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Synopsis

Primary production in Pterocladia capillacea was measured by means of oxygen evo-
lution (Winkler's Method) under controlled conditions. The method which utilizes
Light and dark bottles in studies of productivity in phytoplankton has been adapted
for the estimation of primary production in macroscopte benthic algal. Satisfacto-
ry results were obtained when 1.0 ml by volume of alga in a 270 ml bottle at 24.0
to 28.0°C was iluminated at an incandescent light intensity of 40.0 Klux for a
period of 2 hours. This method should be applicable to other algal of similar mor—

phology to P. capillacea.

Introdugao

Os estudos relativos a produgao primaria
tem sido objeto de inimeras pesquisas co-
mo resultado do desenvolvimento de novos
metodos de investigagao, aplicados prin-
cipalmente a organismos fitoplanctonicos
marinhos (Gaarder & Gran, 1927; Steemann-
Nielsen, 1952; Ryther, 1954; Strickland,
1958; Steele, 1956), ou de agua doce
(Goldman, 1961; Verduin, 1956; Talling,
1965) .

Por sua vez, estudos sobre a produti-
vidade do fitobentos, constituido pelas
algas "superiores" na sua maioria, sao
ainda escassos e fragmentarios em todo o
mundo, provavelmente como uma decorren—
cia da dificuldade em se aplicar a este
tipo de plantas os meétodos desenvolvidos
para o fitoplancton. Neste campo, des-
tacam-se os trabalhos de Blinks (1955),
Pomeroy (1959, 1961), Gr¢ntved (1958),
Odum et af. (1958), Westlake (1965a) e
Doty (1967).

No Brasil ja existem varios trabalhos
sobre produtividade do fitoplancton
(Teixeira & Tundisi, 1967; Teixeira,
1969; Tundisi, 1969; Teixeira ef ak.,
1969), mas nada foi feito ainda no que se
refere as algas bentonicas.

Este trabalho visou ao desenvolvimento
de uma metodologia adequada, adaptada da-
quela aplicada ao fitoplancton, para o
estudo da produtividade de algas bentoni-
cas da zona das mares. Os experimentos
foram realizados com Pterccladia capilla-
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cea (Gmel.) Bornet et Thuret, rodoficea
comum e abundante durante o ano todo em
nosso litoral, atraves da dosagem quimi-
ca de oxigenio dissolvido.

Material e metodos

A escolha de P. capillacea decorre nao
apenas da conveniencia pratica que a es-
pecie apresenta a este tipo de investi-
gagao, devido a morfologia do seu talo,
mas, tambem, por se tratar de uma espe-
cie cuja biologia e ecologia & das mais
conhecidas dentre as algas da costa bra-
sileira, aliando-se a isto o seu grande
valor economico como matéria prima para
a extragao de ficocoldides (Oliveira
Filho & Sazima, 1973).

Os trabalhos de campo foram realiza-
dos nos arredores de Ubatuba, SP. Este
local, além de apresentar facilidades
técnicas para o desenvolvimento dos tra-
balhos de laboratorio, tem tambem uma
flora marinha bentonica bem conhecida
(Joly, 1965).

A estimativa da produgao primaria de
P. capillacea foi feita pelo método de
Winkler modificado segundo Magliocca
(1966) . Foram utilizados frascos trans-—
parentes (Ft) e pretos (Fp) , baseados na
tecnica de Gaarder & Gran(1927), conten-
do amostra de alga mais agua do mar fil-
trada. A capacidade media dos frascos
era de 270 ml. Para incubacao, adotou-
se a tecnica usada por Teixeira (1969)
em estudos de [itoplancton.

O trabalho processou-se segundo as
etapas:
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Plantas inteiras foram removidas de
uma determinada area na praia Domingas
Dias, tendo-se medido a temperatura em
cada ocasiao. Coletou-se ainda agua em
reservatorio plastico para os trabalhos
de laboratorio, a qual foi filtrada em
filtros "Millipore" H. A. com porosida-
de de 0,45 u. As algas foram lavadas e
selecionadas com eliminacao das partes
basais, e a quantidade utilizada para
cada frasco foi determinada por desloca-
mento de volume (Fig. 1).

Fig. 1. Aspecto de uma amostra preparada.

