Amanda Rodrigues Chiaramonte

Efeitos da temperatura em Gracilaria caudata (Gracilariales,
Rhodophyta): estudos fisioldgicos em diferentes populacdes da

costa brasileira

Effects of temperature on Gracilaria caudata (Gracilariales, Rhodophyta):
physiology studies in different populations that occur on the Brazilian

coastline

Sao Paulo

2022



Amanda Rodrigues Chiaramonte

Efeitos da temperatura em Gracilaria caudata (Gracilariales,
Rhodophyta): estudos fisiologicos em diferentes populac6es da

costa brasileira

Effects of temperature on Gracilaria caudata (Gracilariales, Rhodophyta):

physiology studies in different populations that occur on the Brazilian

coastline
Dissertagéo apresentada ao Dissertation presented to the
Instituto de Biociéncias da Institute of Biosciences of the
Universidade de S&o Paulo, para University of Séo Paulo to obtain
obtencéo de Titulo de Mestre em MSc degree in Botany

Ciéncias, na Area de Botanica. Supervisor: Prof. Dra. Estela

Orientador(a): Profa. Dra. Maria Plastino
Estela Maria Plastino

Sao Paulo

2022



Catalogacéo na publicacéo
Servico de Biblioteca e Documentacéo

Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo

Efeitos da temperatura em Gracilaria caudata (Gracilariales, Rhodophyta): estudos
fisiologicos em diferentes populagcfes da costa brasileira / Amanda Rodrigues
Chiaramonte — Séo Paulo: A.R.C, 2022, 77pp.

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.
Departamento de Botanica.

1 — Gracilaria caudata; 2 — Alga vermelha; 3 — Ecdtipo; 4 — Temperatura; 5 —
Diversidade intraespecifica; 6 — Mudancas climaticas;

| - Universidade de Sao Paulo, Instituto de Biociéncias. Departamento de Botéanica.

Comisséo Julgadora

Prof(a). Dr(a). Prof(a). Dr(a).

Prof(a). Dr(a). Orientador(a)



It's raining and the sky is clear
The dark clouds turn white
The hidden sun brightens

The sunset glow is more red

It's been a hard time
Whether the painful wound hurts
I can't feel the pain anymore

How many times have you cried?

After a sigh
I have shed tears
Hold on, hold on, hold on, you have to get up

Even if you fall on your knees, you just have to get up again

After pain comes joy
Happiness comes after joy
After happiness, love comes

Don't frown, everything will come

- Monsta X, Stand Up



Agradecimentos

Gostaria de agradecer, primeiramente, a minha orientadora, Estela Maria Plastino, por
acreditar no meu potencial e me incentivar e inspirar a entrar neste maravilhoso mundo
que € o estudo de algas marinhas. Agradeco a paciéncia de sempre, confianca e carinho.
Foi uma honra escutar seus ensinamentos, tanto como orientadora como professora nas
aulas da graduacao e mestrado.

Agradeco aos meus colegas de LAM:

Profs. Mariana, Fungyi, Valeria e Flavio por serem excepcionais em seu trabalho, e
servirem de inspiracdo para tantos alunos, como serviram para mim.

Rosério e Vivian, sem eles nada disso seria possivel. Obrigada por todo suporte!

André, pela paciéncia e conhecimento, sempre se mostrou solicito e presente a me ensinar
e apoiar nos momentos de desespero.

Fabiana, pela paciéncia, solicitude, conhecimento e parceria.

Ligia e Fabio, que apesar de figuras distantes, me inspiraram muito através de suas lindas
e extensas pesquisas;

Nuno, Michele, Inara e Mayara, pela sabedoria e pelas risadas, que me deram tanta forga
para continuar.

Vitinho, meu querido, pelo companheirismo, carinho, amizade, parceria e momentos de
desabafos. Sua alegria e forga me motivaram a continuar.

Agradeco imensamente a minha familia:

Meus pais, Eunice e Bruno, que sempre me permitiram a sonhar a seguir forte e firme o
meu caminho, sempre me incentivaram a estudar, a ser alguém curiosa e determinada.
Minha irmd Aline, pelo incentivo a sempre estudar, pelas mentorias e pela pessoa
inteligente e inspiradora que ela é.

Minha tia Paula, que sempre foi pilar fundamental na minha educacao.

Meus avés Bianca e Remo (in memoriam), pela sabedoria, ensinamentos, e por serem
exemplos na minha vida.

Minha querida avo Eunice (in memoriam), por ter sido uma segunda mée para mim e por
ter me ensinado o valor da vida. Sinto sua falta.

A0s meus amigos queridos,

Leticia, Haru, Camilla e Leticia pela tremenda forca em todos os meus piores e melhores
momentos, por serem essas pessoas maravilhosas e parceiras de sempre.

Vanessa, Paloma e Thamires, por estarem presentes na minha vida desde sempre, e por
ndo terem desistido de mim em minhas mais diversas fases.

Stephanie, Matheus e Rodrigo, por serem meus parceiros durante a graduagéo, cujas
dificuldades nos colocou juntos, € 0 Beco nos uniu.

Ao meu querido Nathan,

Por toda parceria, amor e carinho. Obrigada por sempre se dispor a me ajudar, pelo
incentivo a continuar forte, pelas palavras e principalmente, pela paciéncia. Sem vocé, eu
néo teria conseguido terminar este trabalho.



Sumario

RESUIMO ...ttt ettt e bt s bt e s b et s h bt e R bt e bt e ke e sk et ek e e e nn e et e e bt e nbe e sneesnn e 7
N o] 1 - Lod SO OSPRRS 8
1) INErOAUGED GEIAL.......ceiiiiiieeee e 9
1.1) MUdaNGas CHIMALICAS .......cviiuiiieieciece ettt be et be e e 9
I Y o o= o TSRS 11
1.3) Diversidade iNtra@SPECITICA ........coueuiririiriiirieirie s 12
1.4) O género Gracilaria: contextualizag8o € impPOrtanCia...........ccceovrieririreneneneseeeee 14
1.5) Gracilaria caudata: contextualizagdo € ImpPOrtancia...........ccceveverveveiiesiiesie s 16
2) HIPOTESES ...ttt bbb bbbt e bbbt b ettt e e 19
3) ODJETIVOS ...ttt 20
Y o T g T VI 0 1= (0o [0SR 21
4.1) Material DIOIOGICO ... ..cciuiiiieic et re e 21
4.2) CondigOes gerais de CUIIVO .........coviiiiiiiiiieiieeeieie et 22
4.3) Desenho eXPerimental............coooiiiiiiiiiereee e 23
4.4) ASPeCtoS MOITOIOGICOS. .......ecieiiiciice ittt re e ae e 25
4.5) TaXaS 08 CIESCIMENTO .....c.veveeeiieiietisiiste sttt ettt skttt st benn e e e nre s 26
4.6) Fluorescéncia in Vivo da Clorofila @..........ccooeveiiiiiiiieceee e 26
4.7) Quantificacdo de ficobiliproteinas, clorofila a e carotendides...........cc.ccocvvvreiereiieinnne 27
4.8) ANALISE BSTALISTICAL ... veivreieitecic ettt sre b b sae e 28
4.9) Temperaturas da SUPErfiCie d0 Mar ... 28
5) RESUITATOS ...ttt st e r ettt e s te e e st e sbe e besbeesbesbeeaeestesteeneeseas 30
5.1) Taxa de CrESCIMENTO .....cviiviiic ettt s re e be e st e s be e e e sbeeneesbesreenee e 30
5.2) Fluorescéncia in vivo da Clorofila @ ..........ccooeieiiiiiiiiiicce e 39
5.3) Quantificacdo de ficobiliproteinas, clorofila a e carotenoides...........cc.ccoevvereiericrienanne 47
B) DISCUSSAD ... uveviiteerieite et eite st e st e s te et e st e e te e beste e e e s beeseesbeeteesbesbeeseesbesaeesbesbeesbesbeesbesbesreentestaeneeseas 52
6.1) LIMITES TEIMICOS ...oviiveiiiiie ettt ettt sttt e be e e s beeaa e besaeestestaeneesras 53
6.2) ASPECLOS MOMTOIOGICOS. ... .cviieiiieiicieiee et 55
6.3) Taxas de CreSCIMENTO ... ..cueeieieiiee et eteee ettt ettt et e saeereestesreeneesbeaneeseesaeaneenees 55
6.4) Fluorescéncia in Vivo da Clorofila @ ..........ccooveieiiiiiiiieseeee e 56
6.5) COMPOSIGAD PIGIMENTAT .....veiiiiiiriiteiiei ettt bbb neene s 58
6.6) Possiveis impactos do aumento de temperatura no planeta Terra em populagdes de G.
caudata que ocorrem na costa do BrasSil ..........ccooiiiiiiii i 60
7) CONSIABIAGORS TINAUS. ... .eviieieieiitieie ettt st saeere et sreeneseeaneeneas 64

8) Referencia DIDHOGIATICA ........cvvviiiie s 66



Resumo

Efeitos da temperatura em Gracilaria caudata (Gracilariales, Rhodophyta):

estudos fisioldgicos em diferentes populagdes da costa brasileira

Nas ultimas décadas, o aumento da temperatura global vem se mostrando
impactante em ambientes terrestres e aquaticos. At¢ o momento, aponta-se que houve
pelo menos aumento de 1°C na média da temperatura da superficie global, e que em até
2.100, este namero pode aumentar entre 3,7°C a 4,8°C, se ndo houver esforgos para
mitigacao. Os limites térmicos de uma espécie sao determinados por sua genética, ou seja,
por sua capacidade de adaptagdo e aclimatagdo. Variagdes genotipicas relacionadas a
adaptacdo, em resposta a situagdes ambientais distintas, podem resultar em populacdes
com “pools genéticos” bastante diversos. Populagdes que apresentam essa diversidade
sdo chamadas de ecotipos. Gracilaria caudata ¢ uma espécie de alga vermelha que ocorre
nos mares da América Central ¢ do Sul, presente em quase toda costa brasileira, e,
portanto, sujeita a grande diversidade climatica. Deste modo, levantam-se questdes
relacionadas aos limites fisiologicos de G. caudata quanto a diferentes temperaturas e a
ocorréncia de ecotipos. Neste trabalho, gametofitos femininos de quatro populacdes de
G. caudata, duas do Nordeste (Estado do Ceard, CE; e Estado da Bahia, BA), uma do
Sudeste (Estado do Espirito Santo, ES) ¢ uma do Sul (Estado de Santa Catarina, SC) do
Brasil, foram expostos a nove tratamentos de temperatura (15, 18, 20, 23, 25, 28, 30, 33
e 35 °C) por um periodo de 28 dias em condigdes controladas de laboratorio. As variaveis
analisadas foram taxa de crescimento (TC), comprimento do talo, numero de
ramificagdes, fluorescéncia in vivo da clorofila a e composi¢do pigmentar (apenas para
CE e ES). As populagdes analisadas mostraram respostas morfologicas e fisiologicas
distintas nas diferentes temperaturas, com excecdo de 35 °C, considerada letal para todas.
As maiores diferencas com relacdo as taxas de crescimento, comprimento do talo e
rendimento quantico méximo foram verificadas entre as populagdes dos estados do CE e
de SC na maioria dos tratamentos de temperatura. Dos 23 aos 30°C, a populagdo do CE
mostrou maior desempenho fisiologico; ja aos 18 e 20°C, isto ocorreu para a populagdo
de SC. Individuos da BA e ES apresentaram resultados intermediarios relativos aos
parametros analisados, similares aos das populagdes do estado do CE ou de SC. Os
individuos da populacdo da BA foram os que apresentaram capacidade de sobrevivéncia
em maior amplitude térmica (15 a 33°C), seguidos dos individuos da populagdo do estado
do CE (18 a 33°C), do ES (15 a 30°C), e de SC (18 a 30°C). Esses dados, acrescidos das
diferencas quantitativas observadas quanto aos valores obtidos para os pardmetros
fisiologicos e morfoldgicos analisados, permitem afirmar que se trata de populagdes
ecotipicas. Ressalta-se o desempenho fisiologico dos individuos procedentes do CE, que
se mostraram mais promissores para futuros cultivos comerciais (TC: 23°C, £10,85%;
25°C, £11,23%; 28°C, +11,83%; e 30°C, +£11,60%). Além disso, a populagao do estado
do CE parece mais propensa a resistir a possiveis aumentos de temperatura, uma vez que
a 33°C, apesar de suas taxas de crescimento terem sido inferiores (+5,98%) as observadas
na faixa de 23 a 30°C, foram superiores as verificadas para individuos do estado da BA
(£3,82%) que foi a unica outra populacdo que teve sobreviventes a este tratamento de
temperatura.

Palavras-chave: Gracilaria caudata; Alga vermelha; Ecétipo; Temperatura; Diversidade
intraespecifica; Mudangas climaticas.



Abstract

Effects of temperature on Gracilaria caudata (Gracilariales, Rhodophyta):
physiology studies in different populations that occur on the brazilian coastline

In recent decades, the increase in global temperature has been proving to have an
impact on terrestrial and aquatic environments. Thus far, it has been shown that there was
an increase of at least 1°C in the average temperature of the global surface, and that by
2,100, this number can increase from 3.7°C to 4.8°C, if no mitigating measures are
implemented. The thermal limits of a species are determined by its genetics, that is, by its
adaptability and acclimation capacity. Genotypic variations related to adaptation, as a
response to distinct environmental situations, can result in populations with quite diverse
“genetic pools”. Populations that exhibit this diversity are called ecotypes. Gracilaria
caudata is a species of red algae that occurs in the seas of Central and South America,
being present on almost the entire Brazilian coast, and therefore subject to great climatic
diversity. Thus, questions are raised related to the physiological limits of G. caudata
regarding different temperatures and the occurrence of ecotypes. In this work, female
gametophytes of four populations of G. caudata, two from the Northeast (Ceara State,
CE; and Bahia State, BA), one from the Southeast (Espirito Santo State, ES) and one from
the South (Santa Catarina State, SC) of Brazil, were exposed to nine temperature
treatments (15, 18, 20, 23, 25, 28, 30, 33 and 35 °C) for a period of 28 days under
controlled laboratory conditions. The variables analyzed were growth rate (GR), thalli
length, number of branches, in vivo chlorophyll a fluorescence and pigment composition
(only for CE and ES). The analyzed populations have showed distinct morphological and
physiological responses in the different temperatures, with the exception of 35°C,
considered lethal for all of them. The greatest differences regarding growth rates, thalli
length and maximum quantum yield were found between populations from CE and SC
states in most temperature treatments. From 23 to 30°C, the CE population showed
greater physiological performance; in contrast, from 18 to 20°C, the same occurred for
the population from SC. Individuals of the populations from BA and ES presented
intermediate results in relation to the parameters analyzed, similar to populations from
the state of CE or SC. Individuals of the population from BA were the ones that showed
the ability to survive in the greatest temperature range (15 to 33°C), followed by
individuals of the population from the State of CE (18 to 33°C), from ES (15 to 30°C),
and from SC (18 to 30°C). These data, added to the quantitative differences observed in
the values obtained for the analyzed physiological and morphological parameters, allow
us to state that these are ecotypic populations. It should be noted the physiological
performance of the individuals originating from CE, that showed to be more promising
for future commercial farming (GR: 23°C, £10.85%; 25°C, £11.23%; 28°C, £11.83%; ¢
30°C, £11.60%). In addition, the population from the state of CE seems more inclined to
resist the possible increases in temperature, once at 33°C, although the growth rate was
inferior (+£5.98%) to the one observed between 23 and 30°C, it was superior to the rate
verified for individuals from the state of BA (+3.82%) which was the only other
population that had survivors to this temperature treatment.

Keywords: Gracilaria caudata; Red alga; Ecotype; Temperature; Intraspecific
diversity; climate change.



1) Introducéo geral

1.1) Mudancas climaticas

As mudangas climaticas vém sendo um topico de crescente interesse da
comunidade cientifica a partir das décadas de 80 e 90, quando se comegou a compreender
e a se observar com maior frequéncia a ocorréncia de fendbmenos naturais, como tsunamis,
ondas de calor e furacdes, decorrentes de mudangas ambientais ocorridas ao longo do
tempo. Desde entdo, centenas de milhares de artigos foram publicados sobre o assunto,
abarcando o tema tanto de forma conceitual quanto investigativa (CALLAGHAN et al.
2020; EINECKER & KIRBY, 2020). Acdes antropicas nos ecossistemas sdo
consideradas como os principais fatores propulsores das mudancas climaticas globais.
Como exemplos dessas acdes, tém-se: a constante emissdo de poluentes na atmosfera e
nos oceanos, que influencia diretamente na promocao do efeito estufa, e consequente
aumento da temperatura global; o consumo de bens naturais de forma irresponsavel,
podendo levar a extin¢Bes locais; e, a promocdo de extingdes por causa humana,
favorecendo o aparecimento de espécies invasoras, que podem modificar a estrutura de
comunidades inteiras (HALPERN et al., 2008; POLOCZANSKA et al., 2013; TURRA
et al., 2013; GARCIA et al., 2018; IPCC, 2018; UN ENVIRONMENT, 2019).

