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RESUMO GERAL

Respostas de curto periodo das caracteristicas fotossintéticas a temperatura e irradiancia
foram avaliadas na rodéfita Batrachospermum delicatulum em condi¢des naturais e em
laboratério. A variacdo didria dos parametros fotossintéticos por fluorescéncia da
clorofila foi amostrada em duas épocas (junho, periodo frio e seco; outubro, quente e
chuvoso) em um riacho da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo (20°43°24”S,
49°18°21”W). Os valores de RQE e RQP (rendimento quntico efetivo e potencial,
respectivamente) apresentaram correlacdo negativa com a irradiancia nas duas épocas e
valores similares no inicio e final do dia, indicando respectivamente alta pressdo de
excitacdo sobre o fotossistema II (FSII) e boa capacidade de recuperagdo e auséncia de
fotodano ao aparato fotossintético. Os valores de NPQ (extincdo nao-fotoquimica)
também apresentaram correlacdo negativa com irradiancia (significativa apenas em
junho), o que possivelmente indica baixa capacidade de dissipag¢ao da energia absorvida
pelos centros de reacdo. Sob temperatura e irradidncia fixas a variagdo didria para
fotossintese liquida foi caracterizada por dois picos: o primeiro (maior) durante a manha
e o segundo (menor) durante a tarde. Os valores de ETR (taxa de transporte de elétrons)
também apresentaram padrio semelhante, o que demonstra a ocorréncia de ritmos
enddgenos que controlam as taxas fotossintéticas. Curvas de fotossintese-irradiancia e
de inducdo escuro/luz foram testadas em laboratério (sob condi¢des de baixa e alta
irradiancia) e em campo sob luz natural (ndo-sombreada) e artificialmente sombreada
em duas épocas (junho e novembro). O isolado em cultura e as plantas em condi¢Oes
naturais (novembro) tiveram maiores valores de fotossintese maxima (Fy.y), eficiéncia
fotossintética (o) e rendimento quantico em baixa irradiancia. Em alta irradiancia
(laboratério e campo), os valores de fotoinibi¢ao () foram significativamente maiores
do que em baixa irradiancia. A correlagdo positiva entre ETR e NPQ observada nas
curvas de inducgdo, indica outro tipo de controle dindmico da fotossintese: aumento na
conversdo de energia do FSII pelo transporte de elétrons diretamente relacionado a um
aumento na dissipacdo térmica da energia capturada em excesso pelos centros de
reacdo. Em sintese, as caracteristicas fotossintéticas de B. delicatulum mostraram amplo
espectro de respostas, refletindo grande tolerancia, principalmente a irradiancia. Além
disso, as respostas de curto periodo confirmaram essencialmente caracteristicas de alga
de sombra. Porém, a espécie possui mecanismos eficientes para lidar com altas
irradidncias e apresenta respostas varidveis dependentes da estagcdo do ano e das
condi¢Oes de exposi¢do a luz, caracteristicas que provavelmente contribuem pra sua
ampla distribui¢ao espacial e ocorréncia temporal.

Palavras-Chaves: alga vermelha, irradiancia, fotossintese, fluorescéncia da clorofila,
temperatura, variagdo didria.



ABSTRACT

Short-term responses of photosynthetic characteristics to temperature and irradiance
were analyzed in the rhodophyte Batrachospermum delicatulum under natural and
laboratory conditions. The diurnal variation of photosynthetic parameters by
chlorophyll fluorescence was sampled in two seasons (June, cool and dry season;
October, warm and rainy season) in a stream of northwest region of Sao Paulo state
(20°43°24S, 49°18°21”W). Values of EQY and PQY (effective and potential quantum
yield, respectively) were negatively correlated with irradiance in both seasons and had
similar values at the beginning and end of the day, indicating, respectively high
excitation pressure on photosystem II (PSII) and good recovery capacity and lack of
photodamage to the photosynthetic apparatus. Values of NPQ (non-photochemical
quenching) were also negatively correlated with irradiance (significantly only in June)
possibly indicating low dissipation capacity of absorbed energy by reaction centres. The
diurnal variation of net photosynthesis under fixed conditions of temperature and
irradiance was characterized by two peaks the first (higher) in the morning and the
second (lower) in the afternoon. ETR (electron transport rate) values also presented a
similar pattern, suggesting the occurrence of endogenous rhythm that controls
photosynthetic rates. Photosynthesis-irradiance and dark/light (induction) curves were
tested in laboratory (under low and high irradiance conditions) and in field under natural
light (unshaded) and artificially shaded in two seasons (June and November).
Specimens from culture isolate and in natural conditions (November) had higher values
of maximum photosynthesis (Pm.x) photosynthetic efficiency (o) and EQY at low
irradiance, whereas at high irradiance (laboratory and field), values of B were
significantly higher than at low irradiance. A positive correlation between of ETR with
NPQ was observed in induction curves, indicating another kind of dynamic control of
photosynthesis: increase of PSII energy conversion by electron transport directly
coupled to an increase of heat dissipation of the excessive energy captured by reaction
centres. In summary, the photosynthetic characteristics of B. delicatulum revealed a
wide spectrum of responses, reflecting broad tolerance, particularly to irradiance. In
addiction, short-term responses essentially confirmed characteristics of shade-adapted
algae. However, the species has efficient mechanisms to cope with high irradiances and
present variable responses depending on the season and light exposure conditions,
characteristics that probably contribute to its wide spatial distribution and temporal
occurrence.

Key Words: diurnal variation, chlorophyll fluorescence, irradiance, photosynthesis,
temperature, red algae.



INTRODUCAO GERAL

Batrachospermum delicatulum (Skuja) Necchi & Entwisle é uma das espécies de
algas vermelhas continentais mais amplamente distribuidas no Brasil (NECCHI 1991).
Esta espécie tem sido estudada sob vdrios aspectos, a saber: dindmica sazonal
(PASCOALOTO & NECCHI 1990, NECCHI 1991, 1993), distribui¢do de micro-hébitat
(NEccHI 1997), fenologia (PASCOALOTO & NECCHI 1990, NECCHI & BRANCO 1999),
histérico de vida (NECCHI & ZUCCHI 1997), crescimento e conteido de pigmentos e
caracteristicas fotossintéticas (NECCHI & ZuccHI 2001, ZuccHi & NEccHI 2001,
NECCHI & ALVES 2005).

As populacdes desta espécie sdao consideradas tolerantes a variagdes
relativamente amplas de condi¢cdes ambientais (NECCHI 1993, 1997) e com estratégia
reprodutiva altamente eficiente (PASCOALOTO & NECCHI 1990, NECCHI 1997, NECCHI &
BRANCO 1999). Por conseqiiéncia, sdo observadas sob larga distribuicdo em termos
temporais, com ocorréncia ao longo de todas as estagdes do ano, e espaciais, tanto numa
unica bacia de drenagem (NECCHI 1993), quanto em escalas maiores (NECCHI 1991,
NECCHI et al. 1999).

Estudos sobre caracteristicas fotossintéticas de algas vermelhas continentais sao
relativamente escassos (KREMER 1983, SHEATH 1984, NECCHI & ZuccHI 2001),
principalmente com espécies tropicais. KREMER (1983) examinou a resposta a
irradiancia de quatro espécies de roddfitas continentais, as quais apresentaram pontos de
saturacdo relativamente baixos (100 a 400 pmol m™ s™), indicando preferéncia por
baixas irradiancias. As respostas a temperatura da taxa de fotossintese de trés dessas
algas também foram testadas, das quais duas exibiram maximo em torno de 15°C e uma
teve as mais altas taxas em 30 a 35°C.

NECCHI & ZUCcCHI (2001) analisaram as respostas de temperatura, irradiancia,
pH/forma de carbono inorganico e variagdo didria sobre as taxas de fotossintese de 15
populacdes representando oito espécies de algas vermelhas continentais em condigdes
de cultura e de campo, incluindo trés populagdes de B. delicatulum. Os parametros
derivados das curvas de fotossintese-irradiancia indicaram adaptagdo a baixas
irradiancias para todas as algas testadas, confirmando a tendéncia de ocorréncia sob

regimes de baixa irradidncia. A temperatura 6tima para a fotossintese foi varidvel entre



as espécies e populagdes (10 a 25°C), enquanto que as taxas de respiracdo apresentaram
uma tendéncia crescente com a temperatura, sendo os maiores valores encontrados em
20 ou 25°C. Os resultados dos experimentos de pH mostraram melhores performances
fotossintéticas em 6,5 ou 8,5 para a maioria das algas testadas, sugerindo uso indistinto
de bicarbonato e diéxido de carbono livre ou maior afinidade pelo carbono inorgénico
na forma de bicarbonato. Foi encontrado um padrao geral de variacdo didria para todas
as algas testadas, caracterizado por dois picos relativamente evidentes, um mais alto
pela manha e outro menor a tarde.

NECCHI (2004) analisou as caracteristicas fotossintéticas em resposta a
irradiancia de 33 espécies de macroalgas através das técnicas de fluorescéncia da
clorofila e oxigénio dissolvido. Curvas de fotossintese-irradidncia baseadas nas duas
técnicas indicaram adaptagdes a baixa irradiancia para Bacillariophyta e Rhodophyta,
caracterizadas por baixos valores de saturagdo, altos a moderados valores de eficiéncia
fotossintética (a) e fotoinibicdo (), o que sugere que elas sdo algas tipicamente
adaptadas a sombra. Em contraste, a maioria das espécies de Chlorophyta foram
relatadas como algas adaptadas ao sol, caracterizadas por altos valores de I, baixos de
o, € auséncia ou baixa fotoinibicdo. Cyanophyta e Xanthophyta foram grupos
intermedidrios em termos de adaptacdo a luz. Em estudo semelhante, NECCHI (2005)
analisou as caracteristicas fotossintéticas de 13 espécies de roddfitas continentais;
curvas de fotossintese-irradiancia também indicaram adaptacdo a baixas irradiancias em
todas as espécies analisadas, caracterizadas essencialmente pela ocorréncia de
fotoinibicdo, baixos valores dos parametros de saturagdo e de compensacdo e valores
relativamente altos de rendimento quantico efetivo do fotossistema (FSII).

Apesar de ser considerada uma planta de sombra, B. delicatulum, assim como
outras roddfitas continentais, pode estar exposta a elevadas irradiancias “in situ” (970-
2400 umol fétons m? s™) (NECCHI 1997; NECCHI & ZuccHI 2001; NECCHI & ALVES
2005). A exposicdo a uma irradiancia altamente em excesso daquela requerida para
saturar a fotossintese pode ser prejudicial, especialmente para algas adaptadas a
ambientes de baixa radiacdo (SAGERT et al. 1997). As estratégias de protecdo a
fotodanos de plantas crescendo sob luz excessiva na maioria das vezes envolvem:
indu¢do de mecanismos fotoprotetores e sintese de pigmentos e foi anteriormente

definida como fotoinibicdo dinamica da fotossintese; em contraste, a fotoinibi¢dao



cronica resulta na perda de atividade dos centros de reacdo do FSII. Mecanismos de
fotoprotecao asseguram que a energia absorvida em excesso pelo FSII seja dissipada na
forma de calor, evitando deste modo a fotoinativagdo e o fotodano (HANELT et al.
2006). Segundo FRANKLIN et al. (2003), tanto a fotoprotecdo quanto a fotoinativa¢ao
reduzem a eficiéncia na utilizacdo da luz, porém através de mecanismos marcadamente
diferentes. A fotoprotecdo envolve principalmente eventos no complexo antena do FSII
que diminuem a transferéncia de excitacdo para os centros de reagcdo, enquanto que a
fotoinativacdo envolve perda de fung¢do dos centros de reacdo do FSII, geralmente
acompanhada pela perda de proteinas D1 dos centros de reagdo.