Os frascos pretos foram envolvidos em
papel-aluminio. Além dos frascos trans-
parentes e pretos contendo a alga junto,
foram preparados frascos somente com a
agua filtrada para a dosagem do oxigenio
inicial. O perlodo de incubagao em luz
incandescente variou de 1 a 4 horas, de
acordo com o objetivo de cada experimen-
to.
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Fig. 2. Disposigao das amostras no in-

cubador.

A intensidade luminosa média no incu-
bador era de 40,0 Klux, e a temperatura
variou de 24 a 23 C. Apos a lncubagao,
as amostras foram fixadas e, apos a re-
tirada das algas, o contetdo dos frascos
foi titulado. Para os calculos de pro-
ducao, foi considerada a alteracao do
volume de agua existente no frasco devi-
do a introducao da alga, alem dos rea-
gentes. As algas foram lavadas com a-
gua destilada, secadas em estufa a105°c,
dessecadas e, por fim, pesadas. Foram
testados varios periodos para secagem na
estufa e esfriamento no dessecador, sen-
do que nao houve diferengas nos resulta-
dos a partir de 2 horas na estufa e 1 ho-
ra no dessecador.

Por ocasiao de cada coleta, foram ana-
lisados os seguintes parametros ambien-
tais: temperatura da igua, salinidade
(Harvey, 1955), oxigenio dissolvido "i in
loco" (Magliocca, 1966), fosfato inorga-
nico dissolvido (Strickland & Parsons,
1968), e materia particulada (Teixeira &
Kutner, 1963).

Experimentos realizados

Varios experimentos foram realizados com

o objetivo de se estabelecer uma metodo-

logia adequada a ser usada como rotina na
avallagao da producao de algas macrosco-

picas:

1. Efeito da presenga de alga nos fTascos
para a fixagao do omigenio inicial

Preparou-se 3 lotes de frascos transpa-
rentes, contendo o 19 lote apenas agua
filtrada, e os demais, agua mais 2,0 ml
de alga. No 29 lote, retirou-se a alga
imediatamente apos a fixagao e, no 392,
as algas foram conservadas dentro dos
frascos até a acidificagao.

2. "Metabolismo" da agua do mar filtrada

2 lotes de frascos com a agua filtrada
foram preparados, sendo que um ficou
exposto a luz por 3 horas a temperatu-
ra de 24°C para depois ser fixado e, o
outro, foi fixado imediatamente apos a
preparagao.

3. Efeito do volume de alga na produgao
de oxtigenio
3 lotes de frascos transparentes con-
tendo 1,0, 1,5 e 2,0 ml de alga fica-

ram expostos por 2 horas a luz, a tem-
peratura de 26°C.
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4. Variagao do tempo de exposigao a luz

4 lotes de frascos transparentes e

pretos contendo 2,0 ml de alga fica-
ram expostos a luz por periodos de 1,
2, 3 e 4 horas a temperatura de 28°C.

5. Efetto da retirada da alga para a
ftxagao das amostras

2 lotes de frascos transparentes e
pretos contendo 1,0 ml de alga fi-
caram expostos a luz por 2 horas a
temperatura de 24°C. Apds a incu-
bacao, num lote, as algas foram re-
tiradas dos frascos para fixagao das
amostras, e no outro a fixacao foi
feita com as mesmas dentro dos fras-
cos, sendo retiradas imediatamente.

Efeito do sifonamento na determinagao
do oxigenio dissolvido

2 lotes de frascos transparentes e
pretos contendo 2,0 ml de alga fica-
ram expostos a luz por 2 horas a tem
peratura de 26°C. Apos a fixagao, as
algas foram retiradas imediatamente,
fazendo-se sifonamento para frascos
menores apenas em 1 lote.

Resul tados

Os parametros ambientais do local de co-
leta (Tab. I) oscilaram muito, principal-
mente em relagao a fosfato inorganico e
materia particulada. Os valores de tem—
peratura, salinidade e oxigenio dissolvi-
do "in loco" concordam com os obtidos por
outros autores para a regiao de Ubatuba.

Tabela | - Parametros ambientais do local
de coleta

31
29 lote, em que o conteudo foi sifo-
nado (Tab. II).
Tabela Il - Efeito da presenca de alga

nos frascos para a fixagao
do oxigénio inicial
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2. "Metabolismo" da agua domar filtrada

Praticamente nao houve alteragao de
oxigenio dissolvido apos o periodo
de incubacao, o que indica uma efi-
ciencia na filtragao (Tab. III).