Alteracbes climaticas ocorrem com relacdo aos: i) fatores abioticos, levando a
variacdes na temperatura global e local, aumento da concentracdo de diéxido de carbono
atmosférico, mudanca no padrdo de chuvas, maior ou menor irradiancia, variagdes de pH
(acidificacdo ou basificagdo) (HOEGH-GULDBERG & BRUNO, 2010; HARLEY et al.,
2012); e, ii) fatores bioticos, como as interacdes ecoldgicas. Essas mudancgas podem afetar
a distribuicdo e abundancia dos organismos, proporcionando migracGes, e alterar as
estruturas das cadeias troficas. Além disso, afeta também as caracteristicas proprias dos
organismos como sua morfologia, fisiologia e fenologia (VERGES, 2014).

No que se refere a publicagdes acerca do tema das mudancas climaticas, HARLEY
(2006) e CAHILL (2014) indicam que, na maioria dos casos, o principal fator abidtico
estudado € a temperatura. Essa desempenha papel crucial no funcionamento dos seres
Vvivos, regula processos internos dos organismos, como o transporte entre membranas,
acdo de enzimas e proteinas, desempenho metabdlico, crescimento e reproducédo, e
composi¢do quimica e molecular (RAVEN & GEIRER, 1988; HOEGH-GULDBERG &



BRUNO, 2010; HOFMANN & TODGHAM, 2010; KORDAS et al., 2014). Ademais, a
temperatura determina a distribuicéo espacial dos organismos nas comunidades, uma vez
que estes apresentam faixas de tolerancia a certas temperaturas e temperaturas 6timas de
sobrevivéncia.

Quando submetidos a temperaturas proximas ou além do seu limite, organismos
podem ir lentamente diminuindo em abundéncia, e hé severos desequilibrios na estrutura
das comunidades (HARLEY et al., 2006; HOFMANN & TODGHAM, 2010; HARLEY
et al., 2012; GARCIA et al., 2018). Até 0 momento, aponta-se que houve pelo menos
aumento de 1°C na média da temperatura global, e que em até 2100 ela pode aumentar
em 4°C (UM ENVIRONMENT, 2019), causando impacto tanto nos ecossistemas
terrestres quanto marinhos (HARLEY et al., 2012) (Fig.1).

Média global das mudancas de temperatura da superficie global
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Figura 1 — Dados historicos e proje¢do da média global das mudancas de temperatura da
superficie global (dados de 1986-2005). Estimativa do aumento de temperatura na superficie do
globo ao longo do tempo baseada em quatro diferentes cenarios de mitigacao de emissao de gases
poluentes dos anos 2006 a 2100, em que RCP 2.6 (Representative Concentration Pathway) (azul)
representa 0 melhor cenério de emissdo e RCP8.5 (vermelho) o pior cenario de emissdo de gases
poluentes. O ndmero acima da projecdo representa a média do ‘multi-modelo’, utilizando o
“Coupled Model Intercomparison Project Phase 5” (CMIP5) (Traduzido e adaptado de IPCC,
2014)

Os ecossistemas marinhos estdo entre 0os maiores e mais importantes do planeta,
abrigando grande parte da biodiversidade mundial. S&o responsaveis pelo ajuste do clima

e sdo essenciais para os seres humanos, fornecendo bens de consumo com expressiva
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participacdo na economia mundial (HALPERN, 2008, TURRA et al., 2013, FAO, 2016).
O efeito das mudancas climéaticas nesses ecossistemas pode levar a: diminuigcdo da
biodiversidade local, acidificacdo dos oceanos, desertificacdo local, mudanca no padrdo
das cadeias tréficas, perturbacdes na distribui¢do dos individuos, mortalidade e, em seu
ultimo estagio, a extincdo (TURRA et al., 2013; POLOCZANSKA et al., 2013; IPCC,
2014; GARCIA et al., 2018; UN ENVIRONMENT, 2019). Diversos estudos apontam
evidéncias sobre o impacto do aumento de temperatura nos oceanos. Um dos organismos
mais estudados a esse respeito sao os recifes de corais, que sao sensiveis a mudancas de
temperatura, e cujas populacBes de alguns locais ja vém apresentando progressivo
embranquecimento e morte (McCLANAHAN et al., 2007). Outro grupo de organismos

marinhos bastante suscetivel as alteracdes de temperatura global sdo as macroalgas.

1.2) Macroalgas

As macroalgas sdo organismos abundantes e bastante diversos presentes nos
ecossistemas marinhos bentdnicos. Desempenham papéis essenciais, como a producdo
primaria de energia, manutencdo das cadeias trdficas, servindo de alimento para outros
organismos marinhos, e podem ser aliados da biorremedia¢do no ambiente aquatico. Sdo
encontradas nos mais distintos ambientes marinhos, nas mais variadas formas e até
associadas a outros organismos (HOFMANN & TODGHAM, 2010; HARLEY et al.,
2013; MACREADIE et al., 2017). Além de sua importancia ambiental, as macroalgas sdo
extensamente explotadas pelos seres humanos, apresentando expressiva participagio no
mercado mundial de bens extraidos do mar, a aquicultura (FAO, 2016).

O aumento da temperatura ocorre em escala global, porém distintamente nas
diferentes partes do mundo. O aumento da temperatura da superficie do oceano também
apresentou evidentes consequéncias para a vida marinha de modo geral, alterando a
distribuicdo e abundancia dos organismos marinhos, dentre eles as macroalgas. A
distribuicdo das macroalgas é diretamente pautada pela temperatura local. Além disso, a
temperatura tem efeito nos mais importantes processos fisioldgicos das algas, tais como
a fotossintese e a respiracio (EGGERT, 2012; PINEIRO-COBEIRA et al., 2018).

Diversos estudos ja foram e vém sendo realizados no que se refere ao impacto da
temperatura em macroalgas. Quando séo expostas a seus limites de temperatura, observa-
se a ocorréncia de respostas fisioldgicas, tais como dessecacdo, perda de rendimento

fotossintetizante, mudancas na composi¢ao quimica e alteracdo no padrdo de producéo
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de estruturas reprodutivas (DAVISON, 1991; DAVISON & PEARSON, 1996;
FERREIRA, 2014). Além disso, desequilibrios nesse fator abidtico causam impacto nas
relacOes troficas entre os peixes e as algas, afetando a herbivoria e, consequentemente,
desestabilizando as populacdes locais de algas (DAVISON, 1991; VERGES, 2014).
Nesse contexto, é importante compreendermos como as mudancas climaticas podem

afetar espécies tanto do ponto de vista ecoldgico quanto do comercial.

1.3) Diversidade intraespecifica

A diversidade intraespecifica compreende o conjunto de expressdes fenotipicas e
genotipicas resultantes de processos de aclimatagdo e adaptacdo com relagdo a mudancas
no ambiente em populacdes de uma espécie (KELLY et al., 2012). Em outras palavras,
pode ser considerada a “riqueza alélica” genotipica e fenotipica dentre as populagdes. A
tolerancia dos organismos a certas situacdes ambientais é pautada pelo conjunto de suas
caracteristicas genéticas, determinando assim sua distribuicdo local e regional
(RAFFARD et al., 2018).

A expressdo fenotipica do “ajuste” dos organismos a essas situagdes, respeitando
seus limites genéticos, é chamada de aclimatacdo. J& a adaptacdo decorre de alteracGes a
nivel genético nos organismos ao longo do tempo com relagdo as mudancgas ambientais
(PLASTINO & GUIMARAES, 2001; KELLY et al., 2012). A persisténcia e a
transmissdo dessas variagdes genéticas em descendentes dependem de condicdes
favoraveis para que se estabelecam nas popula¢ées (PLASTINO, 2008; KING et al.,
2019).

VariacGes genotipicas relacionadas a adaptacdo, em resposta a situacdes
ambientais distintas, podem resultar em populagdes com “pools genéticos” bastante
diversos. Essas populacbes podem ser consideradas como ecétipos (INNES, 1984;
PLASTINO & GUIMARAES, 2001). Se a variacio intraespecifica ocorrer em nivel de
aclimatacdo, ou seja, se 0 genotipo dos organismos € capaz de suportar e variar com
relacdo as mudangas ambientais, a probabilidade de sobrevivéncia é alta. Porém, se a
variacdo ocorrer em nivel de adaptacédo, a probabilidade de sobrevivéncia é menor, uma
vez que a selecdo natural ocorre a um passo mais lento que as mudancas climaticas,
gerando possiveis extingdes (WATTIER & MAGGS, 2001; QUINTERO & WIENS,
2013, KING et al., 2019). Adaptacéo local a determinada temperatura ocorre em nivel
celular de forma a modificar a quantidade, tipo, concentracdo e modulagdo das enzimas

ligadas a respostas fisioldgicas a temperatura (CLARKE, 2003)
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Assim como todas as suas caracteristicas, os limites térmicos de uma espécie sdo
determinados por sua genética, ou seja, pela capacidade de adaptacdo e aclimatacdo.
Deste modo, a ocorréncia de espécies em locais frios ou locais quentes, por exemplo,
pode ser considerado como uma resposta adaptativa ao ambiente (ANGILLETTA et al.,
2003). No contexto do aquecimento global, em que o aumento da temperatura se da em
escala de décadas, aparece a preocupacgdo sobre conhecer cada vez melhor os limites
térmicos das espécies e observar se elas estdo preparadas para essas mudancas na
temperatura do planeta (KING et al., 2017).

Estudos sobre o impacto das mudancas climaticas em diversas espéecies, sejam
aquaticas ou terrestres, geralmente ndo consideram a distribuicdo regional/local das
populacbes das espécies e as concebem como unidades Unicas e iguais (BENNET et al.
2015). Entretanto, a plasticidade fenotipica interpopulacional é um fator existente e que
deve ser considerado quando se realiza esse tipo de estudo (BENNET et al., 2015; KING
etal., 2017). Ademais, ha evidéncias que a diferenciacdo genética em algas pode ocorrer
mesmo a curtas distancias e que barreiras fisicas podem desempenhar um forte papel neste
processo (AYRES-OSTROCK et al., 2019). Deste modo, apesar de ocorrer diferenciacao
genética entre as populacdes devido a acdo ambiental, as barreiras atuam como um
empecilho para troca génica, diminuindo o ‘pool’ genético das populacdes (BILLOT et
al., 2003).

A ocorréncia de ecétipos relacionados a temperatura em macroalgas vem sendo cada
vez mais reportada, tanto para populacdes separadas por grandes distancias quanto para
populacbes proximas (BREEMAN, 1994). Em levantamento com inimeras espécies de
macroalgas da regido do Norte Atlantico, BREEMAN (1988) observou os limites
térmicos e a ocorréncia de ecOtipos para algumas dessas espécies. Além disso, discutiu e
correlacionou a persisténcia de algumas espécies em determinadas regides que
apresentam grande variacdo termal relacionada a sazonalidade com a ocorréncia de
ecotipos. NOVACZEK et al. (1990) realizaram um estudo com espécies de macroalgas
vermelha, verde e parda, e verificaram variacGes fisiologicas entre populacBes que
ocorrem em diferentes regides do oceano Atlantico com relacdo & temperatura,
caracterizando-as como ec6tipos. ORFANIDIS et al. (1999) reportaram a ocorréncia de
ecatipos para duas espécies de alga vermelha do Mediterraneo, Eupogodon spinellus e E.
planus, que ocorrem em faixas térmicas diferentes. A costa brasileira tem cerca de 10.959
km em sua extensao total (IBGE, 2020). Devido a variag&o latitudinal, esta exposta a uma

grande amplitude de variagbes ambientais e climéticas. Poucos sdo os estudos que
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abordam a ocorréncia de ecotipos relacionados ao efeito da variagdo térmica em
macroalgas da costa brasileira. NAUER et al. (2019), utilizando haplo6tipos de mtDNA
(COI-5P), identificou diversidade para algumas populacbes de Hypnea
pseudomusciformis da costa brasileira, levando a formacéo de haplogrupos: i) Tropical:
Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Bahia, ii) Zona de transicao: Espirito Santo,
e, 1ii) Subtropical: Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina, surgerindo a ocorréncia de
ecotipos de irradiancia para a espécie. YOKOYA & OLIVEIRA (1992) avaliaram
diversas espécies de algas vermelhas, na faixa dos 18 aos 30°C. Duas populacGes distintas
de P. capilacea (Cabo Frio e Ubatuba) tiveram melhores respostas fisiologicas em
temperaturas distintas, suportando a ideia de que sejam ecétipos de temperatura. Estudo
com individuos de duas populacdes de Ulva fasciata do estado do Rio de Janeiro
cultivados em gradiente de temperatura e submetidos a “onda de calor” mostrou que
apesar das taxas de fotossintese ndo apresentarem diferencas significativas, o contetdo
pigmentar e a taxa de crescimento se mostraram diferentes entre as duas populacdes,
podendo ser caracterizadas como ecétipos (MARTINS, 2016). Essas populacdes
diferiram também no conteGdo de carboidratos (FIGUEIRA et al., 2021). Duas
populacdes de Gracilaria dominguenses, uma da regiao tropical (Espirito Santo) e outra
regido subtropical (Santa Catarina), foram avaliadas quanto ao efeito da temperatura e da
irradiancia sobre a taxa de crescimento, contetido pigmentar e concentragdo proteica. Foi
verificado que a populacdo da regido tropical apresentou maiores taxas de crescimento
em uma amplitude de temperaturas maior que a populacdo subtropical, sugerindo a
possibilidade de serem ec6tipos (CASTRO & YOKOYA, 2018). As populagdes de G.
caudata dos estados de Sdo Paulo e do Ceard mostraram diferencas nas taxas de
crescimento, fotossintese e composi¢do pigmentar quando expostas a radiacdo UV
(ARAUJO et al., 2014) ou cultivadas em irradiancias de 70 e 150 pmol (FARIA et al.,
2017), apresentando assim plasticidade fenotipica e sugerindo que essas populagdes

sejam ecotipos.

1.4) O género Gracilaria: contextualizacio e importancia

Gracilaria Greville € um dos géneros de algas vermelhas (Rhodophyta) da ordem
Gracilariales mais importantes no mundo, sendo conhecido pela sua utilizagdo para
extracdo de agar, um ficocol6ide amplamente utilizado na confecgdo de bens e insumos

para as induastrias alimenticia, farmacéutica e na biotecnologia (BIXLER & PORSE,
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2011; FAO, 2016). Sua obtencao se da primariamente pela coleta direta dos ambientes
em que ocorre naturalmente. Isto vem causando um declinio nas popula¢Ges, mas também
faz com que alguns paises demonstrem cada vez mais interesse e invistam na maricultura
para algumas espécies. Diversas espécies de Gracilaria apresentam forte potencial para
maricultura, e algumas ja vém sendo cultivadas, na América do Sul, como G. chilensis
no Chile (BIXLER & PORSE, 2011). Espécies de Gracilaria ocorrem amplamente em
quase todos os mares do mundo, com excecéo do Artico (MCLACHLAN & BIRD, 1984).
Desta forma, é possivel concluir que espécies desse género estdo expostas as mais
diversas condi¢cbes ambientais, entretanto, a maioria das espécies ocorre nas regides
tropicais (OLIVEIRA & PLASTINO, 1994).