NEccHI (2006) analisou as respostas de curto periodo das caracteristicas
fotossintéticas da alga vermelha Compsopogon coeruleus sob condi¢des de campo e de
laboratdrio. A variagdo didria dos parametros derivados da fluorescéncia da clorofila foi
medida em duas estacOes contrastantes do ano (inverno e outono) e curvas de
fotossintese-irradiancia e de indugdo escuro/luz foram testadas em laboratério em
condicdes simulatdrias de inverno e outono. Os resultados revelaram caracteristicas de
alga de sombra: valores de ETR relativamente baixos e altos de NPQ, indicando,
respectivamente, baixa capacidade do FSII na conversdo da energia e alta capacidade na
dissipacdo do calor da energia absorvida pelos centros de reacdo. Indicaram também a
existéncia de mecanismos para lidar com altas irradiancias: correlagdo negativa de RQE
com a irradiancia, o que sugere alta pressao de excitacao sobre o FSII e rdpida regulagcao
de NPQ, que permite eficiente dissipacao da energia capturada em excesso pelos centros
de reacdo. Outras caracteristicas gerais encontradas foram: fotoinibi¢do dinamica,
indicada pela diminui¢do seguida de aumento de ETR na curva de inducdo sob
condicdes de inverno (menor irradidncia), correlagdo positiva de ETR com a
temperatura, que sugere um mecanismo dependente da temperatura e valores similares
ou maiores de RQP e RQE no final do dia, que indica boa capacidade de recuperacdo e
auséncia de fotodano irreversivel ao aparato fotossintético.

Investigacdes utilizando fluorescéncia da clorofila tém se mostrado valiosas para
avaliacdo das respostas “in situ” dos parametros fotossintéticos em macroalgas
marinhas (HANELT et al. 1993, HADER et al. 1997, SAGERT et al. 1997, FLORES-MOYA
et al. 1999) e continentais (ENSMINGER et al. 2001 e NECCHI 2006). Entretanto, os

mecanismos de regulacdo da fotossintese e outros aspectos importantes relacionados



tais como: grau e extensdo da fotoinibicdo, taxas de recuperacdo apds exposicdo a
elevadas irradiancias e relacdo entre medi¢des em condicdes naturais e de laboratério
envolvendo irradidncia e temperatura em macroalgas continentais t€ém sido pouco
estudados.

Os objetivos gerais foram: 1) avaliar o ritmo didrio de parametros fotossintéticos
(taxas de fotossintese e parametros relacionados) da espécie B. delicatulum de uma
populacdo em condi¢des naturais e em cultura através de duas técnicas (concentracdo de
oxigénio dissolvido e fluorescéncia “in vivo” da clorofila) em condi¢des fixas de
temperatura e irradiancia no laboratorio e em condi¢Oes varidveis na Natureza. Essas
informacdes serdo importantes para extrapolacdes visando estimativas de produgdo
primdria didria, bem como para determinar os melhores hordrios para realizacdo de
experimentos em laboratério, visando discriminar efeitos de ritmos didrios e evitar
problemas na interpretagdo dos resultados. 2) comparar parametros fotossintéticos
derivados da fluorescéncia da clorofila e avaliar a capacidade de recuperacdo do
rendimento quantico de plantas aclimatadas a distintas condi¢des de irradidncia em
campo (natural x artificialmente sombreado) e em laboratério (baixa e alta) apds curto
periodo de exposicao.

As duas abordagens sdo complementares a aspectos ecoldgicos (distribuicao
espaco-temporal e relagdes com varidveis ambientais) e ecofisioldgicos (influéncia da
temperatura e irradidncia sobre crescimento, conteido de pigmentos e taxas
fotossintéticas) ja estudados anteriormente nesta espécie (NECCHI & ZuccHI 2001 e
ZUccHI & NECCHI 2001) e em conjunto permitirdo compreender as respostas da alga as
variagdes de temperatura e irradiancia, especialmente em situagdes extremas (baixas e
altas) e como tais caracteristicas influenciam na sua adaptabilidade a ambientes com
distintas condicdes ambientais e, conseqiientemente, na estratégia de manutencdo da
populacdo na Natureza.

O trabalho desenvolvido permitird testar trés hipéteses gerais: 1) o estudo em
laboratério, sob condi¢des fixas de temperatura e irradiancia, deverd demonstrar a
ocorréncia de ritmos enddgenos (com os picos esperados), tanto para o material de
campo quanto de cultura por ambas as técnicas; 2) o estudo em campo sob condi¢des
varidveis de temperatura e irradiancia, deverd indicar respostas sensiveis a irradiancia

(especialmente nos horéarios de maior incidéncia), por tratar-se de uma alga de sombra;



3) em condicdes experimentais de baixa irradiancia, tanto a alga em condi¢des naturais
quanto a de cultura, deverdo confirmar caracteristicas de planta de sombra: maiores
valores de efici€ncia fotossintética (o)) e taxas de recuperagdao do rendimento quantico,

menores valores de I e fotoinibicao (maior sob alta irradiancia).
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VARIACAO DIARIA DAS TAXAS FOTOSSINTETICAS
DA ALGA VERMELHA CONTINENTAL
Batrachospermum delicatulum EM CONDICOES

NATURAIS E EM LABORATORIO
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RESUMO

O ritmo didrio de parametros fotossintéticos de uma populagdo da alga vermelha
continental Batrachospermum delicatulum da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo
(20°43°24”S, 49°18°21”"W) foi avaliado em condi¢des naturais e em laboratério através
das técnicas de concentracdo de oxigénio dissolvido e fluorescéncia “in vivo” da
clorofila. Os espécimes de cultura e em condi¢des naturais apresentaram, sob condicdes
fixas de temperatura e irradidncia, um padrdo de variacdo didria para fotossintese
liquida representado por dois picos: o primeiro (geralmente maior) durante a manha e o
segundo (menor) durante a tarde. Este concorda com o padrio observado em
macroalgas marinhas e algumas roddfitas continentais. Os valores de ETR (taxa de
transporte de elétrons) também apresentaram padrdo semelhante de variacdo didria, o
que demonstra a ocorréncia de ritmos endégenos que controlam as taxas fotossintéticas,
visto que temperatura e irradiancia foram mantidas constantes. Estes resultados
confirmam a hipétese inicial de que em laboratério, sob condi¢des constantes de
temperatura e irradiancia, a espécie demonstraria a ocorréncia de ritmos endégenos,
tanto para material de campo quanto de cultura por ambas as técnicas. O estudo em
condi¢des naturais foi realizado em duas épocas contrastantes (junho, periodo frio e
seco; e outubro, periodo quente e chuvoso). As variagdes didrias dos parametros RQE
(rendimento quantico efetivo) e RQP (rendimento quantico potencial) apresentaram
correlagdo negativa com a irradiancia nas duas épocas de amostragem, assim como
valores similares no inicio e final do dia. Estes dados indicam, respectivamente, alta
pressdo de excitacdo sobre o fotossistema II (FSII); e boa capacidade de recuperacgdo e
auséncia de fotodano irreversivel ao aparato fotossintético pela exposi¢ao prolongada a
altas irradiancias. Foram observados niveis de recuperacdo mais baixos em outubro, que
sugerem maior pressdao de excitacdo sobre o FSII, o que pode ser atribuido a maior
irradidncia nesta época. Os valores de NPQ (extingdo ndo-fotoquimica) também
apresentaram correlacdo negativa com a irradiancia (significativa apenas em junho), o
que possivelmente indica uma baixa capacidade de dissipacdo da energia absorvida
pelos centros de reacdo. Os resultados evidenciaram o padriao de variagdo didrio tipico,
com evidente resposta a irradiancia, fato que confirmou a hipétese inicial de que sob
condi¢des varidveis de temperatura e irradidncia em campo, a espécie apresentaria

respostas sensiveis a irradiancia, por tratar-se de alga de sombra.

Palavras-Chaves: alga vermelha, fotossintese liquida, fluorescéncia da clorofila,

varia¢do didria.
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INTRODUCAO

Estudos sobre variacdo didria nas taxas fotossintéticas sdo relevantes para avaliar
como as algas ajustam o aparato fotossintético as variacdes de curto periodo de
temperatura e irradidncia bem como a verificacio da existéncia de ritmos didrios
enddgenos (circadianos). O padrao de variacdo didria tipico para macroalgas marinhas
(Ramus 1981) indica a ocorréncia de dois picos, um na metade do periodo da manha e
outro (menor) na metade da tarde, com queda em torno do meio-dia. NECCHI & ZUCCHI
(2001) mostraram resultados essencialmente semelhantes para algas vermelhas
continentais, incluindo uma populacdo de Batrachospermum delicatulum. NECCHI &
ALVES (2005) descreveram padrdo geral de variacdo didria para todas as populacdes
testadas de B. delicatulum, caracterizado por dois picos relativamente evidentes, um
mais alto pela manha e outro menor a tarde. Entretanto, esses estudos restringiram-se
apenas a utilizacao da técnica de oxigénio em condi¢des de laboratdrio.

Padroes didrios da fotossintese foram estudados em populagdes de Cladophora
glomerata de ambientes abertos e fechados por ENSMINGER et al. (2001) e mais
recentemente em uma populacdo de Compsopogon coeruleus em duas estagoes distintas
do ano por NECCHI (2006). Ambos os estudos encontraram correlagcdes entre parametros
fotossintéticos derivados da fluorescéncia da clorofila com a variagdo didria da
temperatura e irradiancia.

As variagcdes didrias de temperatura afetam o metabolismo fotossintético
determinando a distribui¢do sazonal de algas bentonicas (DENICOLA 1996), bem como
efeitos de curto periodo sobre a fotossintese (DAVISON 1991). Algas enfrentam
flutuagcdes de temperatura em diferentes escalas de tempo, incluindo didria, sazonal e de
longo periodo (inter-anual) associadas com ciclos climdticos naturais (DAVISON 1991).