Tabela |11 - "Metabolismo" da agua do
mar filtrada
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Experimentos realizados

1. Efetto da presenga de alga nos frascos
durante a fixagao do oxigenio inicial

Houve aumento da quantidade de oxige-
nio dissolvido em presenga de alga,
sendo que o maior aumento ocorreu no

3. Efeito do volume de alga na produgao
de oxigento

Observa-se uma diminuigio gradativa
na razao de producao com aumento da
quantidade de alga nos frascos (Tab.
Iv).

Tabela IV - Efeito do volume de alga
na producao de oxigéenio

VOLUME DE ALGA (ml)

.o 1.5 2.0

11,13 9, bk

PRODUGAD LTGUIDA 1,18 10,03
(ml b,fa/h] 12,33 o, 13
12,58 10,85

71
+Oh
207
.79

LT T Y.

4. Variagao do tempo de exposigao a luz

A razao de producao diminui com maior
periodo de incubacao (Tab. V).
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Tabela V - Variagao do tempo de exposi-
cao a luz

TEMPD DE EXPOSICAD (moras)

PRODUGAD LiqQuiDa
(=i O,7q/n) T

& =
-

RESPIRACAD L,78 1.1e 2.50
twl 8 Ffg/ihl b,9% 3.37 2,78

PRODUCAD LIQuiDA 11,67 11,02
fmi 0,79/%) 12,50 1,01

RESPIRACED 3.40 2.80
{ml 0,/g9/n) 3.51 2.8l

2,60

2,80

™

2,54

5. Efeito da retirada da alga para a fi-
xagao das amostras

Houve um ligeiro acrescimo de oxige-
nio nos frascos em que a fixacao foi
feita apos a retirada da alga (Tab.
V1).

Tabela VI - Efeito da retirada da alga
para a fixacao das amostras

FIXACAD APOS RETIRADA FIXAGAD SEM RETIRADA

10,89 5,88

PRODUCAD LTQUIDA 10,95 10,08
{ml 0 _fg/n) b, 20 10,26

- 11,53 HOLh3

RESPIRACKD

(=1 0, sg/n]

6. Efeito do sifonamento na determinagao
do oxigénio dissolvido

As diferengas obtidas entre os fras-
cos em que o contetudo foi sifonado
com aqueles que nao o foram apas a
retirada das algas sao despre21vels,
considerando-se as variagoes da pro-
pria amostragem (Tab. VII).

Tabela VIl - Efeito do sifonamento na de-
terminacao do oxigénio dis-
solvido

HESES SIFONADD MED SIFONADD

9,12 8,37
§.52 B,55
5,72 9,74
1,34 -

FRODUGAD LTQUIDA
=) 0,/g/0)

MAR, 72
1B 1,61

1,95 1,82
(=l 0,/79/n) 2,18 1,99
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5,63 9,41
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(=1 0;/g/h) 11,27 9,93
1,30 1,00

] 2,07
.18 2,10
35 2,3
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(mi 0gfgik)

MR

Discussao

0 método de Winkler & comparavel as tec-
nicas manometricas de Warburg utilizadas
por Emerson & Green (1934) e outros, em
estudos de fotossintese e respiragao de
plantas a?uatlcas (Ryther, 1956). O me-
todo do C'", apesar da maior sensibili-
dade, da valores acima do ponto de com-
pensagao intermediarios entre a produ-
cao liquida e bruta (Vaccaro & Ryther,
1954) .

Fontes de erro, como perda de oxige-
nio por aumento de temperatura ambiente
(Martin, 1968) e perda de iodo por vola-
tilizagao se a titulagao & retardada, po-
dem introduzir erro na dosagem do oxige-
nio (Montgomery et al., 1964). Neste me-
todo, o erro técnico varia de 1 a 2%
(Tseng & Sweeney, 1946).

Atraves da filtragao, a agua utilizada
nos experimentos ficou isenta de fito-—
plancton, bacterias e material particula-
do maior que 0,45 y. Com a lavagem das
algas nesta agua, procurou-se eliminar ao
maximo as algas epifitas, briozoarios,
poliquetos, moluscos, microcrustaceos,
ete.