No que se refere a temperatura, um estudo realizado com vérias espécies de
Gracilaria, sendo estas G. tikvahiae (duas populacdes: Nova Scotia, Canada; Tampa Bay,
EUA), G. foliifera (Devon, EUA), G. bursa-pastoris (duas populagdes: Isle of Wight,
Reino Unido; Havai, EUA), Gracilaria sp. (cinco popula¢des: Mar Adriatico, proximo a
Italia; San Diego, EUA; Santa Lucia; Vancouver, Canada; Maullin, Chile), G.
coronopifolia (Havai, EUA), G. cornea, como G. debilis (Santa Lucia), G. mammillaris
(Tampa Bay, EUA), G. chilensis, como G. lemaneiformis (duas populagdes: Mejillones e
Maullin, Chile), encontrou diferentes faixas de tolerancia de temperatura quando essas
foram cultivadas em laboratdrio, porém a maioria se desenvolveu melhor entre 20 a 30°C
(MCLACHLAN & BIRD, 1984). Esses resultados foram semelhantes aos encontrados
por YOKOYA & OLIVEIRA (1992), sob temperaturas de 25 a 30°C e em condigdes de
laboratério, para Gracilaria cornea e G. caudata (como G. aff. verrucosa), que ocorrem
na costa do Brasil, G. chilensis (Chile) e G. gracilis (como G. verrucosa, Argentina).
MACHIAVELLO & OLIVEIRA (1998) encontraram, para populacdes de quatro
espécies de Gracilaria, sendo estas G. caudata (Sao Paulo, Brasil), G. chilensis (Porto
Mont, Chile), G. gracilis (Puerto Madryn, Argentina; Luderitz, Namibia) e G.
tenuistipitata (Haikou, China), limites térmicos de 13,5 a 33,1 °C (com excecao de G.
caudata, cujo limite térmico inferior foi de 17,3°C). Em estudo com linhagens de G.
gracilis (como G. verrucosa), DAUGHERTY & BIRD (1988) demonstraram que a
producdo de agar para esta espécie é inversamente proporcional ao aumento da salinidade
e da temperatura, e que temperaturas ideais de cultivo estariam entre 22 e 32 °C. CHOI et
al. (2016) observaram que para as linhagens da Coréia do Sul de G. gracilis (como G.

verrucosa) e G. chorda, cultivadas in natura, a faixa de temperatura ideal de cultivo seria
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entre 25 e 30°C. Entretanto, os resultados decorrentes desses varios artigos devem ser
considerados com cautela, j& que as condi¢Bes de cultivo em laboratério diferiram,

dificultando, portanto, anélises comparativas consistentes.

1.5) Gracilaria caudata: contextualizacéo e importancia

Dentre as 184 espécies confirmadas de Gracilaria (LYRA et al., 2015) esta G.
caudata J. Agardh (Fig. 2). Essa espécie produz &gar economicamente viavel
(YOSHIMURA, 2006) e é explotada para esse fim no Brasil desde a década de 70
(OLIVEIRA & MIRANDA, 1998), sendo a regido Nordeste aquela que abriga seu maior
banco natural (CARNEIRO et al., 2011). Ela ocorre nos mares da América Central e do
Sul, e por quase toda costa brasileira, dos estados do Maranhdo a Santa Catarina
(PLASTINO & OLIVEIRA, 1997; NUNES, 2005). Por se tratar de uma espécie que
ocorre por quase toda a costa brasileira e, portanto, estar sujeita a diversidade climatica,

levantam-se questdes sobre os limites fisioldgicos de G. caudata quanto a temperatura.

Figura 2 - Aspecto geral de Gracilaria caudata na natureza (Foto: E. M. Plastino).

A variabilidade intraespecifica de G. caudata e sua extensa ocorréncia ao longo
da costa sdo fortes indicadores de sua alta capacidade de adaptacédo a condigdes diversas
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de temperatura. Os limites térmicos estabelecidos para individuos de G. caudata da
populagéo do estado de Sdo Paulo mostram sua sobrevivéncia na faixa dos 17,3 °C aos
33,1 °C (MACCHIAVELLO et al., 1998), e mais alto desempenho fisioldgico na faixa
dos 25°C aos 30 °C (como G. verrucosa, YOKOYA & OLIVEIRA, 1992). ARAUJO et
al. (2014) e FARIA et al. (2017) mostraram também que populacbes de G. caudata,
quando expostas a radiacdo UV ou cultivadas em irradidncias de 70 e 150 pmol,

apresentam diferentes taxas de crescimento, fotossintese e composic¢éo pigmentar.

Estudo realizado por AYRES-OSTROCK et al (2015; 2019) identificou as
relacOes filogenéticas entre populacdes de G. caudata, baseando-se no gene rbcL, na
analise concatenada de haplétipos de DNA mitocondrial (COl e o gene espagador cox2-
3) e microssatélotes. Os resultados indicaram a existéncia de grupos genéticos distintos,
sendo estes chamados de 1) “nordeste” e i1) “sudeste”, e a iii) populacdo da “Bahia”, que
se diferenciou das demais, por compartilhar caracteristicas genéticas com ambos 0s
grupos. Este estudo inclui no grupo “nordeste” as populacfes dos estados do Ceard, Rio
Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco. J4 o grupo do “sudeste” contemplou as
populacdes dos estados de Espirito Santo e Sdo Paulo. Apesar da distingdo genotipica,
estudo realizado com a espécie indicou que ainda h& compatibilidade sexual entre uma
populacdo do Nordeste e duas do Sudeste (diferentes hapl6tipos), uma vez que, a partir
de cruzamentos entre individuos dessas populacdes, foram gerados descendentes férteis,
e seus descendentes geraram outros descendentes férteis (CHIARAMONTE et al., 2018).
De modo geral, esses estudos trazem a luz que apesar das diferencas genéticas
promovidas por adaptacdo local e o conhecimento de ec6tipos, ainda assim trata-se de
uma espécie; e que a ampla distribuicdo geogréafica de G. caudata pode ser considerada

uma evidéncia de sua maior capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais.

A alga vermelha Gracilaria caudata presente na costa brasileira é estudada ha
anos, tanto pela sua importancia econémica, ja conhecida, quanto para melhor
compreensdo dos seus mais peculiares aspectos morfolégicos, genéticos, fisioldgicos e
reprodutivos. N&o existem informacdes sobre os limites de temperatura para populacdes
de G. caudata que ndo as do estado S&o Paulo (YOKOYA & OLIVEIRA, 1992;
MACCHIAVELLO et al., 1998). Conhecer os possiveis efeitos das mudancas na
temperatura em diferentes populacgdes, considerando-se as que ocorrem nos limites de
distribuicdo do pais, € importante, tanto do ponto de vista ecoldgico, quanto da
necessidade de acGes de conservacdo e preservacao. Devido a sua ampla distribui¢do na
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costa brasileira, indaga-se como sdo estruturadas as suas populacées, e Como a exposi¢do
as mais diversas condic@es bidticas e abidticas as afeta. Ademais, como essa importante
espécie de alga vermelha respondera a cenarios de mudancas ambientais que cada vez
mais se anunciam pelo aumento de temperatura que o planeta Terra vem sofrendo? Neste

cenario, alguma populacdo sera beneficiada? Ou alguma podera deixar de existir?
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2) Hipoteses
Sabendo-se que as temperaturas da agua do mar variam consideravelmente ao
longo da costa brasileira, e que Gracilaria caudata ocorre desde o estado do Maranhao

até o estado de Santa Catarina, espera-se que:

i) populacdes de G. caudata tenham desenvolvido adaptacGes especificas que

permitiram sua permanéncia nesses diferentes ambientes;

ii) populagbes de G. caudata apresentem perfis fisioldgicos distintos,

caracterizando-se como ecétipos relacionados a temperatura;

iii) populacBes de G. caudata do nordeste do pais estejam mais adaptadas a
temperaturas mais altas (28-35°C) quando comparadas as do sul e sudeste, as quais

estariam mais adaptadas a temperaturas mais baixas (15-23°C).
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3) Objetivos

Avaliar taxas de crescimento, parametros da fotossintese e conteddo pigmentar de
individuos de quatro populacGes de Gracilaria caudata distribuidas ao longo da costa
brasileira, procedentes dos estados do Ceara, Bahia, Espirito Santo e Santa Catarina,
quando submetidos a diferentes temperaturas (15, 18, 20, 23, 25, 30, 33 e 35°C). A
distancia entre as populac@es localizadas nos limites de distribuicdo da espécie no pais
(Estados do Ceara e Santa Catarina) é de 6.024,85 km (IBGE, 2020). Esses estudos devem
possibilitar a caracterizagdo fisiologica desses individuos e o reconhecimento de possiveis
ecotipos para a espécie. Além disso, devem fornecer subsidios para melhor compreender
como essas populacdes poderiam responder a um possivel aumento nas temperaturas da
agua do mar previsto pelo estudo IPCC (2019) e UN ENVIRONMENT (2019).

20



4) Materiais e métodos
4.1) Material biologico

O material bioldgico consiste em gametofitos femininos, procedentes de
populacdes dos estados brasileiros: Cearad (CE), Bahia (BA), Espirito Santo (ES) e Santa
Catarina (SC). De cada uma dessas populacdes, quatro gametéfitos femininos distintos
foram selecionados como n amostral. Esses foram coletados na populacédo de origem, com
excecao dos gametofitos femininos procedentes da populacéo do Ceara e de um individuo
da populagdo de SC, os quais foram obtidos a partir de tetrasporos de tetrasporofitos
trazidos nessa populacdo. Na Tabela 1 estdo descritas as localidades, coordenadas e data
das coletas dos materiais, e na Figura 3 estd uma representacao dos locais de coleta. Os
individuos estdo depositados no “Banco de germoplasma de algas gracilaridides” do
Laboratorio de Algas Marinhas Edson José de Paula — LAM, Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo — IBUSP (COSTA et al., 2012) e no herbaraio SPF do
Departamento de Botanica, IBUSP.

Localidade Coordenadas Data da coleta
Praia do Naufragio, Municipio de 03°23°50,5”S
09/02/2012
Paracuru, Ceara 39°00°38,8”W
Praia do Emissario, Municipio de 12°44°28,0”S
_ 15/10/2012
Arembepe, Bahia 38°09°01,0"W
Praia de Parati, Municipio de Ubu, 20°48°31,0”S
. 05/05/2012
Espirito Santo 40°36°39,0"W
Praia de Zimbros, Municipio de 27°11°00,13”’S
_ _ 14/10/2016
Bombinhas, Santa Catarina 48°32°33,24”W

Tabela 1 — Localizacéo, coordenadas e data da coleta de individuos nas populagdes de G. caudata
ao longo da costa brasileira selecionadas para a realizacdo deste trabalho.
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Figura 3 — Mapa do Brasil com as posi¢des geogréaficas dos locais de coleta dos individuos de
Gracilaria caudata utilizados nos experimentos de temperatura. Em cinza, estdo sinalizados os
estados. Os losangos vermelhos indicam as praias de onde os individuos foram coletados: A, Praia
do Naufrdgio, Municipio de Paracuru, Ceara; B, Praia do Emissario, Municipio de Arembepe,
Bahia; C, Praia de Parati, Municipio de Ubu, Espirito Santo; e D, Praia de Zimbros, Municipio
de Bombinhas, Santa Catarina.

4.2) Condic0es gerais de cultivo

4.2.1) Meio de cultura

O meio de cultura foi preparado com agua do mar coletada no Municipio de S&o
Sebastido, Sdo Paulo (salinidade 32), submetida a dupla filtragem em filtro de pressao
(Cuno), com porosidade de 5 e 1 um e esterilizada por Radiacdo Ionizante (Lampada UV
— C, sistema QUIMIS Q884-21 — 3,8L/min) (PETTI & PLASTINO, 2012). Apés o
processo de esterilizacdo, a agua do mar foi enriquecida com solucdo von Stosch 25%
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(Edward, 1970) modificada (URSI & PLASTINO, 2001). O meio foi renovado

semanalmente.

4.2.2) Condicdes abidticas (temperatura, irradiancia, fotoperiodo e aeragao)

Durante o periodo de crescimento, as algas foram mantidas em camaras de cultivo
a temperaturas controladas de 25+1 °C e iluminadas por lampadas fluorescentes “Luz do
Dia” (Osram 40W). A irradiancia adotada foi de 70+3 pmol de fétons.m2.s, mensurada
com um sensor esféerico Li-COR modelo L1-193, conectado a um medidor de quanta L.i-
OR modelo L1-185. O fotoperiodo foi de 14 horas de luz e 10 de escuro (14L:10E).
Aeracéo foi fornecida em periodos alternados de 30 minutos por um compressor radial de
diafragma e isento de 6leo (IBRAM CO03).

4.3) Desenho experimental

O experimento foi realizado em gradiente de temperatura com nove tratamentos
diferentes: 15, 18, 20, 23, 25, 28, 30, 33 e 35°C (Fig. 4). Esses tratamentos de temperatura
foram simulados em “Camaras de demanda biologica de oxigénio (BOD)”. Foram
utilizados trés apices de cada um dos quatro gametofitos femininos (n=4) por populacao
para cada tratamento (Fig. 4). Ou seja, de cada gamet6fito feminino foram obtidos 27
apices (3 apices para cada condicdo de temperatura). Isso foi repetido para os individuos
das quatro populagdes (CE, BA, ES e SC). Os apices foram cultivados em Erlenmeyers
de 500ml contendo 450ml de 4gua do mar enriquecida e em “condi¢des gerais de cultivo”
por duas semanas com a finalidade de crescimento das algas em tamanho e biomassa.
Apos este periodo, trés apices de cada individuo foram colocados em frascos distintos.
Em seguida, os frascos contendo os apices foram colocados por 10 dias em cultivo nos
tratamentos de temperatura para aclimatacéo (Fig. 5). Apos este periodo, os apices foram
cortados para obtencao de massa inicial de aproximadamente 5 mg e comprimento de 1,0
alb5cm.
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9 frascos —

Figura 4 — Obtencéo de &pices de gametofitos femininos de Gracilaria caudata para o
teste de temperatura, a partir de quatro populagdes (estados do Ceard, Bahia, Espirito Santo e
Santa Catarina). De cada populacdo, foram obtidos 4 individuos (A, B, C e D). Os individuos
foram cultivados até cada um produzir 27 apices, um total de 108 apices por populacdo. Os 27
apices de cada individuo foram distribuidos em 9 frascos, nimero equivalente aos tratamentos de
temperatura (15, 18, 20, 23, 25, 28, 30, 33 e 35°C), totalizando 3 apices por frasco e quatro
repeticdes por tratamento.
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Para cada tratamento de temperatura, o experimento foi conduzido por um
periodo de 28 dias (Fig.5). As condicGes de cultivo foram as mesmas que as apresentadas
anteriormente, e a troca de meio de cultura foi realizada semanalmente. Foi realizado
registro fotogréafico das algas no primeiro, 14° e 28° dias de cultivo, a fim de comparar as
possiveis mudancas morfoldgicas. As taxas de crescimento foram mensuradas a cada sete
dias, e as taxas de fotossintese a cada quinze dias. Apds o encerramento dos experimentos
de temperatura, os ramos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em

freezer a -80°C até a realizacdo da extracdo de ficobiliproteinas e de clorofila a.

ACLIMATACAO 0° dia 7° dia 14° dia 21 dia 28° dia

Congelamento
do material
Extracéo e
analise dos
pigmentos

. Medicio de . Medicio de
Medicio de massa massa »  Medicdo de massa massa +  Medicio de massa
Fotossintese in vivo » Fotossintese in vivo + Fotossintese in vivo
Absorbancia »  Absorbancia = Absorbancia
Registro fotografico = Registro fotografico *  Registro fotografico

Figura 5 — Sintese do desenho experimental referente ao teste de temperatura em Gracilaria

caudata, incluindo todos os experimentos em ordem cronolégica realizados ao longo dos 28 dias.

4.4) Aspectos morfologicos

Foram obtidos registros fotograficos de pelo menos um individuo de cada
populacdo estudada. Os individuos (trés apices) a serem fotografados foram selecionados
ao acaso dentre os individuos de cada populacdo. A fim de ilustrar o desenvolvimento
dos apices ao longo do experimento, foi construida uma figura constituida de registros de
dois momentos diferentes de crescimento, no 14° e 28° dias de cultivo. Embora tenha sido
realizado o registro da primeira semana, este ndo foi incluso, pois 0s &pices nao
apresentaram diferengas visuais em tamanho ou ramificagdes (todos sem ramificagdo e
com aproximadamente 1,5 cm). O comprimento dos trés apices de cada um dos individuos
foi medido utilizando-se o software ImageJ, a partir dos registros fotograficos. Foi
considerada a média dos trés apices como o crescimento total para aquele individuo numa

dada condicéo de cultivo.
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4.5) Taxas de crescimento

O desenvolvimento dos ramos em massa foi mensurado semanalmente em balanga
analitica Mettler AE200. Os dados de massa fresca foram calculados segundo a formula
de YOUNG et al. (2013):

e TC=[(M¢M;)¥-1]*100

(TC = Taxa de crescimento, M¢= Massa final, M; = Massa inicial e t= tempo).

A massa total utilizada para o calculo de taxa de crescimento ¢é equivalente a soma
das massas dos trés apices/ramos presentes em cada frasco de experimento de cada
tratamento. Os dados obtidos foram estatisticamente avaliados a posteriori.

