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ABSTRACT - (In vitro assay of nitrate reductase enzyme and effect of nitrate and phosphate availability in colour strains of
Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. (Gigartinales, Rhodophyta)). The enzyme nitrate reductase (NR) catalyzes the
reduction of nitrate to nitrite and controls the rate of nitrate assimilation. The in vitro assay of NR was optimized for the wild
strain (brown, MA), and the phycoerythrin-deficient strain (light-green, VC) of Hypnea musciformis. Both strains were cultured
at temperature of 23 + 2 °C, photoperiod of 14 h, irradiance of 60-90 pmol photons m2s%, with medium composed by sterilized
seawater (salinity 30 psu) with 50% von Stosch’s enrichment solution (VSES/2). The optimal conditions for in vitro assay of
NR were: 40 uM of NADH; 10 min of incubation of crude extracts (EB), and 100 uL of EB to both strains. Optimal activity
of NR occurred at 4 and 2 mM of nitrate to the VC and MA strains, respectively. The VC and MA strains showed, respectively,
Michaelis-Menten constants (K,,) for NADH of 0.2068 and 0.0837 uM, and K,, for nitrate of 0.0492 and 0.0294 mM. The results
indicate that the NR of MA strain has higher affinity by the substrate than the NR of VVC strain of H. musciformis. Experiments
on the effects of availabilities of nitrate (5 to 105 uM) and nitrate and phosphate (0.5 to 25.5 uM, with a N:P relation of 4:1)
showed that NR activity of VC and MA strain did not increase with the addition of nitrate to the medium, what can be related
with their nutritional state. The NR activity was higher in treatments with phosphate addition than those with only nitrate
addition, indicating that this nutrient is important to metabolic processes related to the NR activity.
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RESUMO - (Ensaio in vitro da enzima nitrato redutase e efeito da disponibilidade de nitrato e fosfato em variantes pigmentares
de Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. (Gigartinales, Rhodophyta)). A enzima nitrato redutase (NR) catalisa a reducéo
do nitrato a nitrito e controla a taxa de assimilacéo do nitrato. O ensaio in vitro da nitrato redutase foi otimizado para a linhagem
selvagem (marrom, MA) e para a linhagem deficiente em ficoeritrina (verde-clara, VC) de Hypnea musciformis. As duas
linhagens foram cultivadas em temperatura de 23 + 2 °C, fotoperiodo de 14 horas, irradiancia de 60-90 pmol fétons m2s, e meio
composto por agua do mar esterilizada (30 ups) enriquecida com a solucédo de von Stosch na concentracao de 50% (VSES/2).
As condicdes 6timas de ensaio para ambas as linhagens foram: 40 uM de NADH; 10 min de incubacdo do extrato bruto (EB)
e 100 uL de EB. A atividade 6tima da NR ocorreu em 4 e 2 mM de nitrato para a linhagem VC e MA, respectivamente. As
linhagens VC e MA apresentaram, respectivamente, constante aparente de Michaelis-Menten (K,,) para NADH de 0,2068 e
0,0837 uM, e K, para nitrato de 0,0492 e 0,0294 mM. Os resultados indicam que a NR da linhagem MA tem maior afinidade
pelo substrato do que a NR da linhagem VC de H. musciformis. Os experimentos para avaliar os efeitos da disponibilidade
de nitrato (5 a 105 pM) e nitrato e fosfato (0,5 a 25,5 uM, com a relacdo N:P de 4:1) mostraram que a atividade da NR das
linhagens VC e MA ndo aumentou com a adi¢do de nitrato no meio, o que pode estar relacionado com o estado nutricional
dessas algas. A atividade da NR foi maior nos tratamentos com adic¢ao de fosfato do que naqueles com adicéo de apenas nitrato,
indicando que esse nutriente € importante para os processos metabolicos relacionados a atividade da NR.

Palavras-chave - fosfato, Hypnea, linhagens de cor, nitrato, nitrato redutase

Introducéo organica e este processo ocorre em uma variedade de

organismos como bactérias, leveduras, fungos, algas,

A assimilagdo do nitrato € o principal processo  bridfitas e plantas vasculares. A regulagéo da assimilagéo
pelo qual o nitrogénio inorgénico é convertido a forma  do nitrato tem sido foco de muitos estudos, uma vez
que a intervencédo e o melhoramento da eficiéncia desse

processo limitante do crescimento podem levar ao
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nitrito produzido é transportado ao cloroplasto, onde
é reduzido ao ion amdnio pela enzima nitrito redutase
(NiR), que utiliza a ferredoxina como doadora de elétrons
(Lea 1993).

Considera-se que a NR, por ser a primeira enzima
da via de reducdo do nitrato, controla a sua taxa de
assimilacéo do nitrato, constituindo um fator importante
na regulacdo do crescimento, desenvolvimento e
producdo de proteinas (Solomonson & Barber 1990).

Os ensaios para avaliar a atividade enzimatica da
NR podem ser realizados in situ ou in vitro. No primeiro
caso, a enzima ndo € extraida do interior da célula. A
membrana da célula é artificialmente permeabilizada
para permitir a difusdo do nitrito produzido ao meio
como produto da acdo da NR. Em geral, tal método é
menos controlado e mais dificil de reproduzir, uma vez
que os substratos podem estar presentes em quantidades
ndo saturantes (Berges 1997), subestimando a atividade
da enzima.