Variacdes de irradiancia em distintas escalas de tempo também afetam a
fotossintese de algas de diferentes maneiras, com respostas didrias, sazonais ou anuais
(KIRK 1994). Portanto, devem existir mecanismos que permitem ajustes do aparato
fotossintético em diferentes escalas de tempo (SAGERT & SCHUBERT 2000). Em
condic¢des de alta irradiancia, a fotoinativagdo e o fotodano oxidativo sdo evitados pela
regulagdo negativa da pressdao de excitacdo sobre o fotossistema II (FSII) e pela
extincdo do estado de excitagdo duradouro potencialmente prejudicial da clorofila

(SCHUBERT et al. 2006). Medicdes in “situ” revelam mudancgas didrias na eficiéncia
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(rendimento quantico) e na taxa méaxima de fotossintese que estdo relacionadas a luz
incidente e extremamente dependente do estado de pré-adaptagdo (FRANKLIN et al.
2003). Nas horas centrais do dia, as plantas estdo expostas a niveis de irradiancia que
podem exceder em muitas vezes a capacidade de saturacdo da alga (RANIELLO et al.
2004). Assim, a captagdo eficiente da luz é requerida sob baixa irradiancia, no nascer e
no por-do-sol, enquanto o fotodano deve ser evitado sob altas irradiancias, em torno do
meio-dia (RANIELLO et al. 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o ritmo didrio de parametros fotossintéticos
da espécie de alga vermelha Batrachospermum delicatulum em uma populagdo em
condi¢Oes naturais € em cultura através de duas técnicas (concentracdo de oxigénio
dissolvido e fluorescéncia “in vivo” da clorofila). A abordagem em condi¢des naturais
permitiu analisar o controle dindmico (aumento x diminui¢do, inibi¢do x recuperacao)
da fotossintese em resposta a temperatura e irradidncia em curto periodo, em duas
épocas distintas, através do acompanhamento didrio dos parametros fotossintéticos da
populacdo. O estudo em laboratdrio, sob condi¢des fixas de temperatura e irradiancia,
permitiu avaliar a existéncia de ritmos endégenos (circadianos) que atuam na regulacio
das taxas fotossintéticas ao longo do dia.

O trabalho desenvolvido permitiu testar duas hipdteses gerais: 1) o estudo em
laboratério, sob condi¢des fixas de temperatura e irradiancia, deverd demonstrar a
ocorréncia de ritmos endogenos (com os picos esperados), tanto para o material de
campo quanto de cultura por ambas as técnicas, conforme ja descrito em trabalhos
anteriores (NECCHI & ZUCCHI 2001 e NECCHI & ALVES 2005); 2) o estudo em campo
sob condicdes varidveis de temperatura e irradiancia, deverd indicar respostas sensiveis
a irradiancia (especialmente nos hordrios de maior incidéncia), por tratar-se de uma alga

de sombra.

MATERIAL E METODOS
Material

Foi analisada uma populacdo natural de B. delicatulum do Cérrego Talhadinho,
no municipio de Sdo José do Rio Preto, Distrito de Talhados, estrada municipal SJR-
351, 20°43°24”’S, 49°18°21”W. Apenas o gametdfito ocorre neste local, durante todo o

ano, o qual apresenta tipicamente um periodo definido de maior crescimento, que
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estende-se de abril a outubro com pico no periodo de julho a agosto (NECCHI & BRANCO
1999). A mesma populacdo é mantida em cultura (isolado no. 43) no Laboratério de
Ficologia do Departamento de Zoologia e Botanica, da UNESP, Campus de Sao José do
Rio Preto. O gametéfito confere uma vantagem para este estudo, por ser mais sensivel
as flutuacdes das varidveis ambientais (NECCHI 1993, 1997, NECCHI & BRANCO 1999).
Os experimentos foram realizados com a populagao de campo e o respectivo isolado de
cultura. O estudo com material em cultura foi feito a partir de isolado em fase
exponencial de crescimento. O estudo em condi¢des naturais foi realizado em duas
épocas contrastantes da regido dentro do periodo de crescimento da populacdo: meio do
periodo frio e seco (18 de junho de 2005) e inicio do periodo quente e chuvoso (07 de

outubro de 2005).

Avaliacao das taxas de fotossintese pela técnica de oxigénio dissolvido

As taxas de fotossintese liquida das populagcdes em condi¢des naturais e em
cultura foram determinadas através de incubacdes em laboratdrio por meio da técnica de
oxigénio com frascos claros e escuros (LITTLER & ARNOLD 1985, THOMAS 1988). As
concentracdes de oxigénio dissolvido (OD) no inicio e final das incubagdes foram
medidas com uso do oximetro Yellow Springs, mod 5000, provido de sonda com auto-
agitacdo. Foram utilizados trés frascos claros. As concentra¢des de OD iniciais e finais
foram medidas separadamente em cada frasco. Os cdlculos foram feitos com aplicagcao
da seguinte formula (LITTLER & ARNOLD 1985):

Fotossintese liquida (FL) = ((FC-FCI )/ T ) /P, onde:

FC = concentracdo de OD nos frascos claros apés a incubacdo (mg L) x

volume do frasco em litros (neste caso 0,110);

FCI = concentracio de OD nos frascos claros antes da incubagio (mg L) x

volume do frasco em litros.

T = tempo em horas.

P = peso seco da alga, em gramas.

O peso fresco inicial da alga foi semelhante ao utilizado em trabalho anterior
(NEccHI & ZuccHl 2001): 100 = 10 mg. Este foi medido antes das incubagdes, através
de rapida secagem do excesso de dgua com papel absorvente, para evitar discrepancia

de biomassa das algas entre as réplicas. Apds as incubagdes as amostras foram



15

congeladas para posterior determina¢do do peso seco, que foi obtido através de secagem
da alga em estufa a 105 °C por 24 h. Para a determinagdo do peso fresco e peso seco foi

utilizada balanga analitica Quimis, mod. SA 210, com resolugdo de 0,1 mg.

Incubacoes em laboratério

As incubagoes foram realizadas sob temperatura de 20°C e irradiancia de 74,5 +
2,8 umol m? s™' (conforme NECCHI & ZuccHI 2001) em periodos de 50 minutos ao
longo do periodo luminoso do dia (7:00-19:00h). Para o isolado em cultura foi realizado
um unico perfil didrio em 11 de fevereiro de 2005, enquanto que para o material de
campo foram feitas duas avaliacdes nas mesmas épocas das medi¢cdes em campo. As
incubacoes foram realizadas no interior de incubadoras refrigeradas Marconi, mod. MA
830/A, equipada com plataforma de frascos com agitagdo orbital e controle eletronico
de temperatura. A iluminacdo foi fornecida por lampadas fluorescentes (branca fria) de
15 W (Osram). Os espécimes foram acondicionados em frascos de vidro transparentes
(transparéncia de 98,5%) com capacidade de 110 mL. A rotacdo empregada nos
experimentos foi de 100 £ 5 rpm. Para os experimentos com material de cultura
utilizou-se meio dgua-solo 20:1 (NECCHI & ZuccHi 2001). Para a populagdo em
condig¢des naturais foi usada amostra de dgua do préprio riacho previamente filtrada. A
filtragem de 4gua foi feita com sistema de filtragem a vacuo Millipore utilizando-se
filtro Whatman GF/C, com poro de 1,2 um. Para evitar saturacao, efetuou-se reducao da
concentracdo de oxigénio dissolvido na dgua através de aquecimento. Para prevenir a
limitagdo por CO; e nutrientes a d4gua ou o meio de cultura dos frascos de incubagdo
foram substituidos em intervalos de 3 horas.

Antes das incubacdes as plantas (tanto aquelas provenientes de cultura, quanto
as coletadas em condi¢Oes naturais) foram mantidas por 12 horas em condicdes
constantes de temperatura (20°C) no escuro. As plantas foram acondicionadas em
estufas incubadoras dentro de erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de
cultura (dgua-solo) para as provenientes de cultura ou dgua do riacho filtrada para as

provenientes de campo.
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Avaliacao da fotossintese por fluorescéncia

A avaliacdo da fotossintese das populacdes em condi¢des naturais € em cultura
através de fluorescéncia da clorofila foi realizada com fluordmetro sub-aquatico Walz,
modelo Diving-PAM. As medicdes foram efetuadas em intervalos de uma hora ao longo
do dia, sendo que aquelas em campo nos seguintes periodos: junho (8:00-18:00h) e
outubro (7:00-18:00h) Foram analisados os parametros fotossintéticos especificados
abaixo. Os cdlculos e a terminologia seguem SCHREIBER et al. (1994) e VAN KOOTEN &

SNEL (1990), respectivamente.

1) Rendimento quantico potencial (“potential quantum yield”) — RQP = F,/F,,, onde:

F, = fluorescéncia méxima de uma planta adaptada ao escuro.

F, = fluorescéncia variavel.

Este parametro indica a quantidade de moléculas de clorofila oxidadas (disponiveis) nos
centros de reacdo do FSII, ou seja, os centros de reacdo abertos de uma planta adaptada

ao escuro.

2) Rendimento quantico efetivo (“effective quantum yield”’) —-RQE = AF/F,,, onde:

AF = F,- F,

Fiy = fluorescéncia maxima de uma planta iluminada;

F; = fluorescéncia transitéria.

Este pardmetro indica a mesma caracteristica do que o anterior, porém, refere-se a uma
planta sob iluminag@o.

3) Taxa de transporte de elétrons (“electron transport rate”) - ETR = AF/F, x
irradiancia x coeficiente de absor¢do (segundo KROMKAMP et al. 1998), onde:

AF/F,, conforme especificado acima;

Irradiancia em pmol m?s™

Coeficiente de absor¢ao de luz da alga = 0,80 (cultura) e 0,87 (campo). Os valores deste
coeficiente foram estimados cobrindo-se o sensor quantico com um pldstico preto
contendo um orificio circular de 0,5 cm de didmetro. Mediu-se a irradiancia sem a
presenca da alga (100%) e com a alga colocada sobre este orificio em campo (luz solar e
plantas de campo) e em laboratério (lampada fluorescente e espécimes de cultura).

Tomou-se a média de 10 medicdes.
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ETR representa a taxa de transporte de elétrons do FSII para o FSI; apresenta
tipicamente uma relagdo direta (linear) com a taxa de fixacdo de CO; ou de liberacao de

0, em condig¢des saturantes de CO, e baixa concentrac¢io de O,.

4) Extin¢do ndo-fotoquimica da fluorescéncia (“non-photochemical quenching”) - NPQ
= (Fn — Fw) / Fy , onde:

Fi e Fiy, conforme especificado acima.

Este parametro indica a perda de energia por processos ndo fotoquimicos, ou seja,
dissipacdo do excesso de energia absorvido pelos centros de reacao através de calor.

As medic¢des destes pardmetros, em campo e em laboratdrio, foram feitas a partir
de trés plantas. Foram construidas curvas rapidas de luz (WHITE & CRITCHLEY 1999)
em nove niveis crescentes de irradiancia (0, 2, 60, 82, 172, 217, 405, 495 e 689 umol m"
2sh.0 tempo de exposi¢do em cada nivel de luz foi de 15 s. Imediatamente apds as
incubacoes, as plantas foram posicionadas diretamente sobre a extremidade do cabo de
fibra 6ptica do fluordmetro, com uso do acessério do aparelho (suporte magnético de
amostra). Foram computados os valores de ETR no nivel de luz coincidente com o pico
na curva de luz (ETRx), que geralmente ocorre em 405 pmol m~ s nesta espécie. Os
valores de NPQ também foram computados no nivel mdximo da curva, que geralmente
ocorre em 689 umol m™ s nesta espécie. Apés a obtengdo das curvas de luz, as plantas
em campo, foram aclimatadas ao escuro por 10 min. com uso de acessério do proprio
fluorometro (“dark leaf clip”) para medi¢cdo do rendimento quantico potencial. Este
periodo de adaptacdo ao escuro (modificado de ENSMINGER et al. 2001) foi previamente
testado e mostrou-se suficiente para obtengao de resposta.