4.6) Fluorescéncia in vivo da clorofila a
As medic0es de fluorescéncia in vivo ocorreram na 1°, 14° e 28° dias de cultivo,
no periodo das 4 a 6 horas apds o inicio do periodo de luz. Desta forma, foram obtidos
trés momentos de medicgdes. Anteriormente ao inicio das medicGes, todos os apices foram
colocados em completo escuro por aproximadamente 35 minutos.
Para a quantificacdo in vivo da clorofila a foi utilizado o fluorémetro subaquético
Walz Diving-PAM® (“Pulse Amplitude Modulation). A fluorescéncia foi obtida a partir
dos apices organizados sobre a extremidade da fibra dtica (Diving-F) com o auxilio de
um “pregador magnético” (“magnetic sample holder”) sem sobreposi¢do deles. Na opgao
“Light Curve” (Curva de Luz), para a obten¢do de ‘“curvas rapidas de luz”, foram
empregados oito pulsos com niveis de irradiancia distintos, mensurados por meio do
medidor de quanta Li-COR modelo L1-185 (8, 25, 50, 90, 132, 184, 276, 378 umol de
fotons.m2.s!) (SUGGETT et al., 2011). O tempo de exposicdo dos &pices a cada pulso
de irradiancia foi de 0,8s intercalados por 20 segundos. Esses dados foram utilizados para
a construcdo de curvas Taxa de Transporte de Elétrons (ETR) X Irradiancia (1)
(SUGGETT etal., 2011). Para o célculo do ETR foi usada a seguinte formula (SUGGETT
etal., 2011):
e ETR = AF/Fn'*Epar*A*cPSIl/cPSU
AF/Fn': rendimento quéantico efetivo ou eficiéncia fotoquimica do PSII
(adimensional), obtido diretamente do fluorémetro, apés um pulso inicial de
saturacdo, quando as amostras encontravam-se sob uma luz azul de baixissima
intensidade (aproximadamente 3 pmol de fotons.m?2.s%);

Erar: irradiincia do pulso (umol de fotons.m?.s?) referente ao AF/Fr’ mensurado;
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oPSII/6PSU: fracdo da luz incidente absorvida diretamente pelo PSII, equivalente a
0,15 para algas vermelhas (GRZYMSKI et al., 1997);
A: absortancia (adimensional), fracdo da luz incidente absorvida por pigmentos
fotossintetizantes (SUGGETT et al., 2011), calculada pela seguinte formula:
o A=1-(EM/EA)-R
EMO/EM representa a transmitancia (T)
R representa a reflectancia.

A variante R foi desconsiderada por possuir valores proximos a zero e
insignificantes em relacdo aos demais parametros, sendo assim, foi adotada a férmula
reduzida A = 1-T, segundo recomendado por SUGGETT et al. (2011). A obtencdo da
transmitancia se deu a partir da disposi¢do dos apices sobre o medidor de quanta Li-COR
modelo L1-185, que mediu os valores de irradiacdo na auséncia (EA) ¢ na presenca dos
apices (EA0). O ETRmax (taxa de transporte de elétrons maxima) foi corrigido segundo a
equacdo de WEBB et al. (1974):

o P =Pma*[1-exp(-a*1/Pmax)]

(P= fotossintese; Pms= fotossintese maxima; o= eficiéncia fotossintetizante; I= irradiancia)

O rendimento quéantico maximo (F./Fm) foi obtido diretamente por medicdo do

aparelho PAM.

4.7) Quantificacéo de ficobiliproteinas, clorofila a e carotendides

Apds os experimentos de temperatura e fluorescéncia, os ramos foram lavados
com agua destilada e secos com papel absorvente, e em seguida congelados em nitrogénio
liquido e armazenados a -20°C até a extracdo pigmentar. A extracao e a quantificacdo de
ficobiliproteinas e de clorofila a foram baseadas no protocolo proposto por de KURSAR
et al. (1983a) com modificacdes (PLASTINO & GUIMARAES, 2001) e com algumas
adaptacOes realizadas para este experimento. As amostras foram colocadas em
Eppendorfs de 1,5ml contendo no maximo 70 mg. Em seguida, foram maceradas em
nitrogénio liquido, sendo acrescida quantidade de tampdo fosfato 50mM, pH 5,5, relativa
a massa inicial da amostra (a cada 1 mg, foi acrescido 1pL de tampé&o). A solugéo obtida
foi centrifugada por 20 minutos a 44.000 xg e 4°C. O sobrenadante (ficobiliproteinas) foi
transferido para tubos de ensaio, sendo mantidos no escuro até a leitura em
espectrofotdbmetro. O conteldo sedimentado foi ressuspendido em metanol 90% em
guantidade relativa a massa inicial da amostra, e centrifugado a 12.000 xg e 4°C por 15

minutos. O sobrenadante (clorofila a) foi transferido para tubos de ensaio, sendo mantidos
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no escuro e em temperatura de 4° C até a leitura em espectrofotdmetro. Os espectros de
absorcdo foram obtidos registrando-se as absorbancias no intervalo de 400-700nm com
varredura durante um segundo. A calibragem do espectrofotdmetro (Hewlett Packard
8452A\) foi realizada com os solventes empregados para cada pigmento.
As férmulas utilizadas para quantificacdo de ficobiliproteinas foram as propostas
por KURSAR et al. (1983a):
e Ficoeritrina= 155,8*A498,5 — 40,0*A614 — 10,5*A651
e Ficocianina = 151,1*A614 — 99,1*A651
e Aloficocianina= 181,3*A651 — 22,3*A614
A formula para quantificacao de clorofila a foi elaborada por LICHTENTHALER
& BUSCHMANN (2001) e a dos carotenoides por WELLBURN (1994), ambas
modificadas por TORRES et al. (2014):
e Clorofilaa: 11,41 x Abs664
e Carotenoides: (1000 x Abs470 — 2,77x Chl a/213

(Em que Abs n° representa a um dos 700 pontos de medicéo obtidos a partir da analise

do espectofotdbmetro)

4.8) Analise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos de crescimento, fotossintese e
pigmentos foram submetidos ao teste de homoscedasticidade utilizando-se o modelo de
Cochran (nivel de significancia 0>0.05) e ao teste de normalidade utilizando-Se 0
modelo de Kolmogorov-Smirnov e Lilliefors. Apds avaliacdo e confirmacao de
homogeneidade e normalidade das amostras, os resultados obtidos foram submetidos a
analises estatisticas (ANOVA Fatorial, com multiplas categorias). Quando houve
diferencas significativas, foi aplicado um teste a posteriori de Newman-Keuls (ZAR,
1999). Todas as andlises foram realizadas no programa STATISTICA 12 (StatSoft,

Inc.).

4.9) Temperaturas da superficie do mar

A fim de ter como base as possiveis variacdes de temperatura que as populagdes
de G. caudata estudadas estdo expostas, esses dados foram levantados nos pontos
especificos onde foram realizadas as coletadas do material biologico (dados oficiais de
temperatura da superficie do oceano, JPL MUR MEaSUREs Project, NASA). Os dados

compilados correspondem a trés anos (Setembro de 2017 a Setembro de 2020), sendo
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selecionados os valores de maximo e minimo de cada ano. Os dados dos trés anos para

méaximo e minimo foram submetidos ao célculo de média, conforme apresentado na

Tabela 2.

Variacao de temperatura por ano

Set/2017 a Set/2018 a Set/2019 a Meédia

Localidade da medicéo S et/2018, S et/2019, S et/2020, - -

Min. | Max. | Min. | Max. | Min. | Max. | Min. | Max.

CC) [ CC) | S | (©) | (C) | (°©) | () | (°C)
Paracuru

Ceara (03°23°50,5’S; 26,4 29,7 26,2 29,7 | 26,6 | 30,2 | 26,4 | 29,9
39°00°38,8”W)
Arembepe

Bahia (12°44°28,0”’S; 25,0 28,6 25,3 30,3 | 25,8 | 294 | 254 | 294
38°09°01,0”W)

Espirito Ubu

Santo (20°48°31,0’S; 21,9 26,7 22,5 282 | 225 | 28,3 | 22,3 | 27,7
40°36°39,0”W)
Santa Bombinhas

Catarina (27°11°00,13’S; | 16,6 26,4 17,4 27,1 17,7 | 26,1 | 17,2 | 26,5
48°32°33,24°W)

Tabela 2 — Temperaturas minimas e maximas da superficie do oceano em trés periodos (2017-
2018, 2018-2019 e 2019-2021), e valores médios para esses trés anos. Dados relativos as
coordenadas indicadas de cada local de coleta das popula¢des de Gracilaria caudata utilizadas
neste experimento. O ‘maximo’ e ‘minimo’ indicados correspondem a avaliagdes realizadas com
relacdo as médias maximas e minimas de temperatura do més inteiro. Dados obtidos da ferramenta
‘State of the Ocean’ (SOTO, 2020).
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5) Resultados

Os gametdfitos femininos de Gracilaria caudata das quatro populacdes
estudadas, Ceara (CE), Bahia (BA), Espirito Santo (ES) e Santa Catarina (SC), mostraram
respostas morfologicas e fisioldgicas distintas quando submetidos a diferentes
temperaturas. Ressalta-se que as demais condicOes de cultivo foram as mesmas, desta
forma, foi possivel isolar a variavel temperatura. Logo no periodo de aclimatagdo foi
possivel identificar o efeito da temperatura nos apices de individuos de todas as
populacbes estudadas. Um dos mais perceptiveis efeitos de temperaturas extremas (15,
18, 33 e 35°C) foi a alteracdo na coloracdo dos &pices, especialmente despigmentacéo,
que ocorreu para todas as populacGes. Visualmente, outros aspectos, além da
despigmentacdo, puderam ser considerados sinais do estresse causado por essas
temperaturas, tais como achatamento, fragmentacédo e deformagéo do talo (Fig. 6).

Houve sobrevivéncia de todos os individuos das quatro populacdes estudadas
quando cultivados na faixa dos 18 aos 30°C. Foi considerado sucesso de sobrevivéncia
da populacdo quando pelo menos trés individuos sobreviveram ao experimento. Aos
35°C, houve apenas a sobrevivéncia dos apices de um unico individuo da populagédo do
estado do Ceara, porém esses estavam embranquecidos e de tamanho e massa menores
que os do inicio do experimento, devido a fragmentacdo e morte de por¢des dos talos.
Aos 15°C houve apenas sobreviventes dos estados do Espirito Santo (4 individuos) e da
Bahia (3 individuos); nessa temperatura, os estados do Ceara e de Santa Catarina tiveram
apenas um individuo sobrevivente (todos os apices). Ao tratamento de 33°C houve apenas
trés individuos sobreviventes das populacfes dos estados do Ceara e da Bahia (Fig. 8).

Na maioria dos casos, houve o surgimento de ramificacdes ao longo dos 28 dias de

cultivo, como o esperado para G. caudata. Porém, estas foram mais frequentes para os
individuos das populagdes dos estados do Ceara e da Bahia e menos frequentes para 0s
individuos procedentes do Estado de Santa Catarina (Tabela 4). Com rela¢ao aos aspectos
fisiolégicos, foram observadas diferentes respostas de taxa de crescimento, fluorescéncia
in vivo da clorofila a (Fv/Fm e ETRmax), € composi¢cdo pigmentar entre as diferentes

populacdes e tratamentos de temperatura.
5.1) Taxa de crescimento

Os dados referentes as taxas de crescimento (TC) dos quatro individuos (trés

apices por frasco), para cada uma das populacdes de G. caudata, nos nove tratamentos de
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temperatura propostos, foram tratados estatisticamente e estdo representados na Fig. 7. A
analise de significancia indicou que houve interag@o entre as varidveis ‘temperatura’ (F =
540,48; p<0,00), ‘populacao’ (F= 65,14; p<0,00) e ‘temperatura x populagdo’ (F= 18,73;
p<0,00). Foi possivel identificar que ha diferengas significativas entre as taxas de
crescimento das populagdes com relagdo aos tratamentos de temperatura pelo teste
ANOVA Fatorial. O teste de Newman-Keuls permitiu a identificacio de como os
tratamentos de temperatura e populagdes diferenciam-se entre si. Quando pelo menos trés
dos quatro individuos de uma populagdo morreram, foi desconsiderado o dado do tnico
individuo sobrevivente. A Fig. 7 indica quando houve morte de todos e ou de pelo menos
trés dos quatro individuos de determinada populagdo. Isso ocorreu com a populacio do
estado do CE a 15°C, com a populacdo do estado do ES a 33°C, e, com a populacio do
estado de SC a 15 e 33°C. Os resultados encontrados sdo concordantes com aqueles
observados para o comprimento dos apices que foram avaliados em apenas um dos
individuos cultivados em cada temperatura testada, selecionado ao acaso para o registro
fotografico (Tabela 3). Os limites de sobrevivéncia para cada populacdo estudada foram

baseados nas TC e estdo representados na Fig. 9.

5.1.1) Individuos de uma mesma populacdo cultivados em diferentes

temperaturas

a) Individuos da populagido do Estado do Ceara

Durante o periodo de aclimatacdo houve morte dos apices de trés individuos sob
tratamento de temperatura de 35°C, restando apenas um individuo. Ao final do
experimento, os apices estavam frageis (Fig. 6), tendo também ocorrido fragmentagado ao
longo dos 28 dias de cultivo. Para vias de comparagdo estatistica, este unico individuo
ndo foi considerado, pois conforme mencionado anteriormente, o sucesso de
sobrevivéncia foi determinado apenas quando trés dos quatro individuos sobreviveram ao
teste de temperatura. Aos 15°C, houve sobrevivéncia de 4pices de apenas um dos
individuos, que também nao foi considerado para o tratamento estatistico (a partir do 14°
dia de cultivo, os apices tornaram-se frageis, com por¢des mortas).Os maiores valores de
TC e comprimento do talo para individuos desta populacdo foram observados nas
temperaturas 23 (+£10,85% e +5,60cm), 25 (£11,23% e +6,54cm), 28 (£11,83% e
+7,58cm) e 30°C (x11,60% e £6,68cm). Individuos cultivados em 20 (£6,61%) e 33°C
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(£5,98%) apresentaram TC inferiores as citadas anteriormente e semelhantes entre si,
porém, estas foram superiores as observadas em 18 (+1,02%). Houve ramificagdo em

maior quantidade quando sob tratamentos de 23, 25 e 28°C (Tabela 4).
b) Individuos da populacio do Estado da Bahia

Durante o periodo de aclimatacao, houve morte de todos os individuos sob
tratamento de temperatura aos 35°C. Houve morte também de um dos individuos nas
temperaturas de 15 e de 33°C no 21° dia de experimento. Observou-se que os valores de
TC e comprimento do talo foram semelhantes nos tratamentos 23 (£8,26% e £5,78cm),
25 (£8,59% e £6,00cm), 28°C (£8,56% e +6,36cm) ¢ 30°C (£7,23% e +4,79cm).
Tratamento a 20°C (£5,16% e +2,99cm) foi diferente dos demais, e menor que as
anteriores (Fig. 6). As TC observadas em 33°C (+3,82%) foram inferiores as anteriores.
As menores TC foram observadas nos tratamentos de 15 (£0,26%), 18 (£1,50%). O
comprimento do talo (£6,36 cm) e a quantidade de ramificagcdes foram maiores sob

temperatura de 28°C.
¢) Individuos da populagao do Estado do Espirito Santo

Durante a aclimatagao, houve morte de todos os individuos sob tratamento a 35°C.
Sob temperatura de 33°C, houve morte de trés dos quatro individuos em cerca do 21° dia
de cultivo. Os maiores valores em taxas de crescimento (£10,63%) ocorreram aos 25°C
(#£9,80%) e 25°C (+10,63%), que foram semelhantes (Fig. 6). As TC observadas em 25°C
ndo diferiram das verificadas em 23°C (£8,79%), e estas Gltimas ndo diferiram das obtidas
em 30°C (+7,81%). Nas demais temperaturas, as TC foram inferiores, ou seja, os
tratamentos a 15 (+0,43%), 18 (£1,71%) e 20°C (£5,80%). Ressalta-se que individuos
dessa populagdo sobreviveram ao tratamento de 15°C, e o maior valor em comprimento
de talo observado sob temperatura de 25°C (£9,80%). Ramificagdes ndo foram numerosas

para individuos desta populagao.
d) Individuos da populacio do Estado de Santa Catarina

No periodo de aclimatagdo, houve morte de todos os individuos sob tratamento de
temperatura a 35°C, e de dois individuos sob temperatura de 15°C. No 21° dia de cultivo,
houve morte do terceiro individuo sob temperatura de 15°C. Aos 33°C, houve morte de
um apice no 7° dia de cultivo, e de outro individuo no 14° dia de cultivo; no 21° dia de

cultivo restava apenas um individuo, que morreu antes do final do experimento. Sendo
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assim, os tratamentos de temperatura a 15, 33 e 35°C foram considerados como sendo de
valor zero. As maiores TC foram observadas nos tratamentos de 23 (£8,28%), 25
(£9,14%) e 28°C (£9,15%) (Fig. 6). Aos 18°C (+4,02%) ocorreu o menor crescimento
dentre os tratamentos que houve sobreviventes, seguido de 30°C (x6,00%) e 20 (£6,77%),
que tiveram valores maiores e semelhantes entre si. Aos 28°C ocorreu maior crescimento

em comprimento do talo (4,36 cm), e as ramificagdes ocorreram em pouca quantidade.