O ensaio in vitro pressupfe a extracdo da enzima
do interior da célula em um tampédo que permite a
manutencdo da estabilidade da atividade enzimatica. Para
isto, duas questdes devem ser levadas em consideragéo:
i) manutencdo da integridade da atividade enzimatica
durante a extracdo e 0 ensaio, uma vez que pode ocorrer
a perda de cofatores enzimaticos durante a extragdo
(Vennesland & Solomonson 1972), a degradacdo da
enzima por proteases endogenas (Berges & Harrison
1995) e a inibicdo da atividade por compostos fenélicos
ou outras substancias inibitorias (Thomas & Harrison
1988). ii) realizagdo do ensaio sob condi¢bes 6timas
de atividade, que sdo espécies-especificas (Lobban &
Harrison 1994) e requerem condiges apropriadas como
pH, temperatura e concentracdo de substrato (Berges
1997, Chow et al. 2004, Granbom et al. 2004, Chow et
al. 2007). A adicédo de albumina sérica bovina (BSA) no
tamp@o de extracdo pode ajudar a preservar a proteina
e a atividade da NR, uma vez que este composto atua
como substrato preferencial para as proteases endégenas
e liga-se aos compostos fendlicos (Ingemarsson 1987,
Chow et al. 2004).

Com base no ensaio in vitro da NR descrito para
Fucus gardneri P. C. Silva foram determinadas as
atividades da NR de outras espécies de macroalgas
marinhas (Macrocystis integrifolia Bory, Costaria costata
(C. Agardh) D. A. Saunders, Ulva sp., Porphyra sp. e
Corallina vancouveriensis Yendo) (Hurd et al. 1995)
e, embora a atividade da NR tenha sido detectada em
todas as espécies testadas, houve uma grande variagao
nos valores apresentados, 0 que pode estar relacionado
a diferencas inter-especificas ou ao fato do protocolo

utilizado ndo ser completamente adequado para a espécie
em questao.

A caracterizacdo da atividade da NR tem sido
realizada para diversas macroalgas, como para as
rodéfitas Gracilaria caudata J. Agardh (Chow et al.
2007), G. tenuistipitata var. liui Zhang et Xia (Lopes
et al. 1997), G. chilensis C. J. Bird, McLachlan & E.
C. Oliveira (Chow et al. 2004), Kappaphycus alvarezii
(Doty) Doty ex P. C. Silva (Granbom et al. 2004) e
Gracilariopsis tenuifrons (C. J. Bird & E. C. Oliveira)
Fredericq & Hommers (Rossa 1999). Ao comparar 0s
valores de K,, para nitrato de G. caudata (3,95 mM)
(Chow et al. 2007) e G. chilensis (0,68 mM) (Chow
et al. 2004), pode-se observar que a NR de G. caudata
possui menor afinidade pelo substrato.

A presenca de nitrato no meio pode estimular a
atividade da NR. Davison & Stewart (1984) observaram
que a atividade enzimatica de espécimes maduros de
Laminaria digitata (Huds.) J. V. Lamour. aumentou em
altas concentr¢des de nitrato, sendo o mesmo observado
para L. saccharina (L.) J. V. Lamour. (Wheeler &
Weidner 1983). Entretanto, a atividade da NR de
esporofitos jovens de L. digitata manteve-se constante
com a variacdo das concentracfes de nitrato testadas
(Davison & Stewart 1984). O fosfato também estimula
aatividade da NR, embora uma parte do seu efeito possa
ser resultado de um incremento na forga idnica, quando
esse fator ndo é adequadamente controlado (Nicholas &
Scawin 1956, Huber et al. 1994).

Uma vez que os métodos descritos na literatura
para o ensaio in vitro da NR ndo sdo igualmente
adequados para as diferentes espécies de macroalgas
e considerando a importancia do nitrogénio e fosfato
na atividade enzimatica, o presente trabalho teve como
objetivos estabelecer um protocolo para avaliar a
atividade da NR em duas linhagens de cor de Hypnea
musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. e avaliar os efeitos
da disponibilidade de nitrato e fosfato na atividade
enzimatica e no contedo de proteinas sollveis totais.

Material e métodos

Linhagens estudadas — O estudo foi realizado com a linhagem
selvagem (marrom, MA) e a linhagem deficiente em
ficoeritrina (verde-clara, VC) da espécie Hypnea musciformis.
Um espécime tetrasporofitico de coloracdo marrom com
somente um ramo lateral verde foi coletado pela Dra.
Noemy Yamaguishi-Tomita em 1994, na Ponta da Baleia,
Espirito Santo. As linhagens verde-clara (VC) e marrom
(MA) originaram-se a partir do isolamento e da propagacao
in vitro do ramo verde e dos ramos marrons, respectivamente.
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Exemplares de ambas linhagens de H. musciformis foram
depositados no Herbario do Instituto de Botéanica (SP), sob
0s nimeros SP365645 (VC) e SP365646 (MA).