Curvas de indugdo escuro/luz (Kautsky) foram obtidas as 9:00, 12:00 e 15:00
horas das plantas previamente adaptadas ao escuro, através da aplicacdo de irradiancia
constante (170 pumol m-2s-1), fornecida pela fonte luminosa do fluordmetro, separado
por 14 pulsos de luz saturante em intervalos de 15s, iniciados 30s apds o primeiro
pulso. O primeiro pulso serviu para medicdo do rendimento quantico potencial, os

demais para determinagdo da taxa de transporte de elétrons e extingdo nao-fotoquimica.
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Medicao de variaveis ambientais

As medi¢des foram realizadas continuamente ao longo do dia (7:00-18:00h em
junho e 6:30-18:00h em outubro) A irradiancia foi medida através de registros a cada 15
min. (a partir de média de dados obtidos a cada 30 segundos) com uso do quantometro
(“Data Logger”) Li-Cor LI-1400 e sensor quantico esférico Li-Cor LI-193 SA. O sensor
foi posicionado abaixo da superficie da dgua a profundidade de 7,0 cm em junho e 9,0
cm em outubro o mais préximo possivel da drea com presencga de algas. A temperatura e
turbidez da 4gua foram registradas em intervalos de 30 minutos com uso do medidor de

qualidade da 4gua Horiba, mod U-10, equipado com sonda de multiplos parametros.

Analise estatistica dos dados

Resultados anteriores (NECCHI & ZuccHI 2001 e dados ndo publicados)
mostraram que todas as varidveis apresentam curvas de variacdo normal e atendem as
premissas para aplicacdo de testes estatisticos paramétricos. Para testar a ocorréncia de
diferencas significativas para os parametros fotossintéticos, os dados foram submetidos
a Andlise de Variancia (ANOVA - unifatorial) e teste de comparagdo madaltipla “a
posteriori” de Newman-Keuls (ZAR 1999). O fator testado foi o hordrio do dia. Para
testar as diferencas das varidveis ambientais entre as duas épocas, aplicou-se o teste t de
Student (ZAR 1999). Para verificar a associacdo entre as varidveis ambientais
(temperatura e irradiancia) e os parametros fotossintéticos aplicou-se o coeficiente de
correlacdo r de Pearson (ZAR 1999). Estes testes foram executados através do software
Statsoft Statistica, versdao 6. Para a confeccdo dos gréaficos foi utilizado o software

Microcal Origin, versao 5.0.

RESULTADOS
Variacao diaria em laboratério

Os valores do rendimento quantico efetivo (RQE) e da extin¢cdo nao-fotoquimica
(NPQ) obtidos para o material em cultura (Figura 1), ndo apresentaram diferencas
significativas ao longo do periodo, como indicado pela andlise de variancia (ANOVA,
F=0,96, p=0,50 e F=1,63, p=0,16, respectivamente). Ambos mostraram suave tendéncia

de queda e foram positivamente correlacionados entre si (r=0,87, p<0,001).
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A taxa de transporte de elétrons (ETR) apresentou dois picos (Figura 1): um
menor as 11:00h e o outro maior as 16:00h, e posteriormente decaiu de maneira
constante até o final do periodo. ETR ndo apresentou correlacao significativa com os
demais parametros (r= 0,06 — 0,27, p>0,05).

A taxa de fotossintese liquida também apresentou dois picos (coincidentes com
os horérios da variacao didria de ETR), sendo que as 13:00 horas atingiu o menor valor
e ap6s o segundo pico oscilou até o fim do periodo (Figura 1). Apesar do padrao didrio
semelhante ndo apresentou correlacio significativa com ETR (r=0,27, p=0,39).

Resultados do primeiro experimento com material de campo, mostraram que os
valores de fotossintese liquida e os de NPQ, ndo apresentaram diferencas significativas
ao longo do periodo de luz (Figura 2), conforme indicado pela ANOVA (F=1,26,
p=0,30 e F=1,29, p=0,29, respectivamente). Os valores de NPQ aumentaram até as
13:00 horas e posteriormente apresentaram uma suave tendéncia de queda até o final da
tarde (Figura 2).

A variacao da fotossintese liquida evidenciou um primeiro pico maior as 11:00h
e um segundo menor as 14:00 horas, oscilando antes e depois desses picos (Figura 2).
Os valores de ETR tiveram uma acentuada queda do inicio da manha ao inicio da tarde
(9:00-13:00h), seguida por uma recuperacdo suave e gradual (com oscilagdes) até o
final do periodo (Figura 2).

A variacao de RQE apresentou uma tendéncia de diminuicao no decorrer de todo
periodo (Figura 2) e correlacionou-se positivamente com fotossintese liquida (r=0,63,
p<0,05) e com ETR (r=0,85, p<0,001). Comparado com os valores de RQE obtidos do
experimento com material em cultura houve também correlagdo positiva (r=0,91, p<
0,001). Os demais parametros (ETR, NPQ e fotossintese liquida) ndo apresentaram
correlagdo significativa entre os experimentos com plantas de cultura e provenientes de
condig¢des naturais (r=-0,03-0,16 p>0,05).

No segundo experimento utilizando-se plantas de campo (Figura 3) nenhum dos
parametros medidos apresentou diferencas significativas ao longo do periodo amostrado
(F=0,75-1,32, p>0,05). Os valores de fotossintese liquida apresentaram um pico maior
as 11:00h e um menor as 14:00h, oscilando antes e depois desses picos (Figura 3). A
fotossintese liquida ndo apresentou correlagdo com os demais parametros (r=-0,42-

0,10, p>0,05).
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Os valores de NPQ oscilaram ao longo de todo periodo com tendéncia de
diminui¢do com o menor valor as 19:00h (Figura 3). NPQ também ndo apresentou
correlagdo com os demais parametros (r= -0,06-0,10, p>0,05 ). A variacdo de ETR e
RQE apresentou padrao semelhante com correlagao positiva entre si (r=0,85, p<0,001).
Houve uma queda constante no inicio da manha, seguida por dois pequenos picos as
12:00h e as 15:00h e apds esse hordrio aumento também constante até o final do periodo
(Figura 3).

Comparando os dois experimentos utilizando material de campo nenhum dos

parametros apresentou correlacdo significativa (r=-0,04-0,54, p>0,05).

Variacao diaria em condicoes naturais

Os valores de temperatura, irradiancia e turbidez foram significantemente
diferentes entre os dois periodos de amostragem (Tabela 1, Figuras 4 e 5). A
temperatura e a irradidncia foram menores em junho, enquanto que a turbidez em
outubro. A temperatura teve aumento continuo até alcangar o pico entre 14:30 e 15:30h
e diminuiu até o fim do periodo em ambas épocas de amostragem. A irradiancia foi
muito baixa até as 10:00h e aumentou bruscamente apds esse hordrio; manteve-se alta
entre 11:00h e 15:00h e decresceu também abruptamente a partir de entdo.

Todos os parametros fotossintéticos medidos em condi¢des naturais em junho
(Figura 4) apresentaram diferengas significativas ao longo do periodo amostrado
(F=5,50-16,22, p<0,001). Os valores de ETR oscilaram ao longo do periodo,
alcangando seu médximo as 17:00 horas e ndo apresentaram correlagdo significativa com
os demais parametros (r=-0,19-0,37, p>0,05).

Os valores de NPQ (Figura 4) mostraram queda acentuada pela manha (9:00h as
12:00h), mantiveram-se baixos até as 16:00h e elevacdo no final da tarde (100,8% em
comparacdo ao inicio do dia). Esta varidvel correlacionou-se negativamente com a
irradiancia (r=-0,89, p<0,001) e com a temperatura (r= -0,72, p<0,05).

Os valores de RQE e RQP (Figura 4) variaram de maneira similar durante o
periodo: com queda a partir das 11:00h, valores baixos das 12:00-16:00h e recuperacao
no final da tarde (106,3% e 100,1%, respectivamente, em comparacio ao inicio do dia).
Ambos correlacionaram-se positivamente entre si (r=0,95, p<0,001) e apresentaram

correlagdo positiva com a extingdo nado-fotoquimica (r=0,87-0,90, p<0,001) e negativa
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com a irradiancia [r=-(0,75-0,78), p<0,01]. Comparado com o primeiro experimento
realizado em laboratério, utilizando-se plantas de campo, os valores de NPQ
correlacionaram-se negativamente (r=-0,71, p<0,05), enquanto que RQE e ETR nao
apresentaram correlacdo significativa.

Todos os parametros medidos em outubro, (Figura 5) também apresentaram
diferencas significativas ao longo do periodo amostrado (F=6,71-10,32, p<0,001). Os
valores de ETR mostraram uma queda no inicio do periodo alcangando seu menor valor
as 9:00h, seguida de recuperacao apresentando dois picos intermedidrios (11:00h e
14:00h) e um maior as 18:00h. Os valores de ETR nao se correlacionaram com os
demais pardmetros, nem com as varidveis ambientais (r=-0,27-0,54, p>0,05).

Os valores de NPQ (Figura 5) apresentaram uma queda acentuada no periodo da
manha (8:00-9:00h), oscilaram das 9:00-15:00h e mostraram uma tendéncia crescente a
partir das 15:00h até o final do dia. Os valores de NPQ tiveram correlacdo positiva com
RQE (r=0,90, p<0,001).

Os valores de RQE (Figura 5) apresentaram uma tendéncia de queda pela manha
(8:00-10:00h), alcangando seu menor valor as 13:00h, com oscilacdo seguida de gradual
recuperagdo apds 15:00h até o final do dia (95,7% em comparacdo ao inicio do dia). Os
valores de RQE tiveram correlagdo positiva com os de RQP (r=0,59, p<0,05) e negativa
com os de irradiancia (r=-0,74, p<0,01). RQP (Figura 5) mostrou uma queda acentuada
das 9:00h as 10:00h e mais leve das 10:00h as 12:00h, das 12:00-15:00h recuperacgao até
o final do dia (84,7 % em comparacdo ao inicio do dia). RQP apresentou correlacdao
negativa com a irradidncia e com a temperatura (r=-0,72 e -0,71, p<0,01,
respectivamente). Os valores de RQP foram, em regra, menores do que os de RQE,
contrariamente ao esperado, porém nao diferiram significativamente.

Comparado com o segundo experimento realizado em laboratério, utilizando-se
plantas de campo, os valores de RQE correlacionaram-se positivamente (r=0,80,
p<0,01), enquanto que os de ETR e NPQ ndo apresentaram correlacdo significativa.
Comparando os dois experimentos de campo, os valores de RQE e RQP apresentaram
correlagdo positiva (r=0,75, p<0,01 e r=0,63, p<0,05, respectivamente), a0 passo que
ETR e NPQ ndo apresentaram correlagdo significativa.

Parametros derivados das curvas de inducdo escuro/luz obtidos as 9:00, 12:00 e

15:00 horas mostraram resultados diferentes nas duas épocas testadas, sendo que
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maiores valores de ETR e NPQ foram encontrados em junho e outubro, respectivamente
(Figura 6).

Em junho os valores de ETR (Figura 6) mostraram padrdo de variacdo
semelhante em todos os horérios, caracterizado por um aumento stubito, seguido por
ligeiro aumento e estabilizacdo. Os valores de NPQ (Figura 6) também apresentaram
um padrdo semelhante em todos os horarios, caracterizados por um pico inicial seguido
por uma queda, inicialmente abrupta e depois gradual e estabilizacao ao final do periodo
de exposicdo a luz. A correlagdo entre ETR e NPQ foi negativa as 12:00h e as 15:00h
(r=-0,86 e r=-0,85, p<0,001, respectivamente), enquanto que as 9:00h ndo houve
correlacdo significativa.