5.1.2) Individuos de diferentes populacdes cultivados em uma mesma
temperatura
a) Tratamento a 15°C

Avaliando-se as TC de individuos cultivados em 15°C (Fig. 6),
independentemente da populagdo, nota-se que apenas os individuos das populagdes do
estado da Bahia (+0,26%) e do Espirito Santo (+0,43%) sobreviveram a essa temperatura

(trés individuos de cada populacdo), e tiveram TC semelhantes entre si.
b) Tratamento a 18°C

Na temperatura a 18°C (Fig. 6), individuos da populacdo de Santa Catarina
apresentaram a maior TC (£4,02%), quando comparados aos individuos das demais
populagdes, que mostraram dados semelhantes (CE: £1,02%; BA: £1,50%; ES: +1,71%)
O comprimento do talo também foi maior para SC (£2,72 cm) quando comparado aos

observados nos demais.
c) Tratamento a 20°C

As TC de individuos das populacdes dos estados de CE, ES e SC foram
semelhantes (+6,61%; +5,80%; +6,77%) quando cultivados em 20°C (Fig. 6). As TC
observadas para individuos procedentes da populacdo do estado da Bahia foram
inferiores, diferentes de CE e SC, porém semelhantes com Espirito Santo. Individuos dos
estados de SC e ES apresentaram maiores comprimentos de talo que os demais (£3,62 cm

e £3,66 cm, respectivamente).
d) Tratamento a 23 °C

Os individuos procedentes da populacao do estado do Ceara tiveram a maior taxa
de crescimento quando sob tratamento de temperatura a 23°C (%10,85%),

comparativamente as demais populagdes. Os individuos das populagdes dos estados da
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BA, do ES e de SC apresentaram TC semelhantes entre si. O maior comprimento de talo

foi observado para os individuos da populagdo do estado do BA (£5,78 cm).
e) Tratamento a 25°C

Individuos procedentes da populagdo do estado do CE apresentaram as maiores
taxas de crescimento em 25°C (+11,23%), quando comparados aos individuos das demais
populagdes (Fig. 6). Os individuos das populagdes da BA, ES e SC apresentaram TC

semelhantes. Aos 25°C, o comprimento do talo foi maior para o CE (6,54 cm).
f) Tratamento a 28°C

As TC de individuos procedentes do estado do CE (£11,83%) e de ES (£9,80%)
cultivados em 28°C nao diferiram entre si, porém foram superiores as TC observadas para
individuos do estado da BA (£8,56%) e de SC (£9,15%), as quais foram semelhantes (Fig.
6). O comprimento do talo obtido para o CE foi o maior dentre todos os valores

encontrados nas demais populagdes (7,58 cm).
g) Tratamento a 30°C

Na temperatura de 30°C, individuos procedentes do CE (£11,61%) apresentaram
valores de TC superiores aos demais (Fig. 6). Individuos do estado da BA (+7,23%) e ES
(£7,81%) tiveram valores semelhantes. Os individuos do estado de SC (£6,00%)
apresentaram valores inferiores aos observados em individuos do ES, porém semelhantes
aos verificados para individuos da populagao do BA. O maior comprimento de talo (+6,68

cm) foi observado para a populagdo do CE.
h) Tratamento a 33°C

Apenas individuos procedentes dos estados do CE (£5,98%) e da BA (£3,82%)
sobreviveram a temperatura de 33°C (Fig. 6). As TC verificadas para individuos
procedentes do estado do CE foram maiores que as verificadas para os procedentes do
estado da BA. Em comprimento de talo, individuos do estado do CE também
apresentaram o maior valor (2,97 cm). Individuos das populacdes de ES e SC tiveram
um ou nenhum sobrevivente neste tratamento de temperatura, sendo considerados com

valores de TC igual a zero.
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i) Tratamento a 35°C

Houve apenas um individuo da populagdo do estado do CE que sobreviveu a
temperatura de 35°C (Fig. 6). Porém, seus apices estavam extremamente debilitados ao

final do experimento, e ndo houve ganho de massa.

ES 15°C SC 15°C BA 15°C CE 15°C CE 35°C

1cm

Figura 6 — Gracilaria caudata: ramos de gametofitos femininos de quatro
populaces distintas (CE, estado do Ceara; BA, estado da Bahia; ES, estado do Espirito
Santo; e SC, estado de Santa Catarina) no 14° dia de cultivo nas temperaturas de 15°C e
35°C. Notam-se diferencas de coloracao dos apices sob cultivo a temperaturas extremas.
Houve apenas um unico individuo sobrevivente a 35°C, da populacao do estado do Cear4,
que apresentou leve embranquecimento do apice. Para todas as populag@es sob tratamento
a 15°C houve embranquecimento generalizado do talo.
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Figura 7 — Taxas de crescimento de gametofitos femininos de G. caudata procedentes de quatro populagdes (CE, Ceard; BA, Bahia; ES, Espirito Santo; e SC,
Santa Catarina) no periodo de 28 dias cultivados em diferentes temperaturas (18, 20, 23, 25, 28, 30 e 33°C). Dados apresentados como média e desvio
padrdo (n=4). As letras representam as diferencas significativas pela andlise ANOVA e teste de Newman-Keuls (P<0,05). (*) Indica que houve morte de todos

ou pelo menos trés dos quatro individuos de determinada populacéao, sendo considerado o valor do tratamento igual a zero. O tratamento de temperatura de 35°C
ndo foi incluso no gréafico, devido a maioria ou todos os individuos da populagdo néo ter resistido ao experimento.
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Temperaturas

Populacgdes | Periodos | 15 18 20 23 25 28 30 33 35
A 1,76 1,79 2,50 3,39 3,53 4,47 4,05 2,04 1,82
- B X 2,10 3,45 5,60 6,54 7,58 6,68 2,97 1,92

A 1,58 1,87 2,53 3,37 3,57 3,71 3,95 1,68 X

°A B 1,90 206 299 578 600 636 479 251 X

A 1,79 1,91 2,64 3,25 3,30 3,13 2,49 1,40 X

=S B 193 250 366 460 524 440 352 X X

A 1,64 1,79 2,97 3,28 3,18 3,09 1,41 X X

>¢ B X 2,72 3,62 3,96 3,75 4,36 2,45 X X

Tabela 3 - Gracilaria caudata: média do comprimento dos trés &pices (cm) de um dos individuos,
selecionado ao acaso, das quatro populacdes (CE, Ceara; BA, Bahia; ES, Espirito Santo; SC,
Santa Catarina), cultivado em diferentes temperaturas por um periodo de 15 dias (A) e 28 dias
(B). As medidas foram realizadas considerando-se apenas o eixo principal do ramo. O (X) indica
ndo sobrevivéncia de individuos da populagéo.

Temperaturas

Populac@es | Periodos | 15 18 20 23 25 28 30 33 35
A X 0 1 0 7 7 5 0 1

CE
B X 8 5 19 8 12 12 0 1
A 0 0 1 3 8 1 7 1 X

BA
B 0 1 11 11 6 19 17 18 X
A 0 0 2 2 0 1 0 0 X

ES
B 0 0 3 3 0 4 1 0 X
A X 0 0 0 0 0 0 0 X

SC
B X 2 0 1 1 2 0 0 X

Tabela 4 — Gracilaria caudata: nimero total de ramificacGes dos trés apices (cm) de um dos
individuos, selecionado ao acaso, das quatro populacbes (CE, Ceard; BA, Bahia; ES, Espirito
Santo; SC, Santa Catarina), cultivado em diferentes temperaturas por um periodo de 15 dias (A)
e 28 dias (B). O (x) indica nao sobrevivéncia de individuos da populagéo.
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Figura 8 — G cilaria caudata: ramos de gametéfitos femininos de quatro populacdes
distintas (CE, Cea BABh ESEptSt e SC, Santa Catar ) cultivados p15d
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Figura 9 — Gracilaria caudata. Limites térmicos verificados para individuos procedentes
de populagdes dos estados do Ceara (CE), Bahia (BA), Espirito Santo (ES) e Santa Catarina (SC)
(retdngulos coloridos), cultivados em nove diferentes tratamentos de temperaturas (15, 18, 20, 23,
25, 28, 30, 33 e 35°C) e as temperaturas minimas e maximas observadas na superficie do oceano
relativas as coordenadas indicadas de cada local de coleta das populacdes utilizadas neste
experimento (linhas tracejadas). Os limites foram estabelecidos quando pelo menos trés dos
quatro individuos procedentes de cada populagéo sobreviveram até o final do experimento (28
dias). Dados de temperatura da superficie foram obtidos da ferramenta ‘State of the Ocean’
(SOTO, 2020).

5.2) Fluorescéncia in vivo da clorofila a

Os parametros da fluorescéncia in vivo da clorofila a, rendimento quantico
méaximo (F./Fm) e taxa de transporte de elétrons maxima (ETRma), em G. caudata
cultivada por 28 dias, foram influenciados pelas populacbes (CE, BA, ES e SC) e
temperaturas (15-35°C) (efeito isolado e interagindo; Figs. 9 e 10). O teste ANOVA
indicou que havia interagdo entre as variaveis ‘temperatura’ (F = 164,10; p= 0,00),
‘populagdo’ (F= 144,02; p=0,00) e ‘temperatura x populagdo’ (F= 41,64; p=0,00) para
Fv/Fm. Para a taxa de transporte de elétrons, o teste ANOVA indicou que havia interacdo
entre as variaveis ‘temperatura’ (F=46,79; p= 0,00), ‘populagao’ (F= 25,74; p=0,00) e
‘temperatura x populagdo’ (F= 20,55; p=0,00). O teste de Newman-Keuls permitiu a
identificacdo de como os tratamentos de temperatura diferenciam-se entre si para o
rendimento quantico maximo e taxa de transporte de elétrons maxima. Foram construidas
curvas Taxa de Transporte de Elétrons (ETR) X Irradidncia (), para os individuos

sobreviventes aos experimentos de temperatura (Fig. 12). De acordo com a temperatura
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analisada, os individuos das diferentes populacfes apresentaram valores de rendimento
quantico maximo (F./Fm) distintos (Fig. 10). Comparando as popula¢des separadamente,
os valores de ETRmsx Se mantiveram semelhantes em quase todos os tratamentos, porém,
houve alguns valores distintos (Fig. 11). Quando pelo menos trés dos quatro individuos
de uma populacao morreram, foi desconsiderado o dado do inico individuo sobrevivente.
As Figs. 10 e 11 indicam quando houve morte de todos e ou de pelo menos trés dos quatro
individuos de determinada populacdo. Isso ocorreu com a populagdo do estado do CE a
15°C, com a populagdo do estado do ES a 33°C, e, com a populagao do estado de SC a
15 e 33°C.

5.2.1) Individuos de uma mesma populacdo cultivados em diferentes
temperaturas

a) Individuos da populagio do Estado do Ceara

Os dados de F./Fm para individuos da populacdo do estado do Ceara se
mantiveram semelhantes para os cultivos das temperaturas de 18 a 33°C. Ndo houve
avaliacdo de fluorescéncia in vivo da clorofila a para os tratamentos de temperatura a 15
e 35°C, por ter ocorrido morte de trés ou mais individuos. Com relacdo aos dados de
ETRma, 0 maior valor foi observado em 18°C (+1,37), seguido do observado em 20°C
(£0,99). Os resultados de ETRms foram semelhantes para os demais tratamentos de

temperatura.
b) Individuos da populacio do Estado da Bahia

Né&o houve avalia¢do de fluorescéncia in vivo da clorofila a para os tratamentos de
temperatura a 35°C, por ter ocorrido morte de trés ou mais individuos. Com relacdo a
individuos da populacdo do estado da Bahia, os valores de Fv/Fn para as temperaturas de
15 (0,20) e 23°C (z0,36) foram semelhantes e inferiores aos demais, com excecao dos
observados em 28 (+0,56) e 33°C (£0,58), os quais nao diferiram dos verificados em
23°C. Os maiores valores de F./Fn foram observados em 18, 20, 25 e 30, os quais foram
semelhantes aos valores observados em 28 e 33°C. Com relacdo a ETRmax, estes foram
semelhantes e superiores nas temperaturas de 18, 25, 28, 30°C. Valores inferiores de
ETRmax foram observados em 15, 20, 23, 33, porem esses nao diferiram dos observados
em 25, 28 e 30 °C.
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c) Individuos da populagio do Estado do Espirito Santo

Para a os individuos da populacdo do estado do Espirito Santo, os dados de Fv/Fm
apresentaram-se semelhantes, com excecdo do observado em 15°C (£0,31), que foram
inferiores aos demais. N&o houve diferencgas de ETRms entre os tratamentos. Ndo houve
avaliacdo de fluorescéncia in vivo da clorofila a para os tratamentos de temperatura a 15,

33 e 35°C, por ter ocorrido morte de trés ou mais individuos.
d) Individuos da popula¢io do Estado de Santa Catarina

N&o houve sobreviventes aos tratamentos de 15, 33 e 35°C. Os individuos da
populagédo do estado de Santa Catarina apresentaram dados de F./Fm semelhantes para
todos os tratamentos de temperatura, com excecdo aos 20°C (+0,56), que foi maior que
demais. Os valores para ETRns foram semelhantes em quase todos os tratamentos de
temperatura, sendo a exce¢do aos 20°C (+1,82), que foi maior os demais. N&o houve
avaliacdo de fluorescéncia in vivo da clorofila a para os tratamentos de temperatura a 15

e 35°C, por ter ocorrido morte de trés ou mais individuos.

5.2.2) Individuos de diferentes populacbes cultivados em uma mesma
temperatura

a) Tratamento a 15°C

Ao cultivo a 15°C, houve morte de todos ou de pelo menos trés dos quatro
individuos das populacdes de CE e SC. As populagdes sobreviventes, ou seja, dos estados
da Bahia e do Espirito Santo, apresentaram F./Frn com valores distintos, sendo que 0s
dados dos individuos do estado do ES foram maiores que os observados para individuos
do estado da BA (0,31 e 0,20, respectivamente). Para ETRmax, 0s individuos do estado

do ES (£0,64) apresentaram ETRms Semelhante aos individuos do estado da BA (x0,28).

b) Tratamento a 18°C

Ao tratamento de temperatura de 18°C, apenas individuos das populacBes dos
estados do Cearad (+0,54) e de Santa Catarina (x0,42) apresentaram valores de F./Fnm
diferentes entre si, sendo CE maior que SC. Individuos da as popula¢des dos estados de
BA e ES apresentaram valores semelhantes entre si, e semelhantes com CE. Com relagéo

a ETRma, 0s individuos da populacéo do estado do CE (+1,37) mostraram dados maiores
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e distintos das outras populacdes. Os demais que foram semelhantes entre si (BA, +0,71;
ES, £0,42; e SC, +0,53).

c) Tratamento a 20°C

Em temperatura de 20°C, ndo houve diferencas entre os valores de F./Fm para 0s
individuos de todas as populac¢@es. Os individuos do estado de SC (+1,82) apresentaram
0s maiores valores de ETRma, Seguidos dos individuos da populagéo de CE (x0,99). As
menores taxas de ETRmax foram observadas para individuos da BA (£0,71) e do ES
(£0,51).

d) Tratamento a 23 °C

Cultivo a 23°C promoveu maior F./Fm para os individuos das popula¢des do CE
(£0,56) e do ES (+0,46), em comparacdo com os individuos do estado da BA (+0,36).
Entretanto, individuos do estado de SC (+0,40) apresentaram valores de F./Fm
semelhantes aos procedentes da BA e ES. Com relacdo a ETRmax, 0s individuos das
populacdes do CE (+0,74) e do ES (+0,61) apresentaram valores semelhantes. Os valores
observados para os individuos do CE foram maiores que os das populacdes da BA (+0,31)
e de SC (x0,36), semelhantes entre si. Entretanto, esses dados da BA e SC néo diferiram

dos observados para individuos do ES.

e) Tratamento a 25°C

Ao tratamento a 25°C, individuos da populacdo do estado do CE (%0,54),
apresentaram valores de F./Fn superiores aos observados para individuos do estado do
ES (20,42) e de SC (+0,37), semelhantes entre si. Os individuos da popula¢do do estado
da BA (£0,49) apresentaram dados semelhantes aos dos CE e ES, porém superiores aos
verificados para individuos de SC. N&o houve diferengas entre os individuos de todas as
populagdes para ETRm: (CE, £0,56; BA, £0,41; ES, £0,49; SC, £0,34).

f) Tratamento a 28°C
Ao tratamento de temperatura 28°C, apenas o0s individuos do estado do CE (+0,53)
e de SC (+0,41) apresentaram valores de F./Fn diferentes entre si, sendo CE maior que

SC. Nao houve diferencas entre os individuos de todas as popula¢bes para ETRms (CE,
+0,71; ES. £0,57; BA, £0,34; e SC, £0,34).
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g) Tratamento a 30°C

Em temperatura de 30°C, ndo houve diferencas entre os valores de F./Fmentre
nenhum dos individuos das populacfes estudadas. Referente a ETRmax, também ndo houve

diferencas entre as populacdes.

h) Tratamento a 33°C

Para a temperatura de 33°C, houve morte de todos ou de pelo menos trés dos
quatro individuos das populacbes de ES e SC. Entre os individuos dos estados do CE
(£0,58) e da BA (£0,44) os valores de F/Fn apresentaram-se distintos entre si, sendo o
de CE maior que o de BA. Os valores para ETRms foram semelhantes entre CE (£0,52) e
BA (+0,25).

