os meios e as tempera-
turas. Alem disso existem influencias dos
tres fatores simultaneamente. Ent3o para
esses dados, o modelo sera:

YifhE= u +Mj +Thk + CMij+ CTLR+ MT4k +
CMTijk + EijRE
3, k=1,...

onde 4= 1,...,3 ,f =1,...
,3 s ‘8:],00'?31

A analise de agrupamento nao apresen
tou particao significante.

Na tabela 4.6 estao os resultados ob-

3.4 .

Niveis dos Fatores: M=3; Ta3; C=3; R«3,

Media Total: 6,99593
Fonte de  Graus de Soma dos Quadrado Razao das
Variagao Liberdade Quadrados Medio Variancias(F)
2 3,56349 1,78174 338,06813(H) e
2 0,15934 0,07967 15,11666(T) ol
c 2 0,00561 0,00280 0,53197(C) ns
MT 4 0,61873 0,15468 79,30926(MxT) ***
MC 4 0,11419 0,02855 5,41672(MxC)  **
TG 4 0,082396 0,02074 3,93535(TxC) **
MTC 8 0,12164 0,01520 2,88493{MxTxC)**
ERRO 54 0,28460 0,00527
TOTAL 80 4,95056
F 0,05 (2,54) = 3,17 F 0,00 (2,54) = 5,04 F 0,001 (2,54) = 7,91
(4,54) = 2,55 (4,54) = 3,70 (4,54) = 5,43
(8,54} = 2,12 (8,54) = 2,87

(8,54) = 3,97
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Tabela 4.8 Dados da tabela 3.4 (experimento fatorial J') redispostos na forma de dupla entrada (two-way) com
Esses dados sdo colocades em gr3fico paraa ilustracdo
das interacoes de 14 e 29 ordem (ver figurad.4).

cada dado representando 2 soma dos hlocos.

Fator M = Fator C = Fator T = Temperatura
Heio Clone 160C « t 200 = t2 ,240C = 13 Total = t1+t2+t3 |
CAN 1 = cf 19,71 20,61 19,95 60,27 (mict) |
ASP, = m UBA 3 = c2 20,31 20,61 19,23 60,15 (mic2) |
UBA 5 = 3 19,86 20,79 19,92 60,57 (mic3) |
Total = clec2+c3 59,88 (mit!) 62,01 (mit2) 59,10 (mit3) 180,99 (m1)
cl 21,30 21,06 21,66 64,02 (m2c1) |
ERD - SC. = m2 2 21,03 21,09 21,27 63,39 (m2c2) |
Al 21,30 21,18 21,84 64,29 (m2cd) |
Total = clec2+c3 63,63 (m2tt) 63,30 (m2t2) 64,77 {m2t3) 191,70 (m2)
cl 2,75 21,87 21,27 64,89 (mict) |
GUILL. = m3 2 21,93 21,72 21,42 65,07 (m3c2) |
3 21,42 21,54 21,06 64,02 (m3c3) |
Total = clec2+¢3 65,10 (m3t1) 65,13 (m3t2) 63,75 (m3t3) 193,98 (m3) |
3 62,76 (tict) 63,54 {t2c)) 62,88 (t3c1) 189,18 (c1)
.|I?:EL.;3 c2 63,27 (tic2) 63,42 (t2c2) 61,92 (t3c2) 188,61 (c2)
c3 62,58 (t1c3) 63,48 (t2c3) 62,82 (t3c3) 188,88 (c3) |
Total e clec2+c3 188,61 (1) 190,44 (t2) 187,62 (t3) 566,67

tidos para as biomassas maximas a partir
dos quais foram construidos os graficos
que ilustram as interagoes ( figura 4.4).

0s testes de significancia indicam
a existencia de interagoes significativas
entre os clones e os meios e entre os clo
nes e as temperaturas; entre os meios e
as temperaturas a interacao e altamente
significativa. A observagdo dos graficos
da figura 4.4 ( parte superior) mostra
que as maiores diferengas estao nas bio-
massas produzidas pelo clone de Ubatuba
U5 (€3) no meio Guillard (M3) e pelo clo
ne de Ubatuba U3 (C2) a 240C (T3). O gra-
fico da interagao de 20 ordem (parte in-

npr F EI, >\ 4]
% 3] o

ferior) mostra claramente que as interagoes
dos clones com os meios dependem do nivel
do fator temperatura.

Em resumo os resultados das analises
estatisticas para as taxas maximas de cres
cimento quando estimadas com base na con-
tagem celular mostraram que o clone de U-
batuba U3 apresentou valores significati-
vamente mais altos do que o clone de Cana
neia C1-a 160C nos meios ASP, e Guillard
e a 240C no meio Erd-Schreiber; em relagao
ao clone de Ubatuba U5 tambem apresentou
valores significativamente mais altos nas
mesmas condigoes. Entre os clones de Cana
neia C1 e de Ubatuba U5 nao foram consta-

Figura 4.4 - Tlustragao das ipteragoes de
19 ordem: ordenadas Yjk (MxT), V.ij(MxC),
Y.ik(CxT)(parte superior) e de 29 ordem:
ordenadas Y.ilk (M1), Y42k (M2), Vi3k (M3)
(parte inferior) |

Y média dos efeitos combinados dos trata-
mentos sobre as biomassas maximas alcan-
¢adas pelos tres clonese



tadas diferengas significantes.

Quando as estimativas foram basea-
das na fluorescencia 4n vivo, os clones
de Ubatuba U3 e U5 apresentdram taxas de
crescimento significativamente mais al-
tas do que o clone de Canangia C] apenas
no meio Erd-Schreiber a 240C. Entre os
dois clones de Ubatuba ndo foram detecta-
das diferengas significativas.

As estimativas baseadas na clorofi-
la-a nao revelaram diferengas significa-
tivas entre os tres clones.

No que se refere as biomassas maxi-
mas, os tres clones n3o apresentaram di-
ferengas significativas entre si muito
embora suas respostas tenham apresentado
interagoes significativas com os meios e
as temperaturas.

Os resultados aqui obtidos sdo simi
Tares aqueles obtidos por Hayward (1968)
trabalhando com cinco clones de P.tricor
nutun sendo dois provinientes de Plymou-
th, dois de Woods Hole e um da Finlandia.
0 autor verificou que o clone da Finlan-
dia apresentava taxas de crescimento. e
biomassas maximas significativamente me-
nores quando comparado com os demais que
nao diferiam entre si. Submetidos a va-
riagoes de pH e de salinidade constatou
a existencia de diferencas significativas
tambem para o clone da Finlandia. As me-
nores taxas de crescimento deste clone
foram obtidas nos meios sinteticos AsP,
e ASW, nos meios elaborados com agua do
mar enriquecida nac existiam diferengas
entre os clones ainda que o nivel de cres-
cimento nesses meios fosse menor do que
nos meios artificiais.

Um importante aspecto ligado aos
estudos com clones de uma mesma especie
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isolados do ambiente e mantidos em Tabora
torio deve ser realgado.

De acordo com Lewin & Guillard (1963)
a maioria das diatomaceas se teproduz tan
to sexuada como assexuadamente sendo capa
zes de apresentar reprodugao sexual den -
tro de um simples clone.

Normalmente os clones sao estabele-
cidos a partir de uma Unica celula isola-
da de modo apropriado da qual, por repro
dugao assexuada, se constituem as cultu-
ras. Assumindo-se que as populagoes assim
originadas estejam sendo mantidas em oti-
mas condigbes fisiologicas de crescimen-
to, e razoavel admitir-se que, nao ocor-
rendo pressoes seletivas ou mutagoes, e-
las se constituam num Unico genotipo.

Murphy & Guillard-(1976) examinando
a constituicao genetica de 14 clones de
duas especies de Thalassiosira atraves da
comparagao de suas enzimas por eletrofo-
rese verificaram que quatro clones de T.
§luviatilis Hustedt formavam um grupo dis
tinto claramente separado de todos os clo
nes de T. pseudonana Hasle & Heimdal.
Dentro desty Gltima, quatro clones estua-
rinos e um de recife formavam um grupo
diferente de quatro clones oceanicos e
um Unico clone de aguas do talude conti-
nental era intermediario entre os dois
grupos provavelmente compartilhando genes
com os dois grupos. e , consequentemente,
indicando que ambos nao s3ao geneticamen-
te isolados., A maioria dos individuos ana
lisados eram homozigotos para todos os
Loci testados ainda que a presenga de mais
de um alelo por Locus fosse comum. Por con
seguinte a especie afigurava-se como uma
colegao de distintos homozigotos represen
tada por uma serie de clones originarios
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de uma ampla variedade de habitats sendo
raros os heterozigotos. Este fato poderia
ser explicado de duas maﬁeiras: por um
lado, embora existam formas heterozigotas
em especies diploides polimorficas em po-

pulagdes naturais obedecendo ao equilibrio

Hardy- Weinberg, quando estas sao mantidas
como clones em culturas podem vir a per-
der essa condicao, ja que na pratica, nao
existe um controle sobre a ocorrencia de
reproducao sexuada entre as celulas asse-
xuadamente produzidas. Pode ocorrer auto-
fertilizagao dentro de um clone uma vez
que gametas e auxosporos frequentemente
sao observados em clones mantidos em cul-
tura. Em consequencia sao formados recom
binantes homozigotos e a populagao assim
mantida contem mais de um genotipo. Nes-
tas condigoes a heterose nao pode aumen-
tar como resultado da reprodugao sexuada
entre genotipos deste tipo. Ao contrario
diminuiria como resultado tanto de pro-
cessos estocasticos como da selegao de

homozigotos recombinantes. Por outro la-
do, os heterozigotos seriam raros na na-

tureza e as especies efetivamente se cons
tituiriam de uma serie de populagoes lo-
cais monomorficas com pequena troca géni-
ca entre elas tendo evoluido na diregao
de um complexo de distintas linhagens ho-
mozigotas.

Murphy (1978) analisando bioquimica
mente 12 novos isolados de T.pseudonana
Hasle & Heimdal e 25 novos isolados de
Skeletonema costatum (Grev.) Cleve veri-
ficou a existencia de genotipos heterozi
gotos para dois Loc{. Mantidos em cultu-
ra por 6 meses e retestados para esses
mesmos £Lacl{, constatou que todos os he-
terozigotos para um deles e metade dos

heterozigotos para outro haviam se torna

do homozigotos, As implicagoes fisiologi-
cas desta perda de condigao heterozigota
em clones mantidos em cultura nao foi a-
nalisada, porem a autora salientou que
qualquer alteracao num clane resultante
das condigoes de cultura reduz a utilida
de deste clone como organismo teste para
correlagoes ecologicas. Esses clones eram
mantidos na mesma temperatura, salinida-
de, regime de luz e meio de cultura. De-
vido as condigoes das culturas assim man
tidas ( "batch") mudarem frequentemente
em fungao do tempo, os recombinantes se-
xuais formados em diferentes momentos ao
longo da curva de crescimento se depara-
riam com forgas seletivas inteiramente
distintas. Consequentemente, mesmo se a
selegdo fosse operar a nivel de £oél in-
dividuais ao inves do fendotipo recombinan
te integral, poder-se-ia esperar recombi-
nantes diferentes predominando em distin-
tos frascos. 0 fator determinante da for-
magao de gametas seria a condigao ou con-
digoes ambientais, entretanto segundo a

autora, os fatores que induzem a formagao
de gametas nas diatomaceas ainda estdo

por ser elucidados.

Baseadas nestes fatos e na hipotese
que clones oceanicos poderiam gradua]meﬁ
te perder suas sensibilidades a determi-
nados intoxicantes, apos uma longa expo-
sigao a aguas costeiras ligeiramente po-
luidas, Murphy & Belastock (1980) tenta-
ram correlacionar a sensibilidade com a
extensao de tempo na qual um clone & man-
tido em cultura. Os resultados obtidos
por essas autoras nao evidenciaram a per-
da de sensibilidade e um dos clones de
T. pseudonana mantido em cultura nas con-
digoes mencionadas anteriormente desde
1958 apresentou uma sensibilidade identi-
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ca a dois outros clones correlatos isola- 3 3 7 =1,...,3; k=1,...,3;2£=1,
dos em 1977. A analise de agrupamento forneceu
4.4 - Produtividade primaria na primeira partigao X = 53’74§ e Ac =
_ _ 36,415 (5%); na segunda partigao A =
Os resultados da analise de varian- 7,599 e Ac = 32,85, para o 19 grupo A

cia dos dados referentes a produtividade = 9,158 e Ac = 11,143 (2,5%) para 0 29

Lo -1 =3 .24 -
primaria expressa emmg C.h ~.m “.10" ce- grupo. Entdo, obteve-se dois grupos de

lulas. durante a fase exponencial de cres- médias homogéneas de 3,04 a 33,53 e de

cimento se encontram na tabela 4.9, 41,25 a 81,86.

Esses resultados levaram a rejeigao A produtividade primaria (mgC.h'].

de todas as hipoteses nulas portanto con- m'3) expressa com base em 10% calutas

cluiu-se que as taxas de assimilagdo do foi significativamente diferente entre:

Carbono na fase exponencial de crescimen- .jone de Cananéia (C1) e o clone de Uba-
to apresenta diferengas significativas en- 4 p4 (U5) e entre este e o clone de Ubatu-
tre os clones, entre os meios e entre as ba (U3) em meio Guillard a 240C,

temperaturas. Foram constatadas tambem in-
~ . - ‘ Na tabela 4.10 constam os dados de
fluencias reciprocas entre os clones e o0s . o , )
. produtividade primaria a partir dos quais
meios de cultura, entre os clones e as - _ )
. foram construidos os graficos das inte-
temperaturas,entre 0s meios e as tempera- ~ ,
- ragoes (figura 4.5).
turas e entre os tres fatores ao mesmo tem

po. Consequentemente o modelo para esses Os resultados dos testes de signifi-
dados sera: cancia mostram a existencia de interagoes
YifkL = p +C4 M+ Th +CMLf + CTik altamente significativas entre os meios

i

MTjh+ CMT.UfR+ ELfRE onde { =1,..., & as temperaturas, entre os clones e o0s

Tabela 4.9 Analise de Varid3ncia dos dados da tabela 3.5 .

Niveis dos Fatores: M=3; Te3; C=3; R=2.

Media Total: 21,74093

Fonte de  Graus de ~Soma dos Quadrado R3zdo de

Variacao Liberdade Quadrados Medio Variancias(F)
M 2 10422,26880 5211,13440 775,05176(M) b
T 2 2415,41461 1207,7073) 179.62225(71) b
c 3 421,21179 210,60590 31,32340(C) e
HMT 4 5701,12183 1425,28046 211,98189(MxT)  ***
MC 4q 1099,17801 274,79450 40,87017(MxC) ***
TC 4 222,92492 55,73123 8,28890(TxC) »***
MTC 8 1309,55737 163,69467 24,34630(MxTxC)*#*
ERRO 27 181,53708 6,72360
TOTAL 53 21773,21484

F 0,05 (2,27) » 3,35 F 0,01 (2,27) = 5,49 F 0,001 {2,27) = 9,02

(4,27) = 2,73 (4,27) = 4, (4,27) = 6,33

(8,27) = 2,31 (8,27) = 3,26 (8,27) = 4,76
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Figura 4.5 - Ilustragdo das inte-

ragoes de 10 ordem: ordenadas

Yik (MxT), Vif (MxC), Vik (TxC)

(parte superior) e de 2¢ ordem:

ordenadas Y.k (M1), Vi2k (M2),

Yi3k (M3) ( parte inferior).
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meios e entre 0s clones e as temperatu-
ras como se ve na figura 4.5, parte su-
perior. Na parte inferior pode-se obser-
var claramente que a interagao dos clo-
nes com os meios depende dos niveis do
fator temperatura.

Na tabela 4.11 estdo os resultados
da analise de variancia referente a pro-
dutividade primaria (mg C.h-].m~3) ex -
pressa por mg clorofila-a total.

Em face desses resultados foram re-
jeitadas as hipdteses H01, Hozs Hozo Hog
Hog» Hoz+ As conclusdes sao identicas a
analise de variancia anterior com excegao
do fato de nao ter sido constatada inte-
ragao significativa entre os clones e o0s

. Il
m T2

T3
meios. O modelo para esses dados serid:
YiRE = u +CL +Mf +TR + CTéR +MTik +
CMTéjk + E{fRL onde 4=1,...,3, § =1,
a3 3 R=1,000,3 0 2= 1,2,

A analise de agrupamento forneceu
na primeira particao A =53,152 e Xc =
36,415 (5%) ; na segunda partigio A =
8,84 e Ac = 32,852 para o 10 grupo, A =
6,56 e Ac = 14,45 (2,5%) para o 20 gru-
po. Dessa forma obteve-se dois grupos de
medias homogéneas de 0,60 a 7,29 e de
9,39 a 19,06.

A produtividade primaria com base
na clorofila-a total do clone de Cananéia
(C1) foi significativamente diferente
dos clones de Ubatuba (U3) e (U5) no meio
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Tabela 4.10 Dados da tabela, 3.5 (experimento fatorial 3°) redispostos na forma de dupla entrada (two-way) com

cada dado representando a soma dos blacos,
das interacdes de 12 e 23 ordem {ver figura 4.5).

Esses dados sao colocados em grafico paraa ilustracao

Fator M « Fator C = Fator T = Temperatura
Melo Clone 169C = ti 200C = t2 240C - t3 Total = tist2st3 |
CAN 1 = cf 53,23 28,84 32,53 114,60 (mlct) |
ASP, = mi UBA 3 = €2 46,00 34,83 25,19 106,20 (mic2) |
UBA 5 = 3 48,66 21,99 49,04 119,69 {(mic3) |
Total = clec2+cd 147,89 (mit1) 85,66 (mit2) 106,76 (mit3) 340,49 {m}) |
¢ 6,19 12,51 25,32 44,02 (m2ct) |
ERD - SC, » m2 2 6,08 14,19 13,36 33,63 (m2c2) |
¢3 6,76 13,37 16,00 36,13 (m2c3) |
Total = cl+c2+c3 19,03 (m2t1) 40,07 (m2t2) 54,68 (m2t3) 13,78 (m2) |
cl 25,19 90,00 146,80 261,99 (m3cl) |
GUILL, = m3 c2 36,81 92,63 163,71 293,95 (m3c2) |
3 15,22 82,49 67,05 164,76 (m3c3) |
Total = clsc2+c3 77,22 (m3t1) 265,12 (m3t2) 377,56 (m3t3) 719,90 (m3) |
¢t 84,61 (tict) 131,35 (t2ct) 204,65 (ticl) 420,61 (ct) |
aoet . e 86,89 (tic2) 141,65 (t2c2) 202,26 (t3c2) 432,80 (c2) |
c3 70,64 (tic3) 117,85 (t2c3) 132,09 (t3c3) 320,58 (c3) |
Total « clec2+c3 244,14 (t1) 390,85  (t2) 539,00 (t3) 1173,99 |
Tabela 4.11 An3)ise de Variancia dos dados da tabela 3.6 .
Niveis dos Fatores: Ms3; T=3; Ca3; Rs2.
Media Total: 5,08796
Fonte de  Graus de Soma dos Quadrade Razdo de
Variacas Liberdade Quadrados Medio Variancias(F)
M 2 265,93819 132,96910 227,68609(M) A+
T 2 626,02730 313,01365 535,98058(T)  ***
C 2 12,24561 6,12281 10,48423(C)  ***
MT 4 188,85563 47,21391 80,84548(MxT) ***
MC 4 2,76459 0,69115 1,18347(MxL), DS
. 3 11,73734 2,93434 5,02453(TxC) **
MTC 8 63,01496 7,87687 13,48775(MxTxC) ***
ERRO 27 15,76805 0,58400
TOTAL 53 1186,35168

F 0,05 (2,27) = 3,35
(4,27} = 2,73
(8,27) = 2,31

F 0,01 (2,27) = 5,49
(4,27) = 4,01
(8,27) = 3,26

F 0,001 (2,27) = 9,02
{4,27) = 6,33
(8,27) = 4,76
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ASP, a 200C. Entre esses dois ultimos, 0s resultados dos testes de signifi-
nas mesmas condigdes, nao foram determi- cincia mostram a existéncia de interagoes
nadas diferengas significativas. altamente significativas entre os meios

A tabela 4.12 apresenta os dados e as temperaturas e entre os ‘clones e as

de produtividade a partir dos quais fo-
ram construidos os graficos das intera-

temperaturas como se pode observar pelas
interagdes das linhas nos graficos supe-

_ . riores da figura 4.6 . 0s graficos da in-
coes ( figura 4.6). C .
teragao de 29 ordem mostram que a inte:-

3
Tabela 4.12 Dados da tabela 3.6 (experimento fatorial 3 ) redispostos na forma de dupls entrada (two-way) com
cada dado representando a soma dos blocos. Esses dados sao colocados em grafico paraa {lustracao
das interacoes de 12 e 29 ordem (ver figura 4.6).

fator M e Fator C = Fator T = Temperatura
keio Clone 160C = t1 200C = t2 240C = t3 Total « t1+t2+t3 |
CAN 1 » ¢ 7.7 18,78 7,87 33,82 (mict) |
ASP, = ml UBA 3 = ¢2 5,57 14,58 3,78 23,93 (mic2) |
UBA § = ¢3 6,29 _ 11,79 8,70 26,78 (mic3) |
Total = clec24cd 18,03 (mit1) 45,15 (m1t2) 20,35 (m1t3) 84,53 (ml)
cl 1,77 13,7 3,30 18,78 (m2cl) |
ERD - SC. = m2 2 1,19 8,94 1,84 11,97 (m2c2) |
3 1,39 12,16 2,27 15,82 (m2c3) |
Total = cl+c2+c3 4,35 {m2t1) 34,81 (m2t2) 7.41 (m2t3) 46,57 (m2)
ot 2,94 27,11 18,90 49,01 (m3c)) |
GUItL. = m3 c2 3,83 31,08 9,87 44,78 (m3c2) |
3 3,33 38,12 8,42 49,87 (m3c3) |
Total = cl+c2+c3 10,10 (m3t1) 96,37 (m3t2) 37,19 (m3t3) 143,66 {m3)
ct 11,18 (ttct) 59,66 {t2c1) 30,07 {c3ct) 101,61 (cl)-T
Total «
nlon2 s m3 2 10,59 {t1c2) 54,60 (t2c2) 15,49 (t3c2) 80,68  (c2)
3 11,00 (t1c3) 62,07 (t2c3) 19,39 (t3c3) 92,47 (c3)

Total = clec2+cd 33,48 (t1) 176,33 (t2) 64,95  (t3) 274,76 !
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Figura 4.6 - Ilustragao das in-

teragoes de 19 ordem: ordenadas

Yik (MxT) , Yii (MxC), Yik (TxC)

( parte superior) e de 29 ordem:

ordenadas Y41k (M1) , Yi2k (M2),

Y43k (M3) ( parte inferior),.

Y média dos efeitos combinados
dos tratamentos sobre as taxas
de assimilacgao do carbono du-

c3 rante a fase exponencial de

crescimentoe
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ragao dos clones com as temperaturas de-

pende dos meios de cultura.