Culturas unialgaceas de Hypnea musciformis — As linhagens
VC e MA de H. musciformis foram cultivadas em agua do
mar acrescida com 50% da solucdo de enriquecimento de
von Stosch (VSES/2), com as concentracBes das vitaminas
(tiamina, biotina e cianocobalamina) reduzidas a 50% (Yokoya
1996). O meio de cultivo foi renovado semanalmente e as
culturas foram submetidas a uma temperatura média de 23
+ 2 °C, fotoperiodo de 14 horas, salinidade de 30-32 ups, pH
8 e densidade de fluxo foténico de 60 a 90 umol de fétons
m2st,

Otimizag&o do ensaio in vitro da NR — Pardmetros testados:
Para a otimizagao do ensaio in vitro da NR das duas linhagens
de H. musciformis foram testados os seguintes parametros:
extrato bruto (EB) com ou sem albumina sérica bovina
(BSA; 0,3% wi/v); tempo (5, 10 e 15 min) e temperatura
(5a 35 °C) de incubacéao do extrato bruto; volume de extrato
bruto incubado (10, 50, 100, 200 e 300 pL); concentracdo
de nitrato (0 a 24 mM) e concentracdo de NADH (entre
0 e 60 uM). A estabilidade da enzima também foi analisada
apds 1 e 7 dias de armazenamento do material algaceo sob
-20 e -80 °C. Na temperatura de -20 °C também foi testada a
condicdo de -20 °C com gelo seco.

Extrac&o celular e ensaio in vitro da NR — A extracdo celular e
o0 ensaio da NR foram realizados modificando-se o protocolo
descrito por Chow et al. (2004), a partir de material algaceo
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C até
0 momento da analise. A extracao celular foi realizada por
meio da trituracdo das amostras em nitrogénio liquido. O
material triturado foi suspenso em um tampé&o de extracdo
(0,2 M tampéo fosfato; pH 8,0; 5 mM EDTA; 1 mM DTT,;
0,3% w/v BSA) na proporcdo de 1 g de biomassa fresca
por 10 mL de tampdo. A suspensdo foi centrifugada por
15 minutos a 12.000 g e 4 °C, e o sobrenadante (extrato
bruto) foi retirado e mantido no gelo. Para a determinacédo
da atividade da NR, o extrato bruto foi pré-incubado em
uma mistura de reacdo composta por 0,2 M tampéo fosfato,
pH 8, 4 mM KNO, e 0,5 mM MgSO,, por 10 minutos. A
mistura foi incubada por um tempo adicional de 10 minutos
apos a adicdo de 40 uM de NADH para iniciar a reagdo.
Um controle foi feito sem a adicdo de NADH. A reacéo foi
interrompida adicionando 1,4 mM de ZnSO, e 43% de etanol
v/v. A solucdo foi centrifugada por 10 minutos a 12.000 g
e 20 °C. A concentracdo de nitrito foi determinada por
espectrofotometria pela absorcdo a 543 nm ap6s a adicéo de
9,6 mM sulfanilamida e 0,7 mM n-(1-naftil) etilendiamina
diidrocloreto. Assim que o valor 6timo para cada parametro
foi determinado para cada linhagem, o mesmo foi substituido
no ensaio enzimatico a fim de aprimorar a eficiéncia do
ensaio da atividade da NR. O contetdo de nitrito produzido
foi transformado em atividade da NR por massa fresca
considerando que 1 unidade da NR (U) corresponde a1 umol

NO; min (Chapman & Harrison 1988) sob uma temperatura
Otima de ensaio de 30 °C.

As constantes aparentes de saturacdo média (K,,)
para NADH e nitrato foram calculadas mediante regresséo
linear segundo o método descrito por Leatherbarrow (1990)
utilizando o programa ENZFITTER 1.05. Os valores de K,,
foram determinados utilizando extratos brutos dialisados
por 4 horas, por meio de um kit de dialise Cellu-Sep com
membranas do tipo MWCO 6.000-8000, de 28 um de
porosidade.

Experimentos com diferentes concentra¢des de nitrato e
fosfato — Foi realizado um pré-tratamento onde as algas
foram cultivadas em agua do mar esterilizada sem adicéo
de nutrientes durante duas semanas que antecederam o
inicio dos experimentos. Esse experimento foi realizado
utilizando agua do mar esterilizada (concentracao inicial de
nutrientes: 5 uM de nitrato e 0,5 pM de fosfato) enriquecida
com diferentes concentracdes de nitrato (NaNO,; 5, 25,
45, 65, 85 e 105 uM) e com diferentes concentracbes de
nitrato (NaNO,; 5, 25, 45, 65, 85 e 105 uM) e fosfato
(Na,HPO,.12H,0; 0,5, 5,5, 10,5, 15,5, 20,5 e 25,5 uM),
mantendo a propor¢do 4:1 de nitrogénio:fosforo (N:P).
Estes valores correspondem as concentracdes de nitrato e
fosfato presentes na dgua do mar mais as concentracfes
adicionadas. Apos o pré-tratamento, as algas foram
incubadas nos respectivos tratamentos por 28 dias (troca
de meio semanal), sendo analisados a atividade da NR e
o contelido de proteinas sollveis totais ao final do periodo
de incubacéo.