Em outubro os valores de ETR (Figura 6) foram caracterizados por aumento
lento e gradual as 9:00h e 15:00h, ao passo que as 12:00h houve um aumento mais
acentuado até os 2 min seguido por uma suave queda. Os valores de NPQ (Figura 6)
mostraram padrdo de variacdo semelhante em todos os hordrios, caracterizado por um
aumento inicial e posterior estabilizacdo com suave tendéncia de aumento. A correlacao

entre ETR e NPQ foi positiva em todos os horérios (r=0,98 - 0,76, p<0,001).
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Tabela 1. Caracteristicas do local de estudo em duas épocas (18 de junho 2005 e 07 de
outubro 2005) durante as medi¢des dos parametros fotossintéticos. Os valores
representam a média + desvio padrao. Letras distintas indicam diferencas significativas

(p<0,05) pelo teste ¢ de Student.

Epocas
Variaveis Junho Outubro
Temperatura (°C)* 19,4+ 1,5 (a) 222 +2,1(b)
Irradidncia (pmol m™?s™)° 1230,5 + 358,5 (a) 1487,0 + 517,3 (b)
Turbidez (NTU)? 16 + 4 (a) 6+ 1 (b)

a. n=22 (junho) ou 23 (outubro)
b. n=43 (junho) ou 45 (outubro)
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DISCUSSAO

Os dados de fotossintese liquida obtidos para o isolado em cultura e para
populacdo em condi¢des naturais concordaram essencialmente com o padrio de
variacdo didria descrito por RAMUS (1981) para algas marinhas. Este padrdao foi
anteriormente confirmado em condi¢des de laboratério por NECCHI & ZUCCHI (2001)
para roddfitas continentais € por NECCHI & ALVES (2005) para esta mesma espécie. Em
condi¢Oes fixas de temperatura e irradidncia pode-se verificar também a ocorréncia de
padrdo de variacdo didria dos parametros medidos através da técnica da fluorescéncia da
clorofila (especialmente de ETR). A esperada correlacao entre ETR e fotossintese
liquida nao foi observada, mas ambas varidveis evidenciaram padrdo semelhante de
variacdo didria. Este padrdo foi caracterizado pela ocorréncia de dois picos: um
geralmente maior durante o periodo da manha e um segundo menor no periodo da tarde.
Isto sugere a existéncia de um ritmo endégeno que determina as variagdes nas taxas
fotossintéticas, considerando que irradiancia e temperatura foram mantidas constantes.
Assim, foi confirmada a hipdtese inicial de que em laboratério, sob condigdes
constantes de temperatura e irradiancia, a espécie demonstraria a ocorréncia de ritmos
enddgenos, tanto para material de campo quanto de cultura por ambas as técnicas. Estes
resultados também sdo importantes, pois, indicam o melhor periodo para realizacdo de
experimentos de fotossintese, a fim de discriminar a interferéncia do ritmo didrio
evitando assim interpretacOes erroneas (HENLEY 1993).

No acompanhamento em campo realizado em outubro, os valores de RQP foram
ligeiramente menores do que os de RQE, contrariamente ao esperado, provavelmente
devido a maior irradidncia apresentada na estagcdo. Portanto, os periodos de aclimatagcdo
ao escuro (de 10 min.) devem ter sido insuficientes para que as moléculas de clorofila
dos centros de reacdo se reduzissem, apesar de serem maiores do que os utilizados (5
min.) por ENSMINGER et al. (2001) para a cloréfita Cladophora glomerata. Em
experimentos futuros com algas vermelhas em condi¢Ges naturais esse tempo deve ser
reavaliado, levando-se em consideracdo os niveis de irradiancia ao qual as algas estardo
expostas.

ENSMINGER et al. (2001) verificaram em populagdes de C. glomerata que os
valores de NPQ aumentaram rapidamente com o aumento da irradidncia, tanto em

plantas de ambiente aberto, quanto de ambiente sombreado. Entretanto, em nosso
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estudo de campo em junho, os valores de NPQ diminuiram com o aumento da
irradiancia (correlacdo negativa significativa). Considerando que em condi¢des de alta
irradiancia, a dissipa¢do nao-fotoquimica da energia excessiva capturada pelos centros
de reacdo € refletida pelo parametro NPQ (DEMMIG-ADAMS et al. 1996), a correlagdao
observada indica possivelmente uma baixa capacidade de dissipagdo da energia
absorvida pelos centros de reagdo, neste periodo do ano.

Curvas de indugdo escuro/luz fornecem importante informagdo sobre a
performance fotossintética de uma planta adaptada ao escuro, em que as enzimas do
ciclo de Calvin estdo parcialmente inativadas e depois sdo ativadas pela luz durante os
primeiros minutos de iluminacdo, permitindo assim interpretacdo confidvel do efeito de
Kautsky (SCHREIBER et al. 1994). Dados da extingdo ndo-fotoquimica (NPQ) derivados
destas curvas obtidas em outubro revelaram rapido aumento na dissipacdo da energia
capturada pelos centros de reacdo, acompanhada pelo aumento de ETR (correlagdo
positiva). Em junho, quando a irradidncia média foi menor, ocorreu o inverso
(correlacdo negativa, exceto as 9:00h), indicando um melhor aproveitamento da energia
captada, refletido por maiores valores de ETR e menores de NPQ, quando comparado
com os dados de outubro. Estes dados coadunam-se com o fato de tratar-se de uma alga
de sombra.

A populacao estudada em condigdes naturais apresentou correlacdo negativa de
RQE e RQP com a irradiancia em ambas as épocas de amostragem, que sugere alta
pressdo de excitacdo sobre o fotossistema II (ENSMINGER et al. 2001). Outro padrao
geral observado na variacdo didria foi a ocorréncia de valores similares no inicio e final
do dia de RQE e RQP. Este padrao foi observado em macroalgas marinhas (HANELT et
al. 1993, HADER et al. 1997, SAGERT et al. 1997) e continentais (ENSMINGER et al. 2001)
e sugere boa capacidade de recuperacdo e auséncia de fotodano irreversivel ao aparato
fotossintético pela exposicdo prolongada a altas irradiincias. Os niveis de recuperagcao
mais baixos observados em outubro sugerem maior pressao de excitacdo sobre o FSII
nesta época, o que pode ser atribuido a maior irradiancia. Tal caracteristica parece ser
relevante para macroalgas continentais de regides tropicais, usualmente expostas a
elevadas irradiancias ao longo da maior parte do ano.

As caracteristicas descritas concordam com aquelas reportadas por ENSMINGER

et al. (2001) tanto para algas de ambientes abertos, quanto para as de ambientes
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sombreados. Evidenciaram o padrdo de variacdo didrio tipico, com evidente resposta a
irradiancia, fato que confirmou a hipétese inicial de que sob condicdes varidveis de
temperatura e irradidncia no estudo em campo, a espécie apresentaria respostas
sensiveis a irradiancia, por tratar-se de alga de sombra.

As amplas respostas dos parametros fotossintéticos as variagdes, principalmente
de irradiancia, da populacdo de B. delicatulum, refletem grande tolerancia a ambientes
varidveis. Tal caracteristica provavelmente contribui para a extensa distribuicao espacial
em vdrias escalas: bacia de drenagem (NECCHI 1993), regides ou biomas (NECCHI et al.
1999) e mundial, sendo uma das espécies de alga vermelha continental mais

amplamente distribuida no Brasil (NECCHI 1991).
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CAPITULO II

RESPOSTAS DE CURTO PERIODO DAS
CARACTERISTICAS FOTOSSINTETICAS DA ALGA
VERMELHA Batrachospermum delicatulum A
DISTINTAS IRRADIANCIAS EM CONDICOES

NATURAIS E EM LABORATORIO
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RESUMO

Caracteristicas fotossintéticas de uma populacdo da alga vermelha continental
Batrachospermum delicatulum da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo (20°43°24”S,
49°18°21”W) em resposta a distintas condi¢des de irradidncia apds curto periodo de
exposicao (4 horas) foram avaliadas em condi¢des naturais e em laboratério através da
técnica de fluorescéncia “in vivo” da clorofila. Curvas de fotossintese-irradiincia e de
inducdo escuro/luz foram testadas em laboratério (sob baixa e alta irradiancia) e em
campo sob luz natural (ndo-sombreada) e artificialmente sombreada em duas épocas
(junho e novembro). O isolado em cultura e as plantas em condi¢cdes naturais
(novembro) apresentaram maiores valores de fotossintese mdaxima (Fp,y), eficiéncia
fotossintética (o) e rendimento quantico em baixa irradidncia. Estas caracteristicas
concordam com resultados de trabalhos anteriores com rododfitas continentais. A
hipétese inicial de que o parametro Iy apresentaria menores valores em baixa irradiancia
foi confirmada, exceto pelas plantas em condi¢des naturais testadas em laboratério. Sob
alta irradidncia em laboratdrio e em campo, os valores de  foram significativamente
maiores em comparacdo a baixa irradiancia. Este resultado corrobora com a hipétese
inicial de que B apresentaria maiores valores nas condi¢des de maior irradidncia, por se
tratar de uma planta de sombra. Dados de rendimento quantico derivados das curvas de
inducdo revelaram boa capacidade de recuperacdo em laboratério e em campo. Isto
sugere auséncia de fotodano irreversivel ao aparato fotossintético devido a exposicao a
elevadas irradidncias e indica também que esta espécie possui mecanismos eficientes
para lidar com altos niveis de irradidncia didrios e sazonais (970 — 2400 pmol fétons m™
s™1). Porém, a hipétese inicial de que a recuperacio do rendimento quntico seria maior
em baixa irradiancia foi corroborada apenas pelos dados do isolado em cultura e dos
espécimes em condi¢des naturais em junho. A correlacdo positiva entre ETR (taxa de
transporte de elétrons) e NPQ (extincdo ndo-fotoquimica) encontrada nas curvas de
indugdo (exceto em alta irradiancia com plantas de campo e na condi¢do natural em
junho) indica outro tipo de controle dindmico da fotossintese: aumento na conversao de
energia do fotossistema (FSII) pelo transporte de elétrons diretamente relacionado a um
aumento na dissipacdo térmica da energia capturada em excesso pelos centros de reacao
quando expostos por tempo prolongado a altas irradidncias. Em resumo as respostas de
curto periodo das caracteristicas fotossintéticas da espécie confirmaram essencialmente
caracteristicas de alga de sombra, de acordo com estudos anteriores. Porém, possui
mecanismos eficientes para lidar com altas irradiincias e apresenta respostas varidveis
dependentes da estacdo do ano e das condi¢des de exposicdo a luz.

Palavras-Chaves: alga vermelha, eficiéncia fotossintética, Iy, irradiancia, Fpax,
fluorescéncia da clorofila.
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INTRODUCAO

Estudos anteriores descrevendo curvas de fotossintese-irradidncia (FI) e seus
respectivos parametros indicaram que algas vermelhas continentais possuem
caracteristicas de plantas de sombra, i.e. baixos pontos de compensacdo e de saturacdo,
alta eficiéncia fotossintética e fotoinibi¢do em altas irradiancias (NECCHI & ZUCCHI
2001, NEccHI 2004a, 2005). Tipicamente, a eficiéncia do rendimento quantico diminui
com o aumento da irradiancia; com a queda da irradiancia, a efici€éncia recupera-se
quase que imediatamente. Estas mudancas dinamicas sdo tipicas de algas aclimatadas a
alta irradiancia, quando a fotoprotecdo estd comprometida a limitar a fotoinativacdo e o
fotodano, e tem sido demonstrada em vdérias latitudes em numerosas espécies
(FRANKLIN et al. 2003). Em organismos aclimatados ao sol, a capacidade de
fotoprotecdo e recuperacdo sdao maiores do que naqueles aclimatados a sombra
(COPERTINO et al. 2006).