A tabela 4.13 mostra os resultados

da anglise de variancia dos dados de pro-

ydutividade primaria { mg c.h
pressos com base em 104

a fase estacionaria.

3

) ex-

celulas durante

Em razao dos resultados obtidos to-

das as hipoteses foram rejeitadas e as

conclusoes saoc identicas aquelas formula-

das para os mesmos resultados durante a

fase exponencial. Por conseguinte o mode-

1o sera:

Yifk€= W +C4 +Mj +Th +CM{f+CT.ik +MT 4k
CMTLjk+EifRLOnde £ = 1,...,3 ; §
k= 1,...,3 3 2 =1,2.

T,0..53 3

A analise de agrupamento forneceu

+

na

A = 58,920 e Ac
36,415 (5%); na segunda particao A
6,082 e Ac = 30,191 para o 19 grupo,

A =5,56 e xc = 16,013 { 2,5%) para o
29 grupo. Conseguentemente foram obtidos
dois grupos de medias homogeneas de 0,18
a 5,37 e 6,52 a 12,53,

primeira particao

n

0 clone de Cananeia (C1) diferiu de
modo signifigativo dos clones de Ubatuba
(U3) e (U5) no meio ASP2 a 160C, Entre os
clones de Ubatuba (U3) e (U5), nas mes-
mas condigoes, nao foram observadas dife

rengas significativas.

A tabela 4.14 apresenta os dados de
produtividade primaria na fase estaciona
ria de crescimento a partir dos quais
foram construidos os graficos das inte-
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Tabela 4.13 Analise de Variancia dos dados da tabela 3.7

Nivets dos Fatores: Me3; Te3; C=3; Re2,

Média Total: 4,08963

Fonte de  Graus de Soma dos Quadrado Razdo de

Yariacao Liberdade Quadrados Medio Varianctas(F)
M 3 257,15327 128,57664 900,65367(M) whe
T 2 268,46606 134,23303 940,27559(T) bk
c 2 1,97486 0,98743 6,91675(C) %+
MT 4 148,01680 37,00420 259,20703(MxT) ***
MC 4 25,06636 6,26659 43,89622(MxC) ***
TC 4 8,27681 2,06920 14,49435(TxC) **+*
MTC 8 46,25774 5,78222 40,50328(MxTxC)***
ERRO 27 3,85450 0,14276
TOTAL 53 759,06641

F 0,05 (2,27) = 3,35
(4,27) = 2,73
(8,27) « 2,31

F 0,01 (2,27) = 5,49
(4,27) = 4,10
(8,27) « 3,26

F 0,001 (2,27) = 9,02
(4,27) = 6,33
(8,27) = 4,76

ragoes ( figura 4.7).

0s testes de significancia mostram
a existencia de interacoes altamente sig-
nificativas entre os meios e as tempera-
turas, entre os clones e os meios e entre
0os clones e as temperaturas o que pode
ser visto nos graficos da figura 4.7,par-
te superior. Na parte inferior esta evi-
denciado que a interagao dos clones com
os meios de cultura depende dos niveis

A tabela 4.15 mostra os resultados
da analise de variancia dos dados de pro-

dutividade primaria ( mg C.h-].m-3) ex-
pressos com base na clorofila-a total du-

rante a fase estacionaria de crescimento.

Esses resultados conduziram a rejei-
¢ao de todas as hipoteses e as conclusdes
sao identicas ao caso anterior; consequen
temente o modelo sera:

Yifke= u +CL4Mf+TR+CMLf+CTLR +MT fR+CMTL Sk

do fator temperatura. + E{jR€ onde £ =1,...,3 3 4 =1,
, vees3 3R =
Tabela 4.14 Dados da tabela 3.7 (experimento fatorial 3 ) redispostos na forma de dupla entrada (two-way) com
cada dado representando a soma dos blocos. Esses dadas sao colocados em grafico paraa ilustracdo 1 LA ’3 »
das interacoes de 1¢ e 23 ordem (ver figura 4.7}, 2=1.2
[ .
Fator M = Fator C = Fator T = Temperatura -

Meio Clone 160C = ti 200C « t2 240C = t3 Total = t1+t2+t3 |
CAN 1 = ct 10,74 16,73 2,13 29,60 (mict) |
ASP, = mi UBA 3 = c2 18,41 15,04 2,22 35,67 (mic2) |
UBA 5 = c3 22,81 13,04 1,45 37,30 (mic3) |

Total = cl+c2+¢3 51,96 (mit1) 44,81 (mit2) 5,80 (mit3) 102,57 (m1) |
ct 3,09 1,42 0,89 5,40 (m2c1) |

ERD - SC. = W2 c2 5,45 1,39 0,36 7,20 (mec2) |
c3 3,52 1,44 0,52 5,48 (m2c3) |
Total = cl+c2+c3 12,06 (m2t1) 4,25 (m2t2) 1,77 (m2t3) 18,08 (m2) |
ct 25,05 6,72 10,18 41,95 (m3ct) |
GUILL. = m3 c2 22,14 5,78 4,29 32,21 (m3c2) |
3 14,53 5,49 6,06 26,08 (m3c3) |
Tota) = cl+c2+c3 61,72 (m3t1) 17,99 (m3t2) 20,53 (m3t3) 100,24 (m3) |
¢l 38,88 (tic!) 24,87 (t2c1) 13,20 (t3c1) 76,95  (c1) |
ol . c2 46,00 (t1c2) 22,21 (t2c2) 6,87 (t3c2) 75,08 (c2).]
c3 40,86 (tic3) 19,97 (t2c3) 8,03 (t3c3) 68,86  (c3) |
Total = clec2+c3 125,74  (t1) 67,05 (t2) 28,10 (t3) . 220,89 |
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A analise de agrupamento forneceu
na primeira partigao A =50,789 e Ac =
36,415 (5%); na segunda partigae X =

3,168 e Ac

2,17 a 5,47,

No meio ASP2 a 240C o clone de Cana-
neia (C1) diferiu significativamente dos

= 23,337, para o 19 grupo;
A o=12,29 e Ac =21,92 ( 2,5%) para o

29 grupo. Assim obteve-se dois grupos de

medias homogéneas de 0,56 a 1,77 e de
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Figura 4.7 - Ilustragao das inte-
racoes de 10 ordem: ordenadas
Vit (MxT) , Vi (MxC), Yik (TxC)
(parte superior) e de 20 ordem:
ordenadas Y{lk (M1), Yi2k (M2),
Y43k
¥ media dos efeito$ combinados dos
tratamentos sobre as taxas de

(M3) ( parte inferior).

assimilagao do carbono durante
a fase estacionaria de cresci -
mentoe

clones de Ubatuba (U3) e (U5). Estes, nas
mesmas condi¢des, nac apresentaram dife-
rengas significativas.

A tabela 4.16 mostra os dados de pro-

dutividade primaria a partir dos quais
foram construidos os graficos das inte-
ragoes.

A existencia de interagoes altamen-

te significativas entre os meios e as tem

peraturas, entre os clones

Tabela 4,15 Andlise de Varidncia dos dades da tabela 3.8 .

NTveis dos Fatores: Me3; Te3; Ce3; ReZ.

Media Total: 2,0200Q

fonte de  Graus de Soma dos Quadrado Razao de

Varijagdo Liberdade Quadrados Medio Variancias(Ff)
M 2 31,35663 15,67832 540,28660(M) b
T 2 1,73008 0,86504 29,80989(T} bk
¢ 2 1,33671 0,66836 23,03204(C) e
MT 4 29,15092 7,28773 251,14068(MxT) **¢
MC 4 4,73976 1,18494 40,83389(MxC) ***
IC ) 1,488 0,37108 12,78762(TxC) ***
MTC 8 £,62049 Q,82756 28,51B38{MxTxC)***
ERRQ 27 0,78350 0,02902
TOTAL 53 77,20240

F 0,05 (2,27) = 3,35
(4,27) = 2,73
(8,27) = 2,31

F 0,01 (2,27) = 5,49
(4,27) = 4,1
(8,27) = 3,26

F 0,001 (2,27} « 9,02
(4,27) = 6,33
(8,27) = 4,76
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3
Tabela 4.16 Dados da tabela 3.8 (experimento fatorial 3 ) redispostos na forma de dupla entrada (two-way) com

cada dado representando a soma dos blocos.

Esses dados sdo colocados em grafico paraa ilustracdo
dps interacoes de 1? e 23 ordem (ver figura4.8),

Fator M = Fator C = Fator T = Tempefatura
Meto Clone 160C = t1 200C = t2 240C = t3 Total = t1+t2+t3 |
CAN 1 = cf 4,34 7,41 3,18 14,93 (mict) |
ASP, = mi - UBA 3 « 2 5,45 7.23 6,10 18,78 (mic2) |
UBA 5 = ¢3 4,94 7,20 4,48 16,62 (mic3) |
Total = c1+c2+c3 14,73 (mitt) 21,84 (mit2) 13,76 (mtt3) 50,33 {mt)
L %6 178y "¢y "5 C(weel )’
ERD - SC.= m2 c? 2,70 1,64 LW 5,45 {m2c2) |
3 1,63 2,61 1,45 5,69 (m2c3) |
Tota! = cl+c2+c3 7,59 (m2tty), 5,54 (m2t2) 4,59 (m2t3) 17,72 {m2)
cl 4,52 2,20 10,93 17,65 (m3ct) |
GUILL. = m3 c? 5,25 2,13 5,83 13,21 {m3c2)
a3 3,54 1,12 5,51 10,17 (m3c3) |
Total = cl+c2+c3 13,31 (m3tt) 5,45 (m3t2) 22,27 (m3t3) 41,03 (m3)
<l 12,12 (tict) 10,90 (t2ct) 16,14 (t3c1) 39,16 (cl)
el - e 13,40 (t1c2) 11,00 (t2c2) 13,04 (t3c2) 37,44 (c2)
cl 10,11 (t1c3) 10,93 (t2c3) 11,44 (t3c3) 32,48 (c3)
Total = ct+ec2+¢3 35,63  (t1) 32,83 ({t2) 40,62 (t3) 109,08

e os meios e entre os clones e as tempe- se verificar que, como no caso anterior,
raturas pode ser observada nas interagoes
das linhas dos graficos da figura 4.8,na

parte superior. Na parte inferior pode-

a interagao entre os clones e os meios
de cultura e fungao dos niveis do fator
temperatura.

0 MxT MxC

TxC
B Figura 4.8 - Ilustracao das

interagoes de 10 ordem: orde
nadas Yjk (MxT), Y&j (MxC),
Yik (TxC) ( parte superior)

¢ ¢ e de 29 ordem: ordenadas -
0 | | YAl (M1), Vi22r(M2), Vi3k
§e 1 1 L L
n T2 13 Ml M2 M3 m T2 13 (M3) ( parte inferior).
, ‘ Y média dos efeitos combina-
M1 M2 M3 ¢
ok L § dos dos tratamentos sobre

as taxas de assimilacao do
carbono durante a fase es-
tacionaria de crescimentoe

//// - c2

T T2 13 T T2 13 m T2 K]



Em resumo a analise estatistica das
respostas de assimilagao do carbono para
0s tres clones em fases distintas de cres
cimento mostra que: na fase exponencial
de crescimento os clones de Cananeia
(C1) e de Ubatuba (U3) apresentaram ta-
xas de assimilagdo do carbono por celula
significativamente maiores do que o clo-

ne de Ubatuba (U5) no meio Guillard a 240,

0 mesmo ocorreu .quando as taxas de assi-
milagao foram expressas por clorofila-a
total no meio ASP2 a 200, Entre os clones
de Cananeia (C1) e de Ubatuba (U3) nao
foram verificadas diferengas significati-
vas nas mesmas condigoes.

Vieira (1975) trabalhando com o mes-
mo clone de Ubatuba (U3) assinalou que a
temperatura tem um importante papel na
ecologia de Phacodactylum tricornutum na
regiao de Ubatuba de onde foi isolado.
Este autor verificou que esta especie a-
presentava temperatura Tetal entre 250 e
300 indicando ainda que os .dados pertinen
tes 3 ocorréncia desta espécie mostra re-
lagao com temperaturas em torno de 220C.
Esta temperatura estava proxima do otimo
que obteve em laboratorio (200C) para a
concentragao de clorofila-a, assimilagao
do carbono relativo a clorofila e com o
numero maximo de células apenas 20% menor
do que o maximo obtido { em 150C). Ainda
segundo este autor pouco se conhece sobre
a ocorrencia de P.talcornutum na regiao,
porem, Sua ausencia em aguas com tempera-
turas acima de 250C deve ser algumas ve-
zes apenas aparente, devido ao reduzido
numero de celulas e a ineficiencia dos me
todos de observagao. Isso seria evidencia
do quando amostras de superficie nessas
temperaturas sao enriquecidas com nutrien
tes e incubadas em laboratorio; em poucos

dias ocorre um florescimento intenso de
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varias especies pequenas e entre elas,P.
triconnutum, Essa ocorrencia na nature-

za em temperaturas proximas da letal, sem
afetar a viabilidade, teria uma explicagao
provavel no efeito atenuador do escuro

do fotoperiodo natural.

As respostas desta especie em amos-
tras de agua enriquecidas principalmente
com nitrogenio ( Teixeira & Vieira, 1976)
e o fato de se encontrar a especie em
quantidades razoaveis em profundidade as-
sociada a aguas frias mais ricas em*nu -
trientes ( Teixeira, 1973a ), sugerem que
o fator nutrientes deve ter papel rele-
vante, interagindo com a temperatura no
" standing-stock” da especie na regiao
de Ubatuba.

Quanto aos clones de Cananeia (C1)
e de Ubatuba (U5), nao existem dados so-
bre o comportamento fisiologico, pois
foram utilizados pela primeira vez justa-
mente neste trabalho. Entretanto parece
interessante ressaltar que a taxa de as-
similagao do carbono relativa a clorofi-
la-a do clone de Cananeia (C1), durante
a fase exponencial de crescimento, foi
significativamente mais alta do que as ta-
xas apresentadas pelos clones de Ubatuba
{U3) e (U5) na temperatura de 200C em
meio ASPZ. Na temperatura de 240C o clone
de Cananeia (C1) apresentou uma taxa de
assimilacao do carbono por celula signi-
ficativamente maior do que o clone de Uba
tuba (U5) no meio Guillard. Em relagao ao
clone de Ubatuba (U3) nao mostrou diferen
ca significativa.

Ja na fase estacionaria o clone CI
apresentou uma taxa de assimilagao do car
bono por celula significativamente mais
baixa do que os clones U3 e U5 no meio
ASP, a 160 e resultado identico a 249 no
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meijo ASP2 quando expresso rela*ivamente
a clorofila-a.

Caberia aqui ressaltar um importan-
te aspecto ligado ao regime de Tuz em que
foram mantidas as culturas neste trabalho
e ao horario de execugdo dos experimentos
com o carbono radioativo.

Sob condigoes naturais a maioria das
algas vive sob periodos alternativos de
varias horas de exposicdo a luz e ab es-
curo. Embora a maioria das algas cultiva-
das em laboratorio seja mantida em con-
digoes de luz continua, frequentemente
sao utilizados regimes alternados de luz-
escuro com a finalidade de estimular as
condigOes naturais mais comuns e obter
sincronia na divisao celular. 0 crescimen
to em condigoes alternadas de luz-escuro
produz ritmos nictemerais nas proprieda-
des bioquimicas ( Sournia,1974) e, portan
to, frequentemente nao se justifica a as-
sociagao de resultados obtidos com algas
crescendo em regime de iluminagao cont7-
nua e em regime de alternancia luz-esgu-
ro.

Humphrey (1979) trabalhando com cul-
turas de P. tricornutum crescendo sob uma
intensidade Timunosa de 80V E.m 2.s” ! sob
iluminagao continua e sob fotoperiodo de
]2 haras de iluminagao e 12 horas de es-
curo verificou que nessa ultima condigao
somente a taxa media de crescimento foi
30% menor sendo os demais parametros me-
didos superiores: taxa fotossintetica (
30%), concentragao de clorofila (75%) e
numero de assimilagdo (45%). Constatou
tambem que o numero de assimilagao era
maximo 4 horas apos o inicio do periodo
de iluminagao, periodo no qual, as taxas
de fotossintese e a concentragdo da clo-

rofila-a aumentavam exponencialmente. Re-

petindo esses experimentos sob uma inten
sidade Tuminosa de 800 ;JE.m'z.s'] a qual
e ligeiramente superior a intensidade de
saturagao, obteve para um fotoperiodo de
12 horas de luz e 12 horas de escuro, ta
xas maxima de fotossintese 41% maior, pa
ra a relagao fotossintese/ respiracgao
valor 143% maior, para clorofila-a valor
47% maior, para numero de assimilagdo va
lor 25% maior e para taxa de crescimento
valor 36% menor. '

De acordo com Humphrey { op.cit)
ainda que trabalhar com celulas em regi-
me de luz-escuro traga como vantagem uma
abordagem mais proxima as condigGes na-
turais, por outro lado leva a necessida-
de de se manter o horario de amostragem
consistente para eliminar a variacao nas
respostas bioquimicas causadas por mu -
dangas ritmicas nas caracteristicas me-
tabolicas. Mesmo assim os ritmos endoge-
nos ainda estariam presentes. As maiores
taxas de fotossintese, relagdo fotossin-
tese/ respiragao e numero de assimilacao
e, menores taxas de crescimento sugerem
que o metabolismo seria elevado em inten
sidade para compensar a iluminagdo total
reduzida.

4.5 - Aspectos morfologicos

Diversas diatomaceas formam cadeias
( Busch, 1974; Housely et al,,1975) fre-
quentemente por meio da interligagao de
projecgoes silicosas de suas valvas. No
entanto Phaeodactyfum n3ao possui cara-
paga de silica e a formagao de cadeias
nunca foi assinalada em condicOes natu-
rais. Guillard ( 4n Borowitzka et af.,
1977) verificou que, apos 17 anos em cul
tura, celulas fusiformes e trirradiadas
comegaram'a formar cadeias e o proces-



so prosseguira durante os ultimos 8 anos.

De acordo com Borowitzka et al.,
(1977) tanto as celulas fusiformes como
as trirradiadas sao capazes de formar
cadeias. Essas celulas, desprovidas de
carapacas de silica, se ligam umas 3s
outras atraves da regido central da teca
deixando livres os bragos. Nem'a homo-
geneizagao nem o ultrasom rompem comple-
tamente as cadeias. A ligagao e produzi
da pela fusao da parede celular na re-
gido central da célula durante a depo-
sigao da parede. Esta fus3o resulta do
sulco de clivagem do citoplasma ser in-
suficiente para separar as membranas
plasmaticas das duas células filhas de
modo que uma unica parede e depositada
ao inves de duas paredes separadas. Es-

te autor observou que as quebras ocor -
riam numa cadeia quando apareciam sulcos
de clivagens muito extensos e as duas no-
vas células produziam paredes separadas
ou que se aderiam tenuemente. Em clones
que formavam somente cadeias curtas estas
rupturas eram frequentes ocorrendo tam-
bem quando uma celula era lesada ou mor-
ta; a celula rompida deixava uma teca 1i-
gada a celula da extremidade da cadeia.
Para ele parece mais provavel que a for-
magao de cadeias em Phaeodactyfum resul-
te de um Unico ponto de mutagao a qual,
frequentemente sofre reversao e, estudos
visando verificar se o processo e geneti-
camente causado ou induzido pelo ambien-
te ajudariam a esclarecer o problema do
polimorfismo nesta especie.

No que se refere a ultraestrutura,
Borowitzka & Volcani (1978) sustentam
que Phaeodactyfum tricornutum se asse-
melha a outras diatomaceas no tipo de di-
vis3ao celular e na formagao da valva si-
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licosa, quando esta ocorre. A deposigao
de silica na forma ovoide bem como a ul-
traestrutura das celulas & completamente
identica a de outras diatomaceas. A maio-
ria das diatomaceas com valvas silicosas
exibe alguma variagao no tamanho, forma
da celula e ornamentagdao das valvas po-
rem nenhuma apresenta a extrema variagao
de Phaeodactyfum. Como a ultraestrutu-
ra nao difere grandemente entre seus mor
fotipos poderia ser postulada uma se -
quencia de desenvolvimento do morfotipo
ovoide para o fusiforme e trirradiado e
vice-versa. Assim, por exemplo, a mu-
danga da forma ovoide para fusiforme po-
deria ocorrer pelo gradual alongamento
das celulas ovoides desprovidas de sili-
ca na diregao de seus bragos. Tais mu-
dangas seriam especialmente provaveis
nesta especie que nao possuiu restricoes
derivadas de uma rigida valva silicosa.
No entanto estes fatores nao podem expli
car a rapida e frequente alteragdo dras-
ttca nos morfotipos como se observa em
culturas de Phaeodactyfum. Os efeitos de
fatores ambientais tais como salinidade,
intensidade luminosa,agitagao, concen -
tragoes variaveis de silicato, sobre o
crescimento e o morfotipo neste organis-
mo tem sido bastante estudados porem
nenhum deles produziu qualquer alteragao
nos morfotipos.

As fontes e concentragoes dos nutri
entes nitrogenio e fosforo parecem tam-
bem nado exercer efeito ( Wilson, 1946;
Hayward, 1965; 1968a; 1968b; 1970; An-
tia et. al., 1975) e igualmente condicoes
de cultura a longo prazo, uma vez que 0s
principais morfotipos e seus intermedia-
rios ocorrem na natureza ( Wilson,1946;
Ryther,1954; Lewin & Philpott,1958).
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As celulas ovoides apresentam um
material capsu]ér mucilaginoso nao pre-
sente nas celulas fusiformes, composto
de xilose, manose; fucose e galactose
(Lewin, 1958). Provavelmente a presenga
desse material mucilaginoso explique o
fato das formas ovoides, quase sempre
terem sido observadas formando grumos de
tamanhos variaveis especialmente para o
clone de Ubatuba (U5) ( Figura 3.10 G-e
J).

Entretanto para o comportamento do
clone de Cananéia (C1) formando grumos
de celulas aparentemente unidos por uma
das extremidades ( figura 3.10A) nao fo-
ram encontradas mengoes na literatura
pertinente.

Wilson (1946) tentando seguir o ci
clo de vida deste organismo em culturas
com meio 17quido notou que, naquelas
culturas originarias de celulas ovoides,
surgiam celulas com bragos curtos e que
a extensao media dos bracos aumentava em
sucessivas repicagens. Muito embora es-
tas celulas ostentassem dois bragos, oca
sionalmente observava a origem de formas
trirradiadas e de outras formas varian-
tes.

Lewin (1968) estudando o desenvolvi
mento de células em agar, atraves de de-
senhos feitos diariamente, observou que
as celulas ovoides se dividiam dando o-
rigem a celulas ovoides e que as celulas
fusiformes se dividiam formando celulas
fusiformes com comprimento e forma simi-
lares, confirmando as observagoes de Wil
son. Observou também que celulas dilata-
das, com aproximadamente 25 Y de compri-
mento, produziam um par de celulas ovoi-
des ( conforme Wilson, figura 2) pela

divisao do protoplasma dentro da porgao
central dilatada da celula. Estas calu-
las ovoides algumas vezes se dividiam
novamente e eram liberadas pela ruptura
da parede celular original, Esta obser-
vagao nao apoia a suposigao de Wilson
que celulas ovoides derivariam de celu-
las fusiformes por divisao desigual.