Para garantir a preservacao do mesmo estégio fisiologico
determinado pelo tratamento estudado e a sensibilidade da
enzima NR ao ensaio in vitro, a Ultima troca do respectivo
meio foi realizada 24 horas antes do congelamento de
cada amostra, cujo horario foi padronizado e realizado as
12h00.

Aanalise da NR foi realizada conforme descrito no item
“otimizacdo do ensaio in vitro da NR”, com as seguintes
condic@es otimizadas: adi¢do de BSA (0,3% w/v); 40 uM de
NADH; 4 mM de nitrato; 100 uL de extrato bruto incubado
por 10 minutos a 30 °C.

Para a determinacdo da proteina solGvel total, utilizou-se
uma aliquota do extrato bruto obtido na extracdo da NR, que
foi separada antes da adi¢do de BSA. O contelido de proteina
soluvel total foi determinado por espectrofotometria a 595 nm
apos a adicdo da solucdo de Coomassie Blue (Bio-Rad),
segundo o método de Bradford (1976).

Andlises estatisticas — Todos o0s experimentos foram
realizados com trés repeticdes. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) de um fator, seguido do teste
de comparacao multipla de Tukey, e ANOVA de dois fatores,
seguido do teste de comparacédo de Student-Newman-Keuls,
considerando-se um limite de confianca de 95%. Os testes
estatisticos foram realizados utilizando o programa SigmaStat
(verséo 1.0).
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Resultados

Otimizacéo do ensaio in vitro da NR, extrato bruto (EB)
com e sem BSA — Né&o houve diferenca significativa na
atividade da NR de ambas as linhagens nos EB com e
sem BSA (figura 1). No entanto, optou-se por adicionar
BSA no tampdo de extragdo para 0s posteriores ensaios
a fim de garantir a estabilidade da enzima.

100 —

Atividade da NR
(x10°U g")

BSA sem BSA

Figura 1. Variacdo da atividade da nitrato redutase (NR) em
extratos brutos com e sem adicdo de albumina sérica bovina
(BSA) nas linhagens verde-clara (VC, coluna branca) e
marrom (MA, coluna preta) de Hypnea musciformis.

Figure 1. Activity of nitrate reductase (NR) in crude extracts
with and without bovine serum albumin (BSA) in the
light-green strain (VC, white column) and brown strain (MA,
black column) of Hypnea musciformis.

Tempo de incubacdo — Houve um incremento linear na
atividade da NR da linhagem verde-clara (VC) com o
aumento do tempo de incubac&o (figura 2A), sendo que
o aumento foi significativo de 5 para 10 min, porém de
10 para 15 minutos ndo houve diferenga significativa
na atividade enzimatica (figura 2A). Portanto, o tempo
de incubacdo escolhido para os ensaios seguintes foi 10
minutos. A atividade da NR da linhagem marrom (MA)
também foi proporcionalmente menor em 5 minutos e
maior em 10 e 15 minutos (figura 2A).

\Volume de EB — ANR da linhagem VC apresentou maior
atividade em 100 pL de EB incubado enquanto que a da
MA foi maior em 300 uL (figura 2B). Ao comparar a
atividade entre as duas linhagens, a atividade da NR da
linhagem MA foi significativamente maior do que a da
V/C apenas no volume de incubacéo de 300 uL de EB.
Entretanto, os resultados apresentados pela linhagem
MA na incubagdo com 300 uL de EB apresentaram
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Figura 2. Variacdo da atividade da nitrato redutase (NR)
em extratos brutos das linhagens verde-clara (VC, circulo
branco) e marrom (MA, quadrado em preto) de Hypnea
musciformis incubados em diferentes tempos (A), volumes
(B) e temperaturas (C). Tratamentos com letras distintas
(VC, minusculas; MA, maiusculas) sdo significativamente
diferentes entre si, segundo ANOVA de um fator e teste de
comparacao multipla de Tukey (P < 0,05).

Figure 2. Activity of nitrate reductase (NR) in crude extracts
of light-green strain (VC, white circle) and brown strain (MA,
black square) of Hypnea musciformis incubated in different
time (A), volumes (B) and temperatures (C). Treatments
marked by distinct letters (VC, lower case letter; MA, capital
letter) are significantly different according to the one-way
ANOVA and Tukey’s multiple comparison test (P < 0.05).
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um grande desvio padrédo e, dessa forma, optou-se em
utilizar o volume de 100 pL para as duas linhagens nos
experimentos subseqtientes.