1) Tratamento a 35°C

Houve apenas um individuo da populacdo do estado do CE que sobreviveu a
temperatura de 35°C. Porém, seus 4pices estavam extremamente debilitados ao final do

experimento, € ndo houve avaliagdo de fotossintese.
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Figura 10 - Rendimento quantico maximo (Fv/Fm): Medices realizadas em gametofitos femininos de Gracilaria caudata de quatro diferentes
populagdes (CE, Ceard; BA, Bahia; ES, Espirito Santo; SC, Santa Catarina) quando submetidos a nove tratamentos de temperatura (15, 18, 20, 23, 25, 28,30 e
33°C). Os dados séo representados por medias e desvio padréo (n=4) para o experimento de 28 dias. As diferentes letras indicam diferencas significativas entre
os valores de média de acordo com os testes ANOVA e Newman-Keuls (P< 0.05). (*) Indica que houve morte de todos ou pelo menos trés dos quatro individuos
de determinada populacdo, sendo considerado o valor do tratamento igual a zero. O tratamento de temperatura de 35°C n&o foi incluso no gréfico, devido a

maioria ou todos os individuos da populacdo nao ter resistido ao experimento.
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Figura 11 — Taxa de transporte de elétrons maxima (ETRma): MedicOes realizadas em gametofitos femininos de Gracilaria caudata de quatro diferentes
populagdes (CE, Ceara; BA, Bahia; ES, Espirito Santo; SC, Santa Cararina) quando submetidos a nove tratamentos de temperatura (15, 18, 20, 23, 25, 28, 30,
33, e 35°C). Os dados sdo representados por médias e desvio padrdo (n=4), para o periodo de 28 dias de cultivo. As diferentes letras indicam diferencas
significativas entre os valores de média de acordo com os testes ANOVA e Newman-Keuls (P< 0.05). (*) Indica que houve morte todos ou de pelo menos trés
dos quatro individuos de determinada populacdo, sendo considerado o valor do tratamento igual a zero. O tratamento de temperatura de 35°C nao foi incluso no

gréfico, devido & maioria ou todos os individuos da populacdo ndo ter resistido ao experimento.
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Figura 12 - Gracilaria caudata: curvas de Fotossintese-Irradiancia obtidas pelo método
da fluorescéncia in vivo da clorofila a de gamet6fitos femininos de diferentes populagdes (CE,
Ceara; BA, Bahia; ES, Espirito Santo; SC, Santa Catarina) quando cultivados em nove
tratamentos de temperatura (15, 18, 20, 23, 25, 28, 30, 33, e 35°C) durante 28 dias. O tratamento
a 35°C ndo foi avaliado, pois houve apenas um ou nenhum individuo sobrevivente. Curvas

representam os resultados obtidos no 28° dia de cultivo.
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5.3) Quantificacdo de ficobiliproteinas, clorofila a e carotenoides

Foi realizada a extragcdo e quantificacdo pigmentar de todos os &pices/ramos
sobreviventes do experimento de temperatura. Entretanto, devido a um problema técnico
no freezer de armazenamento das amostras, os individuos das populacdes de Santa
Catarina e Bahia tiveram que ser descartados. Sendo assim, serdo apenas representados

os dados dos individuos das populagdes do Ceara e de Espirito Santo.

Houve morte de todos ou de pelo menos trés dos quatro individuos (n=4) da
populacéo do estado do CE a 15 e 35°C e dos individuos da populacéo do estado do ES a
15, 33 e 35°C. Sendo assim, ndo ha dados para concentracdo de pigmentos para essas
temperaturas. Foi possivel analisar e quantificar as ficobiliproteinas (ficoeritrina,
ficocianina e aloficocianas), a clorofilia a e os carotenoides dos individuos dos estados
do CE e do ES. Foram realizadas analises estatisticas para cada pigmento separadamente
e comparando as varidveis ‘populacdo’ e ‘temperatura’, e a interacdo ‘populagdo x
temperatura’. O teste de ANOVA e o teste de Newman-Keuls (a posteriore) mostraram
as diferencas significativas entre as populacdes e o efeito da temperatura para cada um

dos pigmentos analisados (Fig.13).
a) Ficoeritrina

Com relagdo ao pigmento ficoeritrina (FE), foi verificada interagdo entre as
variaveis citadas acima (‘populagdao’: F=177,20 e p<0.00; ‘temperatura’: F=29,44 e
p<0.00; ‘populagdo x temperatura’: F=10,49; e p<0.00). Nao houve diferengas na
concentracdo pigmentar entre os individuos de ambas as populagdes (estados do CE e do
ES), aos tratamentos de temperatura a 18, 20 e 30°C. Nos tratamentos de temperatura a
23, 25 e 28°C a concentracdo de FE foi maior para os individuos da populagdo do ES do

que para os da populacdo do CE.

Para os individuos da populacdo do estado do CE, ndo houve diferencas na
concentracdo pigmentar de FE entre 18-28°C, apenas a 30°C (x767,61) houve um
aumento desses valores. Com relagcdo aos individuos do estado do ES, as menores
concentragcdes de FE ocorreram em temperaturas mais baixas, de 18 (£384,05) e 20°C
(£379,60), valores semelhantes entre si. As maiores concentra¢des de FE para individuos
do ES ocorreram em 25 (+£986,18), 28 (+x958,01) e 30°C (+£949,65), sendo todos
semelhantes ente si; valores intermediarios entre as menores e maiores temperaturas
foram observados em 23°C (£643,40).
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b) Ficocianina

O pigmento ficocianina (FC) mostrou interacdo entre as varidveis estudadas
(‘populagdo’: F=136,161 e p<0.00; ‘temperatura’: F=42,43 e p<0.00; ‘populacdo x
temperatura’: F=20,53; e p<0.00). Ocorreu em quantidades mais elevadas para individuos
da populagéo do ES em quase todos os tratamentos de temperatura, com excecéo de 20°C
(£96,81), em que o valor de concentracao foi semelhante ao da populacéo do estado do
CE; eaos 30°C, em que os individuos da populacdo do estado do CE (£283,60) mostraram
maior concentracdo desse pigmento que os do estado do ES (£267,90). Apenas a
temperatura de 20°C ndo houve diferencas entre as concentracdes de FC em ambas as
populagdes (CE: £59,11; e ES:96,81).

Com relagdo as populacdes, para individuos provenientes do estado do CE, néo
houve diferencgas no intervalo de tratamento 18-28°C. Apenas a 30°C houve aumento de
concentracdo pigmentar (£283,60). Ja para individuos da populacdo do estado do ES, o
0s maiores valores foram encontrados em 25 (£311,53) e 28°C (£296,00). Os valores

observados nas demais temperaturas foram inferiores e semelhantes entre si.
c) Aloficocianina

O pigmento aloficocianina (AFC) mostrou interacdo entre as varidveis estudadas
(‘populagdo’: F=28,33 e p<0.00; ‘temperatura’: F=44,059 e p<0.00; ‘populagdo x
temperatura’: F=20,05; e p<0.00). Concentra¢Ges semelhantes foram observadas entre as
populacdes do CE e ES nas temperaturas de 18, 20 e 23°C. Entretanto, observou-se que
os individuos do estado do ES apresentaram maiores concentracdes de AFC que os do
estado do CE as temperaturas de 25 e 28°C. Porém, a temperatura de 30°C, individuos do
CE (£715,40) apresentaram maiores concentracdes desse pigmento do que os do ES
(£468,81).

Individuos da populacdo do estado do CE apresentaram valores de concentragdo
de AFC semelhantes para os tratamentos de temperatura de 18 a 28°C, entretanto, a
concentragdo pigmentar no tratamento de 30°C foi maior. Individuos da populacéo do ES
apresentaram valores semelhantes quando cultivados em temperaturas de 25-30°C. Esses
valores foram maiores quando comparados aos de temperaturas inferiores, os quais foram

semelhantes entre si (18-23°C).
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d) Clorofila a

O pigmento clorofila a mostrou interagdo apenas para a variavel ‘temperatura’,
significando que entre as populacdes ndo foram observadas interacdes, ou seja,
diferengas, entre as concentragdes pigmentares (‘populacdo’: F=0,005 e p<0,943;
‘temperatura’: F=8,385 e p<0,0001; ‘populacdo x temperatura’: F=0,0052; e p<0,99).
Diferencas nos valores de concentracdo desse pigmento para ambas as populacdes,
ocorreram apenas entre 18°C (CE: £56,95; ES: £57,58) e 30°C (CE: £70,65; ES: £70,65),
sendo o resultado a 30°C maior que o verificado em 18°C. Os valores de concentracédo

nas demais temperaturas foram intermediarios aos observados entre 18 e 30°C.
e) Carotenoides

As concentragcfes de carotenoides mostraram interagdo entre todas as variaveis
estudadas (‘populagdo’: F= 54,30 e p<0.00; ‘temperatura’: F= 8,34 ¢ p<0,00; ‘populagio
X temperatura’: F=3,21; e p< 0,02). Nos tratamentos de temperatura a 18, 20, 23 e 30°C,
ndo foram observadas diferencas entre individuos das popula¢des do CE e ES. Individuos
do ES apresentaram maiores concentragdes de carotenoides nas temperaturas de 25 e
28°C, quando comparados aos procedentes do CE. Individuos da populacéo do estado do
CE apresentaram maiores valores de carotenoides em 30°C, quando comparados aos
individuos cultivados entre 18-28°C, que mostraram valores semelhantes. Os maiores
valores para individuos do ES foram observados em 25-30°C (semelhantes entre si).
Entretanto, os valores observados em 23°C foram semelhantes aos observados em 18, 20
e 28°C.
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Figura 13 — Concentracdes de ficoeritrina (FE) (A), ficocianina (FC) (B), aloficianina
(AFC) (C), clorofila a (CIO) (D) e carotenoides (Car) (E) de gametdfitos femininos de Gracilaria
caudata de quatro popula¢des (CE, Ceard; BA, Bahia; ES, Espirito Santo; SC, Santa Catarina),
que tiveram sobreviventes ao final do experimento, quando submetidos aos seguintes tratamentos
de temperatura: 18, 20, 23, 25, 28 e 30°C. Os dados obtidos sao representados por médias e desvio
padrdo (n=4). As diferentes letras indicam diferencas significativas entre os valores de média de
acordo com os testes ANOVA e Newman-Keuls (P< 0.05).
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6) Discussao

Com os dados obtidos neste estudo, foram identificados os principais efeitos de
temperatura sobre a espécie de alga vermelha Gracilaria caudata. Os experimentos de
temperatura, considerando taxa de crescimento, rendimento quantico maximo (£./Fn),
taxa de transporte de elétrons méxima (ETRmax) € composi¢do pigmentar, permitiram-nos
verificar diferencas e similaridades entre as quatro populacdes estudadas provenientes
dos estados do Ceara (CE), da Bahia (BA), do Espirito Santo (ES) e de Santa Catarina
(SC). Foi observado que, para a maioria das temperaturas avaliadas, os individuos da
populagdo do estado do CE apresentaram maiores taxas de crescimento, comprimento de
talo e valores de F\/F, do que os da populacdo do estado de SC, que se situa ao extremo
sul de distribuicao desta espécie. Os individuos das populagdes dos estados da BA e do
ES apresentaram resultados intermediarios, ou similares aos individuos do estado do CE,
ou aos do estado de SC. Com relagdo a ETRmax, observou-se diferengas apenas para os
tratamentos de temperatura a 18 ¢ 20°C, sendo que os individuos da populagdo do estado
de CE apresentam maiores valores de ETRmax que os demais aos 18°C; e, aos 20°C, os
individuos da populacdo de SC tiveram valores de ETRmax maiores que os de CE, seguidos
pelos da BA ¢ ES, que foram similares entre si.

A andlise pigmentar entre individuos das populacdes dos estados de CE e ES
mostrou que na faixa dos 23/25°C aos 28°C, os individuos do ES apresentaram maior
concentracdo de ficobiliproteinas em geral, e aos 30°C as concentragdes foram
semelhantes ou que individuos do CE apresentaram maiores valores, dependendo da
ficobiliproteina analisada. Para clorofila a, houve apenas diferenca entre os tratamentos
de temperatura de 18 e 30°C, sendo que a 30°C a concentragao deste pigmento foi maior
para ambas as populagdes. E, por fim, a avaliagdo dos carotenoides mostrou diferengas
apenas sob os tratamentos de 23 a 28°C, sendo que individuos do ES apresentaram
maiores valores que os observados para os do CE.

Nossos resultados sugerem que as populagdes estudadas no presente trabalho
sejam ecotipicas com relagdo a varidvel temperatura. Cada uma delas esta exposta a um
clima diferente e sujeita a agdes abiodticas e bidticas locais distintas. As pressdes a que
essas populagdes vém sendo submetidas ao longo da evolugao promoveram diferenciagao
genética, o que possibilitou respostas fisiologicas distintas, quando submetidas as mesmas
condi¢des de cultivo. Adaptagdes relacionadas a irradiancia ja haviam sido reconhecidas

para algumas populagdes de G. caudata (ARAUJO et al. 2014; FARIA et al. 2017).
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6.1) Limites térmicos

A temperatura ¢ um fator abidtico decisério para a ocorréncia das quatro
populagdes estudas de G. caudata (Ceara, Bahia, Espirito Santo e Santa Catarina) em suas
determinadas localizacdes. Pudemos observar que todos os individuos,
independentemente da populacdo de origem, tiveram pouco crescimento ou morreram,
quando submetidos aos tratamentos de temperatura de 15 e 35°C, e em alguns casos isso
ocorreu aos 33°C, como para os procedentes dos estados do Espirito Santo (ES) e Santa
Catarina (SC) que apresentaram limites térmicos entre 15 a 30°C e 18 a 30°C,
respectivamente. Esses limites foram de 18 a 33°C para individuos da populagao do
estado do Ceara (CE), e de 15 a 33°C para os individuos da populacdo da Bahia (BA).
Nota-se que os individuos do ES e BA foram os unicos que resistiram a temperatura de
15°C. Os individuos da populacdo do estado da BA apresentaram maior amplitude
térmica com relagdo aos demais. Conforme relatado para outras espécies de Gracilaria,
seus limites térmicos tendem a ser amplos, entretanto, o intervalo entre 33 ¢ 35°C de
temperatura parece corresponder a faixa maxima de sobrevivéncia para a maioria das
espécies ja estudadas (MCLACHLAN & BIRD, 1984). Em estudos de temperatura
realizados com individuos da populag¢do de G. caudata provenientes do estado de Sao
Paulo, houve sugestdo de que a faixa de sobrevivéncia seria de 17,3°C aos 33,1 °C
(MACCHIAVELLO et al., 1998), e o mais alto desempenho fisioldgico foi observado na
faixa dos 25°C aos 30 °C (como G. verrucosa, YOKOYA & OLIVEIRA, 1992).