A observagao das celulas dos tres
clones estudados mostrou formas bastan-
te raras dilatadas em sua porgao central
aparentemente com 2 celulas ovoides no
interior ( figura 3.10B)semelhantes aque
Tas descritas anteriormente por esses au
tores.

Lewin (op. cit.) notou tambem que
as culturas em agar ocasionalmente con -
tinham auxosporos esfericos, caracteri-
zados por porgoes de protoplasma vacuoli-
zadas e nuas de 6 a 12 p de diametro.

Tentativas de seguir o destino destes au-
xosporos em agar foram infrutiferas. De

64 subclones originados de algumas colo
nias em agar e crescendo em meio 17qui-
do, verificou que uma delas apresentava
todas as celulas inicialmente trirradia-
das. Este clone foi mantido durante mui
to tempo ate que grandes quantidades de
celulas ovoides fossem produzidas. Semea
das em agar e reisoladas para meio 1iqui
do, quando examinadas 28 dias apos essas
culturas so apresentavam células ovoides.
Entao foram transferidas para mejo com
triptona. Dez dias depois todas as culty
ras produziram abundantes quantidades de
celulas fusiformes. Uma vez que, nenhuma
forma trirradiada fora observada, con -
cluiu que esta forma nao persiste alem do
estagio intermediario das celulas ovoides,
confirmando as observagoes de Wilson



(1946) e de Droop ( Hendey,1954) e apoian
do o ponto de vista que as formas trirra-
diadas nao representam estiagios normais
do ciclo de vida.

Ainda de acordo com Lewin,parece ser
opiniao .generalizada da maioria dos pes -
quisadores que estudaram Phaeodaclylum
thicornutum que as celulas ovoides e fu-
siformes representam os estagios tipicos
prevalentes no ciclo de vida. Com o culti
vo prolongado na superficie do agar predo
minam as celulas ovoides, aparentemente
§endo favorecidas uma vez que tem uma cer-
ta facilidade de espalhar-se sobre este
tipo de.substrato. Com o cultivo prolon-
gado em meio 1iquido, por outro lado, pre-
dominam as formas fusiformes, aparentemen
te em vantagem porque em culturas crescen
do ativamente essas formas tem melhor flu
tuabilidade enquanto que as formas ovai-
des tendem a se associar em grumos e afun
dar. As formas trirradiadas tem sido as
unicas facilmente reconheciveis em amos-
tras de aguas litorais. As células fusi-
formes podem ser confundidas com Nitzs-
chia closterium e as ovoides, quando nota
das seriam classificadas como diatomaceas
penadas nao identificadas. As formas trir
radiadas raramente se formam em laborato-
rio, porem em certas condicoes, como em
culturas estaticas, tais celulas podem ser
favorecidas pela selegao, talvez devido a
uma redu¢ao na taxa de afundamento, poden-
do predominar em relacac as outras formas.
Alem das formas trirradiadas, ceélulas cru
ciformes,. curvadas e outras formas anor-
mais- foram ocasionalmente observadas. Quan
do tais anomalias morfologicas aparecem,
elas se reproduzem clonalmente, formando
celulas filhas com a mesma forma da celu-
la parental, uma vez que a divisao celu-
lar ocorre num plano longitudinal. A men-
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brana celular e evidentemente inelastica
o bastante para manter sua caracteristica
de forma atraves de sucessivas divisoes
celulares. Entretanto variantes deste ti-
po tendem a persistir somente ate produ-
zir celulas ovoides, ja que estas, em seu
devido tempo, dao origem a celulas fusi-
formes normais.

Os tres clones utilizados nos expe-
rimentos comparativos deste trabalho nao
exibiram diferengas morfologicas notaveis
afora aquelas relativas ao tamanho das
celulas e aspecto geral dos cromatoforos
inerentes ao estado fisiologico das cul-
turas em suas distintas fases de cresci-
mento,

Entretanto a constatagao de diferen-
tes comportamentos morfologicos por par-
te dos tres clones ( figura 3.10A a J)
mantidos em condicoes estaticas em baixa
temperatura e intensidade luminosa sugere
que se possa tratar de tres linhagens fi-
siplogicamente distintas da mesma espe-
cie.

Existe uma tendencia em diregdo a
pleiomorfia maior em determinados clones
do que em outros sugerindo que a mudanga
na forma e, em parte, de origem genetica
( Borowitzka & Volcani, 1978).

Por outro lado o crescimento de P.
tricornnutum e estimulado pela giberelina
e pela cinetina ( Bentley-Mowat & Reid,
1968) sabendo-se que estes e muitos ou-
tros fitormonios atuam na diferenciagao,
crescimento e divisao celular em outras
algas ( Augier, 1974); esses fatos pode-
riam estar ligados as mudancas na forma
as quais poderiam ser induzidas ou con-
troladas por fitormonios liberados tanto
por outras algas como pelo proprio Phaco-
dactylum.
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5 - CONCLUSOES

5.1 - Muito embora a monitoragdo do "stan
ding-stock" das populagaés mantidas em
culturas atraves da fluorescéhcia 4n vivo
apresente otimas correlagfes com as densi
dades celulares e com a clorofila-a total
e, por conseguinte obtenham-se coeficien-
tes angulares derivados das regressoes 1i
neares identicos ou com diferengas nao
significativas, raramente as estimativas
das taxas maximas de crescimento sdo simi
lares para os dois métodos; as medidas de
fluorescencia 4{n vivo sao adequadas como
parametro descritivo, por exemplo, na
construgao de uma curva de crescimento vi
sando obter-se apenas o padrao de respos-
ta de uma cultura. A temperatura e a con-
digao nutricional do meio de cultura in -
fluem de modo apreciavel no comportamento
dessa variavel tornando significativas. as
diferencas entre as estimativas feitas pe
los dois metodos. As contagens celulares
sao mais precisas para se estimar as ta -
xas maximas de crescimento.

5.2 - Considérando-se os coeficientes de
variagao medios relativos as contagens

celulares e a fluorescencia <n vivo, a va

riancia do residuo desta Ultima foi tres
vezes maior. A densidade celular, a fluo-
rescencia 4{n v{vo e a clorofila-a total
log transformadas para a construgao das
curvas de crescimento apresentaram varian
cias que nao diferem de modo significante
e portanto as sensibilidades dos tres me-
todos se situam praticamente num mesmo ni
vel.

5.3 - A constatagao de diferengas estatis

ticamente significantes obtidas com pard
metros fisiologicos importantes como as
taxas maximas de crescimento e as taxas
de assimilagao do carbono além do compor
tamento polimorfico exibido pelos tres
clones estudados neste trabalho corrobo-
ram no sentido de que devem se constitu-
ir em linhagens fisiologicas distintas
da mesma especie de Phaeodactyfum triconr
nutum Bohlin.



6 - RESUMO

Atraves de bioensaios estaticos fo -
ram comparadas as taxas maximas de cresci
mento, razao de fotossintese em termos de
clorofila-a e de celula, bem como o rendi
mento final de tres clones de Phaeodacty-
Lum tricornutum visando verificar uma pos
sTvel existencia de diferencas intraespe-
cificas entre eles. Dois desses clones fo
ram isolados a partir de amostras de Uba-
tuba (U3, isolado em 1972 e U5 isolado em
1979) e um de Cananeia (C1, isolado em
1980). Todos os resultados foram submeti-
dos a uma analise de variancia trifatorial
e a uma analise de agrupamento com a fina
lidade de discriminar as condigoes experi
mentais nas quais os tres clones diferi -
ram significativamente em suas respostas
fisiologicas. Durante a fase exponencial
de crescimento os tres clones se apresen-
taram com morfotipos fusiformes raramente
se encontrando morfotipos ovoides e trir-
radiados. O padrao das curvas de cresci -
mento dos tres clones em diferentes tempe
raturas (16, 20, 240 C) e meios de cultu-
ra (ASP 2, Erd;Schreiber, Guillard f1)
ndo diferiu. Os resultados obtidos indica
ram a existencia de diferencas significa-=
tivas nas taxas de crescimento e produti-
vidade primaria. Morfotipos ovoides for -
mando grumos foram observados nos tres
clones apos a fase exponencial e de modo
conspicuo no clone U5. Nas mesmas condi -
coes, o clone C1 apresentou uma grande
quantidade de grumos, com a forma de uma
estrela, constituidos por morfotipos fusi
formes unidos convergentemente por uma
das ext}emidades de cada celula. Por ou -
tro lado, morfotipos trirradiados e cru-

ciformes bem como formacao de cadeias,
so foram observados no clone U3.
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7 - ABSTRACT

A comparison of the maximum growth
rates, primary productivity on chlorophyll
-a and cell basis, and maximum yield
achieved in batch culture of three clones
of Phaeodactylum trnicornutum has been
carried out in order to check intraespeci
fic differences among them. Two of the
clones were isolated from samples of Uba-
tuba (U3, isolated in 1972 and U5, in 1979
), while the third one was isolated from
samples of Cananeia (C1, isolated in 1980)
Three-way analysis of variance was accom-
plished and cluster analysis was carried
out to distinguish the experimental condi
tions in which the clones would show dis-
tinct physiological responses. During the.
log phase of growth the three clones usual
ly presented fusiform type of cells. Never
theless, rare oval and triradiate cells
have been observed. The pattern of the
growth curves submitted todifferent tempe
ratures (16,20,240 C) and media (Guillard
f1, Erd-Schreiber, ASP2) was the same for
the three clones. The results indicated
significant differences in growth rates
and primary productivity. Oval morphotypes
in clusters have been observed in all
clones after the log phase under exausted
media. The clone U5 has exhibited this be
haviour in a prominent way. Many star—shg
pe clusters, constituted of fusiform mor-
photypes linked by one of the extremities
of each cell were observed in clone Cl.
On the other hand, triradiate and cruci -
form cells, and the formation of chains,
were observed only in clone U3.
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9 - ANEXO

9.1

83

Experimentos comparativos entre trés clones de P.Tilcornutum

Tabelas A1 a A28

Tabela A 1}

- Resultados das contagens de c&lulas para o clone de Cananéfa(C1) a 16°C,

médias das contagens(x) e respectivos intervalos de confianca (a = 0,05)

('Tempo
(dias)

Meio ASP2

Meio Erd-Schreiber

\

Meio Guillard ﬁ

+

1 2 3 X ! 2

i 2 3 X ¥ 2

] 2 3 ! o2

M~ e W - o

@ v N W

~n

9,30x10%[1,09x10 ll 32x10 ]1 11x10%40, 30010
| 92x104|2 16x10 lz s2x10%)2, 20x1o‘*o 59x10°
5,75x10 |6 23x104 ls 63x10‘ls 87x10%40,63x10*
1,34x10 |1 25x10 [1 47x10 ]1 35x10%%0,22x10°
2,64x10 ]z 60x10 |z 12x10 |2 45x10%%0, 57x105
4,40x10 |4 35x10 {3 44x10 ]4 06x10°41, 06x10
7,80x10 [8 71x10 |7 85x10 Ie 12x105*1 oox10°
§,82x10° |e 04x10 ls 91x10 |7 26x10°4) 33;105
1,07x10 |1 09x10 |1 00x10 [1 0sx10%20, 10x10°
1.19x10%]1,38x108] 1, 32410 |1 30x105‘o 20x105
2,28x10%)2, 56x105|z 75x10 |2 53x108%0, 474106
3 04x106|3 17108 l3.eax10 la 28x108%0,63x108
4,26x10%(2,76x10%|3,42x10 |3 4ax105*1 47105

3 06x106|3 40:105|3 21x108]3, 22410540, 33x\05

1 27x\o4]1 03x104|1 89x10%[1, 40x104*o 86x104
3,98x10° |3 86x10 {4 10x104]3 9sx1o %o, 24xlo
1,58x10 |1 50x10 |1 6sx105|1 58x10°%0, 16x10
3,50x10 |3 76x10 |4 01x10 ]3 7sx105*0 51x10°
7,20x10 |e 09x10 la 33x10 |7 87x10°41, 18x105
7,62x10 |a 17x10 |a 57x10 ]e 12x105’o 94x10
8,50x10 |e 44x10 |7 89x10 |a 26x10%%0, 67x10
1,26x10 :1 34x10 |e 80x10 |1 16x10540, 49x10
2,94x10 |2 13x108(1,98x10 |z 35:105’1 oax108
2,28x108]1, 47x106|1 41x70 |x 7Zx10 61, 96x106
5 a7x1o5|3 7ex105|3 51x10 14 38x10822, 554108
8,60x10 |4 78x10 [4 5010 |5 95x1o°‘4 49x10°
1,21x107 |a 3ox108 [9 46x10 ]1 00x107%0,37x107

1,52x107|1,08x107 1, 20x107 1, 27x107%0,,45x107

1,23x10 |7 3510 |s 90x10°%]9, 52:103*4 aanoJ
2,20x10 |z 13410 |z 35x1o‘|2 235104 41, 22110
6,23x10 |7 nixio? |7 00x10 |s 78x10'%0, 9Ax10
1,38x10 |1 67x10 |1 60x10 || 55x10°%0,29x10°
2,94x10 |3 6610 ]3 56x10 |3 39:105’0 78x10°
5,50x10 [6 49x10 {s 86x10 |6 28x10°41,37x10°
9,80x10 [1 2110 |\ 26x10 |1 15210520, 29010
1,28x10 |1 3910 l1 a7x10 |\ 38x106 0 20x106
3,05x10 |3 34x10 |3 22x10 |3 20x10%%0,29x10%
4,30x10%]3,85x108 |4, 7541054, 30:10"0 ee.m6
6 15x\05|s 91:106[6 09x106|5 05110 *0,24x10°
19,80x10%]1,13x107|8,80x10% 9, 97!10 t2, n7;wo°
| 50x107|1 72x]07|l 39:107|‘ s4x10] Tt 33;10
1,49x10 || 91x10 |1 89x10 |1 76x10720,47x10’

Tabela A 2

- Resultados das contagens de c&lulas para o clone de Canangia(Cl) a 20°C,

médias das contagens(X) e respectivos intervalos de confianca (a = 0,05)

Tempo
(dias)

Meio ASP2

Mefo Erd-Schreiber

Melo Guillard fl

+

12 3 ¥ ! 2

¢
)

X 20

1 4 3

1 .2 3 X!

O~ O W s W RN —— O

M et
— > w; N WO

5,40x10 |5 90x10°|8,40x10 ]s 90x103‘2 94x103
7,30x10 |1 31x10*[1,03x10 411, 02x10%0, 57x10

2,72x10% |2, 5201043, ssx1o4|z gax10*h, DleO

5 55x104|a 77x10“[7 4710 17 26x10*43,18x10"

1,98x10 lz 40x10 |2 91x10 |z 43x10%%0,90x10°
5,95x10°|7,40x10 ]5 95x10 |6 43x105*1 65x105
1 19x106|l 52x10°1, 70010 |1 47x10 *o 51x105
1,67x10 |1 76x\0511 82x10 |1 75x10%%0,14x108

2,00x10 |2 84x10|1,94x10 |z 26x10 649, 98x106
2;74x10%{2,90x10%}2,96x10 |3 20x1c? 640,92x10°
5,52x10% |5, oax105]4 96x10 |5 19610 819, 57x106
5,68x10 l4 68x 10 |4 §0x10 |s 01x10541, 14x10 |6
8,40x108{6,08x108|5,72x10 15 72x108%2, 864108
7,5210%]6,16x10 |8, 324108 |7, 35x10522, 14x108

6 50x103ls 20x10 18 40x10 |a 131032, 39;10
1,00x10 |1 12x10* |1 S7x10, h, zaxxo"o 59x10
2,36x10 |z 16x10° [3 4ox10° |2 64x10 h, 29x10
3,69x10 |4 99x10 |1 27x10°(7,13x10% 49, 55510
9,50x10 ]1 16x10 |1 16x105|1 09x10°£0,24x10
3,27x10 [z 54x10 |z 69x10 12 9sx105*o 80x105
5,65x10 |5 40x10 ls 00x10 [5 5ex1o 54, 59x1o
1,11x10 |1 16x10 |1 02x10 |1 10x1020, 1410
1,86x10 |z 18x10 |1 80x10 [1 sax10%%0, 39x105
2,62x10 |z 64x10 |2 04x10 |z 43x10520,67x10°
6,68x10 |7 15x10 [5 s0x10%]6, 48x10547 ,55x106
94x105|9 15x106|9 90x106|8 s6x10%43, 02x106
1,01x10 |9 90x10 |1 ;06x10 ]1 0sx107%0,12x107
9,36x10%8,10x10%|7,10x10%|8,19x108%2, 21105

512 9ax105|4 45x105|4 12x\n5[3 85x10%%1, six10;

7 00x103|9 sox103|6 §0x10 |7 73x103’3 19.103

1,00x10 lu 34110 |1 30.10* |1 21x10 *o, 35x10
4,10x10 |3 o7xio? |3 84x10 ;3 67x10* 11, 04x104

8,00x10*11,13x10%)1,15x10% 1, 03x10%%0, 7108

H

6,20x10 ls 00x10 38 00x10 |6 73x10°20,22010°
1,69x10 |z 10x10 !z 08x10 |1 95x10°’ 45x10°
3,84x10 |3 s2x10® |3 92x10° |3 89x10%40,09x10°
4,70x10 |4 8ex108]s,04x10%]4, 97x1o6'o 1x108
§,16x10 }7 7sx10°|7 20x106|7 04810 ’1 59x105
1,26x10 |1 0ax107|1,02x107 |1 10x10720, 25110’
1,72x10 |1 36x10 |1 110’1, 41x1o’ 0, 57110
2,000107|1,50x107 |1, 44x10 |1 £5x10 ’u 61110’

2,05x107[1,67x107|2,21x107|1,98x10 8g.sax10’
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Tabela A !

- Resultados das contagens de células para o clone de Cananéia(Cl) a 24°c,

médias das contagens(X) e respectivos intervalos de confianca (a « 0,05)

Mefo ASP2

Meio Erd-Schreiber

Mefo Guillard f,

\ 2 3 Y 2

1 H 3 i1 2

1 2 3 XY 2

W~ DY B N — O

— - —
o o o W

~
—

w

6,10x10 ]9 30x10%(8,90x10 la 10x10 33,4100
8,68x10 }a sax103]6 82x10 |s 0661072 3 2,10000
3,41x10 [5 27x103]6,82x10 |s 17x10% 3,38010
2,48x10 (\ eex103|4 3ax103 e, 89x10°% 2,53x10
6,00x10 |9 30x10 }9 61x10 ]3 71x10% 1,00x10
3,72x10 |2 79x10 |2 12x10° ls 90x10422,59x10
1510t N 03x10° e 11x10%]2,07x10%¢ 4,06x10
€,90x10 l| ax10 || 85x105[8 27x10“*17 70x10
1,85x10 |4 43x10¢ |5 40x10 |2 56x10%¢ 5,00x10
4706103 |1,38x10% |1, 020105 5, 40x105- 0,83x10
$,60x10 |a 60x10 |z W47x10°% |1, 4301052 176010
2,30x10%|2,75x108]3,67x10% 2, 91:\05* 1,37x10
‘ 501]06]3 95x10%|4,65x10%)4, 721022 8¢ 0,73x10
3,40x10%]4,20x1084,80x10%]4,13x10%% 1,37x10

w oW W

O Oy o Oy Ot B B W W

1,00x10% |1, 24x10|9,50x10 |1 o6x10'20, zgxm4
8 68x103[4 34x103|1 05x10 17 84x10°%6,19x10°
1,21x10%|5,89x10% |1, 08x10 |9 60x10°26, 41x103
2 79x104l\ 95x10%{5,89x10 ‘1 7ax104’2 \8x\0
8,27x10 15 56x10 11 36x10*5,06x10 416, 82010%
3,15x10 |1 3910 tz 63x10‘|1 60x105*z 68108
8,99x10 |3 05x10 |7 100104 J4.25010 5t8,37x10°
1,27x10 ls 90x10 ls 10x10 |7 90x|05*a 23x105
2,64x10%]1,20x108]7,35x10% |1, 69x105¢2, 65x10
4 341106|1 B9x106|1 75x106|2 66x105*2 asx105
1,30x10 ]a s0x108|4,56x10%|8,72x10 §45,27x108
1,50x10 |9 00x105,1 2sxlo7l1 23x107%0,58x107,
2,05x107[1,39x10 1h,30x10 11 58x1070,80x107
1,60x107 [1,42x107 1, 58x107 |1, 53x107%0, 206107

7,50x10 |e 00x10 !1 04x10 la 63x103’3 04x103
6,20x10 |s 27x10 ]a 310’ Jlseme 33, 12x103
1,05x10 ]1 18x10 |9 61x10 3, 06x10%%0,22x10*

1,730° g 210t W s2x10t ) 52x1o‘*o 73x1o‘
4,81x10 |3 87x10 ‘4 axo’ }4 3oa0*o, 94x10

1,20x10 le 75210 ]9 12x10 19 9sx\o4’3 a9x10t

1,67%10 |z 50x10 |4 58x10 |2 92410522, 94x105
7,40x10 |5 75%10 [7 65x10 |5 93x105’z 02x108
1,16x108]1,49x10%]1,79x10% |1, 48x10°80, 63108
2 an105|1 50x106|2 ZGXIOGIZ 19x105-| 28x108
5,80x10 |3 ?Ox\o §16,35x10%]5,31x105%2,63x10°
8,80x10 [9 60x10 [1 2110 |1 0310720, 392107
9,30x10 |1 17x10 |1 6010 i\ 25x107%0,61x107

5,40x10%]7,20010°1,05x107|7,70010°45, 06x10°

Tabela A 4

- Resultados das contagens de células para o clone de Ubatuba(U3) a 16°C,

méd{as das contagens(¥) e respectivos intervalos de confianca {a » 0,05)

rTempo
{dlas)

Meio ASP2

Meio Erd-Schreider

Meio Gu1l]ar4-f]

W

i 2 3 x ! 2

1 2 3 X ¥ 2

1, 2 3 X ! 2

— o —
W > v WO

~

O N O W s N~ D

1 zaxlu“ll 90x\0 [1,19x10 ll 43;104*0 eux10“
4,00x10 |4 59x10 |3 gox10 |4 |3x|o 420,80x10"
1,12x10 || 10x10 |1 00x10 || 07x10%%0,12x10°
2,10x10°]2,07x10°(2,14x10%| 2, 1ox105*o 08x10°
3 65!105|5 01x105l4 64x105!4 aax10°ty, 37x105
5,1010%|5,29x10° |4, 62510 ]s 00x10%40,69x10°
8 15x105|5 99x|o5|5 2910 |s 81x10542,82¢10°
9,82410° |a 4710 |6 95x10 |a 41310542, 82x10°
1,53x10 |1 21x10 |1 08x10 ]1 21x10 *2\53x105
1,93x10 [1 68x10 Il 60x10 |1 74x]0 81g,33x108
3,98x10 la 33x10 ]3 01x10 ]3 44x]0 S0, 96x106
4,42x10 |3 91x10 |3 36x10 |: sox10%4y, 04x10
6,92x10 }5 49x10 ]4 69x10 5, 70x10 84y, 21x10
5,12x10%]4,46x10%]5,20x10814,93x108%0, 80x108