Os estagios diferentes de desenvolvi-
mento durante o ano todo dificultarama sele-
cao da amostragem, e provavelmente contri-
buirampara explicar parte da variacao obti-
da. A eliminagao da parte basal das frondes
foi feita no sentido de se ter um volume de
material metabolicamente mais ativo.
Vollenweider (1969) critica este procedi-
mento, justificando que ele implica numa
variacao na tomada de nutrientes quando
se separa a fronde da parte basal, alem
da alteragao no comportamento quando es—
ta e separada do substrato. Segundo
Oliveira Filho & Sazima (19?3), a propa-—
gagao vegetativa desta alga € muito efi-
ciente, havendo brotamento nos ramos cor-
tados, o que evidencia um metabolismo a-
tivo mesmo sem a parte basal. Conside-
rando a técnica utilizada para avaliacao
da razao fotossintética e o tamanho medio
de P. capillacea, os valores obtidos com
a planta sem a parte basal corresponde
provavelmente a producao global das plan-
tas, embora nao se tenha feito um contro-—
le com plantas inteiras.

A relagEo entre peso seco e volume a-
presentou uma variagao da ordem de ate
15%, o que mostra que o metodo empregado
€ razoavel para este tipo de determina-
950. Deve ser lembrado, entretanto, que
a eficiencia fotossintetica pode nao es—
tar diretamente relacionada com o peso
seco e sim com a area da fronde, estado
fisiologico e a quantidade de pigmentos.
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Quanto ao numero de frascos utilizados
nas determinacoes (réplicas), houve uma
variaggo de acordo com o objetivo do ex-
perimento. Utilizou-se 14 frascos no ma-
ximo para se obter uma disposicao equiva-
lente em relagao a fonte de luz, aléem do
espago no incubador, do tempo gasto para
a selegao e lavagem das frondes e da ana-
lise quimica das amostras.

0s valores de oxigenio inicial da agua
do mar variaram nas diferentes ocaSLOes,
dado que_ tambem deve ser considerado na
comparagao das razoes de produgao, O pe-
riodo de indugao de 10 minutos foi deter-
minado empiricamente para P. capillacea,
sendo que Tseng & Sweeney (1946) utiliza-
ram um periodo de 20 a 30 minutos para
Gelidium, generoc da mesma familia.
Levring (1946) justifica este perlodo ar-
gumentando que o mesmo & necessario para
neutralizar uma possivel influencia ini-
bitoria de um brusco aumento de luz.

0 aumento de oxigenio inicial observa-
do nos frascos fixados em presencada al-
ga deve ser devido ao metabolismo da a-
mostra nesse pequeno intervalo de tempo
em luz ambiente, até a fixacao completa
(Tab. II). Entre as amostras sifonadas
e as mantidas no mesmo frasco, houve au-
mento no caso das primeiras devido ao
problema de aeragao no processo de trans-
ferencia. As algas mantidas dentro dos
frascos apos a fixagao causaram um pe-
queno aumento de oxigenio em relagao aos
resul tados obtidos com frascos que con-—
tlnham somente agua do mar, devido tal-
vez a continuagao dos processos metabo-
licos mesmo na presenca de excesso de
reagentes. Por outro lado, pode ocor-
rer incorporagao de iodo pelas algas
durante este perIodo, concomi tantemente
com a fixagao de 0X1Een10, o que Justl-
fica valores de oxigenio intermediarios
entre os frascos que foram sifonados e
0os que continham apenas agua do mar,

Uma das criticas ao método utilizado
€ o efeito da respiragao bacteriana que
pode mascarar os valores da produgao.
Mesmo utilizando agua do mar filtrada,
ha inoculagao atraves das proprias pa-
redes dos frascos (Verduin, 1960).
Vaccaro & Ryther (1954) nao constataram
diferenga significante entre a respira-
gao bacteriana nos frascos transparentes
e pretos, valido para exposigao de ate
mais de 24 horas. Qasin & Bhattath1r1
(1971) nao encontraram nenhuma var1agao
de ox1gen10 nos Fp e menos oxlgenlo nos
Fy apos 2 a 3 horas de incubagao. Con-
forme Pratt & Berkson (1959), os efeitos
da resplragao atraves dos frascos pretos
para periodos curtos podem ser despreza-—

dos, considerando-se que a atividade bac-
teriana seja semelhante tanto no claro
como no escuro. Nao se evidenciou nenhu-
ma atividade bacteriana durante o periodo
de incubagao (Tab, III). Um possivel i-
noculo de bactérias atraves das paredes
dos frascos nao foi detectado, talvez em
conseqiiencia das variagoes entre as pro-
prias replicas.