Temperatura de incubacdo — A NR da linhagem VC
apresentou maior atividade quando incubada nas
temperaturas de 25, 30 e 35 °C e a da linhagem MA foi
maior em 30 e 35 °C (figura 2C). Ao comparar ambas
as linhagens, a atividade da NR da linhagem MA foi
maior do que a da linhagem VC nas temperaturas de
15, 20 e 30 °C. Uma vez que a atividade da NR de
ambas linhagens foi maior na temperatura de incubacao
de 30 °C e ndo houve diferenca significativa com a de
35 °C, optou-se pela temperatura de 30 °C para 0s
ensaios posteriores.
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Concentragbes de nitrato e NADH — Ambas as
linhagens apresentaram um aumento na atividade
enzimatica conforme o aumento da concentracdo do
substrato (figura 3B, C e D), excetuando o extrato
ndo dialisado, incubado com diferentes concentracdes
de nitrato (figura 3A). Considerando-se as curvas
obtidas das amostras submetidas a dialise, as
linhagens VC e MA apresentaram, respectivamente,
K,, aparente para nitrato de 49,2 e 29,4 uM e para
NADH de 0,2068 e 0,0837 uM, o que mostra que
a NR da linhagem MA tem maior afinidade por
ambos substratos do que a da linhagem VC. Para o0s
subsequientes experimentos, optou-se pela utilizacao
de concentracdes de 4 mM de nitrato e 40 uM de
NADH no ensaio enzimatico.
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Figura 3. Variacdo da atividade da nitrato redutase (NR) em extratos brutos ndo submetidos a dialise (A e C) e submetidos a
diélise (B e D) das linhagens verde-clara (VC, circulo branco) e marrom (MA, quadrado em preto) de Hypnea musciformis
incubados em diferentes concentrac6es de nitrato (A e B) e NADH (C e D). Tratamentos com letras distintas (VC, minusculas;
MA, mailsculas) sdo significativamente diferentes entre si, segundo ANOVA de um fator e teste de comparagdo multipla de

Tukey (P < 0,05).

Figure 3. Activity of nitrate reductase (NR) in crude extracts, which were not submitted to dialysis (A and C) and submitted
to dialysis (B and D) of light-green strain (VC, white circle) and brown strain (MA, black square) of Hypnea musciformis
incubated in different nitrate concentrations (A and B), and NADH (C and D). Treatments marked by distinct letters (VC, lower
case letter; MA, capital letter) are significantly different according to the one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison

test (P < 0.05).
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Temperatura e tempo de armazenamento das amostras
— A analise de variancia bifatorial mostrou que, para
ambas as linhagens, a temperatura de armazenamento
ndo influenciou na estabilidade da NR em amostras
armazenadas em -20 °C, -20 °C com gelo seco e -80 °C
(figura 4). Porém, o tempo de armazenamento de uma
semana ocasionou um decréscimo significativo na
atividade enzimética (figura 4). Para a linhagem VC,
houve decréscimo significativo na atividade da NR
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Figura 4. Variacdo da atividade da nitrato redutase (NR) das
amostras das linhagens verde-clara (VC, A) e marrom (MA, B)
de Hypnea musciformis estocadas em diferentes temperaturas
(-20 °C, -20 °C + gelo seco e -80 °C) por 1 (coluna branca)
e 7 (coluna preta) dias. * = diferengas significativas entre o
tempo de armazenamento de 1 e 7 dias, segundo a ANOVA
bifatorial e o teste de comparacéao de Student-Newman-Keuls
(P <0,05).

Figure 4. Activity of nitrate reductase (NR) on samples of
light-green strain (VC, A) and brown strain (MA, B) of
Hypnea musciformis stored in different temperatures (-20 °C,
-20 °C + dry-ice and -80 °C) for 1 day (white column) and
7 days (black column). * = significant differences between
1 and 7 days according ANOVA bifactorial and comparison
test of Student-Newman-Keuls (P < 0,05).

apenas nas amostras congeladas a -20 °C com gelo seco
(figura 4A), enquanto que a atividade da NR da linhagem
MA decresceu em todas as temperaturas testadas apos
sete dias de armazenamento (figura 4B).

Efeito da disponibilidade de nitrato e fosfato na atividade
da NR — A linhagem VC apresentou maior atividade
da NR no tratamento controle (sem adicéo de nitrato)
e menor nos tratamentos com 25 a 105 uM de nitrato
(figura 5A). Para a linhagem MA, a atividade da NR foi
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Figura 5. Variacdo da atividade da nitrato redutase (NR) das
linhagens verde-clara (VC, coluna branca) e marrom (MA,
coluna preta) de Hypnea musciformis cultivadas por 28 dias
em agua do mar esterilizada enriquecida com diferentes
concentracfes de nitrato (A) e diferentes concentracdes
de nitrato e fosfato (B), mantendo a relacdo N:P de 4:1.
Tratamentos com letras distintas (VC, minusculas; MA,
mailsculas) sdo significativamente diferentes entre si,
segundo ANOVA unifatorial e teste de comparacao multipla
de Tukey (P < 0,05).

Figure 5. Activity of nitrate reductase (NR) of light-
green strain (VC, white column) and brown strain (MA,
black column) of Hypnea musciformis cultured for 28
days in sterilized seawater enriched with different nitrate
concentrations (A) and nitrate and phosphate concentrations
(B) with constant N:P ratio of 4:1. Treatments marked by
distinct letters (VC, lower case letters; MA, capital letters)
are significantly different according to the one-way ANOVA
and Tukey’s multiple comparison test (P < 0.05).
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menor no tratamento com 25 puM de nitrato e ndo variou
entre os demais tratamentos (figura 5A). A atividade
da NR da linhagem MA foi maior do que a da VC no
tratamento com 65 uM de nitrato.