1,12x10 |s ssx\o3ls 37x10 {9 10mp3t2, 55x\03
3,91x10 |4.o4x10 [3,50x10% [3 azx\o4*o 55x10°
1,24x10 |1 46x10 |1 27x10 |1 32x10%40,24x10°
3,00x10 |3 13x10 [3 28x10 |3 135102 540, 27x10°
6,80x10 |7 79x10 |7 gax10° |7 50x10 54, 20x105
1,23x108 I, 211081, oax108 I 16x10%%0, 22x10°
1 75x106|] 35x106|1 59x106]1 56x10840, 39x]06
1,81x10 |z 17x108 [2 46x108 |2 xsxxnﬁ’o §5a10°
2,700108|2,76x10 [3 ]5x10 §12,87x10%40 47x106
2,94x10 |3 53x10 (4 10x10 |3 52x105*1 1x108
5,16x10 |s 88x10 ]7 27x10 [s 10x10 61z, 10x106
6,36x10 le 13x10 [e 43x10° ]7 sax10%%2, zo;1o
7,60x10 19 12x10°]1,20x10 19 s7x10524, 37x10
9,44x10%)1,08x107 |1,06x107 |1,03x107%0, 14x10°

\ognotasonnissonoﬂsaouo“\9m1$
1,98x10 {2 05x10 |z 12x10 |2,08x10%0,14x10°
6,00x10 [s 34x10 {5 45x10 |5 93x10°%0,88x10*
2,15x10 |z 60x10 |2 06x10 |2 z7x105*o 57x105
4,50x10 |5 02x10°[4,18x10 |4 00x10 -1 69x10
1108108 |1 45x106|1 01x10 |1 19x10%%0, 45xlD
1,74x10 |1 93x10 |1 54x10 |1 74x106 0,39x10°
3,22x10 |a 2410 |3 18x10 13 2110520, 06x10°
3,40x105]3,75x108|3,96x10 {3 70x105*o 55x108
3 bzx105[3 37x10513 34x10 l3 54x10%0. 65106
7,25%10 |4 88110 }4 74x10 |s szx105*z 76x105
1,20x10" 11 33x10 ll 69x10 ll 4|x10 %, 49xlo
1,47x10 |z 00x10 |z 30x10 jl 92x107%0,82x10
1,83x107[1,71x107[1,91107 1, 82610720 20x194J

Tabela A 5

- Resultados das contagens de células para o clone de Ubatuba({U3) a 20%,

médias das contagens(X) e respectivos intervalos de confianca (a » 0,05)

Melo ASP,

Meio Erd-Schreiber

Meio Guillard (1

1 2 3 X ¥ 2

1 2 3 X ¥ 2

1 2 3 ¥ ! 2

O N Oy — O

T Y-

ro

1 2ax10‘|s 70x10 19 00x107 3s, 5ox|o3*s ,04x1p°
T,20010%|8,68x10%]1,49x10%|1,19x10%0, s1xlo‘
2 05x10‘|3 47x\u‘|4 au;10‘|3 37x104'z 51:10
8,18x10 fl 06x10 !1 00x10 [e 41x10*2,90x10°
2,80x10 |2 92x10 |z 35x10 |2 59:105’0 59x10°
8,45x10°]1,02x1089, 75x10 |9 47x10%,76x10°
2 00x106|2 06x10°]1,82x10%)1, 36x10° t, 25x106
2,90x10 |z 28x106|2 36x106|2 s1x108%0,67x108
3,60010812,36x108[3,24x10 | 3,07x10621, 25x106
4 521\06\3 \Zx\06|3 53110513 771\06 1,37x106
5,16x105]4,60610%]3,920108)4, 55!]0 61,2108
5, 121106|6 6|x106|5 2a.105]5 52x10 *1 10x106
6,64x10 |a 56x10 |s 85x10 |7 0zx108%0, 2710
8,32x10° |7,68x10°[5,84x10 |7 28x106'2 53x108

8,40x10 |9 20x103l] 20x1n‘|9 87:10%23, 70x10°
1,83x10 |9 §1x10 13 2ax10? |z 00xlo“’z "23x10°
§,30x10 |z 88x10 |4 32x10 |4 0010, deg, 37x\o‘
6,81x10 |6 81x10 ]7 12x10 ]s gix10*0, 3500
1,65x10 |1 55x10 |3 66x10 12 20010842, 59x|05
3,60x10 |4 40x10 [7 15x10 |5 05x1o5*3 65x10
8,15x10 |a 85x10 }1 22x10 |9 73x10%44,23x10°
1,90x10 |z 14x10 12 32x10 |z 12x108%0, 4lx106
3,06x10%]3,34x10 613,52010 83, 31x106’0 45;105
3 08x\06l3 50x105;4 40x\o°|3 ssx\oﬁ’m oe
6,15x10 |7 30x10 |7 90x10 |7 12x10%81, 7410
7,30x10 |9 40x10 [1 13x10 [9 30x105‘3 9zx106
1,03x10 11 03x10 [1 16x10 |1 07x10 T40,140007
8,40x10%[1,10x107 |8, 20x108|9, 20x105¢3, osx1o‘

8,20x10 [s 70x10%]9,30x10 |a o7x\u3*z 55x10°

1 4sx0] n, z4xlo“|z a1x10f a0l b4, 7sx1o‘
8,25x10* |3 22x10%|3,42x10¢ |4 96x10 s, 59x10
1,05x10 |1 05x10%]1,17x10 |1 09x1o S, 14:10
3,20x10 la 26x10°(4,06x10 |3 51x1o 540,94x10°
9,60x10 Ia 00x105 1,07x10 |9 43x1022, 67x105
2,26x10 |2 10x1083,88x10 |z 65x105*1 7x10
3,30x10 |5 50x105|4 36x10 |4 sax10%42, 45x10°
4,78x10 |5 52x108]5,16¢106 |5, 15x10%%0, 731105
8,72x10%(5,72x108 |3, 92;105]7 79x10543, 63x10
9 90x106|8 80x10%[1,09x10 |9 86x10°42,06x108
1,46x10 [1 40x107(1 84x10 {1 s7x107%0, 47x107
1,81x10 |1 §0x10 "hame [1 53x107%0,63x107
1,78x107|1,66x107[1,53x107|1,66x10720, 24x107




Tabela A 6 - Resultados das contagens de células para o clone de Ubatuba(U3) a 24°C,
medias das contagens{X) e respectivos intervalos de confianca (a = 0,05)
(Tg{npo Mefo AsP, Meio Erd-Schreiber Melo Guillard T, )
(dfas) 7y 2 3 Xt 10 1 2 3 3t 2 3 2 3 D
0 [8,20x10 ll s7at0? 960010 ]1 12x10“* 0,76x10%(8,60x10 |1 00xlo‘|e 10x10 la 90x103*1 92xxo3 1 o1:10‘|1 25:10‘|1 120041, 14x0040, z7x1o‘
1 [6,82010%|9,92x10 }a 68x10°]8,47x103¢ 3,06x10%}9,92x10 ]7 75x10 3)9,92x10 |9 20x10%%2,a5x10% 8, 37x10% |1, 1100045, 611103|9 69110 32, 59;\0
2 {1,36x10 [a §8x10° i zox\o3|a 161103*\\ 21x\03 3180104 iz l?x\O I, a0 12 17x104*z o2x104]1,08x00%)1, 7sx1o‘(s 25x104)2, oz;lo %, 20:10
3 [1,95x10 11 80x10%(8,37x10 Il 53410, i, 18x10 1,29x10 |e 25%10 |e 75%10° [9 97x10 ’5 ooxxo‘ | 9e*1o‘|7 03x10 |t 25x104|4 421}0 4, 96210
4+ {6,3710° 14 87x10 fa 44x10 LR agx1o it 9, BBxIO 3,85x10 12 90x10 12 95x10 [3 23x10%%1,04x10°]4,75x10 19 00x10 [1 12x10°[1, 0310341, 2110
5 [2,44x10 i? 75x10 |4 50x10 |1 22105 2,09%10° [9,60x10 l7 10x10 ]6 99x10 |7 s9x1o5*1 47x105 2,50x10 14 00x10 [J x10%|2,28x10%43, ALK
6 |2, 57;106(2 ,45x10%]2,47x10 [z 50x105* g, \leo5 1,94x10 [1 §6x105]1,54x10 |1 11052, 39;10 3,65x10 }s 95x10 |1 06x10%|7,08x10%s, 82!105
7 oo, 10x105]7 05x10 |9 sax10°t 5 4, Jlxla 3,20x10 |z 25x105|z 92x10 !z 79x10 ‘o 94:10 1,01x10 |1,44x1o I2, 46x\06|\ 641\06'1 45x1o
8 |1,54x10 1\ osx1o §19,20010 ]1 l?x]D 61 9, 55x10° §,48x10 l4 s4x108)4, 64x10 85, 35x10 h, 9leo 1 99x10°la 86x10 |4 §4x10 |a SOxIO 812,67x10°
g |1,550108 [1,31x10 |\ 67x10 |1 51x106 0,35x10%]3,44x105] 4,640 |5 84x108 }4 54x1o 542, 35110 3124108 [3 04x10 ]4 50x10%]3,59x10%1, 72.105
12 1 9Ox106]1 Bsx10]|1 45x106|1 s7x\c5+ 0,43x108 (8 68x!06|9 01x10 [a 99x10 |e 89x10%20,35x10 | 4,80x10 15 20x108 s, 80x1o°|5 26:108%0, 981|0
15 [2,70x10 |z 35x108]2,43x108|2,49x105% 0, 35x|06 1,05x10 |1 15x10 ll 35x10 |1 181107*0 29x107 9,60x10 |7 40x10%]1,05x10 |9 16xlo°*3 |2!|0
18 [2,15x10 ]2 zzx\o5]2 18x10 )2 18105 0, D6x10 1,20x10 ]1 13x10 ]1 39x10 j] 24x10'%0, zs:1o 1,48x10 ]l 13x107[| sox10’|1, JJxlO T, 35:10
L2 [2.63a0 812,50x10|2,70x108|2,614105% 0,204108[1,11x107 |7,89x10% )1, 200107 |1,03x107 %0, 41x107 1,,43x107 |1, 26x107 |1,37x107 |1, 3510720, 24.10‘)
Tabela A 7 - Resultados das contagens de c&lulas para o clone de Ubatuba{U5) a 16°¢,
médias das contagens{X) e respectivos intervalos de confianca (a = 0,05}
(" Tempo Kelo ASP, Melo Erd-Schreiber Meto Guillard f, A
(dhas) 2 3 Y 1 2 3 T 1 2 3 I
o 1,50x10% 1, 3m10% 1, eoxxo‘|1 35x10‘*c zgxxu‘ 1 oo;wc‘l\ aox10 112000 |x 17x1o4*o axoth 25x1o‘|1 49x10‘]1 09x10 ]1 2ex1o"u 39010¢
1 13,87x10 ]3 48x10“]3 10x10 [3 4810*40,76x10* [3,59x10 {3 82xlo°l4 05x10 |3 g2x10'%0,45x10% (3, 62x10 |3 74x10 |3 87x10 |3 1ax10*t0, 25x\o‘
2 |6, 50x10 [5 g9x10? ]s sox10? ]6 zuxlo‘*o asxlo4 2,25x10 lz 36x10 |2 30x10%|2, 30x105’u 12x10%]1,10x10 ll 16x10 |1 00x10 || o9x|os‘u 16x10*
39,1910 ]1 07x10 51 00x10 [9 96x10°¢1, 49x10 5,80x10 ]s 0ax10°]s, 44x105 6,09x10%40,63x10°(1,76x10 lz 1x10 }1 67x10 11 Bax10°%0, 45:105
4 [1,89x10 lz 22x10 11 98x10 |z oaxtos*o 33:10 6,80x10 Is 85x105|5 96x10 |6 54x10 ‘o 98x10° {4,80x10 |s 35x10 |4 46x10 |4 s7x\05‘o 88x10°
5 12,47x10%)2,29x10 11 93x10 [z 23x10%%0, 53:10 1,58x10 [1 49x10 {1 3710 [1 48x10 20,20x10%]9,25¢10°|1,22x10%|8, 50x10 (9 98x10°43,84x10°
6 |5 50x105|4 83x10 ]4 20x10 |4 8ax10%41,27x10% 1, 90x10 |1 47x10511 40x10 |1 59x]0 *0,53x10%)1 9ox1o5]z 10x10%)1,68x10 ll 89x105%0,41x10°
7 (6,110 |7 17x10 [5 34x10 16 23x10%1 80x105 2,30x10 12 14x10 [2 26x10 12 23x10%%0,16x10%]3,22x108 |3, 24x106I3 18x10 :3 21x105-0 06x10°
g (9,40010°(8,28x10°(7,27x10% 8, 3zx105*2 10x10° [2,70610 |2 56x108[1,70x105 232410541 ,06x108 3 aleoeia 77x10 |3 98x10 |3 72x105%0,56x10°
s N 43x106[1 23x108[1,13x108|1,26x10%%0,20x10% |4, 25x10 [4 75x106[4 27x106|4 4211 o6 0.56x10|3,30x10 13 69x10 |3 45x10 [3 48x10%20,39x10°
12 1 90;105)1 sax\oﬁ|x 61x105]1,70x10640, 35x105 8,56x10 ]a 46x10%(8,18x10 |a 40x10 £0,39x10% |5, 64x10 }5 17x10 |s 1210 |5 98x105%0,57210°
15 (1,87x10 {1 sax108(1, 46‘105[1 59x105*o 51x1o ¥,05x10 {1 2sx1o7fl 03x10 [\ 14x10720,24x107 {9,92x10 |1 09x10 ]l 09x10 |1 06x10720,12x10
18 ]3,42x10 [2 66x10612 58x10 |z B9x10 6+0,90x108[1,06x10 17 90x10 || 03x10 19 60x106 2,94x10%{1,00x107 1, 1xl0 [8 30x10 |9 80x10%42,74x10°
L2 [amae |3 82x10 |4 01x10 14 200050, 98x106 1,22x10 11 im0’ [1,32x10 m, 21x10740,10x107 |1 42x107[1 3xi0’ [1,40x10 l| 39x10'%0, OGxIAfiIJ
Tabela A & - Resultados das contagens de cglulas para o clone de Ubatuba(US) » 20%,
médias das contagens(X) e respectivos {ntervalos de confianca (a = 0,05)
qmpo Meio ASPZ Meio Erd-Schreiber Meto Guillard (‘ h
fetes) 7y 2 3 T % 1 2 3 T 1 2 3 T
o froaaaet|z,aome [a 10x10 [s 83«103’4 12x10°%]8, 00x1o3]7 20x10 \e 80x10°|8,00x10%41,57x10%|8,80x10 11 00x10%|7,60x10%]8,80x10%2,35x10°
D 39‘1o4|\ s5x104|1,45x10% 1, 46x10%20, 160104 1, 2:10] et 67x\04}\ 47x\o4*o 310t ]1,78x10 |z 1ox104|1 78¢)0° I1,89m10 0, 36x100
2 s 40x10“(4 52xlu“{s 75x10%|5,22x10%1,23x10% |5, 85x10° |5 1ox10*{5,64x10" |s §3x10%40,08x10° 5,00x10 |5 52x10 55 00x10 |5 saxt0't1,s1n10?
31,6310 11 81x10 ll Z7x105|1 57x10%%0,53, 105 1,07x10 {1 1ax1051\ 20x10 |1 15x10°%0,14x10°|1,20x10 ]z 78x10 ]1 90x10°]1,96x10°%1, 551105
4 [3,8M10 12 75x10 }4 42x10 13 eax105*1 67x10 2,41x10 }z 2210 ]2 36x10 |z 33;105 0, 1ax105 4,55x10 15 73x10 |4 21x10°48, asxlust\ 52110
5 [1,16x108]1,42x105)1,23x00 ]! 27x105%0,25x10°| 7, 5510 16 50x10 js 85x10 |s 96x10%41,06x10°]1,03x10 ]1 30x10 ]\ \3x105|1 15x10840, 28010
6 [2,20¢10%2, 1zx1o°|1 sex108]2, oe;ioﬁ*o 27:106 1,45x10 [1 20x10 |1 26x10 [1 3010840, 26x108|3,01x10 |z 56x10°]3,31x10%]2,96x10%20, 74210
1|2, 28x10612 34x10 12 46x]06|2 36x10%%0,18x108|2,46x10 12 66x10 ]2 94x10 [z 69x10%0, 47x106 5,80x10 ]3 eox105]4 OBxIOGIJ 56x105¢2,12x10°
8 |(3,48x10 |3 20x10 }3 oax105]3, 23:105*0 45xlo° 3,62x10 |4 08x10° |3 2ax10® |3 64x105‘o 84x\0 6,12:10° §15,34x105)5,82x10%]s, 76x106’0 775108
9 13,90x10 [4 60x10 13 8ax10%]4,13x105%0, BUxID 4,48x10 13 88x10 14 §0x10°]4,32x10 549, 74x10%]7, 89x10 519,56x10% 6, 79x105|e o8x10%42,73x10°
12 [ 2x00 616,26x10 |5 30x105]s 90x|05*1 DZx]U 8,85x10°]8,20x10 [5 esx105[7 63x10%%3, 10x106 1,19x10 [\ 90x107|1 50x10 [1 53x10"o 70x10°
15 17,00x10 la £8x10 |s 20x10 |6 510840, 28x10° 1 13x107l9 60x10 ]a 65x10 |9 85010542, 63x108 |8, 30x10 ]1 77x10 11 87x107[1,49x10 Y, 12:10’
18 |7,20x10 [s 70x10 \7 90x10 [7 931061, 47xx05 1,30x10 i\ 18110 |9 281081, \4!\07 0, 37x107 9,97x10 [\ 43110 |\ 69:107}\ 310740, 6°xl0
21 |8,96x10%]6,80x10%]8,00x10%]7; 92x108¢2,12¢10%]1, 02510 19 20x10%]8,70x108[9,43x10 541470108 [1,00x10 ]1 38x1071,21x10 lJ 20¢107%0,36 10’ )
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Tabela A S

r Resu tados das contagens de clulas para o clone de Ubatubalys) a 24°C,

médl 5 das coatagens{X) a respectivos intervalos de confianca {a « 0,05}

fV Tempq
{dias)

Meto ASP2

Meio Erd-Schreiber

Meto Guillard f,

! 2 3 ¥ ! 2

1 2 3 x ¢ 20

7

1 2 k] it 2w

0 ~ O S W N~ O

-
W v N W

~
-—

6 90.;03]1 60x10°|8,50x10%]7; srxiuJ’ 1,57x10°
7,44x10 |s 06x10%]7, 44:103}7 5010t % 0,nx0°
6,82x10 |7 44x103|e 37x10%(7, 54110 3 1, 53x103
4,96x10%)2, ¢ax103|z }0.10313 l&xlo % 3,04x10°
! 05110‘;2 50x10 313,72x10° |s 57x10 3t 4, 450103
1,24x10 ;z 50x10 ;5 12x10%}6,67x10 *\o ,04x10°
snnou@uwlznnou(nm’

7,25210 [1 56x10°|3,45x10 (¢ 08x10°¢
1,46x10 |s 20x10%]8,75x10 |9 51:105'
2,72:10 [z oox‘oslz 125108 J2 stlo
3,60x1083, 58x10%)3,40x10 §)3,50x10%¢
3.50.105|3,eox106}4.25x106|3.saalo5f

1,92x10%]1,72x10 |9 50x1o3|| 53:10%¢ 0,98x10"
9 92x103’9 92410 11 05410 [) o)x)o‘* 0, 06x!04
1,39x10 la 51x10 |9 61x10 ]9 s0x10°¢ 6,15x10°
1,08x10* |3 28x10* |1, 08x10* |1 enx1o" 2, 49;10‘
,64x10° ]1 zzx\05)1 36x10 )9 15x10 12, 82110
3,19010°1,10x10°)1,37010° l\ 89x10 2,20

0,980 |
0.57x10*
0,610
2, 4110}
 0,85¢10°
1, 72000

| 69x104|a 70x103[7 80x10° 1, 11xr0t
10&)0[13m10171u10110nlﬁ’
1,98x10 |1 61x10*)1,36x10 ]1 gox10%t
3,50x10 [5 50x10‘[5 75x10 [4 92x1o"
1,06x10 ]\ 66x10 |1 12x10 ]\ 28x10°

1.qaa10?
zmuopshw[zwuohahw*zmnms
5,68x10°
9;z9x105
0,74x10
0,22x10
0.65x]06
4,45x10814,30x108)4, 355108 4, 36x108 0, 14x10°

2.0200% 17 0000053 £110° e aa’t B
§,5510°(1,56x10 || 011081, 07x106¢
1 15.‘0512 rx10f 811, 56110501, 8151068
2,18410 |4 20x10 |1 66x105(2,684105¢
8,80x10 ]1 41x10 !s 60x105]9,50x10%¢
2,13x10 |1 98x10 {1 20107 |1,77107¢

1 43x|o7|1 70x10 ]1 59x107}1,57x107%

IS
0,88x10°
1,50n106
2,63x10°
8,41x10%
0, 961]0
1,700107 |1, 69x107 |) 49x107[1 62x107% 0,24x107
0,25x107

43nw|aomw]4snw]4wno*
5,80’ i, 55x105§9 zcx\05&7 I
1,16x10 1, 98x108 2, 02010 [1 12x10%¢ 0,980)
3 sexxcslz 2ex105{2 50x\o {z A5x10° 0,29x1
2,74x10%)3, 72:10513 42:10 13 29x10%¢ 0798x1
4 80x105|4 79x10%|5,60x10 |5 06x10%% 0,50x1
? 25x106|l 33x107|5 75x10 {9 1ox105‘ 7,030
6,21x10 Ix 78x10 ;1 16x10 ]e 39x10%416, 7211
6,62x10%]7,18x10%)3, 204108 |7,66x10%¢ 2,650

3,568x)

05
05
b
06
o8
of
06

%)

Tabela A 10 - Coeficientes de variacao das contagens celulares referentes as tabelas

—

Clane C1

Clone U3

Cione US

Tempo

ASPz Erd-Schreiber Guillard

ASP, Erd-Schreiber Guillard

Guillard }

ASP2 Erd-Schreiber

(dins)