Atraves dos resultados da Tabela IV
podemos observar que houve maior eficien-
cia de produgao com 1,0 ml de alga, que
com quantidade maior da mesma. Este au-
mento de razao de luz-reagao fotoquimica,
como conseqiiencia da diminuicao de som-
breamento. Entretanto, nao se pode re-
duzir demasiadamente a quantidade de al-
ga, pois isto implica num aumento relati-
vo do erro na determinagao do peso seco,
e mesmo na titulagao do oxigenio. Um ou-
tro fator a ser levado em conta & a quan-
tidade limitante de CO, disponivel para
ser absorvido e que poderia estar limi-
tando a produgao.

Considerando a quantidade de material
utilizada nos experimentos, a produgao
liquida foi relativamente alta quando
comparada com dados de Odum et af (1958)
para outras especies de algas, Todavia,
deve ser lembrado que houve diferengas na
quantidade de material utilizado para ca-
da frasco, tempo de exposigao a luz, além
das diferengas metabolicas inerentes as
proprias plantas. Estes fatos dificultam
muito, e tornam mesmo arriscadas as com—
paracoes de produtividade entre os dados
da literatura, em virtude da metodologia
empregada pelos varios autores.

Para experimentos com luz artificial,
o periodo de 2 horas de incubagao ja e
suficiente (Tab. V). Apos 1 hora, obtém—
se uma variagao consideravel entre as re-
plicas pela menor quantidade de oxigenio
produzido. Se se deixar por 3 horas, a
razao de produgao decresce, embora as re-
plicas apresentem uma variagao entre si
bem menor. Novamente neste caso, a dimi-
nuicao da razao de produgao num tempo
prolongado de incubacao poderia ser devi-
da B limitacgao de CO2 dentro dos frascos.

0 pequeno aumento de oxigenio verifi-
cado nos frascos em que a fixagao foi
feita apos a retirada das algas (Tab. VI)
pode ser devido a interagcao da bolha de
ar presente nos frascos no ato da retira-
da da alga. Por outro lado, hd a garan-
tia de que n3ao houve efeito dos reagentes
sobre as algas, proporcionando alteragoes
no conteudo dos frascos e, eventualmente,
no peso seco das algas. Apesar do refe-
rido aumento, esta tecnica utilizada para
a fixagao das amostras parece ser bastan-
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te satisfatoria, pois evita o problema do
metabolismo das algas mesmo na presenga
dos reagentes e tambem uma possivel incor-
poragao de iodo pelas mesmas .

As amostras que nao foramsifonadas pa-
ra frascos de volume menor, apesar da bo-
lha de ar que restou apos a retlrada das
algas, apresentaram menor variacao entre
as replicas (Tab. VII)., O erro de sifo-
namento ocorreu principalmente nas amos-
tras em que houve borbulhamento durante a
transferenc1a, resultando num aumento no
teor de oxigenio.

Conclusoes

1. Considerando os resultados obtidos nos
experimentos, o metodo de Winkler e re-
comendavel para o estudo comparativo de
produgao primaria de algas macroscopi-
cas, desde que se estabelega umroteiro
de metodologia.

2. A quantidade de 1,0 ml de alga para
frascos de 270 ml, temperatura varian-
do entre 24,0 e 28,0°C e intensidade
luminosa de 40,0 Klux, proporcionou re-
sultados satisfatorios, tendo-se em
vista a alta eficiencia de produgao e
a pequena variacao entre as réplicas.

3. 0 perfodo de incubagao de 2 horas pode
ser usado em laboratorio, com intensi-
dade luminosa de 40,0 Klux.

A fixagao das amostras apos a incubagao
pode ser realizada com as algas dentro
dos frascos, seguida de sua retirada i-
mediata, ou também com a retirada das
plantas um pouco antes de se colocar os
reagentes.
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Resumo

A producao primaria de Pterocladia ca-
péiﬁacea foi medida atraves da dosagem de
oxigénio (método de Winkler) em condlgoes
de laboratorio, utilizando-se luz incan-
descente.

Foi discutida em detalhe, uma metodo-

logia adequada para a avallagao da produ-
gao primaria de algas bentonicas macros-
copicas, usando-se frascos transparentes
e pretos, com base naquela utilizada para
estudos de fitoplancton. A quantidade de
1,0 ml de alga para frascos com capacida-
de de 270 ml, temperatura entre 24,0 e
28,0°C, intensidade luminosa de 40,0 Klux
e periodo de incubagao de 2 horas, apre-
sentaram resultados satisfatorios.

Esta metodologia pode ser aplicada pa-
ra algas de morfologia semelhante a de P.
capillacea.
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