Ao adicionar nitrato:fosfato no meio, sempre em
uma proporgéo de 4:1 de N:P, ndo houve diferenga
significativa na atividade da NR da linhagem VC
nos diferentes tratamentos testados (figura 5B).
Entretanto, a atividade da NR da linhagem MA foi
maior nos tratamentos controle e com 105:25,5 uM
de nitrato:fosfato e menor nos demais tratamentos
(figura 5B). Ndo houve diferenca significativa entre
as linhagens.

Ambas as linhagens estudadas apresentaram menor
contetdo de proteinas sollveis totais no tratamento
controle e maior nos tratamentos variando de 25 a
105 uM de nitrato (figura 6A), sendo 0 mesmo observado
com a adicdo de fosfato no meio (figura 6B). A linhagem
MA apresentou maior contetido de proteinas sollveis
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Figura 6. Variacdo no contetdo de proteinas sollveis totais
das linhagens verde-clara (VC, coluna branca) e marrom
(MA, coluna preta) de Hypnea musciformis cultivadas por 28
dias em agua do mar esterilizada enriquecida com diferentes
concentragdes de nitrato (A) e diferentes concentraces
de nitrato e fosfato (B), mantendo a relacdo N:P de 4:1.
Tratamentos com letras distintas (VC, minusculas; MA,
mailsculas) sdo significativamente diferentes entre si,
segundo ANOVA unifatorial e teste de comparagdo multipla
de Tukey (P < 0,05).

totais do que a linhagem VC no tratamento com 85 uM
de nitrato.

Discussao

Otimizacdo do ensaio in vitro da NR — Vérios séo 0s
pardmetros que podem influenciar a atividade da NR
no ensaio enzimatico e, dessa forma, neste trabalho
alguns dos fatores considerados mais importantes
foram analisados para as linhagens VC e MA de H.
musciformis.

A presenca/auséncia de BSA no tampao de extracdo
ndo influenciou a atividade da NR de ambas as linhagens
de H. musciformis, sendo 0 mesmo observado para Fucus
gardneri (Hurd et al. 1995) e Enteromorpha sp. (Lartigue
& Sherman 2002). Por outro lado, Rossa (1999) e
Chow (2002) observaram um aumento significativo na
atividade da NR de Gracilariopsis tenuifrons e Gracilaria
chilensis, respectivamente, motivo pelo qual optou-se
pela utilizacdo de BSA nas analises subseqientes, a fim
de evitar a degradacdo da proteina NR por proteases
celulares.

N&o houve diferenca significativa na atividade da
NR com o aumento do tempo de incubacdo de 10 para
15 minutos para as duas linhagens de H. musciformis
estudadas. Portanto, foi utilizado o tempo de 10 minutos
nos ensaios subsequentes. Para G. tenuifrons, a producao
de nitrito comegou a diminuir a partir de 30 minutos de
incubacdo e a velocidade de reagdo foi maxima em 5
e 10 min (Rossa 1999). Para G. chilensis, o tempo de
incubacédo de 5 minutos foi a melhor condicéo de ensaio
in vitro da NR (Chow et al. 2004), enquanto que para
G. caudata acima de 10 minutos a atividade atingia o
patamar (Chow et al., 2007). Um menor tempo de ensaio
implica em maior velocidade catalitica da enzima para
reduzir o substrato disponivel, o que pode significar que
G. chilensis possui uma maior eficiéncia para a reducao
de nitrito através da enzima NR.

As atividades da NR das linhagens VC e MA de H.
musciformis foram maiores, respectivamente, em 100 e

Figure 6. Content of total soluble protein content of
light-green strain (VC, white column) and brown strain
(MA, black column) of Hypnea musciformis cultured for
28 days in sterilized seawater enriched with different nitrate
concentrations (A) and nitrate and phosphate concentrations
(B) with N:Pratio of 4:1. Treatments marked by distinct letters
(VC, lower case letters; MA, capital letters) are significantly
different according to the one-way ANOVA and Tukey’s
multiple comparison test (P < 0.05).
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300 pL de EB incubado. Para F. gardneri, a atividade da
NR aumentou linearmente com o aumento do volume
de EB incubado (Hurd et al. 1995). Lopes et al. (1997)
e Rossa (1999) otimizaram o volume de EB em 100 pL
para G. tenuistipitata e G. tenuifrons, respectivamente,
enquanto que para G. chilensis (Chow et al. 2004) e G.
caudata (Chow et al. 2007) o volume escolhido foi de
50 pL. Embora a atividade da NR da linhagem MA tenha
aumentado com o aumento do volume de EB incubado,
0 desvio padréo das amostras incubadas com 300 pL foi
maior, motivo pelo qual adotou-se o volume de 100 pL
para todos os demais ensaios enzimaticos realizados no
presente estudo.