= O s - D

— - -
™ N W

. Lk72\

16° 20° 220 [16% 20° 249 116® 20° 240

16° 20° 24° §16° 20° 24° J16° 20° z4°

160 20° 24° |16° 20° 24° J16° 20° 24°

a,18}6,22]0,21]0,31]0,15]0,14]0,26]0,21]0,18
0,14}0,29{0,13{0,03{0,24{0,40}0,05{0,5{0,24
6,05}0,18}0,33{0,05]0,25/0,34}0,07{0,14}0,11
0,08{0,22(0,45{0,07/0,68{0,62(0,10{0,18{0,23
6,1z/0,19]0,14}0,08)0,11]0,69]0,12}0,20]0, 1
0,13{0,13[1,16{0,06{0,14/0,91[0,11{0,02]0,18
0,06}0,18}1,00{0,04]0,05/1,00{0,13}0,12]0,51
0,09}0,041,09}0,22]0,06{0,53]0,07}0,01]0,15
a,osgo,zz]\,cu;u,zzju,10]0.8050,05;0,0910,22
0.08{0,15|0,08{0,28{0,14]0,55]0,10]0,12(0,30
04,09/0,06{0,63{0,30{0,12|0,48]0,02]0,12{0,25
0,10]0,12{0,24]0,38{0,18(0,24]0,13]0,21[0,19
0,22}0,22]0,09}0,18/0,06/0,26/6,11]0,19{0,25
0,05{0,15{0,17{0,1810,14{0,07{0,14{0,14]0,34

0,29]0,32]0,35{0,13[0,19{0,11]0,16{0,16}0,12
0,10}0,26/0,18}0,07}0,57{0,14]0,030,25]0,14
0,06}0,38/0,70{0,09{0,38{0,47{0,08{0,58{0,55
0,02/0,18{0,39]0,04/0,03{0,26}0,13}0,07{0,57
0,16]0,11]0,30{0,08{0,60(0,16(0,22(0,14{0,6)
0,07]0,09/0,87]0,10}0,37|0,10]0,19/0,14/0,81
0,21]0,07]0,02]0,13}0,22]0,12]0,11]0,31]0,49
0,1710,14]0,23}0,150,10]0,17}0,01|0,28{0,45
1,140,21}0,28}0,08}0,07}0,18}0,08)0,07/0,39
0,10{0,19{0,12{0,17{0,18{0,26{0,09]0,24{0,2¢
0,1410,14{0,13{0,18/0,12]0,02]0,25]0,11]0,09
0,14]0,10]0,07{0,15{0,22{0,13]0,18/0,15}0,17
0,20{0,02}0,01]0,23{0,07|0,10}0,22|0,21]0,14
0,08/0,18]0,04]0,07{0,17]0,20}0,06]0,07}0,09

0,11/0,24]0,10/0,18/0,10/0,33}0,16{0,14]0,45
0,11}0,06}0,05}0,06}0,11{0,03)0,03]0,10]0,28
0,07{0,12/0,10}0,03}0,01§0,33}0,07}0,13}0,19
0,08|0,17{0,49}0,05]0,06{0,70{0,12{0,40{0,26
0,08/0,23{0,77{0,08(0,04{0,71{0,09{0,16]0,26
0,12}0,10{0,77}0,07}0,08/0,60{0,20{0,12}0,22
0,13/0,07}0,64{0,17]0,10{0,60{0,11{0,13{0,25
0,15{0,04]0,900,04{0,09]0,42]0,01]0,24{0,28
0,13}0,07)6,71]0,23}0,12}0,45}0,08/0,07}0,06
0,12{0,10{,50}0,06}0,09}0,50}0,06/0,17}0,15
0,118,09{0,17]0,02]0,21}{0,45(0,05{0,23{0,09
0,15/0,06}0,03/0,11{0,14]0,28{0,06/0,38{0,40
0,16{0,09/0,09(0,16}0,17{0,08{0,14/0,26{1,02

0.12]0,14]0,0210.04]o,oe|o.as]u,02[o.15[o,1§J

Tabela A 11 - Resultados das medidas de fluorescéncia 4n vivo para o clone de Cananéia
{(C1) a 16°C, médias(X) e respectivos intervalos de confianca (o » 0,05)

Yempo
(dias)

Meio ASPz

I

Meio Erd-Schreiber

. Metg Guillard H

+

1 2 kl 20

X

+

1 T 3 Xt 20

+

i 2 3 X 20

- I R I PR S )

7,20x10%]8, 30x102]s 50814 |e a0x10 371102

1,60010%(1,8000 12,1000 }1 83x10°10,49x10°
4,8010%15, 2081034, 701\0 14,30x1030 511\63
| u2x!o4|9 5uxxo3[) 1210 |1 oaothy 6leo
1,53x10%[1,53x10% 1, 25x10% 1, 44x10% 40, 32x10*

2,45x10 f2.40x104}1.90x)0 le.zsx:o"o.sgx;o
5 40:10‘]1 15x10*|6,50010 15 68x10°20,78x 10"
8,10x10 19 55:104]8 30x10 18 65x10%21,53x10%
1,720 I) 76x10 31 7400 }1 78x10°40,04x10°
2,25x10 ;z §1x10%]2,50010 |z 45:105 0,35x10
3.22x10 !J 51:10513 89x10 |3 57x10 +o 59x10
5,05x10 ls 28x10 16 05x10 }5 46xto 511,02x10°
120108 ls 25x10 [1 02x10° |1 04x10820,43x10

w W

o o

5,25x10°]5,83x10%{5,50x10%[5,53x10%¢0,57x10

l|05x103|1,00x103|l,10x103}).05110330,10x103
3, 3Ux10 )3 20x10 |3 40x10 }3 30x10 o, 20x103
1, os;xu 1, 0ox10¢ 11 1oar0? \\ 0sx10*49,10x10°
2, 33;\0 [2,50x10 |z s7x10? ;2 s0x10%%0, 33x10*
4,45x10%|5,00x10° ls 15x10 ]4 e7xuo‘*o 23¢10°
7 55x)o‘Ja 20x10 [e §0x10 18 1510%0, 93410
1,40x10 ]1 3910 |1 30x10 ]1 36x10%40,10x10°
2,40x10%]2,55:10 [1 s8x10%(2,2110%%0, 90x10°
3 92;10512 84x10 ;z 64x105]3 13x105’1 17x10°
5,35x10 |3 a6x10° 13 2610° {4,04x10 5, 220107
9,11x10 (5 83x10° s, 44x105§6 79%10%40, 35, >
1570100 818,75x10°{8,25x10 {a 69xvo 10,28x108
),82¢10° . 251106|l 42x10 11 sox10%%0, 57x106

1,90x10 ]I 35x10 |z 50x10 |1 s8x10820.56x10%

1,68x10 [1 00x10°|1,14x10 (1 zrxx03‘a 70x10°
3,0010 ]2 901!03]3 00x10 |z 972100, 120102
8,50x10 is 0x10%49, 70x10 319, 3000°, 35x10
1,88x10° N2 281!0412 1ex10? ]z 1e10%40, 41010
4,000 ]5 00x10* |4 gsx10’ |4 s2x10%t, osx\04
7,50x10[8,85x10 {9 35x10 fs 57x10%¢1,88x10°

1,38x10° 1, 11x10°}1, 28x10% 1 6261020, 1005
2,60010%]2, 82x105[2 9sx105jz "80x10520,37x105
3 75x105|4 10x10 |3 96x10°]3,94x10°%0,35x10°
5,28x10° 14 72n10 515,8310%5, z7x105*1 nex105
8,50x10° |8, \1x\05l8 42x105]B 36x10%%0,3310°

3

1,45x10%(1,62x10%(1,30x10 (1 47x10520,37x10°
2, oleoﬁiz 32x106|1 87x10 lz o7x105*o a5x10°
2,05x1052,62410%[2,624105 |2,43x10520,65x10°




87

Tabela A 12 - Resultados das medidas de fluorescencia {n vdivo para u clone de Canangia
{¢1) a2 20°C, medias{X) e respectivos intervalos de confianca (a = 0,05)

("%empo

(dias)

Meio ASP,

Metfo Erd-Schreiber

Meio Guillard f‘

1 2 3 X Y 2

+

1 2 Kl X = 2

1 X ! 2

2 3

N WD - YU R W O

—_
© v

~
—_

2,00x103]2,50x103]2,50x10%]2,33x10340,57x10°
2,00x16%(3,00x1b3{2,50¢10° [2,50x1020,98x10°
7,00x10%|6,50x103 |5, 50x10° [6,33x10341 ,50x10°
1,20x10%)1,80x10% ), 8010 |1, 80x10%%0, 68103
4,75x10%)5,45x10%]5,35x10% |5, 52¢10%%1, 69x10%
1,15%10°(1,41x10%]1,29x10%[1,28x10%%0, 26x10°
2,49x10%]3,75x10%]3,45x10°]3,23410%%1,29x10°
4,85x10°|5,10610%}5,00x107 |4, 98410510, 25x10°
6,60x10°]6,55x10°]6,40x10° [6,52x10°%0,20x10°
3,00x10%(8,70x10%(8,25x10° (8, 65x10%10, 74x 10
1,580100 |1, 23x108|1,32¢10 |1, 36x108%0, 31x108
1,92x108)7,35x108)1,60x10%]1, 62x10820, 56x10°
1,80x10%]1,24x10%]1,57x10% |1, 60x10520, 36x10°

2,50x103)3,00x10%|3,00x10%] 2,83x10%%0,57x10°
3,50x10%[3,50x10%[3,50x10%[3,50x100,00

5,50x10%(7,50x10%(7,00x10%[6,67x10%42, 04x10°
8,00x103}9,00x10%(8,00x10%|8,33x10%47,73x10°
7,95x10%)2,15x10%]1,85x10% | 2,02x10%0, 23x10°
4,95x10%(5,85x10%|5,25%10%|5,35x10%%0, 90x10*
1,02x10%]1,17x10%|1,12x10°] 1, 10x10%%0,, 1 8x10°
1,9310%(2,25x10%(1,86x10%]2,01x10°20,41x10°
3,65x10%[4,15x10%(3,45x10%[3,75x105¢0, 71x10°
5,56x105(6,45x10°(5,10x10°5,70x10°41 , 35x10°
1,35x108]1,62x10%1,45x10% |1, 4710840, 27x108
1,60x108)2,73x10%|2,70410% |2, 34x1051,, 26x1 08

l},ﬁ\x\ﬂﬁ‘\.Zﬂx\ﬁﬁﬁ\,35x\06\\.32x\ﬁst0.2\x\661

2,70x105)2,20x10%|2,70x108 |2, 70x10%%0, 00
2,008 11, 654108 (1 56x10541, 741050 475108

2,00x10%)2,00x10%)2,50x10%)2,17x103%0, 57210
2,50x10%[2,500103]3,00x10%[2,67x10%%0,57x10°
§,50x16°[5,50610°(7,50x10°6,50x10%1 ,96x10°
1,45x10%1,6000* )1, 75x10% |1, 60x104 20, 29x 10
4,10x10%[4,65x10%|5,25x10%|4,67x1021 132100
1.18x10%]1,35x10%[1,57x10% 1, 36x10%20 41510
3,30x10%13,95¢10%)4,20%10°]3,82x10°%0,91x10
6,85x10°|8,00x10°(8,05x10%|7,63x10°¢1,33x 10
1,09x108]1,20x10%{1,20x10%(1,16x10%%0,12x10
1,56x10%]1,62x108|3,59x108 |1, 59x108%0, 06410
5,10x108|4,05x108]4,12010%]4,42010841 15410
5,10x10%)6,15%10°| 5,70x10%|5,65x10841,03x10
5,85x108]6,00x105)5,62x10%| 5, 82x105%0, 38x10°
6,60:105i4,641106l6.001106l5.65110532,\9{135/

4
4
H
5
5
b
6
6
6

Tabela A 13 - Resultados das medidas de fluorescéncia {n vivo para o clone de Canangia
. (c1) a 24°C, médias(x) e respectivos intervalos de confianca {a = 0,05)

(ETempo
{dias)

]
MW N oY ! S W N O

—
o=

~
—

Melo ASP2

Meio Erd-Schreiber

Meio Guillard f‘

1 x ¢ 2o

2 3

\ 2 3 Y o2

4

lo

1 2 3 X

L

1,50x10%[1,50x103] 1,50x10%{1,50x10%¢ 0,00

1,50x103]1,50x103(1,50x10° | 1,50x10%¢ 0,00

5,00x102]5,00x102)1,00x10° |6,67%10%% 5,66x10
1,00x10%]5,00x102]1,50x10%]1,00x10%* 0,98x10>
1,90003 1500103 {4 50x10 {2 63103 3,10000°
4,50x10%|2,00010%}3,00x10%|5,17x10%% 6,95x107
1,82x10%|4,83x10%|5,20x10% | 2,50x10%% 4,77x70°
4,53x10%(1,30x10%1,71x10°] 7,64x10% 16, 36x10°
7,58x10%]1,82x10%[2,21x10%[1,08x10% 2,05x10°
1,77:005]5,21x10%|3,85x10% | 2,05x105¢ 3,30010°
3,3200%]2,97%10% |8, 55x10%{4,95x10%¢ 6,13x10°
5,81x105]6,94x10%(9,27x10°|7,3¢x10%¢ 3,46x10°
3,57x105(8,40x10%[9,89x10°(9,29x105% 1,54x10°
7,50x10%}9,76x10%]1,11x108|9,59x10%¢ 3,15x10

~

o,

3,00x10%]3,00x10%]3,00x10%|3,00x10°40,00
2,50x10%|2,50x10%(2,00x10%[2,33x10%%0,57x10°
3,00x10%]2,0000%[1,50x10%|2,17x10%41 , 50x10°
6,00x10%]4,00x10%[1,50x10%]3,83x10°%4, 42x 103
1bsxaot 1, 35105, 50007 1, 2800441, 38010
a,60x10%{2,55x10%|8,50x10%|2,67x10" %3, 68x10°
1,08x10%]4,65x10%1,70x10% 5, 70010% 49,1 1x70
2,75x10%[1,05x10%[4,35x10* [1,41x10522, 35x10°
5,80x10°(2,65x10°(9,75x10%[3,14x10%4¢,81x70°
1.11x10815,40x10%]1,80x10% |6, 10x10% %9 ,19x10°
3,45%105{2,25x10%{1, 20x10%{2,30x10522, 21x10°
3,90x108|2,32x1083,30x10%}3,17x10%%1, 56x70
5,55x105]3,52¢103,60x10%]4,22x105%2  25x10
a,12x108]3,75:10%] 0, 200108 4,02x108%0,47x10

6

D

3,50%10%]3,50x10%|2,50x10%(3,17x10341 13010
2,00¢10|2,00x10|2,00x10° |2, 00x10320,00

1,50:10%]1,50x10%|1,50x10°{1,50x107%0,00

3,00%103[2,00010%[2,50x10%]2,50x 1030, 985 10
9,00x10718,00x10°(8,00x10%(8,3310 1,135 10
2,45x10%]2,20x10%]1,95x10% )2, 20x10% 20, 4310
5,70x10%|5,60610°|5,28x10% 5, 52x10% 40,4610
1,00x10%[1,05x105(1,38x 10511, 17x10520, 354 10°
2,70x105(2,25¢10%[3,15x10° |2, 70x10%%0 88x10°
a,20x10%]3,5x10%|4,85x10 |4 1 7x10520 ,3710°
8,70x10°]7,80x10°[1,11x20519, 20210843, 38010
1,57x10°]1,80x10%]2,32x10°]1,90x10820, 75010°
1,80x10%)2,10x105(2,85x10|2,25x105¢1 ,06x10°
9,75x105]1,27x108]1,88x108 {1, 36210540, 86 10°

1

4

Tabela A 14 - Resultados das med{das de fluorescénci{a {n vivo para ¢ clone de Ubatuba
(u3) a 16%, medias(X) e respectivos intervalos de confianca (a = 0,05)

|l

(" Tempo
(dias)

—
Meio ASP2

Meio Erd-Schreiber

Meto Guillard f'

+

1 2 3 x 20

1 2 3 ¥t 2

\ 2 3 X ¢ 2

N U W N = O

8.10x102(9,28x102(8,80x102{8,73x10%%1 ,16x102
2,70010%]3,10x10%|2,80x10%]2,87x10%¢0,41x10°
5,50x10%]5,50x10%]5,50x10%] 5,50x10%%0,00
1,20x10%[1,18x10% |1, 22x10*|1,20x10%£0, 30x10°¢
vasx10d]1,62610°1,50010%]1,43x10% 40, 45x10%
2,65x10%|2,75x10% | 2,40x10%| 2, 60x10%¢0, 3510
3.40x10‘l7,20x1o‘15.45x)o‘|7.ozx1o°¢0,29x1u4
1.16x10%]1,00¢10%[8,20x10%|9,93x10%43, 33x10°
2,08x10%|1,64x10%|1,46x10° |1, 73x105%0,63x10°
2,75x10%]2,39x10°)2,28x10%]2,47x10%%0,47x105
4,11x10%)3,44x10%|3,11x10%[3,55x10541, 00x105
6,72x10%(5,94x10°|5,11x10%|5,92x10%41,57x10°
7,25x10%(5,75x10%[¢,92x10% 5, 9710522, 31x10°
5,16x10°)4,50x10°]5,25x10°|4,97x10°%0,80x10

8,90x10%[6,80x10% [8,30x102 8, 00%10%¥2, 12102
3,10¢10%]3,20x10°]3,10x10%]3,13x10%0, 12x10°
9,80x103]1,15x10%|1,00x10%|1,04x10% %0, 18x10°
2,38x10% |2, 48410 |2,60x10% |2, 48x10%20, 22x10¢
5,15x10%]5,90x10% |6, 00x10% |5, 68x10% 0, 90x 70"
1,02x10%]1,10x10%]3,40x10% [1,08x10%20, 18x10°
2,41x00%]1,86x10%|2,19x10%|2,15x10%%0,, 53x10°
2,52x10°]3,02x10°|3,42x10%]2,98x 10520, 884103
4,80x10%]4,60x10°(5,14x10%{4,68x10%40,78x10°
5,00x10%]6,00x10°)6,96x10%[5,98x10°11, 92x10
7,61x10%(8,67x10%(1,07x106(8,99x10523, 10x10°
1,07x108]1,37x108| 1, 4251081, 29x10840, 370106
1,62x108]1,95x10%]2, 571062, 05x10840, 94x10°
1,85x108]2,12x10%]2,07x10%] 2, 01x10840, 2710

w

1,60x30°)1,35x1031,39x10% 1, 4510340, 2510
2,90x10°|3,00x10°|3,10x10%|3,00x10°%0,20x10°
8,80x10°]9,30x10%(8,00x10% |8, 70x10%¢1,29x10°
2,0710*{2,50x10% 1, 98x10% |2, 1811020, 55x10°*
5,65x10116,30x10%]5,25x10%5,73x10%¢1,04x10
8,50x10%(1,12x10(7,80x10°%[9,17x10%23,51x10
2,11x10°]2,3ax10%|1,87x10%|2,11x10%0, 4510
3,2200°]3,20%10°]3,18x10°}3,21x10%%0,06x10
4,14x10%|4,57x10%)4,82x10%)4,51x10%40,67x10
6,39x10%[5,50x105]5,44x10%]5,78x10%41,08x10
8,75x10%|5,89x105]5,72x10%|6,79x10%#3,33x10
1,65x10%1,82x105]2,32x105|1,93x10%40,65x10°

2,00x10%)2,72x108]3,12x10%) 2, 61220841, 12410°

2,37x105|2.2!x105|2,47x!06(2.35x106f0.255loﬁl)

4
4
]
5
5
5

§
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Tabela A 15 - Resultados das medidas de fluorescéncia 4in vivo para o clone de Ubatuba
(u3) a 20%, medias(X) e respectivos intervalos de confianca (a « 0,05)

(>Tempo
(dias)

Meio ASP2

Meio Erd-Schreiber

Meio Guillard i

+

i 2 3 X 20

1 2 3 X ! 2

1 2 3 x ¥ 2

D~ O N PN e~

— - —
@ ;o O

~
—

18,15x10%|5,65x10% [, 50x10% |,77x10%42,49x10°

2,50x10%)2,00x10%|2,50x103|2,33x10%40,57x10°
3,00x10%]3,00x10%|3,00x10%| 3,00x10%%0, 00

7,50x10%|6,50x10%|7,50x10%}7,17x10%41 ,13410°
2,20010%]1,85x10%|2,10x10% |2, 05x10%20,35x10°

2,0000%|1,62x10%]1,84x10%1,83x10%%0,41x10°
4,20x10%]4,00x10%]4,15%10%]4,12x10520, 204105
6,20x10°]5,00x10°]5,60x10°|5,60x10°41,18x10°
8,40x10°[6,90x10%|7,35x10°]7,55x1071 ,51x10°
1,03x10%(8,40x10°]9,00x10%(9,23x10%3, 73410°
1,30x108]1, 24x108]1, 38108 |1, 30x108%0, 114108
1,57x10%[1,51x108]1,50x108]1,53x108%0, 07108
1,56x105]1,50x10% 1471081, 5110540, 09x108

1,35x10801,45x108)1, 201081, 33010520, 25x10

3,50x10°{3,00x107{3,50x10%{3,33x10%%0,57x10
3,50x1013,00x10%|3,00x10%|3,17x103%0,57x10°
7,00x10%]6,50x10%|8,00x107 | 7,17x10%1 , 50x10°
1,00x10%|8,50¢10%|1,15x10% |1, 00x10%%0, 29x10%
2,35x10%)2,25x10%|3,10x10% |2, 57x10%40,91x10°
6,90x10%)7,20x10%|1,03x10%[8,13x10%*3, 69x10°
1,85%10°]2,05x10° |2,65x10%|2,18x10%%0, 82x10°
3,30x10°(3,70x10°|4,55x10° |3,85x10541 , 25x10°
4,70x10%(5,35x10°|6,85x10° [5,63x10°%2, 16x10°
7,20x10°8,40x10% |1, 12x108 |8, 93x105 %4, 02010
1,50x10801,89x108|2,49x10%| 1, 96x10840, 98410
3,00:108{3,00x10813,45x108|3,15x10%%0, 51x10
3,05x10%12,70x108|2,40010%) 2,85x10541, 06x1 08
1,95x10%) 1,89x108]1,65x108|1,83x108%0, 3110

2,50010%)2,50x10%]3,00103|2,67x103%0, 57x10°
3,0010%]2,50x10%| 2,00x10%) 2, 50x10320, 98x10°
7,50x10%|6,50x10%]7,00x10%]7,00x10%0, 98x10°
2,15x10*|1,606104|2,15x10*|1,97x10*20, 62x10°
5,70x10%|5,00x10% |6, 15x10%]5,62x10%#1 14x10°
1,59x10°[1,44x10%[1,72x10%1,58x10%40,27x10°
4,45x10°3,95x10%|4,40x10°|4,27x10%%0, 54x10°
8,15x10°|7,75x10%{7,95x10°| 7,95x10%%0,33x10°
1,20x108 1, 12x10° |1, 17x108 {1, 17x10%0,09x10°
1,57x10%11,45x108 1, 501081, 51610840, 1 23108
4,50x10%13,97x10%]4,05x10%]4,17x10%40, 56x10°
5,16x10%]5,25x10%|5,40x108|5,27x10%20, 24x108
4,80x10%[4,65x10%|5,32x10°]4, 92410840, 69x10°
4,90x105[5,25x106|5.55x105|5.20x10510.74xrnf)