Aclimatagdo a baixa irradiancia € caracterizada por diminuicao na capacidade de
fotossintese maxima e dos pontos de compensagao e saturacdo € aumento na absor¢cao
da luz pelos pigmentos, caracteristicas que aumentam a susceptibilidade a fotoinibi¢do e
ao fotodano durante exposicdo a alta irradiancia (COPERTINO et al. 2006). De acordo
com FRANKLIN et al. (2003), a fotoinibi¢do € definida como o resultado genérico da
falha da fotoprote¢do em mitigar a fotoinativagao que ocorre quando o dano as proteinas
do centro de reacdo excede a taxa de reparo do fotossistema II (FSII). OSMOND (1994)
definiu dois tipos de fotoinibicdo: dindmica e cronica. A fotoinibicdo dindmica,
geralmente encontrada em plantas adaptadas ao sol, é caracterizada por um mecanismo
fotoprotetor reversivel consistindo de uma regulacao negativa do FSII a fim de controlar
a energia excessiva pelo aumento da dissipa¢do da energia térmica. Em contraste, a
fotoinibicdo cronica (de ocorréncia mais provdvel em plantas adaptadas a sombra)
envolve fotodano aos centros de reagao do FSII.

Fotoaclimatagdo e fotoinibi¢ao sdo processos acoplados. O aparato fotossintético
possui propriedades dindmicas que permitem otimizar a captura e a utilizacdo da luz em
diferentes ambientes, € maximizar sua capacidade para evitar e/ou reparar danos
causados pela luz do ambiente quando esta excede o limite de aclimatacio (OQUIST et

al. 1992, ANDERSON et al. 1997). A aclimatacgdo fisiologica a mudancas na intensidade e
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qualidade da luz é um fator importante que determina variacdes na resposta
fotossintética e taxas de crescimento das algas (FALKOWSKI & LAROCHE 1991).

Parametros fotossintéticos derivados de curvas de fotossintese-irradidncia tém
indicado aclimatacdo as condi¢cdes de luz do ambiente (LEUKART & HANELT 1995).
Plantas mantidas em cultura tém mostrado pontos de saturacdo (Is, 24-67 umol f6tons
m™~ s™') muito menores do que aquelas em condi¢do natural (115-190 pmol fétons m™ s”
1. O mesmo padrao ocorre para o parametro de saturacao (Ix) com menores valores para
plantas de cultura (12,5-29,4 contra 13,3-32,5 umol fétons m? s das plantas de
campo).

NECCHI & ALVES (2005) analisaram seis populacdes de Batrachospermum
delicatulum, incluindo gametofito e espordfito (estdgio ‘Chantransia’), em condi¢des de
campo e cultura aplicando as técnicas de fluorescéncia da clorofila e oxigénio
dissolvido. Parametros derivados das curvas de fotossintese-irradiancia indicaram
adaptacdo a baixa irradiancia em todas as populagdes, caracterizada por fotoinibicao,
baixos valores de saturacdo (Iy) e compensacdao (I.) e altos valores eficiéncia
fotossintética (o). Dados de ambas as técnicas revelaram diferencgas significativas entre
populacdes e fases para a maioria dos parametros.

NEcCCcHI (2006) analisou as respostas de curto periodo das caracteristicas
fotossintéticas da alga vermelha Compsopogon coeruleus sob condi¢des de campo e de
laboratdrio. A variagdo didria dos parametros derivados da fluorescéncia da clorofila foi
medida em duas estacOes contrastantes do ano (inverno e outono) e curvas de
fotossintese-irradiancia e de indugdo escuro/luz foram testadas em laboratério em
condicdes simulatdrias de inverno e outono. Os resultados revelaram caracteristicas de
alga de sombra: valores de ETR relativamente baixos e altos de NPQ, indicando,
respectivamente, baixa capacidade do FSII na conversdo da energia e alta capacidade na
dissipacdo do calor da energia absorvida pelos centros de reacdo. Outra caracteristica
geral encontrada foi a fotoinibi¢do dinamica, indicada pela diminuicdo seguida de
aumento de ETR na curva de indugdo sob condicdes de inverno (menor irradiancia).

O objetivo deste trabalho foi comparar os parametros fotossintéticos derivados
das curvas de fotossintese-irradiancia e das curvas de indugdo escuro/luz da espécie B.
delicatulum em duas condicdes de irradiancia (baixa e alta) apds curto periodo de

exposi¢ao (4 horas), em uma populagdo natural e em cultura. O acompanhamento em
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condi¢des naturais foi realizado em duas €pocas distintas, e a irradiancia foi manipulada
através do sombreamento artificial de uma édrea do local de estudo. O estudo em
laboratério foi desenvolvido sob condi¢des constantes de irradiancia (baixa e alta) e
temperatura.

O trabalho permitiu testar a hipétese de que em condicdes experimentais de baixa
irradiancia, tanto as algas em condi¢cdes naturais quanto as de cultura, deverdo
apresentar as caracteristicas de plantas de sombra: maiores valores de eficiéncia
fotossintética (o) e taxas de recuperagao do rendimento quantico, menores valores de Iy

e fotoinibicao (maior sob alta irradiincia).

MATERIAL E METODOS
Material

Foi analisada uma populacdo natural de Batrachospermum delicatulum do
Cérrego Talhadinho, no municipio de Sao José do Rio Preto, Distrito de Talhados,
estrada municipal SJR-351, 20°43°24”S, 49°18°21”W e a mesma popula¢do mantida em
cultura (isolado no. 43) no Laboratério de Ficologia do Departamento de Zoologia e
Botéanica, da UNESP, Campus de Sdo José do Rio Preto. O estudo em condi¢des
naturais foi realizado em duas épocas contrastantes da regido: meio do periodo frio e
seco (21 de junho de 2006) e meio do periodo quente e chuvoso (23 de novembro de

2006).

Incubacdes em laboratério

As condi¢Oes experimentais envolveram curto periodo de exposicdo (4 horas,
10:30 — 14:30h) em temperatura de 19,4°C e irradiancia de 748+40 pmol f6tons m?s’
(baixa) ou 1491172 pmol fétons m? s (alta; valor aproximado a média do periodo de
maior incidéncia, 10:30 — 14:30h, em 18 de junho de 2005, data da realizacdo do
experimento de variacdo didria da fotossintese em condi¢des naturais, Capitulo I).

Os experimentos foram conduzidos com o isolado em cultura em fase
exponencial de crescimento em meio de cultura (dgua-solo 20:1, NECCHI & ZUCCHI
2001) e com a populagdo natural em dgua do préprio riacho previamente filtrada e

aquecida. A filtragem de dgua foi feita com sistema de filtragem a vacuo Millipore

utilizando-se filtro Whatman GF/C, com poro de 1,2 um. Antes das incubagdes as
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plantas (tanto aquelas provenientes de cultura, quanto as coletadas em condi¢des
naturais) foram mantidas por 12 horas em condi¢des constantes de temperatura (20°C).
As plantas foram acondicionadas em estufas incubadoras dentro de erlenmeyers de 250
mL contendo 100 mL de meio de cultura (4gua-solo) para as provenientes de cultura ou
dgua do riacho filtrada para as provenientes de campo.

As incubacdes foram realizadas no interior de incubadoras refrigeradas Marconi,
mod. MA 830/A, com trés réplicas (peso fresco 100 £ 10 mg em cada réplica) em
frascos de borosilicato de 110 mL (98,5% de transparéncia) sob agita¢ao orbital (100 +
10 rpm). A iluminacdo foi fornecida por duas lampadas fluorescentes (branca fria,
Osram 15W) e uma lampada fluorescente tipo PL (Avantt 30W), para obtencdo da baixa
irradiancia. Para alta irradiancia foi necessario duas lampadas PL adicionais (Avantt)

uma de 30W e outra de 20W.

Manipulacio da irradiancia em campo

O local de estudo foi dividido em uma éarea diretamente exposta a radiacio solar
e outra artificialmente sombreada. O sombreamento artificial foi efetuado com um
anteparo de 70x80 cm coberto com tela tipo “sombrite” (reducdo da irradiancia de
aproximadamente 70%), posicionada a 36 cm do fundo. O periodo de exposicao foi de 4
horas (10:30 — 14-30h, periodo de maior incidéncia de acordo com experimentos de
variagdo didria da fotossintese, Capitulo I). A irradiancia foi monitorada ao longo do
periodo simultaneamente nas duas dreas através de dois sensores esféricos Li-Cor LI-
193 SA (o mais proximo possivel das algas) conectados a um Data Logger Li-Cor LI-
1400 que registrava os valores a cada 5 min.

As medi¢des da fluorescéncia da clorofila foram feitas no inicio e no final do

periodo de exposi¢ao a partir de trés plantas em cada condig¢do.

Avaliacao da fotossintese por fluorescéncia

Os parametros fotossintéticos foram estimados através de fluorescéncia da
clorofila utilizando o fluorémetro sub-aquédtico Walz, modelo Diving-PAM. Ao final do
periodo de exposicdo, as plantas foram posicionadas diretamente sobre a extremidade
do cabo de fibra éptica do fluorometro, com uso do acessério do aparelho (suporte

magnético de amostra) e curvas rapidas de luz (WHITE & CRITCHLEY 1999) em nove
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niveis crescentes de irradiancia (de 0 a 689 umol m? s'l) foram construidas utilizando a
op¢ao “light curve” do Diving-PAM . Foram determinados os parametros:

1) Rendimento Quantico Efetivo (“effective quantum yield”) — RQE = AF/F,,, onde:

AF = F,- F,

Fyy = fluorescéncia maxima de uma planta iluminada;

F, = fluorescéncia transitéria.

2) Extin¢cdo Nao-Fotoquimica (“non-photochemical quenching”) - NPQ = (F,, — Fy) /
F. , onde:

Fi, = fluorescéncia médxima de uma planta adaptada ao escuro.

F.» = conforme especificado acima.

Apenas os valores maximos de RQE e NPQ obtidos na curva foram computados.

Curvas de fotossintese-irradiancia (FI) foram construidas com base nos valores
de taxa de transporte de elétrons (ETR), AF/F,, x irradiancia x coeficiente de absor¢cao
(0,80 para as plantas de cultura e 0,87 para as plantas de campo) segundo KROMKAMP et
al. (1998). Através da equagdo de PLATT et al. (1980), foram calculados os seguintes
parametros: eficiéncia fotossintética (akETR), fotossintese maxima (Fp,yx), pardmetro de
saturacdo (Iy) e fotoinibicdo (BETR). Os valores de o foram determinados por regressao
linear com uso dos trés primeiros valores de ETR versus os de irradiancia (CONDE-
ALVAREZ et al. 2002).