No que se refere as temperaturas extremas (15, 18, 33 e 35°C), a sobrevivéncia
dos individuos das populagdes dos estados da BA e do ES, quando expostos ao tratamento
de 15°C, pode ser explicada por sua exposi¢cdo ao fendmeno da ressurgéncia, que afeta a
regido de Cabo Frio, no estado do Rio de Janeiro e propaga aguas frias pelas regides
proximas, sendo observadas temperaturas de agua do mar com cerca de 10 a 15°C
(VALENTIN et al., 1987; VALENTIN, 2001). O estado do Rio de Janeiro esté localizado
entre os estados do Espirito Santo e de Sdo Paulo, desta forma, promovendo varia¢des
climaticas a esta regido. Ha sugestdo de ocorréncia de outros pontos de ressurgéncia pela
costa do Brasil, como ao sul da Bahia (KAEMPF & CHAMPMAN, 2016). A ressurgéncia
que ocorre nessa regido pode ser um fator que determine a sobrevivéncia de G. caudata
procedente deste estado, com relagao a temperaturas mais baixas.

Ressalta-se que o levantamento realizado para este estudo a partir de SOTO (2020)

¢ relativo a média das minimas e maximas temperaturas mensais em um ano todo, ndo
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proporcionando dados referentes a flutuagdes de temperatura diaria ou semanal, como as
promovidas pela ressurgéncia ao longo dos meses em que esta ocorre. Os individuos dos
estados do Ceara e da Bahia podem ter sobrevivido ao tratamento de temperatura a 33°C,
pois estdo naturalmente expostos a maior irradiancia e temperatura, uma vez que sao
populagdes mais proximas da Linha do Equador, podendo ter ocorrido adaptacao local a
esta situagcdo. Ademais, ¢ importante ressaltar que se trata de populagdes que apresentam
maior diversidade de haplétipos com relagdo as demais, baseados na andlise concatenada
do gene COI, espagador cox2-3 e 15 microssatélites (AYRES-OSTROCK et al. 2019),
acarretando em um maior “pool” genético, e assim proporcionando maiores chances de
sobrevivéncia de individuos a variagdes ambientais. Ao contrario do esperado, os
individuos da populagdo do estado de Santa Catarina ndo sobreviveram ao tratamento de
temperatura a 15°C, apesar de estarem expostos, na natureza, as temperaturas de
aproximadamente 16°C, ou até mais baixas durante o periodo de inverno (SOTO 2020).
Entretanto, ¢ importante ressaltar que Santa Catarina ¢ a regido limite de distribui¢ao de
G. caudata ao Sul, e essa populagdo pode estar sob estresse ambiental definitivo para sua
ocorréncia. Ademais, trata-se de uma populacdo com o registro de apenas dois haplotipos
(AYRES-OSTROCK, comunicagdo pessoal), um deles semelhante ao encontrado para a
populagdo do estado de SP (AYRES-OSTROCK et al. 2019), o qual foi utilizado no
presente estudo. Deste modo, a populagao de SC parece ser pouco diversa, com menores
chances de sobrevivéncia a variagdes ambientais drasticas.

Ha referéncias de que os estadios reprodutivos promovem diferengas fisiologicas
quando comparados, como observado para G. birdiae (BONOMI-BARUFI et al., 2015),
por exemplo, e para a propria G. caudata (AYRES-OSTROCK et al., 2019; FARIA et al.,
2017). No que se refere ao material bioldgico utilizado no presente estudo, gametofitos
femininos foram escolhidos com o pressuposto de haver minima ou nula interferéncia do
gasto energético para produgdo de células reprodutivas, e desta forma teriamos uma
resposta fisiologica mais precisa quanto ao efeito de diferentes temperaturas sob
diferentes populagdes da espécie.

Temperaturas de 35°C foram letais para individuos de todas as populagdes
estudadas. Nossos dados corroboram estudos anteriores em que temperaturas iguais ou
acima dos 35°C foram letais para a germinacdo de esporos de G. caudata (como
Hidropuntia caudata, MIRANDA et al. 2012). Nesse estudo, o estresse térmico
promoveu efeito em outros aspectos das algas, como a formagao de células reprodutivas,

uma vez que seu crescimento e fisiologia foram diretamente afetados, sendo as reservas
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de energia direcionadas para a sobrevivéncia do individuo em um primeiro momento.

6.2) Aspectos morfoldgicos

Foi possivel observar, sob os tratamentos de temperatura extremos, ou seja, 15,
18, 33 e 35°C, que houve evidentes exemplos de sinais de estresse nos individuos de G.
caudata, independentemente da populacdo analisada. Observou-se diminuicdo do
crescimento, fragilidade do talo e embranquecimento do talo/apice, que em muitos casos
resultaram em morte dos individuos. Os sinais de estresse se apresentaram em momentos
diferentes, por exemplo, os individuos da populagdo do estado de SC tiveram
embranquecimento do talo e fragmentacdo em momento anterior ao dos de CE quando
expostos as temperaturas de 18, 33 e 35°C. Individuos da populagdo do estado de SC, em
especial, demonstraram esses efeitos, principalmente, quando sob tratamentos de
temperatura de 33 e 35°C. Esses resultados refor¢cam a fragilidade da populacao de SC,
possivelmente por estar localizada no limite Sul de distribui¢do da espécie.

Foi possivel verificar, conforme esperado para esta espécie, que houve ocorréncia
de ramificagdes, sendo estas mais comuns para os individuos da populagao do estado da
Bahia e menos comuns para os da populacdo do estado de Santa Catarina, e sob a faixa
de temperatura de 23 a 30°C. Embora baseados em uma das repeti¢cdes por tratamento de
temperatura, esses dados sao validos como uma anélise qualitativa, j& que essas repeticoes
foram selecionadas por representar o aspecto de todo o conjunto de individuos de cada

tratamento.

6.3) Taxas de Crescimento

As taxas de crescimento obtidas para Gracilaria caudata nas diferentes
temperaturas foram semelhantes as encontradas para outras populagdes ja estudadas,
havendo diferengas em relagdo quanto a faixa o6tima verificada para cada populagdo. Por
exemplo, no atual trabalho, individuos de Santa Catarina apresentaram Otimos de
crescimento entre 23 e 28°C, enquanto que para a populacdo de Sao Paulo, as maiores
taxas de crescimento ocorreram na faixa dos 25°C aos 30 °C (como G. verrucosa,
YOKOYA & OLIVEIRA, 1992). Essas diferencas podem tanto ser justificadas por
adaptacao local das populagdes a condicdes de temperatura distintas as quais estdo
expostas no ambiente, quanto ao fato da metodologia empregada ter sido muito diferente
da utilizada em nosso trabalho. J4, as taxas de crescimento obtidas por FARIA &

PLASTINO (2015) para as populagdes dos estados do Ceard e Bahia, nas condi¢des a
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25°C e = 70umol de fotons.m™2.s™!, sdo semelhantes, quando comparadas as obtidas no
presente estudo, apesar dos autores terem utilizado a concentragdo de 50% para o meio
de cultura Von Stosch, e no presente estudo foi utilizada a concentragao de 25%.

Individuos da populacao do estado do Ceara, além de sobreviverem entre a faixa
de temperatura dos 18 aos 33°C, apresentaram maiores taxas de crescimento que 0s
individuos das demais populagdes em temperaturas de 23 a 33°C, sobressaindo-se dos
demais. Esses individuos, além de estarem expostos a temperaturas mais elevadas que os
demais no ambiente em que habitam (25-33°C; SOTO, 2020), estao separados das demais
populagdes estudadas neste trabalho por barreiras geograficas entre os estados da Bahia
e de Pernambuco, sendo elas a cadeia submarina vulcanica Vitoéria-Trindade (PINHEIRO
etal., 2017) e a foz do Rio Sao Francisco (CARNAVAL & MORITZ, 2008). Ressalta-se
ainda que, de todas as populacdes estudadas, esta € a que apresenta a maior diversidade
de hapldtipos (AYRES-OSTROCK et al. 2019), o que possivelmente proporciona
maiores chances de sobrevivéncia de individuos a variagdes ambientais.

As taxas de crescimento observadas para individuos das populagdes da BA e ES
foram semelhantes em temperaturas de 15-23 e 30°C. Sabe-se que individuos da Bahia
compartilham haplotipos com a populacdo do Ceard, porém nao compartilham haplétipos
com individuos da popula¢do do estado do Espirito Santo, a qual apresenta haplétipo
unico (AYRES-OSTROCK et al., 2019). Este ultimo € considerado um estado localizado
na “regido de transi¢do”, juntamente ao da Bahia (AYRES-OSTROCK et al., 2019;
NAUER et al (2019). De modo geral, as taxas de crescimento verificadas para individuos
procedentes das populacdes dos estados da Bahia e Espirito Santo assemelharam-se mais
com as observadas para a populagdo do estado de Santa Catarina do que a do Ceara. Os
individuos da populagdo de Santa Catarina apresentaram taxas de crescimento superiores
as das demais populagdes no tratamento de temperatura a 18°C. Esses resultados sao
compativeis as temperaturas a que sdo submetidos ao longo do ano, que estdo na faixa

dos 15 aos 28°C (SOTO, 2020).

6.4) Fluorescéncia in vivo da clorofila a

A fluorescéncia in vivo da clorofila a ¢ considerada como um dado suporte, ou
seja, auxilia na interpretagao de outros dados, como as taxas de crescimento. Esse método
vem sendo aplicado em algas marinhas, uma vez que se desenvolveram ferramentas mais
precisas e capazes de realizar tais medicdes (ENRIQUEZ & BOROWITZKA, 2011).

Medicoes de F\/F,, devem considerar fatores como crescimento ¢ idade, condicionamento
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e exposicdo a luz (ENRIQUEZ & BOROWITZKA, 2011). O presente estudo considerou
medi¢des de apices, que se desenvolveram nas mesmas condi¢cdes de exposicao a
luminosidade, validando assim a precisdo dos dados de F\/F, obtidos. Ademais, as
medigdes ocorreram em horarios similares, € com exposicao ao escuro de 30 minutos de
forma o mais precisa possivel. Outro fator que poderia influenciar a precisao das
medi¢des de fluorescéncia in vivo € a presenga de contaminantes, que, neste caso, esta
fora de cogitagdo, uma vez que os cultivos eram unialgaceos. No que se refere a0 ETRmax,
consideramos o modelo de curva de luz, para determinarmos a taxa de transporte de
elétrons maxima, apods exposicao de 30 minutos ao escuro.

A temperatura ndo mostrou influéncia sobre F\/F,, para cada uma das populagdes
estudadas, com algumas excegdes, como no caso dos individuos do estado da Bahia aos
23°C (menor as demais temperaturas) e de SC aos 20°C (maior as demais temperaturas).
E interessante ressaltar também que aos 15°C, os valores de F,/F,, dos individuos do
estado da Bahia foram os menores encontrados para essa populagdo. Porém, ao
compararmos os dados observados entre populagdes, os valores obtidos para individuos
do estado do CE foram maiores que os de SC em quase todos os tratamentos de
temperatura, com excecdo dos 20°C. Ressalta-se que nessa temperatura as taxas de
crescimento foram semelhantes para ambas as populagdes, e nas temperaturas de 23-
33°C, individuos do CE apresentaram os maiores valores, compativeis com os dados
obtidos para F\/F .

Nao foi possivel também identificar diferencas significativas nos valores de
ETRmax dentro de cada uma das populacdes em relagdo a temperatura. Ocorreram casos
em que houve diferencas entre os individuos sob alguns tratamentos de temperatura,
como por exemplo, os individuos do estado do CE aos 18°C, individuos de SC e CE aos
20°C, que foram maiores que os demais; e, os individuos dos estados do ES e da BA aos
15°C, sendo os dados do ES maiores que os da BA.

Dados de fotossintese para diferentes populacdes de G. caudata que ocorrem na
costa brasileira sdo limitados. A maioria deles se referem a temperatura de 25°C, sendo
avaliados outros fatores como irradiancia e variantes de cor, por exemplo. (ARAUJO et
al., 2014; AYRES-OSTROCK, 2014; FARIA & PLASTINO, 2016; FARIA et al., 2017,
MARCHI & PLASTINO, 2020). Além disso, as condi¢des abidticas empregas nesses
artigos diferem em maior ou menor grau das utilizadas por nos, impossibilitando
comparagdes com os dados obtidos no presente trabalho. Entretanto, foi possivel tragar

um paralelo entre os dados de campo para individuos das populacdes dos estados do CE
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e do ES (AYRES-OSTROCK, 2014); porém, os obtidos pela autora foram maiores, uma
vez que as avaliagdes de fotossintese foram realizadas logo apos a coleta.

Nossos resultados mostram que ¢ possivel identificar diferengas marcantes entre
os dados de ETRmax € F\/Fn ao compararmos os individuos das populacdes dos estados
do CE e de SC em alguns tratamentos de temperatura especificos. Além disso, reforgcam
que os individuos procedentes dos estados de ES e da BA fazem parte de populagdes de
transicao, mostrando respostas fotossintetizantes semelhantes a populagdo do estado de
CE, ou de SC. Assim, os dados relacionados aos parametros de fotossintese corroboram

também a hipotese de ocorréncia de ecotipos de temperatura para G. caudata.

6.5) Composicdo pigmentar

Conforme mencionado anteriormente, para este experimento, obtivemos apenas
resultados dos individuos das populacdes dos estados do Ceard e do Espirito Santo,
devido a um problema técnico do freezer onde estavam armazenadas as amostras. Deste
modo, ndo se fez possivel comparacdo entre individuos das populagdes consideradas de
ocorréncia extrema na costa do Brasil, ou seja, entre Ceara e Santa Catarina. A extracao
pigmentar de Gracilaria caudata apresentou perfil de maior concentragdo pigmentar de
ficobiliproteinas, sendo encontradas em maior concentracdo as ficoeritrinas, conforme
esperado para algas vermelhas (GLAZER et al., 1994), seguidas das aloficocianinas e das
ficocianinas. Depois das ficobiliproteinas, o pigmento em maior concentracdo foi a
clorofila a e por ultimo os carotenoides.

Quanto a G. caudata, nao existem trabalhos que investigaram o efeito da
temperatura na composi¢do pigmentar. Geralmente, sdo realizados experimentos
referentes ao efeito da irradiancia, uma vez que esse fator estd mais diretamente
relacionado aos pigmentos (ARAUJO et al. 2014). Esses autores, analisaram o efeito da
irradiancia e de UV-B em individuos de uma populacdo de G. caudata do estado do Ceara.

Na irradiancia de 70 pmol.fétons.m2.s!

e temperatura a 25°C, os valores da concentracao
pigmentar de ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina obtidos no nosso trabalho, nessa
temperatura, foram semelhantes aos verificados por ARAUJO et al. (2014). Quanto aos
pigmentos clorofila a e carotenoides, as populagdes do CE e ES apresentaram valores
semelhantes entre si e semelhantes também aos obtidos por ARAUJO et al. (2014),
referente a populagdo do CE. FARIA et al. (2015) trabalharam com populacdes do CE,
BA e SP, em temperatura de 25°C; porém, a concentra¢do do meio de cultura Von Stosch

foi diferente (50%), e o experimento ocorreu por 30 dias, ndo sendo possivel realizar
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comparagoes precisas, ja que as metodologias foram distintas. Entretanto, os valores de
concentragdo pigmentar encontrados em nosso experimento foram aparentemente
menores do que os encontrados por FARIA et al. (2015).

A maioria das ficobiliproteinas apresenta estabilidade entre os 4 a 40°C, sendo
que a partir dos 60-80°C diminuem em concentracao e eficiéncia (RASTORGI et al.,
2015; SALURI et al., 2019). Considerando essa informagao, sua sobrevivéncia, mesmo
que quando expostas as temperaturas mais extremas deste experimento, ndo deve ser
afetada. No que se refere a composicao pigmentar encontrada para as populagdes dos
estados do CE e do ES, uma localizada na regidao nordeste e outra localizada na regido de
transicdo, respectivamente, os resultados mostraram que na faixa de temperatura dos 18
aos 23°C, ndo houve diferengas significativas na concentrac¢ao de ficobiliproteinas entre
os individuos. Porém, a partir dos 23 e até os 28°C, os individuos da populacdo do estado
do ES apresentam aumento na concentragdo de ficobiliproteinas, mostrando valores
maiores que os dos individuos do estado do CE. Ocorre alteragdo deste perfil ao
tratamento de temperatura de 30°C, em que a concentragdo pigmentar dos individuos
procedentes do estado do Ceard foi maior (ficocianina e aloficocianina) ou semelhante
(ficoeritrina) a dos individuos procedentes do ES.