Tabela A 16 - Resultados das medidas de fluorescéncia in vivo para o clone de Ubatuba
(U3) a 24°c, medias(X) e respectivos intervalos de confianca (a = 0,05)

4 Tempo

(dias)

Medo ASP2

Meio Erd-Schreiber

\

Meio Guillard f]

+

1 2 3 X = 2

] 2 3 ¥ ! 2

1 2 3 x ! 2

W~ o N e N - O

N e -
— D W N W

+,00x10%]3,50x10%]3,00410%}3,50x103%0, 98x10°

2,50010%|2,00x103[1,50x10°|2,00x10%20,98x10°
2,50x10%|2,50x103[1,50610%2,17x10%41 13010
4,00x10%|4,00x10%[2,00x10° |3,33x10°#2,26x103
1,35¢10%|1,30x10%] 7, 50x10% |1, 13x10%%0, 65x10*
4,30x10%3, 250104 [1,90010% 3, 15x10%22, 36x10°
1,27x10%]7,50x104 |5, 40x10 {8, 50x10%47 3710
2,2001051,75x10%|1,30x10% |1, 92010541, a0x10°
4,00x10%]3,00x10% |2, 40010%}3,13x10%%1 , s8x10°
4,50010%]3,70x10%)3,10x10% |3, 77x1041, 38410°
7,05x10%)6,00x10%|5,70x10% | 6, 25x10541, 39x10°
9,90x10°[9,30x10%[8,10x10°]9,10x10%41,80x10°
8,70x10%[8,40x10°(8,55x10°|8,55x10°%0,29x10°
9,90x10%[1,08x108]9,45x10%|9,95x10°%1,03x10°

5,00%103]4,50x10]5,00x10°4,83x10%%0,57x10°
4,00x10°[4,50x10°[4,00x10%|4,17x10%%0,14x10°
7,00x103|7,50x10%|6,00x10%[6,83x1031,50x10°
2,10x10%[1,95x104 |1, 70x10* 1, 92x10%40, 40x 10
6,30x10%[5,10x10%[4,95x104|5,45x10% 41 4510
1,72x10%1,41x109]1,32000°|1,48x10%20,41x10°
4,154105[4,20x10%|3,75x10%|¢,03x10°%0,, 48x10°
7,95x10%]6,15x10%}7,80x10%|7,30x10°%1 ,96x10°
1,22:108]9,9000%]1,12x108 11310840, 274108
1,86x10%)1,80x108]1,83x108}1,83x105%0, 06x10°
4,80x10%)3,45x10%]2,85x108)3,70x105¢1, 96x10°
4,95x10%[5,25x105]4,87x10%]5,02x10%%0, 39x10°
4,80x10%]4,65x108]5,32¢108|4,92x10520, 69x10°
1,12x108]3,000108 |4, 500108 3,87x10841, 536108

4,50x|03f4,50x103]4.50x103[4.50x103io,oo

2,50x10%]2,50x10%|3,00x10%|2,67x10%%0,57x10°
2,00x10%]2,50x10%|4,50x10%[3,00x10%¢2,59x103
3,00x103[4,50x10%|8,50x10° | 5,33x10%¢5,57x10
1,20010%[1,95010%[3,0010*[2,05x10%41, 77x10°
2,40x10%|3,90x10° 6,90x10° |4, 40x10* 44, a9x10°
5,70010%|1,00x10%|1,66x10°|1,10x10°21 ,06x103
2,00x10%]3,30x10%|4,95x10%|3,42x10°¢2,90x10°
3,80x10%]5,55x10%]7,35x10°)5,57x10%43, 48x10°
7,80x10%]8,10x10%]1,08x10%]8,90x10%¢3,24x10°
1,30x108|1,38x108]1,53x10% |1, 40x108%0,23x108
2,62x10%]2,02x108)2,77x108 |2, 47410520, 78x10°
3,97x108(3,15x108]3,82x105 |3, 65x108%0,86x10°
3,90x105(3,45x108|3,75x10%] 3, 70x108%0,, 455108

J/

Tabela A 17 - Resultados das medidas de fluorescéncia in vive para o clone de Ubatuba
(U5) a 16°C, médias(X) e respectivos intervalos de confianca (a = 0,05)

Tempo
{d1as)

Meio ASP,

Meto Erd-Schreiber

Meio Guillard f1

N

\ 1 2 1 CAE A 1Y

% 3 3 X Ot 2

1 2 3 X f 2

—_ .
W N WD O e N - O

~N o
-— o

1,06x10°1,04x10°1,08x10%)1,08x10%40,13x10°
3,00x103)2,70x10%] 2, 70x10% | 2,80x10%20, 33110
5,60¢103[4,90x10%]5,60x10%|5,37x10%20, 78x10°
1030041, 3200041, 23x00% 1, 23x10%0,18x10°
1,60x10%[1,88x10% 1, 68x10% 1, 72x10% 20, 27x10°
2,75x10%]2,5510%|2, 150104 |2, 48x10*20, 59x10*
6,15x104[5,40x10% |4, 70010%5,42x10%41 4100
7,40010%]8,60:10 |5, 80010% 7 47x10*22,1610°
1,68010% 1, 48010% 1, 30010% 1, 43x10%40,37:00°
J2.5m0%)2,21010%)2,00000% |2, 27x10%40,53x10°
3,61x10%}3,00x10%]3,05x10°|3,22x10%20,67x10°
5,23x10°[4,44x10°[3,94x10°|4,57x10%%2,04x10°
6,75x10°(5,25x10%]5,08x10°|5,69x10%1,80x103

6,25x10%[5,00x10°|5, 25x10%|5,50x10%21 ,29x10°

8,60x10°|1,21x10°]9,70x102)1,01x103%0, 35x10%
3,10¢10%]3,30x10%}3,50x10%|3,30x10%20, 39x10°
1,05x104 |1 ;100104 1,07x10% 1, 07x10%20, 49x10*
2,72x10%|2,83x10%3,02x10% |2,85x10*20, 29x10*
6,45x10%|6,50x10%[5,65x10%| 6, 20x10%40, 94x10*
1,06x10%(1,00x105]9,20x104|3,93x10%21, 37x10¢
2,92010%]2,26x10%|2,16x10% |2, 45x10320 B0x10°
4,00x10%]3,72x108(3,52x10%|3, 8851020, 27x10°
6,85x10°|6,49x10%]6,32x10% | 6,55%1020,53x10°
8,67x10%)9,92x108,92x10%|9, 24x10%%1, 16x10°
1,48x108|1,47x10%]1,42x10%]1,45x10520, 06x10°
2,00x10%|2,52x10%]2,15x108 |2, 25x10520, 47x10°
3,57x10%|2,65x10%|3,45x108|3,22x105%0, 98410
2,500108{2,60¢10%|2,70x105| 2, 6010511, 9610

1,00x10%]1,20x10%[8,70x10%|1,02x10°40, 33x10°
2,90x10%[3,00x10%|3,10x10%]3,00x10°%0, 20x10°
8,80x10%[9,30x10%|8,00x10%|8,70x1041 ,29x10°
2,07x10%|2,50x10%[1,98x10° |2, 18x10% 20, 44x10*
5,65x10%[6,30x104[5,25x10%]5,73x10%1 0ax10
8,50x10%1,12010%(7,80x10% ]9, 17x10%43, 500100
2,11:10%|2,34x10%]1,87x10°2,11x10%%0, 45103
3,22x10%]3,24x10%]3,18x10°|3,21%10%%0,06x10°
4,14110%]4,57x10%|4,82x10%|4, 5110540, 67x10°
6,11x10%]6,83x103]6,39x10%]6,44x10°20, 71x10°
9,7510%[1,07x108[1,06x10%[1,03x105%0, 10x10°
2,10x10%[2,32x10%2,30010%| 2, 24x10820 24010

2,90x10%]3,22x10%| 2, 40x10%|2,84x10520, 78x10°

3,00x10°]2,90610 2, 97x10° 2, 97510820, 12x10° |
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Tabela A 18 - Resultados das medidus de fluorescencia in vivo para o clone de Ubatuba
(Us) a 20°C, medias(X) e respectivos intervalos de confianca {a = 0,05)

rr?empo
(dias)

Melo ASP2

Me{o Erd-Schrefber

Meio Guillard fl

+

1 2 3 X ‘20

1 2 3 ¥ ! 2

+

1 2 3 X - 2

MO ~Nw O s N -

@ »n N W

~

2,50x10%|2,50x10%]2,50x10%]2,50x10%¢0,00

2 50:103]3 00x103|3 00xlu3(z aax103*o 57x103
1,20x10%(1,15x10%|1,25x10* |1, 20x10% 40, 108107
3,35x10%]3,25x10%2, 55x10‘|3 08x10%%0, 74x10*
7 os;10‘|7 65xlo“ls 45x10 [7 05xlo°*1 1axlo‘
2,22x10 |z 44x10 |z 31x10 ]z 321030, zleo
4,85x10 l4 55x10 i4 65x10 |4 68x105 $0,30x10°
6,65x10 }6 55x10 {s 40x10 le 53x10 *o 25x10°
8,55x10 [a 10x10 [7 95x10 |e 20x10%%0, 61x105
1,05x10%[1,03x108|1, 02x10 !1 aaxt08te, 03x10
1 50x105|1 42x105|1 41x10 l] aax106o, ]0xlD
1,95x10° |1 77x10 '1 72x10 |1 alxyos*n 2ax10%
2,47x10 ]1 60x10 |1 80x10 |1 96x10 §+0,89x10°
1,69x108]1,39x108 |1, 65x108| 1, 56x108%0, 28108

3,50010% )3, 5ox103|3 50x10%|3,50x10%%0,00

2, 50:103[4 00x10 14 ouxl03{3 50x10%%1,70x10°
9,00x10 (l ooxt0®|9,50x10%9, 50x1o3’o 98x10>
1,55x10 |1 25x|o4|| 55xlo‘l1 asx10%%0,34x10°
4,40x10 ]3 50x10 |3 65x10%[3,85x10%20, gsx10°
1,47x10 ]1 20x10 || 17x105|1 zex105 0,32¢10°
3,65x10 ;3 15x10 |3 10x10 }3 30010%%0, 60x1o5
5,65x10 14 75x10 \s 10x10 |s 17x305*o gox10°

8,55x10 |7 35x10 |7 95x10 17 95x10 *1 18x103
1,24x10 [1 05x10 11 15x10 |1 15x10%%0,19x10°
2,46x10 |z 31x10 |z 31x10 |z 3sx105*o 17x}06
3,60x10 |3 45x10 la 15x10 |3 40x10%20, 45x10

2,85x10 |z 70x10 |2 76x10 [z 17x10%%0, 15x10

1,93x108|2,38:10%|2,14x105|2,15x105%0, 44x10°

9,45x10 la 30x10 !s 95x10°8, 90x\o5‘o Vn10°

2,50010%]2,80x10% |2, 10410 |z a7x107%0, 694107
3,00¢10°{3,50x10°|2,90x10 |3 \3x103’0 53;10’
1,00x10 11 30x104|1 19x10 |1 16x10%20, zoxlo

2,70x10 |5 30x10°*[4,08x10 |4 oleo"z 55010

7,05x10 le e7x10‘|s 83x10 |7 58x10442,19x10"
2,340 lz 31x10 |z 52x10 ]z 391\05 0,22010°
5,70x10 |4 90x10° |s 10x10 |5 23x10°40,82010°

1,27x10 |1 18x10°)1, 20x\05|1 22x10%%0,09x10°
1,75¢10 ll 94x105l1 70x10 |1 80x105t0,25¢10°
4,87x10 |s 37x10%]4,95410 |5 06x105%0, 53;106
5,10x10%|8, 30x106[9 43x10 |7 s1x10°%4, 401\0
4 051105|s 15x10%]5,93x10 |s 38x10%42, 26:10
3,06x108]3,23610%]3,48x10°| 3, 26x10°20, 41x10° )

Tabels A 19

- Resultados das medidas de fluorescencia 4n vivo pars o clone de Ubatuba

(Us) a 249C, medias(X) e respectivos intervalos de confianca {a = 0,05)

mpo

r’f?}
(dias)

Meio AsP,

Meio Erd-Schreiber

Melo Guillard f]

1 2 3 ¥ v 2

1 2 3 x ¥ 2

+

1 2 3 X <

O ~N O E W N — O

N o -
—_ o ;D W

3,00010 |z 50x10 |3 00x10 |z ean103* 0, s7x\o3
1,50x10[1,00x10%] 1000101, 17x!0 3 g,7310°
1 onx|o3[s 00x10- 1, 50x103|1 00x10%¢ 0,98x103
1,00¢10%]5,00x10%|5,00x10 le 751078 2 5, 66:102
5 50x103[1 50x10%]2,00x10%|3,00x10% 4, 27x10
8,00x10 ]1 50x10°)3, 00110314 110 3%, 67K10
2, 4ox10 Is, 00x103|1 00x10 |1 a0t 4 et

1,48x10 14 osx10t |7 05x10 13 saxto t10,87x10°

5,00x10* 12, aoxiot l400010 |4 00x10¢ i g, 92;104

3,30x10 [1 00x10 |1 90x10 |z 0710t 5 2,2m10°
§,30x10 |4 50x10 |4 95x10 |s 25x10% 1,84x10°
8,25x10 |7 80x10° |s 10x10 |a 05x10%% 0, 45108
8,70x10 |7 80x10° |9 45x10 ia 55x105‘ 1,62x10°
1,00x10819,00x10%|1,08x108 |9, 80x10%% 1;50x10°

5 snxxo3|4 50x10 13 50x\03|4 50x10°41,96x103
2,00x10%]3,50x10%|2,50x10 |z s7x10%41, 50x10°
1 50x103[3 50x103|z 50x10 [2 §0x10%41 96410’
1,50x10° |5 00x10 |3 00x10 |3 s0x10%%4, 49x10°
5,00x10 |2 30x10 |1 ox10 1, 3ox1o“’u aox1n“
1,20x104]7,18x10% 2, 4on1o‘]3 sex10% 26, I7xlO

390001, 35x105|6 a0t NIk 85x10*9,84x10°

8 10x\o4|z 80x10 \z 10010° I, 9ox105*1 sax10°
2,70x10 ls 20x10 513, 40x10 |3 17x10%%2, 53x105
5,85x10 |1 02x10 ]4 65x10 ]s 9ox1os*s 78x10°

2,34x108 3. 7sxi0 ll 47x10 12 52x10%22, 26x106
5,77x10 |5 34x10 [3 15x10 |4 75x106‘z 75x10°

4,50x10 ]4 50x10°]4,05x10%)4,35x10520, 51x10°
3,82x105]4,50x105 {4, 420105 |4, 2510940, 73108

4 oox1o3]4 00x10 |4 50x10 |4 17210340, 57x10°
3,00x10 |3 aoxt0%(3, aoxie? |1 00x10340,00

2 sox|o3|3 50x103|4 00x10%|3,33x10%%1, 50110
5,50x10°[1,00x10%]1, 00x10‘|s 50x10325, 10410’
2,00x10%|3,30x10* |2, 80x10* |2 7001047, 29010
4 55x104|7 50xtu‘]6 15x104 |6, o7xlo"z 89c10*
8, 0x10" [ soa0 |1 15»105]\ 152107 549,68110°
2,40x10 |3 60x10 |3 80x10 ta ame’ty, 431105
§,25x10 |6 30x10 (5 70x10 515,42010%%2,07x10°
6,60x10°[9,00x10 l9 00x10%(8,20010%¢2, r2x10°
! 15x|05|1 39x10 ]1 14x106|1 23210520, 28x10%
1,80x10%)3, 22x10¢ 811,65x10 |2 22x10%Y, 70x106
| 53x|o5|4 42x10 ]z 85x10 ]2 93x1u°*z gex108
1,62x108|2,46x10 i) 1x105]1,93010 6+9,90x10°

Tabelp A 20 - Coeficientes de

variacdo das medidas de fluorescéncia in vivo

referentes as tabelas

7

Clone Ci

Clone U3

Cione U5

Tempo
{dias)

ASP Erd-Schreiber Guillard

2

ASPZ Erd-Schreiber Guiltard

ASPz Erd-Schreiber Guillard

16° 20° 22° 116 20° 24% 16° 20° 24°

16° 20° 24°

16° 20° 24° )16° 20° 24°

16° 20° 24°

16° 20° 24° [16° 20° 24°

O Ny AW~ O

-
® N O

a

0,09]0,12]0,00|0,05/0,10/0,00]0,28|0,13]0,18
0,14}0,20}0,00}0,03}0,00{0,12}0,02}0,11]0,00
0,05{0,12{0,43{0,04]0,16{0,35|0,07|0,15}0,00
0,080,22{0,50{0,07}0,07}0,59¢,10{0,09{0,20
0,1119,16{0,62/0,08]0,06]0,55]0,12[0,12]0,07
0,14/0,10]0,69/0,06|0,09]0,70{0,11]0,15/0,1
0,06]0,20{0,97|0,04}0,07{0,82|0,13]0,12}0,04
0,090,03}1,09]0,21]0,10J0,85]0,07]0,05}0,15
0,01}0,02}1,00/0,22|0,10{0,78{0,05{0,02{0,17
0,07|0,04]0,82/0,28]0,12{0,77{0,10}0,02]{0,17
0,09}0,12]0,63]0,30{0,09|0,49]0,02|0,13]0,19
o.1o|o,18|o.24|of38|o.zs|0.zs|o,lalo.oslo.zo
0,22|0,11]0,08|0,20]0,00(0,27|0,11]0,03]0,24
0,05/0,08}0,17{0,18}0,14|0,06]0,14]0,20)0,32

0,07]0,12]0,14{0,14]0,090,06]0,09}0,13}0,00
0,07]0,00/0,25/0,02|0,09]0,07}0,03|0,20]0,11
0,00{0,08{0,27|0,09/0,11]0,11{0,08}0,07|0,44
0,02{0,09{0,35{0,04|0,15{0,10{0,13{0,16]0,53
0,16]0,19{0,29/0,08{0,18{0,14|0,09]0,10{0,44
0,07/0,11/0,38|0,09{0,23]0,14]0,20]0,08]0,52
0,21/0,03]0,44]0,13}0,19]0,06(0,11]0,06{0,43
0,17]0,11]0,37|0,15]0,17/0,14]0,01|0,03]0,32
0,18)0,10}0,26|0,09}0,20|0,12]0,08}0,04]0,19
0,10}0,11}0,19]0,60,23{0,02{0,09{0,04|0,08
0,14{0,04]0,11]0,18]0,25(0,27{0,250,07]0,16
0,14{0,02]0,10/0,15(0,08|0,04[0,18|0,02|0,12
0,20(0,03[0,02]0,24]0,19]|0,07]0,22[0,07]0,12

0,07{0,00[0,10|0,18{0,00(|0,44|0,16]0,14]0,07
0,06|0,10}0,25]0,06]0,25}0,2%{0,03]0,10{0,00
0,08}0,04]0,50]{0,02}0,05}0,78]0,08}0,13)0,23
0,08/0,12/0,43]0,05]0,12{0,65{0,13]0,32]0, 1
0,08{0,09/0,73{0,08|0,12|0,71]0,09{0,15{0,24
0,12]0,05{0,82|0,07]0,13|0,83]0,20{0,05]0,3)
0,13]0,03]0,62]{0,17|0,09]0,64]0,11]0,08[0,3¢C
0,15(0,02]0,50{0,04{0,09]0,53/0,01/0,01 /0,23
0,13]0,04]0,64]0,04]0,08]0,34]0,08]{0,04]0,19
0,12}0,02}0,56}0,06{0,09}0,43}0,06]0,07}0,17
¢,10{0,03{0,18{08,02|0,04}0,45{0,05{0,0510,12
0,15]0,07|0,03]0,11]0,07]0,30{0,06|0,30(0,39
0,16]0,23|0,10/0,16|0,03]0,06]0,15/0,21]0,49
0.12|o.o9|o.os|o,o§lo,wo|o,o;fo,oz|o,06|o.{jj
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Tabela A 21 - Medias, desvios-padrao, coeficientes de variacao e amplitude de variacio dos
coeficientes de variacdo das contagens celulares para os clones de Cananeia
(C1), Ubatuba(u3) e Ubatuba(U5),

16° 20° . 24°
CLONE | MEIO | X o CV AV X a oV av X o CV AV
a | AsP, | 0.10/0,05{0,51{0,05 a 0,22 | 0,17]0,07|0,40{0,04 a 0,29 | 0,48{0,41]0,86]0,08 a 1,16
| ErD-SC | 0,17|0,12{0,69|0,03 2 0,38 | 0,17|0,16{0,93|0,05 a 0,68 | 0,50(0,28|0,56(0,07 a 1,00
| eurL | o,10f0,06/0,57/0,05 a 0,26 | 0,13}0,07}0,53{0,01 a 0,21 | 0,23]0,10{0,45]|0,11 a 0,5
us | asp, | 0,21/0,28]1,32/0,02 a 1,14 | 0,17]0,10[0,58]0,02 a 0,38 | 0,26]0,25]0,98]0,02 a 0,87

ERD-SC | 0,12}0,05]0,44]0,04 2 0,23 | 0,24{0,18}0,75{0,03 a 0,60 | 0,17J0,11)0,63|0,02 a 0,47
GuiLL | 0,13|0,08)0,58|0,01 a 0,25 | 0,20{0,14]0,68|0,07 20,58 | 0,27]0,15)0,54]0,09 a 0,8

us | Asp, | 0,12{0,03(0,23{0,07 a 0,16 | 0,11}0,06|0,56]0,04 a 0,24 | 0,38]0,33/0,87]0,02 a 0,90
| Ero-sc | 0,09{0,07{0,73{0,02 a 0,23 | 0,10{0,05|0,50/0,01 a 8,2} | 0,40/0,22{0,56/0,03 a 0,7
| Guitr | 0,08)0,06/0,61/0,01 a 0,20 | 0,19]0,10[0,52{0,07 a 0,40 | 0,29{0,23|0,81]0,06 a 0,45

o

Tabela A 22 . Médias, desvios-padrao, coeficientes de variacdo e amplitude de variacdo dos
coeficientes de variacado das medidas de fluoresc&ncia in vivo para os clones
de Canan&ia(Cl), Ubatuta(U3) e Ubatuba(Uus).