Ap6s a obtengao das curvas de luz, as plantas foram adaptadas ao escuro por 10
min. (com uso do acessorio “dark leaf clip”) para posterior constru¢do das curvas de
inducdo escuro/luz (Kautsky) utilizando o Diving-PAM. Inicialmente um pulso de luz
saturante foi aplicado para determina¢do do rendimento quantico potencial (RQP =
F,/Fy, onde: F, = fluorescéncia maxima de uma planta adaptada ao escuro; F, =
fluorescéncia varidvel); em seguida uma irradiancia constante (luz actinica, 191 pmol
m~ s fornecida pela lampada halégena do fluordmetro era automaticamente acionada.
Trinta segundos apds o primeiro pulso saturante, 13 pulsos adicionais a cada 15s eram
aplicados para determinacdo dos parametros ETR e NPQ. Para a determinacdo da
recuperacdo do RQP, seis pulsos saturantes adicionais foram aplicados (10s, 30s, Imin,

2min, Smin e 10min) apds o desligamento da luz actinica.
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Analise estatistica dos dados

Para testar as diferencas entre as duas condi¢des (baixa e alta) de cada parametro
fotossintético, aplicou-se o teste ¢ de Student (ZAR 1999). Para verificar a associagdo
entre os parametros ETR e NPQ derivados das curvas de inducdo, aplicou-se o
coeficiente de correlagdo r de Pearson (ZAR 1999). Estes testes foram executados
através do software Statsoft Statistica, versdo 6. Para a confeccdo dos grificos foi

utilizado o software Microcal Origin, versao 5.0.

RESULTADOS
Respostas a irradiancia em laboratoério

Os parametros derivados das curvas de fotossintese-irradiancia para as plantas
de cultura evidenciaram maiores valores em condi¢des de baixa irradiancia, exceto para
B e I; diferencas significativas foram encontradas para F.x, o, B € RQE (Tabela 1 e
Figura 1). Para as plantas de campo, maiores valores de Iy, RQE e NPQ foram
observados em condi¢des de baixa irradiancia, enquanto F,, o € B foram maiores em
alta irradiancia. Diferencas significativas foram encontradas apenas para B e NPQ
(Tabela 1).

Todos os parametros derivados das curvas de indugdo escuro/luz das plantas de
campo apresentaram maiores valores em condi¢des de baixa irradiancia (Figura 2). O
parametro NPQ, em alta irradiancia, mostrou aumento lento e gradual durante todo
periodo; em baixa irradiancia houve um aumento acentuado até 45s e posterior
tendéncia de aumento gradual (Figura 2). Os valores de ETR apresentaram padrido de
variagdo semelhante nas duas condi¢des, com aumento até 1min a 1min30s seguido de
queda; em alta irradiancia houve recuperacao apds 3min (Figura 2). Os valores de ETR
e NPQ apresentaram correlacdo positiva apenas na condi¢cdo de baixa irradiincia
(r=0,86, p<0,001).

Para as plantas de cultura, os valores de NPQ apresentaram o mesmo padrao de
variacdo nas duas irradiancias testadas, com aumento até Imin a Iminl5s e
posteriormente estabilizaram até o final do periodo de luz; foram observados maiores
valores na condi¢do de alta irradiancia (Figura 3). Valores de ETR em condic¢des de
baixa irradiancia mostraram tendéncia de aumento até 2min30s e estabilizaram até o fim

do periodo com pequenas oscilacdes; em condi¢des de alta irradidncia os valores
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aumentaram ao longo de todo periodo de exposi¢do a luz (Figura 3). Os valores de ETR
e NPQ apresentaram correlagdo positiva nas duas condic¢des: r=0,72, p<0,01 e r=0,62,
p<0,05 em baixa e alta irradiancias, respectivamente.

Os valores de RQP, das plantas de cultura e de campo foram caracterizados pelo
padrao geral tipico: uma queda pronunciada, baixos valores durante o periodo de
exposicdo a luz, seguido por um periodo de recuperagdao apds a luz ser desligada
(Figuras 2 e 3). Os valores foram maiores em baixa irradiancia nas plantas de campo,
com ligeira queda na taxa de recuperacao no final do periodo. Nas plantas de cultura os
valores foram muito semelhantes, exceto no final do periodo, com maior recuperagcdao
sob alta irradiancia. A capacidade de recuperagdo foi de: 113,8% e 109,1% nas plantas
de cultura e 100,2% e 108,1% nas plantas de campo, nas condi¢des de baixa e alta

irradiancias, respectivamente.

Respostas a irradiancia em condicdes naturais

No experimento realizado em junho, os valores de irradidncia foram
significativamente diferentes entre as duas condig¢des testadas (t=29,4, p <0,0001). Os
parametros derivados das curvas de fotossintese-irradiancia apresentaram maiores
valores nas plantas expostas ao sol, exceto para os pardmetros o ¢ RQE; apenas 3 e Ix
apresentaram diferencgas significativas entre a condicao natural e sombreada (Tabela 2 e
Figura 4). F..x foi significantemente diferente apenas entre as condicdes inicial e
natural. RQE e NPQ ndo apresentaram diferencgas significativas em nenhuma condi¢do
(Tabela 2). Em novembro, os maiores valores foram encontrados na condi¢do
sombreada, exceto para os parametros [ e Ix. Todos os parametros, exceto I,
apresentaram diferengas significativas entre as condi¢des natural e sombreada (Tabela 2
e Figura 4). Entre as condig¢des inicial e natural nenhum pardmetro apresentou diferenca
significativa, enquanto que comparando a condi¢do inicial com a sombreada, apenas o e
NPQ foram significativamente diferentes (Tabela 2 e Figura 4).

Os parametros ETR e NPQ, derivados das curvas de inducdo escuro/luz em
junho, mostraram padrdes de variagdo semelhantes nas duas condicdes testadas e no
inicio do experimento (Figura 5). Os valores de ETR atingiram o pico aos 1 min e 15s e
posteriormente diminuiram gradativamente até o final do periodo de exposicdo; os

maiores valores foram encontrados nas plantas expostas ao sol (Figura 5). Os valores de
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NPQ mostraram aumento acentuado até os 45s, seguido de ligeira queda e posterior
aumento gradual até o fim do periodo (Figura 5). ETR apresentou correlagdo positiva
com NPQ nas condi¢des inicial e sombreada (r= 0,82, p<0,001 e r=0,71,p<0,01,
respectivamente).

Em novembro, os valores de irradidncia também foram significativamente
diferentes entre as duas condi¢des testadas (t=10,7, p <0,0001). Os trés parametros
derivados das curvas de inducdo escuro/luz apresentaram maiores valores na condicao
sombreada (Figura 6). O parametro ETR, nas plantas sombreadas, mostrou aumento
pronunciado até os 45s, e ap6s este periodo apresentou ligeira tendéncia de queda (1
min até o final do periodo); nas demais condi¢des houve aumento até 30s, seguido por
valores baixos e estdveis até o final (Figura 6). Os valores de NPQ na condi¢do
sombreada evidenciaram aumento subito seguido de ligeira estabilizacdo até 45s e
posterior aumento gradual até o final do periodo; na condi¢ao inicial os valores de NPQ
apresentaram tendéncia de aumento lento e gradual apds 45s e durante todo o periodo;
na condicao natural houve estabilizacdo apdés 1 min até 3 min, seguido por ligeira
oscilagao (Figura 6). Os valores de ETR e NPQ apresentaram correlagdo positiva em
todas as condig¢des (r=0,71 — 0,96, p<0,01).

Os valores de rendimento quantico, nas duas épocas, foram caracterizados pelo
padrao geral tipico: uma queda pronunciada, baixos valores durante o periodo de
exposicdo a luz seguido de um periodo de recuperagdo apds a luz ser desligada (Figuras
5 e 6). A capacidade de recuperacao nas condicdes inicial, sombreada e natural,
respectivamente, foi de: 96,0%, 100,6% e 88,6% em junho e 108,5%, 95,5% e 139,9%

em novembro.



Tabela 1. Paridmetros derivados das curvas
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de fotossintese-irradidncia de

Batrachospermum delicatulum sob condi¢des de baixa e alta irradiancia (748 + 40 umol

fotons m> s

e 1491 £ 172, respectivamente e temperatura de 19,4°C) durante curto

periodo (4 horas, 10:30-14:30 h). Dados expressos como média + desvio-padrao (N=3).

Letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste t de Student.

CULTURA CAMPO
Pardmetros Baixa Alta Baixa Alta
Fax (ETRmax) 5,83 £ 0,09 (a) 3,85+0,38 (b) 8,43+0,25(a) 9,19+1,03 (a)
Alfa (0tETR) 0,06 + 0,01 (a) 0,04 £ 0,01 (b) 0,13 +0,00 (a) 0,14£0,01 (a)
Beta (BETR) -0,06 £0,00 (a)  -0,08 £ 0,00 (b) -0,03 £0,00 (a) -0,06 £ 0,00 (b)
Iy (umol m”s™) 93,60 £8,58 (a) 109,66 + 8,67 (a) 66,66 £ 0,23 (a) 65,53 4,66 (a)

RQE (AF/Fy) 0,31 + 0,01 (a) 0,26 £ 0,01 (b)

NPQ (F-Fw/Fr) 1,18 £ 0,16 (a) 1,08 £ 0,08 (a)

0,46 £ 0,04 (a)

1,49 + 0,19 (a)

0,37 £ 0,06 (a)

1,13 £ 0,06 (b)




Tabela 2. Parametros derivados das curvas de fotossintese-irradiancia de Batrachospermum delicatulum no inicio e apds exposi¢do de curto

periodo (4 horas, 10:30-14:30 h) em duas condicdes: sombreada e natural (Sol). Dados expressos como média + desvio-padrao (N=3). Letras

distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste t de Student.

JUNHO NOVEMBRO
Parametros Inicio Sombra Sol Inicio Sombra Sol
Frax (ETRmax) 3747+ 1,16 (a) 43,02+3,85(a) 48,91 +1,02 (ba) 24,42 £3,01 (a) 29,69 £2,30 (a) 22,46 £2,96 (ab)
Alfa (aETR) 0,43 £0,02 (a) 0,52 £ 0,04 (b) 0,51 £0,03 (b) 0,26 £ 0,02 (a) 0,33 £ 0,01 (b) 0,23 £ 0,01 (a)
Beta (BETR) -0,03+0,01 (a) -0,04 £0,01 (a) -0,07 £0,01 (b) -0,02 £ 0,01 (a) -0,02 £ 0,01 (a) -0,03 + 0,00 (ab)
Iy (umol m?s™) 86,37 +4,72 (a) 83,18 £5,68(a) 96,03 £5,40 (ab) 92,11 £4,39 (a) 88,99 +7.61(a) 98,53 +£17,83 (a)
RQE (AF/Fy) 0,47 £ 0,06 (a) 0,59 £ 0,07 (a) 0,51 £0,02 (a) 0,42 £ 0,07 (a) 0,56 £ 0,07 (a) 0,43 £ 0,03 (ab)
NPQ (Fp-Fi/Fpy) 0,89 + 0,09 (a) 0,88 +0,17 (a) 0,94 + 0,08 (a) 0,73 +0,12 (a) 1,21 £ 0,08 (b) 0,74 £ 0,05 (a)

Ly
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DISCUSSAO

Os parametros derivados das curvas de fotossintese-irradidncia para o isolado
em cultura e para as plantas em condi¢des naturais em novembro (primavera)
concordaram com os resultados de trabalhos anteriores (NECCHI & ZuUccHI 2001,
NEccHI 2004a e 2005), pois indicaram a seguinte tendéncia: maiores valores de
fotossintese méxima (Fp.y), eficiéncia fotossintética (o) e rendimento quantico nas
condi¢Oes de baixa irradidncia. O mesmo padrdo ndo ocorreu nas plantas de campo
testadas em laboratério, nas quais Fp,x e o foram ligeiramente maiores em alta
irradiancia, e nem nas plantas em condi¢des naturais em junho (inverno), com Fp.x
maior na condicao de alta irradiancia.