As atividades da NR das linhagens VC e MA de
H. musciformis foram maiores nas temperaturas de
25, 30 e 35°C. Para G. tenuifrons (Rossa 1999), a
atividade da NR foi maxima na temperatura de 30 °C,
enquanto que para G. chilensis e G. tenuistipitata var.
liui (Lopes et al. 1997) a atividade 6tima ocorreu em
15 e 20 °C, respectivamente. Uma vez que a atividade
da NR da linhagem MA foi maior em 30 °C e a da
linhagem VC foi maior nas temperaturas entre 25 e
35 °C, adotou-se 30 °C para a realizacdo de todos 0s
demais ensaios enzimaticos realizados no presente
estudo. Essa diferenca na temperatura de ensaio pode
estar relacionada ao local de distribuicdo de cada uma
das espécies, uma vez que G. chilensis é uma espécie
de aguas temperadas enquanto H. musciformis ocorre
em regides de aguas quentes.

A concentracdo 6tima de NADH para o ensaio da
NR das linhagens estudadas de H. musciformis foi de
40 uM. Rossa (1999) observou que diferentes lotes de
G. tenuifrons, que representavam fases reprodutivas
e locais de distribuicdo diferentes, apresentaram
variacdes quanto a concentracdo Otima de NADH,
sendo que algas do lote 82 (gamet6fito masculino) e
83 (gametdfito feminino), provenientes de Ubatuba,
apresentaram concentragdes 6timas de NADH de 0,1
e 0,15 mM, respectivamente. A concentragdo 6tima
de NADH para a atividade da NR apresentada pelas
linhagens de H. musciformis é baixa, quando comparada
as de outras algas. Para G. tenuifrons (Rossa 1999) e
G. tenuistipitata (Lopes et al. 1997), as concentragcfes
6timas de NADH foram, respectivamente, 150 e
400 puM.

Ha uma grande variacdo na constante de saturacao
para NADH e nitrato (Berges & Harrison 1995). O
Ky aparente da NR das linhagens VC e MA de H.
musciformis para o NADH foi de 0,2068 e 0,0837 uM,
respectivamente. Esses valores sdo baixos quando
comparados aos K, de outras algas. Para G. tenuifrons

o valor do K,, aparente foi de 12,2 uM (Rossa 1999),
para G. tenuistipitata foi de 95 uM (Lopes et al. 1997),
8 uM para G. chilensis (Chow et al. 2004) e 22 uM
para G. caudata (Chow et al. 2007). Essas diferencas
na concentracéo 6tima e no valor do K,, para NADH
evidenciam diferencas nos requerimentos metabolicos
da NR para cada uma dessas espécies.

O K,, aparente da NR para o nitrato apresentado
pela linhagem VC de H. musciformis (49,2 uM)
foi maior do que o apresentado pela linhagem MA
(29,4 uM) e por G. tenuifrons (31,44 uM) (Rossa 1999)
e Porphyra perforata J. Agardh (35 uM) (Thomas &
Harrison 1988), o que indica que a NR da linhagem
VC possui menor afinidade pelo substrato. Porém, G.
tenuistipitata (Lopes et al. 1997) e G. chilensis (Chow
et al. 2004) possuem K,, maiores do que o da linhagem
VC, de 197,8 e 680 uM, respectivamente. Esses dados
mostram as diferengas nas afinidades da NR pelos
substratos, evidenciando a necessidade de estabelecer
um protocolo de ensaio enzimatico especifico para cada
espécie.

Houve um decréscimo na atividade da NR de
ambas as linhagens de H. musciformis com o aumento
do tempo (1 a 7 dias) de armazenamento das amostras,
independente da temperatura de armazenamento (-20
e -80 °C). O mesmo ndo foi observado por Lartigue
& Sherman (2002) para Enteromorpha sp., onde a
atividade da NR foi preservada ao longo de 25 dias
quando estocada a -80 °C, mas ndo foi preservada
quando estocada a -20 °C.

O presente estudo evidenciou algumas diferencas na
atividade da NR das linhagens de cor de H. musciformis,
destacando-se que a NR da linhagem MA apresentou
maior afinidade pelo nitrato do que a da VVC. Por outro
lado, a NR da linhagem VC apresentou maior estabilidade
em relacdo ao tempo de congelamento das amostras do
que a da linhagem MA.

A atividade da NR apresentada pelas linhagens
MA e VC de H. musciformis no ensaio otimizado (com
BSA; 10 min de incubagéo; 100 uL de EB incubado;
4 mM de nitrato; e 40 uM de NADH) foi de 40,08 e
35,05 x 102 U g7, respectivamente. Esses valores sao
semelhantes ou maiores do que os valores de atividade
da NR apresentados por outras espécies de macroalgas
em diferentes ensaios otimizados da NR in vitro. Por
exemplo, a atividade da NR de Ulva sp., C. costata,
Porphyra sp. (Hurd et al. 1995) e G. tenuistipitata
(Lopes et al. 1997) foi, respectivamente, 9,3; 10,7; 4,0
e43,3x 102 U g Dentro das condi¢cdes experimentais
adotadas no presente estudo, os resultados obtidos
indicam que foram estabelecidas as condi¢bes 6timas
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para o ensaio in vitro da NR das linhagens VC e MA de
H. musciformis.

Efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato na
atividade da NR — A literatura cita que a NR é uma
enzima substrato-induzivel, ou seja, sua atividade é
estimulada pela presenca de nitrato (Berges 1997).
Entretanto, os resultados apresentados pelas linhagens
VC e MA de H. musciformis ndo estdo de acordo com
os dados da literatura, pois a atividade da NR das
duas linhagens ndo aumentou com o incremento da
disponibilidade de nitrato no meio, sendo maior no
controle. Essa resposta pode ser explicada pelo estado
nutricional das algas. As linhagens foram cultivadas
por duas semanas em agua do mar esterilizada sem
adicdo de nutrientes, e durante esse periodo, as algas
consumiram suas reservas, como proteinas e pigmentos,
para sustentar a sobrevivéncia e o crescimento (Smit
et al. 1997). Durante o experimento, as algas foram
incubadas em 4gua do mar com adicéo de nitrato, exceto
as algas do controle, que continuaram sendo mantidas
em agua do mar sem adicao de nutrientes. O contetido
de proteinas das algas do controle foi muito menor do
que o dos espécimes cultivados com adi¢do de nitrato,
0 que mostra que enquanto os espécimes cultivados
em agua do mar com adi¢do de nitrato sintetizaram e
armazenaram proteinas, o metabolismo das algas do
controle manteve-se em um nivel basal. Ao se adicionar
nitrato durante o ensaio in vitro da enzima, a NR dos
espécimes do controle da linhagem VC foi rapidamente
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estimulada, sendo que o mesmo néo foi observado com
a NR das algas cultivadas com adicdo de nitrato. Tal
resposta evidencia que quando esses espécimes passam
por longos periodos de limitagdo de nitrogénio, assim
como populagdes de algas de regides oligotroficas, sdo
ativados mecanismos que possibilitam uma absorc¢ao
rapida de nutrientes, quando estes se tornam disponiveis.
Esse resultado corrobora com o observado por Thompson
& Valieda (1999), que verificaram que pulsos de nitrato
aumentaram significativamente a atividade da NR de
Cladophoravagabunda (L.) Hoek e Gracilaria tikvahiae
McLachlan. Estes resultados podem indicar que, embora
a linhagem VC de H. musciformis seja uma variante
deficiente em ficoeritrina, sua NR pode ser eficiente em
ambientes oligotréficos.

Ao comparar a atividade da NR apresentada pelas
linhagens VC e MA de H. musciformis cultivadas
em meio com apenas hitrato e com nitrato e fosfato
(tabela 1), observou-se um aumento significativo na
atividade enzimatica com a presenca de fosfato no
meio, principalmente para a linhagem VC. Tem sido
considerado que o fosfato estimula a atividade da NR,
embora uma parte do seu efeito indutor possa ser resultado
de um incremento na forca iénica, quando esse fator nao
é adequadamente controlado (Nicholas & Scawin 1956,
Huber et al. 1994). A estimulagdo do fosfato é especifica
para atividades de reducdo do nitrato e geralmente
é resultado da interacdo do fosfato com o centro
Mo-pterina (Solomonson & Barber 1990). Tais resultados
mostram a importancia do fésforo na atividade da NR

Tabela 1. Comparacdo da atividade da nitrato redutase (NR, x 10 U g1) entre os experimentos com adi¢do apenas de nitrato e
com adicdo de nitrato e fosfato realizados com a linhagem verde-clara (VC) e marrom (MA) de Hypnea musciformis, cultivada
por 28 dias em agua do mar esterilizada enriquecida com diferentes concentracdes de nitrato e fosfato. Os valores correspondem
amédia e desvio padrdo da variavel analisada. As células com nimeros em negrito representam as diferencas significativas entre
0s meios testados (com ou sem fosfato), segundo a ANOVA bifatorial e o teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls.

Table 1. Comparison of nitrate reductase activity (NR, x 10 U g*) between experiments with addition of nitrate and addition
of nitrate and phosphate performed with light-green strain (LG) and brown strain (MA) of Hypnea musciformis cultured for
28 days in sterilized seawater with different nitrate and phosphate concentrations. Values are mean and standard deviation.
Numbers in bold are significant differences among culture media (with and without phosphate), according ANOVA bifactorial

and comparison test of Student-Newman-Keuls (P < 0.05).

Tratamentos (adi¢do de nitrato:fosfato)

Linhagem
25:05 2555 45.05 45105 65:05 65:155 85:.05 85:20,5 105:0,5 105:25,5
VC 4,28 44,59 7,08 44,62 4,43 49,62 11,76 43,01 7,41 56,66
+1,07 #1252 +0,45  £18,20 *1,33 +6,92 521 11,10 +5,50 +5,26
MA 8,30 33,03 18,55 31,09 23,91 35,59 19,92 32,53 18,44 45,22
+1,98 *6,72 +9,11 +0,25 +8,09 +1,87 +4,76 +4,73 2,94 +8,88
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das linhagens VC e MA de H. musciformis e evidenciam
as diferengas da NR das diferentes macroalgas frente
aos requerimentos nutricionais.
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