16° 20° 24°
CLONE | MEIO | X o CV AV X o o AV X o v AV
¢ | asp, | 0,10/0,05/0,50]0,01 a 0,22 | 0,12/0,06]0,12]0,02 a 0,22 | 0.52[0.3310:3z|0.00 2 1,09
| ErRp-sc | 0,15]0,12]0,77|0,03 a 0,38 | 0,10/0,07/0,69/0,00 a 0,28 | 0,47|0,30{0,63/0,00 a 0,85

| euite | 0,10(0,06{0,64{0,02 a 0,28

0,10}0,05{0,54]0,02 a 0,20

0,15]0,09]0,61]0,00 a 0,32

3| AsP, | 0,12}0,07}0,55{0,00 a 0,21 | 0,08]0,05|0,64]0,00 a 0,19 | o.zz]o.13|ui57]o.oz a 0,44
| £ro-sc | 0,12)0,06}0,49{0,02 a 0,24 | 0,16/0,06|0,37{0,08 a 0,25 | 0,11]0,07}0,61{0,04 & 0,27
| Guite | 0,12{0,07{0,60,0,01 a 0,25 | 0,08/0,05/0,62/0,02 a 0,20 | 0,25/0,190,75/0,00 a 0,53
us | ase, | 0,110,03(0,30]0,06 a 0,16 | ©0,07|0,06/0,84]0,00 a 0,23 | 0,40}0,27{0,67/0,03 a 0,82
| £ro-s¢ | 0,08{0,05{0,69{0,02 a 0,18 | 0,09{0,06{0,66{0,00 a 0,25 { 0,47{0,24{0,5210,03 » 0,88
| GurLL | o,09/0,06/0,62]0,01 a 0,20 | 0,12(0,10({0,79]0,01 a 0,32 | 0,24{0,13]0,53/0,00 a 0,49




Tabela A 23 - Resultados das regressdes do nlmero de cdlulas contra o tempo apds transformscio monclogaritmics
da varidvel y (y = exb +y = a+bx): 8 - coeficiente Vineary b - coeficiente anguiar; r - coefi.

clente de correlacio linear; y'o - estimativa do niimero de células infcial; y't - estimativa

nimero de células no fim da fase de crescimento exponencialy y

calculada a partir de y'o

ey'y

do
- taxa mixima de crescimento

—

Replicas

Clone €1 16°

Mefo AsP,

Meio Erd-Schreiber

Meio Guillard

o lr [ we ] v |

T [ [T

[] ]ﬁb llrr l y'o {7 ¥y l "

Rl
R2
R3

4,05/0,32]0,99)2, 35x10‘]9 74x10 ]1 07
4,06]0,32{1,00]2,43x10° Il 00x10 {1 07
4,10{0,30]0,39(2,52x10%|8,41x10%]1,01

4,11]0,47]0,99(3,75x10%[9, 37x105|1 55
4,09]0,48(0,99/3,70x10 l1 0ax108 1,50
4,11]0,48]0,99]3,87x10%]1, 09x106|\ 60

4,06]0,34[1,00(2,47x10 [l ZOIIUSII 12
4,06|0,35]0,99]2, 59x\0 H1,50x10%]1,18
4,060,35]1,00{2,6310* 1, 56x10% 1,18

20°

R)
R2
R3

3,59/0,42}0,99)1 oleo4|1 25:10611 39
3,73]0,41]1,00]1,38x10%[1,67x10 |1 36
3,76]0,41[0,99(1,46x10*|1,56x10%(1,35

3,73]0,33]0,99]1, 14xlo4|z 20x105|1 08
3,80/0,32(1,00{1,32x10 lz 20x10 |1 05
3,97(0,29]0,991,84x10*2,07x10%]0,97

3,75]0,41[1,00]1, 43110‘]4 11:10611 36
3,84/0,40(0,99]1,76xi0 4ia,51x10 1! 33
3,79]0,42]1,00]1,62x10*|5,09x10% |1, 38

24°

Rl
R2

L ®

3,12]0,210,72]2, 15x103l\ 10x105|0 n
3,36/0,12]0,54(3,02x10 ]z 55x10%[0,38
3 37|a 260,91(4,22x10%]4,78x10] 0,85

3,66]0,34]0,98]1, 01x104I5 45:106|1 13
3,55(0,31(0,97{7,13x10 |z 05x10 |1 02
3,53(0,25]0,91[6,04x10%|6,19x10% |0, 83

3,52[0,31(0,98(6, 92x103(z \7:106[1 o
3,51/0,31]0,38/6,51x10 |1 80x10 }1 o
3,59]0,31]0,97]8,04x10%|2,47x10 611,03

(

Réplicas

Clone U3 16°

\

Helo ASP,

Meio Erd-Schreiber

Meio Guillard

o Jo [r ] ve | e ]

] b | r I y'o ] y'" ] Y

ENEN TN EINE

Rl
©R2
R3

4,14]0,38/0,98{3,33x10 |4 74x105|1 28
4,1310,41}0,99{3,45x10 415,68x10 |1 35
4,10]0,41]0,99|3, zxxxn‘ls 39x10°]1,36

4,09]0,45]0,99}3, 50x10 *lg,11x10 |1 5
4,10}0,47}0,99{3,67x10 |9 25x10 ]1 55
4,06]0,48]1,00(3,43x10%(9,25x10%[1,58

4,05(0,37/0,992, sax10* |4 61x10 }1 2
4,07}0,38]0,99]2, 83x10%]5,29x10 811,26
4,05(0,37]0,99]2,60x10* [, 22x105] 1,22

20°

R)
R2
Y

3,79(0,41]0,98{1, 57x104t1 72x105|1 35
3,65/0,45/0,99]1,25x10 lz 15x10 |1 4
3,85]0,40]1,00]1,79x10*]1,84x10%)1,34

3,96(0,330,99]1, 92x104|1 73:105|1 08
3,7810,36(0,99]1,39x10 |z 02x10 11 20
4,07]0,34]0,99)2,52x10%2,63x10 e

3,89{0,41]0,99]1, 99x10‘|z 29‘\o6|1 3
3,72]0,43]1,00)1,43x10 |z 24010 |1 46
3,83/0,440,99(1,87x10 413,05x10%)1,47

' 24°

R}
R2

3,60(0,32(0,97]8, 37x1o3|7 06x105I1 07
3,710,28/6,91{9,65x10%|4,36x10 |o 92
3,42{0;30]0,87]5,15x10%|3,08x10°]0, 98

3,85/0,39{0,99]1, 73x104[9 50x105|1 30
3,78]0,38]0,98/1,44x10 ]s 72x10 |1 2
3,71]0,39]0,98]1,26x10%|7,17x10% 1,31

3,61/0,32{0,98(8, ss:xo3|3 361106|\ 08
3,81/0,34{0,98}1,39x10 )3 17x10 |1 12

3,84[0,34[0,99(1,50x10%|7,93x10 n, 13

Repiicas

16°

Clone U5
Melo ASP,

Mefo Erd-Schreiber

Mefo Guillard

L[ [ wo ] vty

N A IR AR

T [T

R
R2
Rl

4,14)0,29]0,97]2,72x10 lz 06x10 ]o 97
4,10{0,32(0,99]2,61x10 [z 35x10 |1 06
4,1010,31[0,99]2,56x10*{2, 1810 51,03

4,00/0,61]0,99]4,10x10 ls 77x10 ]2 02
4,01(0,61]0,99(4,24x10%|7,14x10 {z 04
4,02]0,62{1,00]4,32x107|7,44x10 312,05

4,19]0,35]0,99(3,43x10 |4 30x10 |1 16
4,18]0,34]0,99{3, 38x\0 413,93010 |x 14
4,21]0,35/0,99}3,67x10 Ya,9210%1 18

20°

R1
R2
R3

3,90]0,43]0,99]2, |2x10‘]1 o7x106|1 4
3,80{0,45(0,99{1,76x10 |1 1axto81,50
3,82|0,45]1,00(1,87x10%]1,16x108]1,49

3,91(0,37(1,00)1, 91x1o4|3 20x106[1 2
3,87(0,37{1,00{1,76x10 |3 25x10 |1 u
3,95/0,36]1,00]2,05x10 NERITAH h.a1

3,89]0,42]1,002, u4x1o‘|5 5411051\ «Q
4,010,42{0,99/2,67x10 *13,35x10 |$ 39
3,87]0,44]1,00]2,06x10*]3,35x108 1,47

24°

Rl
R2

L

3,30]0,27]0,90]3, 74x103|5 84x105|0 91
3,29(0,18(0,70(2,97x10 |s 67x10 |o 61
3,27]0,23]0;80(3;21%10% (2 28x10% (0,77

3,67]0, 2a|o 93(8, 93!103|1 52!105]0 93
3,69(0,33/0,96]1,06x10 |4 59x10%(1,09
3,62{0,3210,95{8,74x10 I ,eex108]1,08

3,89]0,30[0,98(1, 55x1o‘la 93!\06|1 00
3,82(0,32(0,99]1,40x10 ls 49x10 11 08

3,71]0,35{0,98}1, 15x10%5,94x108]1 15

a1

=
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Tabela A 24 - Resultados das regressGes das medidas de fluorescéncia 4n vivo contra o tempo apds transformacdo
monalogaritmica da varidvel y (y = ub +y = a+bx): a - coeffciente linear; b - coeficiente
angular; r - coeficiente de correlacdo linear; y'o - estimativa do niimero Ide células inicial;

y't - estimguu do nimero de células no fim da fase de crescimento exponencial; u - taxa maxima
de crescimento calculada a partir da y'o e y'i
é Clone €1 16° "}
Melo ASP, Mefo Erd-Schreiber Meio Guillard
Reéplicas [blrl I y'1lu lb]rl y'ol Iu lb]r[ l y' [u
I I 94|u 3\|o 99|1 79x10 [6,46x10 |1 03{3,02/0,50]1,00{1,05x10 |1 05x1o‘|1 66(3,19]0,36]1,00{1,55x10 |4 09x10 |1 18
R2  |2,81(0,41]0,94]1,65x10 |1 89x10 || 37/3,00/0,50[1,00|1,00x10 |1 00x10 ]1 66(3,04]0,43]1,00]1,10x10 |s 75x10 ll 43
R3  {3,02]0,29]0,95]2,04x10%|5,45x10° (0,953 ,04]0,50]1, 00|l.09x103|1 09x10°(1,66|3,090,41{1, oo|1 21x10 [5 aox10%]1,37
20° ‘
RY 12,92]0,42{1,00}2, 19luo3|2 7ax105|1 40/3,50|0,40[1,00{7, 94x103|4 92x1u4|1 31|2,95|0,42]1,00(2, 34x103|3 05x105]l 40
Rz [3,01]0,43]1,00]2,74x10 |3 87x10°[1,43/3,54]0,411,00]8,80x10 |s 72x10° |1 35(2,89]0,45(1,00]2,19x10 |3 73x10°|1,48
R3 [2,9310,44]1,00{2,34x10%]3,57x10%|1,45]3,49]0,41[1,00]7,87x10 315,16x10%]1,36(3,01[0,43]1,00[2,74x10 3(4,03x10%]1,44
20
Rl [2,48]0,43[0,99]8, 14x102|4 25x104|1 43(3,45[0,39[1,00]7,01x103}6, 45x105|l 30(3,08{0,43]1,00{3, 19x1o3|s 09x104|1 42
R [2,99]0,34]0,99]2,15x10°[4,97x10%)1,13]3,34]0,34(0,99]4, so.103|2 52x10 |1 142,88]0,48]1,00}2,27x10 |s 18x10 411,50
. R2 sg|a, 52|o.99{|.29x|o3|1 s2x10%[1,72(2 ,91]0,34]0,99/1,80x10 |9 52x10 |1 14(2,99]0,44]1,00]|2, 66x103|5 38x10 [1 A5
( Clone U3 16° )
Melo ASP, Mefo Erd-Schreiber Mefo Guillard
S8 o 3 8 2 AN 2 0 3 N AT
R 13,16]0,27]0,97]2,71x10 |6 17x10%|0,90(2,440,52]1,00]9,04x10 |9 96x\o [1,73]2,75]0,39(1,00]1,40x10 |5 32x104|1 k)
Rz |3,23]0,26[0,99{3,07x10 |5 06x10*|0,86(2,24]0,61[1,00]7,11x10 2|v,20x10%12,04|2,68(0,43]1,00]1,27x10 |5 40x10 |1 41
RY [3,250,24]0,99]3,09x10°]4, 99x10*[0,80(2,39]0,54]1,00]8,50x10%|1,02x10%|1,79]2,72]0,40{1,00]1,31x10 315, 08x10%)1,32
20° '
R1 |3,03]0,45{1,00|2, 99;\o3|s 06x]05|2 14]3,63]0, 41|1 00{1, loxxo4|1 aax1o5|1 37{3,02|0,44{1,00|2, 87x103|4 35x105|1 45
Rz |2,99]0,44]1,00{2,67x10 |4 10x10 |1 45(3,45/0,47{1,00{8,22x10 |z 04x10°|1,54]2,93]0,44]1,00{2,34x10 13 86x10 |\ 47
RY [3,03(0,44]1,00]2,91x10%4,56x10%|1,46]3,59]0,46]1,00]1,14x10 412,74x10%1,53(2,89/0,47]1,00(2,27x10% |4,91x70% |1, 55
24° '
Rl [3,12]0,50]1,00}4, 13x103]1 31x10%(1,66{3,43]0,45[1,00(7, 45x103|4 53x105|] 48/3,10(0,43]0,99|3,42x103]1,83x105]1,44
Rz [3,22]0,42|1,00|4,40x10 |a 09x107[1,40|3,42(0,44]1,00{7,21x10 |3 98x10 |1 453,27/0,45]0,99]5,28x10 {3 26x10°|1,48
L ,87]0,47[1,00(2,19x10 315,64x10%]1,56[3,33]0,45(1,00{6,07x10 33,76x10 |1 49/3,55/0,43]1,00{9,49x10 314,85x10° 1,42 54‘1
Clone U5 16° w
Mefo ASP, Meio Erd-Schreiber . Meio Guillard
repttcas| o [ b [r | o | [ v [o [r ] vof yifu [o [r ] vol E
Rl |3,24]0,25]1,00(3,10x10 |5 57x104|o 83{2,53[0,47[1,00(9, 99x]02|7 53x104|\ 56|2,59]0,44]1,00|1,05x10 |5 e4x104|1 45
R2  [3,23]0,25]0,99}3,02x10 |s 47x10 |u 842,66/0,44]1,00]1, zsxlo3|7 25x10 |1 46/2,64]0,44]1,00{1,18x10 |s 55x10 |1 45
R3  [3,27]0,23]0,98]3,20x10 |4 58x10 |o 77/2,62]0,45[0,99]1,16x10 |7 11x10 [1 4812,56/0,44/1,00]9,92x10 25, sax10t [1,45
20°
R} {3,09]0,44]0,99]3, 43x103[5 74x105|1 48(4,21{0,46[1,00]4, 62x104|3 83x105|1 53]3,06|0,45]1,003, 23x1o3|5 08x105|1 51
R2  |3,14]0,44]1,00|3,74x10 |5 66x10 |1 45(4,09[0,48(1,00|3,66x10 |3 29x10 I\ 5813,26/0,42/0,99]4, 79x105|6 ,04x10 |1 3
3 [3,1310,43]1,00]3,62x10%|5,26x10%]1,44[4,11[0,46]1,00|3,77x10] 413,20010 511,56{3,14{0,44]0,99)3,79x10°|6,07x10°| 1,46
24°
R1  13,51]0,42]1,00]8, 47!103|1 54x105|1 3912,80{0,43]1,00(1, 69x10315 52x105|1 433,02/0,391,00{2, 59x103]2 40x105|1 k)
R2 {2,82]0,47]0,98]1,96x10 |s oax10 |1 56(3,59/0,37]0,99]9,00x10 |3 26x10 |1 2113,22/0,40]1,00{4,12x10 |4 05x10 |1 ?
L_, g3 |3,05]0,47]0,99|3,34x10 la 69x10 |1 §713,07]0,44]1,00{3,27x10 |1 95x10? |1 4113,240,38/1,00{4,18x10 3]3,45x10 |1 27




Tabela A 25 - Resultados das regressdes da quantidade de clorofila a total (mg/m?) contra o tempo apos
transformac3o monologaritmica da variavel y {y = al o+ y = a+bx): a-coeficiente linear;
b - coeficiente angular; r - coeficiente de

correlacao linear;
quantidade de clorofila a total inicial; y'i - estimativa

a total no final da fase de crescimento exponencial; y -
calculado a partir de y'oe y'i

da
taxa

y'o -
quantidade

estimativa

da

de clorofila

maxima de crescimento

93

Temp.

‘Clone C1

Meio ASP2

Meio Erd-Schreiber

Mefo Guillard

3D ZNE

o [0 [ Jore [ vi ]

a l b l r ] y'o l y'i ] u

16°
20°
24°

0,77]0,27}0,98|5,94]450,96]0,89
-0,28|0,37]0,90|0,53|218,24]1,24
0,08{0,20{0,84{1,21} 32,51|0,68

1,19]0,190,97{15,66/314,92{0,62
-1,246,45}0,97| 0,06} 77,48]1,48
0,58|0,20{0,92{ 3,83| 91,62{0,65

1,30/0,25/0,98]19,83|1076,64]0,82
-0,74|0,49]0,98] b,18]| 470,36]1,62
0,2910,28]0,88} 1,93} 99,72|0,8

Temp,

Clone U3

16°
20°
24°

0,83/0,27]0,99|6,71]541,31 0,90
-1,12|0,57|0,98|0,08[773,67|1,89
0,45]0,22]0,93|2,79] 96,38|0,73

1,26]0,21(0,98]18,32|536,91|0,70
-0,47/0,38/0,98] 0,34|146,60[1,25
0,59]0,30/0,97| 3,85/508,62|1,01

1,28|0,27{0,97(19,15[1510,53[0,90
-0,42|0,46|0,96| 0,38] 659,92|1,54
0,62]0,24|0,94| 4,12| 196,70]0,80

Clone US

1,01]0,23(0,9910,17|417,46]0,
-0,28{0,45(0,95| 0,52(760,49|1,
0,17]0,19{0,79} 1,48} 32,800,

77
50
64

1,21]0,25]0,98]16,35|871,20/0,82
0,04|0,30}0,88( 1,10|146,66[1,01
0,62/0,20|0,88| 4,21]103,83|0,66

1,28]0,29/0,98[19,02]1901,52|0,95
0,21]0,37]0,92| 1,64| 642,75|1,23
0,58]0,25/0,96] 3,79] 221,66|0.81)

Tabela A 26 - Resultados das medidas de pH para o clone de Canangta(Cl), Ubatuba(u3)
e Ubatuba{U5). Cada valor representa a média de trés observacoes.
Clone C1 Clone U3 Clone US )
Tempo ASPZ Erd-Schreiber|  Guillard ASP2 Erd-Schreiber| Guillard ASP2 Erd-Schreiber| Guiltard
(dias) | 16°[20°]24° | 16°|20°]24° | 16°|20°|24° | 16°]20°|24° 169]20°|24° | 16°]20°(24° | 16°|20°|26° | 16°]20°]24° | 16°|20%|24°
o |7.8]7.8)7.8)7,8]7.8/7,8]7,8|7,8|7,8{78]7,87,8]7.8|7.8/7,8]7.8|7,8)7,8 7.817,8{7,8 | 7,8}7,87,8 | 7,8{7,8]7,8
1 | 8.0/7,9]7,6 | 8,0/7,9/7,8 | 8,1]7,9(8,0 | 8,0]7,9]7,7 | 8,1]7,9]7.9 | 8,2|7,9/8,0 8,117,9]7,8 | 8,117,9{7,9 | 8,2]7,9]8,1
2 |8,0{7,9|7,6 | 8,08,0(7,8 | 8,1]8,0(8,0 | 8,118,0(7,6 | 8,1|8,0(7.8 | 8,2|8,1|8,0 8,1]8,0{7,6 | 8,1(8,0(7,9 | 8,2(8,0(8.0
3 {7.97,9]7,5 | 8,0/8,1]7,8 | 8,1]8,3]8,1 | 7,9(8,0{7,6 | 8,0{8,1{7,9 | 8,1]8,4[8, 8,0/8,0)7,7 | 8,0]8,2]8,0 | 8,1]8,¢{8,!
"4 | 8,]7.97,6 | 8,2]8,2|8,0 | 8,3[8,3]8,1 | 8,1{7,9]7,7 | 8,3(8,118,1 | 8,3(8,4(8.2 8,1/8,0/7,7 | 8,4]8,2{8,0 | 8,38,38.2
5 | 8,1]7,8]7.6 | 8,1]8,1]8,1 | 8,4/8,3(8,1 | 8,0/8,0]7,7 | 8,3]8,2|8,6 | 8,4]8,5[8,2 | 8,18,1]7.7 | 8,4]8,2]8,0 | 8,4]8,418,2
6 |8,8,0[7,6 | 8,1]8,1]8,1 | 8.4]8,6/8,1 | 8,0]8,1{7,7.] 8,3(8,3(8,9 | 8,4/8,9(8,2 | 8,1/8,3]7,7 | 8,4]8,6]8,1 | 8,4/8,6(8,3
7 | 8,008,07,5 | 8,118,38,2 | 8,5/9,1(8,1 | 8,08,1]7,6 | 8,3]8,58,9 | 8,59,3/8,3 | 8,0{8,1{7,6 | 8,5/8,6/8,2 | 8,5{8,58,4
8 |7,908,117,7 | 7,9/8,3/8,5 | 8,5/9,3]8,4 | 8,08,2|7,9 | 8,5]8,5[8,8 | 8,8/9,5/8,8 | 8,008,2|7,7 | 8,6/8,7/8,5 | 8,9(8,6/8,8
s | 8,3]8,007.7 | 8,88,2]8,8 | 9,7]9,1/8,8 [ 8,4]8,0(7,8 | 8,9]8,3]8,9 | 9,8{9,2/9,0 | 8,4]8,1[7,8 | 9,3]8,6{9,0 | 9,7]9.2]9.1
12 | 8,5/8,1]7,8 | 9,0(8,7]8,9 |10,0]9,4]9,2 | 8,68,3]7,9 | 9,2/8,7]8,6 [10,2]9,4]9,2 8,6/8,3(8,0 | 9,4]8,9{8,9 [10,2{9,4]9,2
15 | 8,5/7,9]7,8 | 8,98,6[8,9 | 9,9{9,0(9,2 | 8,5[8,1]8,0 | 9.1(8,5[8,5 [10,1]9,0(9,2 | 8.5[8,1(8,0 | 9,1]8.5[8,8 |10,1]8,9[9,2
18 | 8,5/8,117,7 | 8,9]8,7|8,6 | 9,7]9,2|8,8 | 8,58,2|7,8 | 9.0]8,7]8,8 | 9,719,2]8,5 s.s‘e,z\7ﬁ9 | 9,118.78,3 | 9,7{9,1{8.8
21 | 8,6/8,3]7,7 | 8,9/8,6{8,2 | 9,8/9,2(8,9 | 8,68,3]7,9 | 9,1(8,68,2 | 9,9/9,3/8,9 | 8,6(8,3]7,9 | 9.2|8,7(8,3 | 9,9\3.9|§;§/
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TabelaA 28Teste da regressdo 1inear das duas variaveis utilizadas para estimativa da biomassa diaria (n9 celulas/ml, fluorescéncia 4n vivo)
em diversos experimentos, r: coeficiente de correlacio linear; a: coeficiente linear; b: coeficiente angular; n: nimero de pa
res de observacoes (Xi - tempo, Yi - contagem ou fluorescéncia); b: coefictente angular recalculado; ;: coeficiente Tinear recatcy
lado; ns: na3o significante; * significante ao nivel a= 0,05; **significante aonivel a= 0,01; ***significante ao nivel . 0,001.