Considerando o ambiente onde ocorrem, os individuos da populacdo do estado do
CE estdo naturalmente expostos a uma maior irradiancia solar do que os da populagdo do
ES (ATLAS BRASILEIRO DE ENERGIA SOLAR, 2017), e consequentemente, também
estdo expostos a temperaturas mais elevadas que ES (SOTO, 2021), justamente por seu
posicionamento mais proximo a linha do Equador. Deste modo, sugere-se que o
metabolismo dos individuos do CE deva estar adaptado a essas condi¢des, nao havendo
aumento na produgdo de pigmentos para sua manutengdo. Entretanto, conforme
observado, houve aumento da concentracdo pigmentar nos individuos do estado do ES
em 23-25°C. Talvez, esses resultados possam ser explicados pelo fato dos individuos da
populagdo do ES estarem expostos a temperaturas mais baixas (SOTO, 2021), que ao
sinal de aumento de temperatura, seus mecanismos internos promovam um aumento na
concentragdo pigmentar a fim de garantir a eficiéncia fotossintetizante. Porém, futuros
estudos envolvendo outras populagdes de G. caudata podem evidenciar possiveis
explicagdes.

No que se refere a clorofila a, ndo houve diferengas significativas entre as
populagdes, mas sim com relagdo a temperatura entre individuos de uma mesma

populacdo. Aos 18°C, a concentragdo de clorofila a foi menor do que aos 30°C para ambas
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as populagdes. O mesmo resultado foi observado para a alga verde Chlamydomonas
reinhardtii (CALIFOUR et al. 2014). Outro experimento, em que trés tipos de algas
vermelhas foram cozidas, ocorreu modificagdo das propriedades da clorofila a,
entretanto, ¢ notavel que mesmo apos o processo de cocgdo, ainda havia significativa
quantidade deste pigmento, demonstrando sua resistibilidade a altas temperaturas (CHEN
& ROCA, 2018). Ja, com relagao aos carotenoides, os individuos da populacdo do estado
do ES demonstraram maior concentragdo deste pigmento acessorio a partir dos 23°C, com
excecao do tratamento aos 30°C, em que CE e ES nao apresentaram diferencas. Esses
dados foram similares aos encontrados para a alga verde Dunaliella bardawil (BEN-
AMOTZ 1996), em que houve aumento da concentracdo de um tipo de carotenoide, o f3-
caroteno, conforme o aumento de temperatura.

Pode-se sugerir que, de certo modo, a temperatura promoveu alteracdo na
composicao pigmentar de G. caudata, especialmente no que se refere a altas temperaturas,
assim como ocorrem diferengas entre as populacdes. Esses resultados corroboram
também a ocorréncia de ecdtipos de temperatura para essa espécie. A fim de
complementar os dados obtidos neste estudo, seria interessante a realizagdo de futuros

estudos, que incluissem outras populagdes das regides “sudeste” e “nordeste”.

6.6) Possiveis impactos do aumento de temperatura no planeta Terra em
populacdes de G. caudata que ocorrem na costa do Brasil

Unindo as informacdes de limites térmicos de cada uma das populacdes estudadas
(Ceara, Bahia, Espirito Santo e Santa Catarina) e as médias anuais de temperatura da
superficie do mar (SOTO, 2020), € possivel estimar como essas populacdes de G. caudata
podem responder ao aumento de temperatura segundo projecdo sobre seu aumento no
planeta Terra nos proximos anos. Foi possivel identificar o qudo proximo do limite
térmico essas populagdes estdo expostas na natureza, ou seja, a tolerancia que essas
populagdes ainda teriam com relagdo a temperatura que estdo expostas e a faixa de
temperatura a qual sobreviveriam. Entretanto, deve-se considerar que nossos
experimentos foram feitos em condi¢des controladas, e na natureza as populacdes estdo
sujeitas a combinagdo e variacao de outros fatores ndo contemplados experimentalmente,
sugerindo cautela na transposi¢ao dos dados.

No que se refere aos individuos da populagdo do estado CE, cujos limites térmicos
verificados em nosso trabalho foram entre os 18 e 33°C, a temperatura média da agua a

qual estdo expostos varia aproximadamente dos 26,4 aos 29,9°C, sendo assim, ocorrendo
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uma margem de pelo menos 3°C até atingir seu limite de temperatura maximo. Os
individuos da populacdo de BA, demonstraram tolerancia de 15 a 33°C, sendo expostos
a temperaturas médias aproximadas de 25,4 a 29,5°C, ocorrendo tolerancia de cerca de
3,5°C para temperatura maxima. Os individuos da populacao de ES tém tolerancia de 15
a 30°C de temperatura, estando expostos de 22,3 a 27,7°C, havendo tolerancia de cerca
de 2,3°C a temperatura maxima. E por fim, referente a populacdo de SC, seu limite
térmico € de 18 a 30°C, estando exposta a faixa de 17,2 a 26,5°C, havendo tolerancia de
3,5°C com relagdo ao limite de temperatura maxima observado neste trabalho.

Muito provavelmente estas populacdes estdo expostas a temperaturas mais baixas
ou mais altas do que as encontradas pela ferramenta SOTO (2020), uma vez que se trata
de médias de temperatura anuais. Entretanto, o periodo de exposi¢ao as temperaturas mais
baixas ou mais altas pode ser mais curto do que o simulado neste experimento, que
ocorreu por 28 dias consecutivos em mesmo tratamento de temperatura. Durante o ano,
podem ocorrer fenomenos que promovam alteragdes de temperatura, como a variagao
sazonal, eventos climaticos (como ondas de calor) e oceanograficos (como a ressurgéncia,
citada anteriormente). Esses fendmenos podem aumentar ou diminuir a temperatura local,
de forma a aproximar ou distanciar os organismos de seus limites térmicos. Essa
dinamica, de certa forma, pode levar a promogado de selecao de individuos mais aptos a
resistir as mudangas, ou promover surgimento de novas caracteristicas genéticas para tais
populagdes.

E importante ressaltar como se estruturam geneticamente as populagdes
estudadas, e tentar relacionar esse fator com as respostas fisioldgicas encontradas no
presente estudo, ao que se refere as mudancas de temperatura. Populacdes mais proximas
ao seu limite de distribuicdo ('edge populations') tendem a apresentar caracteristicas,
como menor densidade populacional, maior flutuacdo quanto ao niimero de individuos e
menor variabilidade genética (HAMPE & PETIT, 2005; BONTRAGER & ANGERT,
2018). Dentre as quatro populagdes estudadas, as que mais se aproximam dessa descri¢ao
sdo as populagdes dos estados de Santa Catarina e Espirito Santo. Foi observada baixa
diversidade genética para estas populagdes (AYRES-OSTROCK et al. 2019), e, além
disso, observamos menor desempenho fisioldgico, principalmente com relagdo a
populagdo do estado do SC, em comparagdo com a populacao do estado do CE. Ademais,
ambas populacdes estdo submetidas as maiores variacdes de temperatura dentre todas as
estudadas, tornando-se um desafio maior sua resisténcia ao aumento previsto de

temperatura no planeta Terra.
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No caso da populacdo do estado da Bahia, avaliamos apenas individuos que
apresentam um dos sete haplotipos que essa populacao possui (AYRES-OSTROCK et
al.,2019). A variabilidade genética encontrada nessa populagdo pode permitir a expressao
de fendtipos com maior capacidade de resisténcia a altas temperaturas (SOMERO, 2009),
podendo, a longo prazo, ndo ser tdo ameacada quanto a um possivel aumento de
temperatura global.

No que tange a populagdo do estado do Espirito Santo, essa se mostra diferente
das demais em alguns aspectos. Apesar de suas respostas fisiologicas serem similares as
da Bahia na maioria dos casos, € também similares ou com Ceara ou com Santa Catarina,
sua estrutura genética ¢ o ambiente em que estd inserida sdo singulares. A populagio do
Espirito Santo apresenta apenas um haplétipo, que ndo é compartilhado com nenhuma
outra populacdo (AYRES-OSTROCK et al., 2019). O ambiente da costa do estado do ES
¢ atingido pelo fendmeno das ressurgéncias (VALENTIN et al., 1987; VALENTIN,
2001), expondo os organismos que a habitam a variagdes inesperadas de temperatura da
agua, e, além disso, nessa regido ocorre grande diversidade de ambientes. A juncao desses
fatores proporciona a ocorréncia de espécies caracteristicas de clima frio e de clima
quente em uma mesma regido (HORTA et al., 2001). Outro fator a ser considerado é a
possivel competicdo bidtica que pode também interferir na selecdo de fendtipos mais
adaptados de G. caudata, 0 que poderia contribuir para a ocorréncia da baixa diversidade
genética observada nessa regido.

A populagdo do estado do Ceard parece mais propensa a resistir a possiveis
aumentos de temperatura, uma vez que se observou a sobrevivéncia de um individuo
cultivado sob temperatura de 35°C; e, que a 33°C, apesar de suas taxas de crescimento
terem sido menores do que as observadas na faixa de 23 a 30°C, foram superiores as
verificadas para os estados de BA, ES e SC. Além disso, essa populacdo apresenta pelo
menos nove haplotipos (AYRES-OSTROCK et al., 2019), sendo considerada diversa, e
por isso podendo apresentar fendtipos com maior capacidade de resisténcia a altas
temperaturas. Entretanto, apesar da possibilidade dessa populagdo apresentar alta
resisténcia térmica, a costa do estado do Ceard apresenta temperaturas de
aproximadamente 31°C (SOTO, 2020), que ¢ proxima da temperatura do limite térmico
desta populacao (33°C).

Apesar das diferencas genéticas (AYRES-OSTROCK et al., 2019) e fisioldgicas
observadas em nosso trabalho com relacéo as populacfes de G. caudata procedentes do

estado do Ceara e do estado do Espirito Santo, testes de cruzamentos realizados com 0s
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mesmos individuos indicaram que ainda ha fluxo génico entre essas populagdes, tratando-
se, portanto, da mesma espécie biologica (CHIARAMONTE et al., 2018).

O aumento de temperatura global esta ocorrendo ao passo da interferéncia dos
seres humanos no meio ambiente. O processo de adaptagao pode ocorrer a0 mesmo passo
que as mudangas climaticas ou ndo. Neste ultimo caso, populagdes estardo sujeitas a
maiores periodos de estresse térmico, e consequentemente, podem diminuir em
abundancia ou até deixarem de existir se ndo apresentarem plasticidade fenotipica para
resistir a tais mudancas. Os individuos das populag¢des de BA ¢ ES, apresentaram valores,
de modo geral, semelhantes entre si, € semelhantes ou com CE ou com SC, dependendo
da temperatura estudada. Com relagdo ao clima que as regides citadas estdo expostas,
entre o Ceara e a Bahia o clima caracteriza-se como tropical, e a regido do Rio de Janeiro
ao Rio Grande do Sul se caracteriza como de clima temperado. A regido de transigao,
entre o clima temperado e o clima tropical, mais especificamente a costa do estado do
Espirito Santo, apresenta particularidades, sendo muito rica e diversa quando comparada
com o restante da costa brasileira (HORTA et al., 2001). Isto, de certa forma, explica a
acao do fator climatico sobre cada populagdo e a determinacdo dos grupos haplotipicos
sugeridos por AYRES-OSTROCK et al. (2019). Ademais, ¢ possivel correlacionar a
existéncia de ecotipos de irradiancia para G. caudata, conforme sugerido por ARAUJO
et al. (2014) e FARIA et al. (2017), com este trabalho e sugerir a existéncia de ecotipos
de temperatura para esta espécie. A seguir, serdo contextualizadas cada aspecto e variavel

individualmente.
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7) Considerac0es finais

Gracilaria caudata ¢ uma espécie de alga vermelha que apresenta distribuicao ao
longo de quase toda a costa brasileira, do estado do Maranhao até Santa Catarina. Ocorre
também nos mares do Caribe, chegando até o estado da Florida nos Estados Unidos da
América (PLASTINO & OLIVEIRA 1997). Sua abrangente distribui¢do nos faz
questionar sobre como essa alga ¢ capaz de sobreviver a tantas variagdes de temperatura
ao longo do tempo e espago. Sendo assim, a proposta deste estudo foi compreender os
efeitos da temperatura na fisiologia de individuos de quatro populagoes de G. caudata,
distribuidas ao longo de 10.959 Km, levando-se em consideragdo também outros
aspectos, como as possiveis consequéncias do efeito do aumento de temperatura previsto
no planeta Terra.

Foi possivel compreender o perfil de quatro diferentes populacdes de Gracilaria
caudata (Ceard, Bahia, Espirito Santo ¢ Santa Catarina) com relagdo a nove diferentes
tratamentos de temperatura, e como essas populagdes podem responder ao aumento de
temperatura previsto para o planeta. Entretanto, deve-se levar em conta que em condigdes
de laboratério ocorre a tentativa de isolar fatores abidticos como variaveis, e aplicar
metodologias a favor de compreender seus efeitos, embora esse isolamento possa nao
representar de forma completamente precisa o que ocorreria em ambiente natural. Foram
verificados os limites térmicos de cada uma das populacdes estudas. Os individuos da
populacdo da Bahia foram aqueles que apresentaram capacidade de sobrevivéncia em
maior amplitude térmica (15 a 33°C), seguidos dos individuos da populacdo do estado do
Ceara (18 a33°C), do ES (152 30°C), e de SC (18 a 30°C). A determinacao desses limites
permitiu inferir como essas populagdes responderiam a um possivel aumento de
temperatura no planeta, além de revelar as temperaturas em que ocorreram o melhor
desenvolvimento fisiologico. Esses dados sao importantes para avaliar a possibilidade de
cultivo dessa espécie para fins comerciais. Nesse sentido, ressalta-se o desempenho
fisiologico dos individuos procedentes do CE, que se mostraram mais promissores em
futuros cultivos.

O aumento de temperatura pode afetar de forma intensa as populagdes de G.
caudata ao sul e sudeste do pais, uma vez que estdo mais proximas ao limite geografico
de ocorréncia dessa espécie e mostrarem limites térmicos a temperatura de 30°C.
Entretanto, hd também chances de as populagdes da regido do nordeste serem afetadas

pelo aumento da temperatura, uma vez que ocorrem temperaturas acima dos 30°C nesta
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regido. O limite térmico para G. caudata procedente do Estado do Ceard foi de 33°C,
sendo que um possivel aumento de temperatura da 4gua do mar pode se aproximar deste
limite. Desta forma, tanto as populagdes do nordeste quanto as do Sul/Sudeste podem
estar ameagadas pelo aumento de temperatura global, porém em escalas diferentes.

Os individuos da populacdo do estado do Ceard apresentaram taxas de
crescimento e rendimento quantico maximo maiores do que os do estado do SC para
temperaturas mais altas (23 a 33°C), enquanto que os individuos procedentes de SC
apresentaram resultados para estas variaveis maiores que CE quando em tratamentos de
temperaturas mais baixas (18 e 20°C). Foi possivel observar também que os individuos
da populacédo do estado da BA, que é considerada uma populacédo de transicdo (AYRES-
OSTROCK et al., 2019), apresentou o maior limite térmico que as demais, o que pode
ser uma resposta fisiologica a sua grande diversidade genética e também ao fato de estar
submetida a variacGes de temperatura em seu ambiente natural, como consequéncia dos
efeitos de ressurgéncia, mesmo que ocorram de forma esporadica (VALENTIN et al.,
1987; VALENTIN, 2001; KAEMPF & CHAMPMAN, 2016). A populagéo do estado do
ES, que também esta na regido de transicdo (como a do estado da BA), por estar exposta
a condicGes ambientais unicas (HORTA et al., 2001), acabou por ser selecionada a ponto
de apresentar caracteristicas diferenciadas das demais populacdes.

Diante do exposto, € possivel afirmar que as quatro populagdes de G. caudata
utilizadas neste estudo apresentam perfis diferentes no que tange a resposta a diferentes
tratamentos de temperatura. As populagdes dos estados do Ceara (nordeste) e de Santa
Catarina (sul) apresentaram as respostas fisiologicas mais distintas entre si, e as
populagdes dos estados da Bahia e do Espirito Santo apresentam respostas fisioldgicas
intermediarias, semelhantes a populacdo do CE, ou a de SC. Deste modo, foi possivel
caracterizar a ocorréncia de ecotipos de temperatura e caracteriza-los de acordo com sua
sobrevivéncia a diferentes tratamentos de temperatura. A populacdo do CE esta mais
adaptada a condi¢des de temperatura mais alta, assim como a populagao do estado da BA.
J& a populagdo do estado de SC estd adaptada a temperaturas mais baixas, assim como a

populagdo do estado do ES.
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