Dados derivados das curvas de inducio escuro/luz revelaram rapido aumento na
dissipacdo da energia capturada pelos centros de reacdo apds exposicdo a irradidncia
continua (refletido pelo parametro NPQ, DEMMIG-ADAMS 1998). Na populacdo natural,
NPQ foi maior nas condi¢des de baixa irradiancia. Portanto, altas irradidncias podem
ser prejudiciais para uma eficiente dissipagdo da energia absorvida em excesso na forma
de calor. Esta situacdo € mais critica em plantas aclimatadas a baixa irradiancia.

A hipdtese inicial de que o parametro Iy apresentaria menores valores nas
condicdes de baixa irradiancia foi confirmada, exceto para as plantas em condicdes
naturais testadas em laboratdrio, cujo valor foi ligeiramente maior em baixa irradiincia,
porém sem diferenga significativa. Resultados dos experimentos em laboratério
indicaram maiores valores de Iy no isolado em cultura. Estes contrariam dados do
trabalho de LEUKART & HANELT (1995), em que, plantas mantidas em cultura
apresentaram menores valores de Iy do que aquelas em condi¢do natural. Os valores de
I situaram-se bem abaixo da irradidncia medida no local de estudo. Isto significa que a
maior parte da energia luminosa disponivel ndo € fotoquimicamente convertida via

fotossintese (NECCHI 20044a, 2005).

A fotoinibi¢do, indicada por uma inclinagdo negativa na curva de fotossintese-
irradiancia apds atingir a taxa maxima de fotossintese, foi demonstrada em todas as
populacdes estudadas de B. delicatulum por NECCHI & ALVES (2005), tanto pela técnica
de fluorescéncia da clorofila quanto por oxigénio dissolvido. Similarmente, em todas as

condicdes testadas neste estudo (em campo e em laboratdrio), a espécie apresentou
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diferentes graus de fotoinibi¢do (parametro B). Nas condi¢des de alta irradiancia em
laboratério e em campo, os valores de § foram maiores e significativamente diferentes
quando comparados as condicdes de menor irradiancia. Este resultado corrobora a
hipétese inicial de que [ apresentaria maiores valores nas condi¢des de maior
irradiancia, por se tratar de uma planta de sombra. Algas com fotoinibi¢do dindmica
durante um aumento da radiac@o solar e uma répida recuperacdo no entardecer podem
conseqilentemente ter vantagens competitivas em relacdo as algas sem quaisquer
mecanismos eficientes de protecdo (FIGUEROA & GOMEZ 2001).

A fotoinibicdo tem sido indicada como uma estratégia de fotoprotecdo contra
altas irradiancias (OSMOND 1994; HANELT 1996) e € principalmente relacionada ao grau
e extensdo da fotoinibi¢do e recuperacgao. Segundo FIGUEROA & VINEGLA (2001), algas
expostas a altas irradiancias apresentam maior fotoinibicao e capacidade de recuperagao
do que aquelas que habitam ambientes sombreados. Os resultados das plantas de campo
de B. delicatulum evidenciaram efeitos mais severos, pois, apds atingirem o pico
apresentaram leve tendéncia de queda até o final do periodo de iluminacdo. Padrao
diferente foi encontrado por NECCHI (2006) para a espécie Compsopogon coeruleus, em
que a curva de inducdo de ETR em baixa irradiancia indicou fotoinibi¢do dinamica.
Este padrdao nao foi observado no experimento de novembro nas condi¢des inicial e
natural, quando os valores de ETR mantiveram-se baixos e constantes ao longo do
periodo.

A correlagdo positiva entre ETR e NPQ encontrada nas curvas de indugdo
(exceto em alta irradiancia com plantas de campo e na condi¢do natural em junho)
indica outro tipo de controle dindmico da fotossintese. Assim, um aumento na
conversdo de energia do FSII pelo transporte de elétrons estaria diretamente relacionado
a um aumento na dissipacdo térmica da energia em excesso capturada pelos centros de
reacdo quando expostos por tempo prolongado a altas irradiancias. A dissipacdo térmica
da energia supostamente atenua os efeitos negativos dos elevados niveis de irradiancia
sobre o aparato fotossintético (NECCHI 2006). Este mecanismo foi observado em outras
espécies de macroalgas (NECCHI 2004a) e também na rodéfita Composopogon
coeruleus (NECCHI 2006).

Dados de rendimento quantico derivados das curvas de indugdo revelaram boa

capacidade de recuperacdo em ambos os experimentos (laboratério e campo). Padroes
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similares foram encontrados em macroalgas marinhas (HANELT et al. 1993, HADER et
al. 1997, SAGERT et al. 1997) e continentais (ENSMINGER et al. 2001, NECCHI 2006) e
sugerem auséncia de fotodano irreversivel ao aparato fotossintético devido a exposicao
a elevadas irradiancias. Isto indica também que estas espécies possuem mecanismos
eficientes para lidar com altos niveis de irradiancia diarios e sazonais (970 — 2400 umol
fétons m™ s"l, NECCHI 2004a, 2004b e NECCHI 2006) em habitats tropicais de dgua
doce. Porém, a hipdtese inicial de que a recuperagdo do rendimento quantico seria maior
em condicdes de baixa irradidncia foi corroborada apenas pelo isolado em cultura e
pelas algas em condi¢des naturais em junho.

Em resumo as respostas de curto periodo das caracteristicas fotossintéticas de B.
delicatulum confirmaram que a espécie possui essencialmente caracteristicas de alga de
sombra, de acordo com estudos anteriores (NECCHI & ZUCCHI 2001, NECcHI 2004a,
2005, NEccHI & ALVES 2005). Porém, revelaram que a alga possui mecanismos
eficientes para lidar com altas irradiincias e apresenta respostas varidveis dependentes

da estac@o do ano e das condicdes de exposicao a luz.
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CONCLUSAO GERAL

Os principais resultados do estudo das respostas de curto periodo das

caracteristicas fotossintéticas da alga vermelha Batrachospermum delicatulum a

temperatura e irradiancia podem ser resumidos conforme segue:

1-

A fotossintese liquida do isolado em cultura e da populagdo natural apresentou
sob condicdes fixas de temperatura e irradidncia um padrao de variacdo didria
representado por dois picos: o primeiro (geralmente maior) durante a manhd e o
segundo (menor) durante a tarde. Este concorda com o padrdao observado em
macroalgas marinhas e algumas rodéfitas continentais. Os valores de ETR (taxa
de transporte de elétrons) também apresentaram padrdo semelhante de variacdao
didria, o que demonstra a ocorréncia de ritmos enddgenos que controlam as
taxas fotossintéticas. Portanto, estes resultados confirmam a hipdtese inicial de
que em laboratério, sob condi¢des constantes de temperatura e irradiancia, a
espécie demonstraria a ocorréncia de ritmos enddgenos, tanto para material de
campo quanto de cultura por ambas as técnicas.

No estudo em condi¢gdes naturais, as variagdes didrias dos parametros RQE
(rendimento quantico efetivo) e RQP (rendimento quantico potencial)
apresentaram correlacdo negativa com a irradiancia nas duas épocas de
amostragem (junho-inverno, outubro-primavera) assim como valores similares
no inicio e final do dia, indicando respectivamente alta pressdo de excitacao
sobre o fotossistema II (FSII) e boa capacidade de recuperacdo e auséncia de
fotodano irreversivel ao aparato fotossintético. Foram observados niveis de
recupera¢do mais baixos na primavera, que sugerem maior pressdao de excitacio
sobre o FSII, atribuido a maior irradiancia nesta época. Os valores de NPQ
(extingdo nao-fotoquimica) também apresentaram correlagdo negativa com a
irradiancia (significativa apenas no inverno), o que possivelmente indica uma
baixa capacidade de dissipacdo da energia absorvida pelos centros de reacao.
Assim, a evidente resposta a irradiancia, confirmou a hipétese inicial de que sob
condicdes varidveis de temperatura e irradidncia no estudo em campo, a espécie

apresentaria respostas sensiveis a irradiancia, por tratar-se de alga de sombra.
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3- Os valores de fotossintese maxima (F..x), eficiéncia fotossintética (o) e
rendimento quantico, derivados das curvas de fotossintese-irradiancia, foram
maiores em baixa irradiancia para o isolado em cultura e para as plantas em
condi¢gdes naturais em novembro (primavera). Também nestas condi¢des, 0s
valores de Iy (parametro de saturacdo) foram sempre menores, exceto nas plantas
em condicOes naturais testadas em laboratdrio. Estes resultados confirmam em
parte a hipdtese de que em condi¢des experimentais de baixa irradiancia, tanto a
alga em condicdes naturais quanto a de cultura, apresentariam maiores valores
de a e menores valores de Ik.

4- Nas condicdes de alta irradidncia em laboratério e em campo, os valores de 3
(fotoinibi¢do) foram significativamente maiores do que sob baixa irradidncia.
Fato que confirmou a hipétese inicial de que a fotoinibi¢ao seria maior sob alta
irradiancia.

5- Dados de rendimento quantico, derivados das curvas de indugdo escuro/luz,
revelaram boa capacidade de recuperacdo em laboratério e em campo. Isto
sugere auséncia de fotodano irreversivel ao aparato fotossintético devido a
exposicdo a elevadas irradiancias e indica também que esta espécie possui
mecanismos eficientes para lidar com os altos niveis de irradiancia a que estd
exposta didria e sazonalmente (970 — 2400 pmol fétons m™ s™'). Porém, a
hipétese inicial de que a taxa de recuperacao do rendimento quantico seria maior
em condi¢cdes de baixa irradiancia foi corroborada apenas pelo isolado em
cultura e pelas algas em condi¢des naturais no inverno.

6- A correlagdo positiva entre ETR e NPQ observada nas curvas de inducgado
(exceto em alta irradiancia com plantas de campo e na condi¢do natural no
inverno) indica outro tipo de controle dinamico da fotossintese: um aumento na
conversdo de energia do FSII pelo transporte de elétrons estaria diretamente
relacionado a um aumento na dissipacdo térmica da energia em excesso
capturada pelos centros de reacdo quando expostos por tempo prolongado a altas

irradiancias.

Em resumo, as caracteristicas fotossintéticas de B. delicatulum mostraram ampla

faixa de respostas, principalmente a irradiancia, refletindo grande tolerancia a esta
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varidvel. Além disso, as respostas de curto periodo confirmaram caracteristicas
essencialmente de alga de sombra. Entretanto, a espécie possui mecanismos eficientes
para lidar com altas irradidncias e apresenta respostas varidveis dependentes da esta¢ao
do ano e das condicdes de exposi¢cdo a luz, caracteristicas que provavelmente

contribuem para sua ampla distribuicdo espacial e ocorréncia temporal.
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