Temp. | Melo |[Experimehto| vartavel | r | a | b | n [Testedeb | b | 3 | Teste de a | Equacdo ajustade |
[Gut1tard |Comparacio | Contagem | 0,964 [-12,356 | 0,096 | 1V |tc 0,006 ns| 1,003 |- 7,775 |tc « 3,386% |y = 7,775 + 1,013 x|
160 [Completo |de 3 Clones |Fluorescéncial 0,973 |-10,908 | 0,097 | 1 ]t(0,0S)-Z,]D)[kTTBTE—Tt_ETEEF‘Wt(0.05)-2.]01[y « -6,331 + 1,013 x|
[Guitlard [Comparacio | Contagem | 0,998 |-11,033 | 0,250 | 7 [tc=0,002 ns | 1,121 |- 8,417 [tc « 3,246 ly = -8,417 + 112 ;T
e [Completo |de 3 Clones |Fluorescéncial 0,986 |- 9,306 | 0,247 | 7 [t(o.os)-z.228[—77757_Tt_37353_]t(0.os)-z,zze]y . -6,682 + 1,121 x
|Guittard [Comparacio | Contagem | 0,988 |- 3,512 | 0,500 | 9 | - [ 1,243 |- 2,811 [tc=10,874%**|y » -2,811 4 1,243 x
%0 | conpreto [de 3 Clones |Fluorescéncial 0,988 |-11,274 | 0,510 | 9 | (bl - b2) [ 1,243 |-10,573 |t(0,05)s2,160]y = 40,573 + 1,243
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9.2 ANALISE DE VARIANCIA TRIFATORIAL

Este programa foi elaborado para a execugao de uma analise de varian-
cia de um planejamento experimental fatorial empregando-se tres operadores es-
peciais sugeridos por Hartley (1962). A analise de outros planejamentos pode
ser derivada através de uma reducao inicial a um esquema fatorial seguida de
uma associdgﬁo de certos componentes da tabela de analise de variancia.

Considerando um dos experimentos fatoriais deste trabalho com tres fa-
tores (A,B e C) o fator A apresenta 4 niveis, o fator B j niveis, o fator C k
niveis e as replicas £ niveis. Estas sao completamente n3o relacionadas n3ao se
constituindo num fator. Contudo para as objetivos deste programa assumiu-se um
planejamento com 4 fatores. ( A,B,C e R ). Consequentemente cada observagao de
um conjunto de dados pode ser representada na forma :

Yabcr onde a= 1,2, 0 i0innnn , A
b= 1,2,....... ves
c= 1,2, 0000, s R
r= 1,2, 0eevenn. y £

0 principio geral de procedimento utilizado na analise de variancia e
inicialmente executar uma analise fatorial formal para em seguida associar de-
terminados componentes conforme o planejamento experimental.

0 programa consiste de uma rotina principal e tres subrotinas; sua
capacidade e formato necessarios para os dados de entrada sao :

1. Experimentos ate 6 fatores

2. Total de observagoes ate 3000. 0 numero total de observagoes num
experimento e dado por T = % ( nivel £ + 1) onde o nivel £ e o numero de

4=

niveis do £ - esimo fator, k o niumero de fatores e I & a notacao produto -
rio ( multiplicagao cumulativa).

3. Formato para os cartoes com os dados de entrada 12F6.0

Para a entrada dos dados e necessario um cartdo de cont?o1e para cada
conjunto de dados de um experimento o qual e 1ido pelo programa principal. Este
cartao e preparado da seguinte forma:

Colunas Conteldo Experimento
1 -6 Numero do experimento(pode ser
alfanumerico) X
7-8 Namero de fatores n
9 - 15 Branco
16 " Label " para o 19 fator A
17- 20 Nimero de niveis do 19 fator L
21 “Label " para o 20 fator B
22- 25 Numero de niveis do 29 fator §



Colunas Conteldo Experimento
26 “Label” para o 39 fator C
27 - 30 Nimero de niveis do 39 fator k
31 "Label" para o 49 fator R
32 - 35 Numero de niveis do 49 fator £

0s dados sao introduzidos na seguinte ordem = Y1111, VZI111,.......
Yarrt, vizir, vz, ..., Z%2 B IR Yifllooeeounn, YifRE.

0s dados sao editados da seguinte forma:

Analise de Variancia

Experimento X

Niveis dos Fatores

A £
B §
C k
R 2
Fonte de Graus de Soma dos Quadrado Razao de
Variagao Liberdade Quadrados Medio Variancias
A - A,B.e C sao os efeitos principais
B
AB -~ AB,AC e BC sao as interagoes de primeira ordem
C
AC - ABC a interagao de segunda ordem
BC
ABC - Erro & 0 residuo total
R - E & o residuo no subgrupo ( casela)
AR
BR
ABR
CR - Residuo associado a cada componente
ACR
BCR
ABCR
ERRO
TOTAL
Valores de F ( Modelo 1 com replica ) ou (Modelo 1 sem replica)
Para efeitos principais F1 (A) / R F1 (A) / (AxBxC)
F2 (B) / R F2 (B) / (AxBxC)
F3 (C) / R F3 (C) / (AxBxC)
Para Interagoes de 10 ordem F4 (AxB) /R F4 (AxB) / ( AxBxC)
F5 (AxC) /R F5 (AxC) / ( AxBxC)
F6 (BxC) /R F6 (BxC) / ( AxBxC)

99
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Para Interacao de 20 ordem F7 (AxBxC) / R =--
Valores de F ( Modelo 2)

Para Efeitos principais F1 (A) / (AxB) + (AXC) - (AXBXC)
_F2 (B) / (AxB) + (BxC) - (AngC)
C) / (AXC) + (BXC) - (AXBXC)

Para Interacoes de 19 ordem F4 ( AxB) / ( AxBxC)
F5 ( AxC) / ( AxBxC)
F6 ( BxC) / ( AxBxC)

Para Interacao de 29 ordem F7 ( AxBxC ) / R

Modelo 1 - os tratamentos sao fixos
Modelo 2 - os tratamentos sao casualizados.



001
g
a2y
o4
2oy
221 ]
Q7
o088
209
e1e
1
efe
213
14
013
0té6
217
218
219
020
021
gae
823
e24a
ecs
a2sé
227
4]
229
230
231
932
233
234
23%
236
037
038
239
ean
241
842
243
244
a4s
246
247
248
249
258
931
252
253
2saq
933
856
837
2s8
259
269
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PROGRAMA PRINCIPAL .
DIMENSION X({10VR),HEAD(S6) ,LEVEL(8),ISTEP(&),KOUNT(6),LASTS (&)
DIMENSION SUMSR(83),NDF(63),)SMEAN(HT) ,FMT(1S),TITLE(8D)
FORMAT(AQ,42,12,Ad,3X, 14 (AL, 24)/ (AL, 28,0 ,1a,A1,18,A1,]a,4¢(,14))
FORMAT({HY,’ ANALISE DE VARIANCIA f,4a,427)

FORMAT(* NIVEIS DOS FATORES*/(3X,A!,7X,14))

FORMAT(IHG,* MEDTIA TOTALY,F22.9%) . )
FORMAT(IHO,69( w*),/* FONTE DE*,SX,“GRAUS DE*,6X, 30MA DOS’,9X, QU
ilDRADO‘,ﬂX,'QAZAO DEP/* VARIACAD?,SX, 'LIBERDADE';SX.'OUAOPIDOS',BI

*, *MEDIO’, TX, IVARIANCIAS? /1 rv'.11x,'GL',1ax,'so',:sx.'nm'.11¥ TFey

PIX,69(4ei))

6 FORMAT(IH .13A1.Ia FI7.5,F17.,%5)
T FORMAT(* TOTAL',8X,14, F17 S,F17 5/71%, 69(‘ )
8 FORMAT(12F86,2)’
133 PORHAT(eaAl)
134 FORMAT(BOAL/Y
301 FORMAT(* ERRO*,9X,14,F17,5,F17,3) ) o o
518 FORMAT(* PARA INTERACAO DE SEGUNDA ORDEM Fino, F15,5,°(%,A0,'X",
tAL,PXY AL, 0) 6 )
519 FORMAT(® PARA INTERACOES DE PRIMEIRA ORDEM FPRef,F18,5,7 (%, AL, 'x¢,
why ) P /36X, P38 F1S, 5, 0%, AL, X, AL, ) /36X, Faut, FI5,5,7(7,A1,
$IXO, AL, %)) .
S22 FORMAT{? PARA EFEITOS PRINCIPAIS rs-', 15,9, %0, 41,%)7%/
PI6X, CF6ut P18 5,000, AL,") /36X, FTu?,FIS, 8, (¢, Ay,1)")
S2{ FORMAT(IHO, VALORES DE F (MODELD 2)7/) \
721 FORMAT(1HG,'vVALORES DE F (MODELO ! COM REPLICA)'/)
Y22 FORMAT(1IMHO,*VALORES DE F (MODELO § SEM REPLICA)’/)
{00 READ(S,{)PR, PR K BLANK, (HEAD(I),LEVEL(Y),I8¢,K)
READ(S,433)(T)ITLE(T),In},80)
WRITE(6,2)PR,PRY
WRITE(&,13Q)!TITLECI),1e1,80)
WRITE(6,3) (HEADCI),LEVELC(T),2uy,K)
NelLEVEL (Y1)
DO 182 ls2,K

§92 NwN« EVELC(I)
READ(S, 83 (XCT),Inl,N)
CALL AVDAT(K,LEVEL,N, XL ISTEP,KOUNT)
CALL AVCAL(K.LEVEL,X,L,ISYEP.LASTS)
CALL MEANQ(X,LEVEL,X,GMEAN,SUM3Q,NDF,SMEAN, ISTEP,KOUNT, L ASTS)
WRITE(6,4)GMEAN
WRITE(6,S)
LLe(2enK)ef
IF(LEVEL(Q)OEQII)LL-’
ISTEP(1) e
DO 1e% 1s2,K

10S I8TEP(1)e®
00 (10 Ini,tsn

139 FMT{I)uBLANK
NNuQ
SUMsQ,R

128 NNaNNs{
Le®
DO 140 Isi,K
FMT () eBLANK
IFCISTEP(I))132,140m,13¢

150 Lelet ,
FHMTC(L)YSHEADI(Y)

148 CONTINUE ;

WRITE(H,6)(FMT(YI), Tul,13Y,NDF(NN),SUMSB(NN),SHEAN{NN)
SUMISUMSSUMSA (NN)

Ul Bl e
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P61 TP (NNLLY1a5,172,170

CYY] 145 DD 160 Yai,K

263 IF(ISTERP(I))14T,190,147

264 {47 ISTEP(1)ed

865 GO 10 160

266 158 ISTEP(1)el

ae7 GO 70 129

268 {68 CONTINUE

269 {70 NaNet

gre s0DGeR, P

[ R A LeDReD

are OM0Gag, 8

213 DO 300 leB,15

er14 SODRe30DQeSUMSA(T)

ars 3P0 LGDReLODGNOF ()

2786 GMDQ=SODG/LEODD

217 IF(LEVEL(A) ,FQ,11G0 YQ 484

278 WRITE(&,321)L00G,8208,0MD06:

279 484 WRITE(6,T)IN,SUM

gsa c TESTES DE SIGNIFICANCIA (MODELO {)

281 IF(LEYELCA) ,GT. 1360 1O 440

282 e PARA INTERACAO DE SEGUNDA ORDEM(AXBXC)

281 Fiso,o .

asa c PARA. INYERACOES DE PRIMEIRA ORDEM (AXB), CAXCY, (BXC)
ass FR2eSMEAN(IY /SHEANC(T)

886 F3sSMEAN(S) /SMEAN(T)

gay FAuSHEAN(G6) /SMEAN(T)

2as c PARA EFEITON PRINCIPALIS (AY, (B), (C)

289 FSmSMEANCLY 7AMNEAN(T)

p9a FEBSMEAN(2)/SMEAN(TY)

291 FTBSMEAN(AY /8MEAN(T)

892 60 Y0 ais ,

293 c PARA .INTERACAQC DE SEGUNDA ORDEM(AXBXC)

894 Qi@ FiwSMEAN(T)/7QMDQ

295 (o PARA INTERACOES DE PRIMEIRA ORDEN (AXB),(AXC), (BXC)
996 FRsBMEAN(3) 70MDQ

297 FSRSHEANLS) #0MDD

298 FAsSMEAN(&)/7QMDQ

299 o PARA EFEITOS PRINCIPALS fA), (B), (C)

180 FRe3MEAN(|)/QMDQ

{ay FowSHEAN(2)/QMDG

(o2 PIaSMEANCGY /7MOQ

{as WRITE(b6,721)

124 WRITE(6,520)FS,NEAD(L),P6,HEAD(2),PT,HEAD(3)
188 WRITE(H,S19)F2, HEADLL) 4HEAD(2) »F3,HEAD () ,HEAD(3),Fa,HEAD(2),
1B%e ¢HEAD(3) .

187 WRITE(6,%18)F 1 HEAD(1) NEADC2) HEAD(3X)

108 60 70 a2¢

129 815 WRITE(s,722)

{{a NR!TE(6:530)?3:HE“H1)lFprE‘D(2)1F7aHEA.Dt3)
11 WRITE(6,S19)F2HEAN(L) ,HEAD(R),FS, KEADCY),HEAD(3),Pa,KEAD(R),
112 sHEAD ()

113 WRITE(6,518)F 1 HEAD(1),HEAD(2),MEAD(3)

114 4208 CONTINUE

{19 c TESTES DF SIGNIPICANCIA (MOOELO 2)

{te [ PARA INTERACAO DE AEGUNDA ORDEM(AXBXC)

$47 PInSHEAN(T)/AMEAN(S)

ii8 IF(LEVEL Q) EQ,1)F1eD,0

{19 ¢ PARA INTERACAES DE PRIMEIRA QRDEM (AXBY, (AXC)Y, (BXC)
129 FRUSMEAN(3)/8MEAN(TY)
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{22
(23
124
125
126
127
128
129
130
13¢
132
133
134
0021
802
203
23X}
28s
006
aQr
gos
e89
oo
811
812
213
ata
815
216
017
218
819
g2a
821
22
@23
@24
B2s
826
@27
28
229
230
231
832
233
23a
335
236
037
838
239
240
241
ga4e
843
044
2as
B4eb
ear
2as
049
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FIaSMEAN(S)/7SMEAN(T)

FOuSMEAN(S) /SMEANL(T)

PARAL EFETTOS PRINCIPALIS (A), (8), (C)
FSaSMEAN(1)/(SMEAN(3)#SMEAN(S)eSMEANIT))
FOSSMEAN(2)/¢SMEAN(I)SSMEAN(6) wSMEAN(T))

FIaSMEAN{QY/ (SMEAN[S)SSMEAN(&)»8MEAN(TY)

WRITE(6,52%) ’
WRITE(6,S20)F3+HFANDCL) P&, HEADCR),FT,NEAD(S)
WRITE(6,519)P2/HEAO() ,HEAD(R2) F3,NEAD(S)  HEAD(3),Fa,HEAD(2),

wHEAD(3)

WRITE(6,518) %1, HEAD (1), HEAD(2) ,HEAD(Y)

60 10 {00

sTOP

END ,

SUBROUTINE MEANG(K,LEVEL,X,GHEAN, SUMSO,NDF,SMEAN,MSTEP,KOUNT,

«LASTS)

DIMENSION LEVEL{1) X (1), SUMSACL) NOF (1), SMEAN(]),MSTEP(]),

¢KOUNT (1) ,LASTS (1)

NeLEVEL (1)
DO 1802 Is2,X

158 NeNaLEVEL(I)

LASTS (1) wLEVEL(L)
DO 178 le2,X

178 LASTS(T)nlEVFL(L) ey

NNe{

LLe(2eek)et
IF(LEVEL(A) ,EQ 1)LLsY
MBTER (1) wi

PO 182 le2,K

{80 MSTEP(T)sMSTEP(le{)e2

DO 185 Ief, L

185 SUMSG(T)s0,0

DO 192 Iwt,K

190 KOUNT(I)me,
coed L=xp

DO 260 ls§,X
TF(KOUNT(I)e ASTS(1)Y210,2908,210

210 F(L)220,220,240
220 KOUNT(I)uKOUNT(I) ey

IF(KOUNT (1) » EVEL(1))230,230,258

2308 Lel¢MSYEP(])

GO T0 260

248 TF(KOUNT(I)=LEVEL(1))230,268,230
230 KOUNY(1)ed
268 CONTINUE

IF(L)288,285,27¢0

270 SUMSQ (L) aSUMSOCL)«X (NN)aX (NN)

NNSNN+{
60 To 200

285 FNeN

GMEANSX(NN)/FN

3(@ MSYEP(1)a0

NNe @
MSTEP(1)m}

320 NDiay

ND2ey
DO 340 lef,K
IP(MSTEP(1))x30,3%a0,330

330 NOJwNDIwLEVEL(I)

ND2aND2atLEVEL(1) =)

340 CONTINUE

FNisNeND{



104

15

10

2¢

95
100
110
115
1,0

130

REAL FUNCT ION 8SSIN1+Y1sN2,Y32)
INTEGER N1sN2

BEAL Yi1,Y2
CONMUN M»YH
BSS=N11Y1-&20“2.12A12~H17Htt2
RETURN
ENg
INTEGER NrerNZ.I.J,N'K'Kl
REAL VALDR(96)'Y'71;72'8551'yH'SQTpLAHBDAsQHTnEL
COMNON N,y M

FEAQCS5,90) NolL

D0 20 Ki=l,L
READC(S,25) SQl,K
OMT=Sal /7 NoK)
FEAC(S;fOG.LND:ZS)(VALOR(I).[=1»2-N)
NEIT£(6.110)(VALoﬁ(l)nI=l;2tN)

FRITECH»115)
CQ S I=1,N

K=YALOR(22I=1) ¢M

Y= VALOR(2aT)evY

CONTINJE
YH=Y /N

£0 10 I=y,N=

Ni=CN1e¢VALOC2xT~1))

Y15 (YIe(I=1)eVALCRC(2+1))/71

08 15 JelelsN

N2=N2¢VALOR( 20 J=1)
Y2=Y2 ¢ VALOR(2%y)

CONTINYZ

Y2=Y2/(N=-1)

B35S 1=BSSCNL1,Y1eAZ, Y2}
L\HBDA‘l.141592'5551/(2'l.lﬁlS?ZtQHT)
GL=N/1.141592
HRIYE(61120)I’BSSI’NIDerNZ’TZQLAHBDArGL
N2.0

Y2=0
CONTINUE

Y=0

MeQ
N1=0

Y1=0

HRITE(S,130)

CONTINUE

FORHAT(2]2)

FORMAT(F943,12)
FORNATC4C6CI2,F642)0/)26(125F542))
FORHA[(“(1Xf6(I?!FB.Z)D/)anr6(12’F6.2))
FORK‘T(ZSX.'NL',ZX’”HEOI‘1*.SX,'NZ',ZX-'HEO(KZ":/)
FURHAT(BX:‘BSS('.IZ)')='pF12-5)2(2X)I3:F8.4)f3xr'LAHBDA='vF8-3!

* 1Xs"CON™»FSe0»"GRAUS [E£ LIBERDADE™)

FORNAT(LX»/7)
st13P
END

NG ERRORS DETECTED. NUMBER OF CARDS = 53, ‘
COMPILATION TIME = 7 SECONDS ELAPSED» 0.90 SECONDS PROCESSTNG,

O0p STACK SIZE = ;1 WQROS. FILES[IZE = 140 KOROS,

ESTIKATED CORE STORASI RIQUIRIMENT = 493 KPRDSo

Ig;AL JRJGRAH Caot =1219 ¥ORDS. ARRAY STORAGE "= 93 40RDS,
NUM3gR O PROGRAM SEGMENTS = 9. NUMBER OF DISK SEGHENTS = 25,
PROGRANM CDDE FILE = (EDODQGIOBIECT/PROGRAKA ON PACK.



5@
854
@se
053
esa
ass
10
2857
858
289
260
61
262
263
gba
821
gee
03
eey
228
206
007
208
209
8le
el
g1e
81s
e1s
ey
(2N
eir
e1s
219
ez2e
aat
pae
ge3
24
828
026

c28
29
P30
03y
832
2ot
[ 1-¥4
ces
804
283
006
T3]
gos
099
o1
o1y
62
e13
16
49
gie
Q17
018
219
CH
02
22
023
024
02y
B2k
027
P28
029
30
231
p32

3453
say
352

LLY
370

159

160

168
167
168

178

173

103

120

128

123
130
135

FN2sND2

NNBNNe{

SUMSQ(NN)Y»SUMSO(NNY/FNY

NOF (NN)uND2
SMEAN(NN)33UMSR(NNY/FN2
IF(NNelLLY34a5,372,370

DO 360 Ie{,K
IF(MSTEP(1))vaT7,350,34a7
MSTEP(1)e0

GO TO 360

MSTEP (1) e}

60 Y0 32¢

CONTINUE

RETURN

END

SUBROUTINE AVCAL (K, LEVEL,X,L,I8TEP,LASTS)
DIMENSION LEVELCL),X(1),ISTEP(1),LASTS(Y)
LABTS({)sl*}

DO 143 l=2,X
LASTS(I)sLASYS(Iwi)eISTERP(Y)
DO {75 lmi,K

Loi

Liug

S8UMsg,Q

NNaLEVEL(I)

FNuNN ,
INCREISTEP(Y)
LASTeLASTSE(])

DO 162 Jel, NN
SUMsSUMSX (L)
LeL¢INCRE

X(L)sSuUM

DO 16% Jsi NN
X(LLYOFNaX(LL)=BUM
tLeLL*INCRE

SUMsp, 2

IF(LelLAST) 167,173,179
IF(LeLASTSINCRE) (68,168,170
LeL+INCRE
LLeLLeINCRE

GO TO 1SS '
LeLoINCRE® = AST
LLOLLSINCRE+{wlASY
GO YO0 1S%S

CONTINUE

REYURN

END

SUBROUTINE AVDAT(K,LEVEL,N,X,L,I8
DIMENSION LEVELCL),X(t),ISTEP(1),KOUNT ()
MoLEVEL (1)1}

DO 108 ls2,K

MuMe (LEVEL(I)¢1)

NisMe|

NR#Ne|

DO 1a7 ls§,N

N{sNiw}

N2sN2e |

X(N{)uX{N2)

ISTEP(1)sl

DO 110 I1s2,K
ISTEP(I)wISTEP (L {Ja(LEVEL(Iwl)eol)
DO 119 lwl,X

KOUNT(I)n{

NisNfey

DO (3% Ief,N

LsKOUNT ()

PO {20 Jwe,K
LelLelSTEP(JI) e« {XOUNT(J) =)

NisN{«¢|

X(LYwX(NY)

DO 138 Jel,X

IF(KOUNT (JYwLEVEL(J)YL24,125,124
KOUNTC(J) sKOUNT(J) ¢4

GO0 TO 135§

KOUNT(J) s}

CONTINUE

CONTINUE

RETURN

END

TEP,KOUNT)
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