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RESUMO

As mudancas globais tém sido amplamente discutidas, e dentre
essas mudancas, destaca-se o aumento da incidéncia da radiacédo
ultravioleta B, em funcdo da continua destruicdo da camada de
ozobnio. Estudos cientificos tém evidenciado os efeitos deletérios
da exposicdo a radiacdo UV-B sobre as macroalgas, mas poucos
estudos tém abordado o impacto dessa radiagdo sobre a germi-
nacado de esporos e desenvolvimento de fases juvenis. Nemalion
helminthoides é uma alga vermelha amplamente distribuida nas
regides temperadas e subtropicais do planeta. Na Unica fase ma-
croscépica da espécie, N. helminthoides mostra um talo cilindrico
e gelatinoso, e é encontrada fixada as rochas de regides interti-
dais, estando frequentemente exposta a radiacao solar. Analisar
os efeitos da radiagdo ultravioleta B sobre o desenvolvimento
inicial de NMemalion helminthoides fol o principal objetivo deste
trabalho. Para tanto, carpdésporos de N. helminthoides foram cul-
tivados em laboratério, e foram estabelecidos dois grupos: Con-
trole, expostos somente a radiacdo fotossintéticamente ativa PAR;
e tratado, expostos a radiagdo PAR e UV-B. O grupo tratado foi
submetido a 1,6 W.m-2 de radiagdo UV-B artificial, 2h por dia, ao
longo de 12 dias. As amostras foram avaliadas a cada trés dias. O
grupo controle mostrou crescente proliferacao celular, crescente
acumulo de substancias de reservas e intensa ramificacdo nos
ultimos estagios observados, 9 e 12 dias de desenvolvimento. Nas
células do grupo controle o cloroplasto ocupou grande espago na
célula, empurrando as demais organelas para a periferia celular.
Além disso, o cloroplasto apresentou um caracteristico pirendide
globoso, profusamente atravessado por lamelas de tilacéides. As
células mostraram freqiliente associacdo entre mitocondrias, nu-
cleos, corpos de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso, intera-
cao que favorece a intensa atividade metabdlica caracteristica de
fases iniciais de desenvolvimento. Os tetraspordéfitos do grupo
tratado apresentaram danos a importantes organelas celulares,
tais como: desestruturagdo do pirendide, perda da organizagdo
do cloroplasto, alteracao nas cristas mitocondriais, crescente atro-
fia dos corpos de Golgi. Além de alteracdes nos padrdes de de-
senvolvimento, como perda da polaridade nas primeiras divisdes
do carpdsporo e ramificacdo anormal do talo filamentoso. Em



relagdo a autofluorescéncia do cloroplasto, o grupo controle
mostrou crescente aumento na auto-fluorescéncia ao longo do
desenvolvimento. Enquanto no grupo tratado a autofluorescéncia
acompanhou a intensidade do grupo controle para 3 e 6 dias,
mas mostrou reducdo de aproximadamente 50% na autofluores-
céncia em 9 e 12 dias de desenvolvimento, em relacdo ao grupo
controle. As principais alteracdes nas células de N. helminthoides
aconteceram no cloroplasto. Os dados de quantificacdo da auto-
fluorescéncia coincidiram com as alteragbes ultraestrutrais apre-
sentadas no cloroplasto das células expostas a radiagdo ultravio-
leta B, sugerindo efeitos nocivos dessa radiacdo ao aparato fotos-
sintético, sintese e acimulo de substancias de reserva, como o
amido das florideas, os plastoglébulos e o pirendide. Além disso,
a radiacao alterou o padrao de desenvolvimento dos tetrasporofi-
tos. Sugere-se neste estudo que a proxima fase do ciclo de vida
da espécie, a formacao dos tetrasporangios, onde ocorre a meio-
se e formagdo dos tetrasporos, seria comprometida caso os te-
trasporofitos jovens continuassem no regime de exposigdo a ra-
diacdo ultravioleta, mas somente estudos mais longos podem
dizer se esta exposicdo podera interferir e/ou interromper o ciclo
de vida de N. helminthoides.

Palavras-chave: Nemalion helminthoides. Desenvolvimento inici-
al. Radiacdo UV-B. Ultraestrutura. Autofluorescéncia.



ABSTRACT

Global changes have been widely discussed, and among these
changes, there is an increased incidence of ultraviolet B radiation,
due to the continuous destruction of the ozone layer. Scientific
studies have shown the deleterious effects of exposure to UV-B
radiation on macro algae, but few studies have addressed the
impact of this radiation on spore germination and development
of juvenile stages. Nemalion helminthoides is a red alga widely
distributed in temperate and subtropical regions of the planet. In
the only macroscopic phase of the species, N. helminthoides
shows a cylindrical and gelatinous stem, and is found attached to
rocks in intertidal areas, being frequently exposed to solar radia-
tion. To analyze the effects of ultraviolet B on the initial develop-
ment of Nemalion helminthoides is the main objective of this
work. For this new set of carpospores Nemalion helminthoides
were cultured in the laboratory, and were arranged in two groups:
control, exposed only to photosynthetically active radiation (PAR);
and treated, exposed to PAR and UV-B. The treated group was
exposed to 1.6 Wm -2 UV-B artificial radiation 2 hours a day over
12 days. Specimens from both groups were evaluated every three
days. The control group showed increasing cell proliferation, in-
creasing accumulation of reserve substances and intense branch-
ing in the latter observed stages of 9 and 12 days of develop-
ment. In the cells from the control group the chloroplast occupied
much space, pushing the other cell organelles to the periphery.
Furthermore, the chloroplast showed a typical globular pyrenoid
profusely traversed by thylakoid lamellae. The cells showed fre-
guent association between mitochondria, nucleus, Golgi bodies
and rough endoplasmic reticulum, interaction that favors the in-
tense metabolic activity, characteristic of early stages of devel-
opment. The sporelings from the treated group showed damage
to significant cell organelles, such as: pyrenoid disruption, loss of
organization of chloroplast, changes in mitochondrial cristae,
increasing atrophy of the Golgi bodies, in addition to changes in
development patterns, such as loss of polarity in the first divisions
of carpospore and abnormal filamentous thallus branching. Re-
garding the autofluorescence of the chloroplast, the control
group showed increasing growth in the photosynthetic response



during development. While in the treated group the
autofluorescence followed the intensity for the control group for
3 and 6 days but showed approximately a 50% reduction in re-
sponse of the photosynthetic apparatus in the stages of 9 and 12
days in relation of the control group. The major damage to the
cells of N. helminthoides happened in the chloroplast. The quan-
tification of autofluorescence data coincided with the ultra struc-
tural changes made in the chloroplast of cells exposed to ultra-
violet B radiation, showing the harmful effects of this radiation to
the photosynthetic apparatus, synthesis and accumulation of re-
serve substances such as floridean starch grains, plastoglobuli
and pyrenoid . Furthermore, the radiation changed the develop-
ment pattern of the seedling. It is suggested in this study that the
next stage of reproduction of the species, the formation of
tetrasporangia, where meiosis and formation of the tetraspores
occur, would be compromised if the seedlings continued in the
regime of exposure to ultraviolet radiation, but only longer term
studies can tell whether this exposure may interfere with and / or
interrupt the life cycle of N. helminthoides.

Keywords: Nemalion helminthoides. Initial development. UV-B
radiation. Ultrastructure. Autofluorescence..
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1 INTRODUCAO

1.1 O IMPACTO DA RADIACAO ULTRAVIOLETA B SOBRE A
BIODIVERSIDADE, EM ESPECIAL AS MACROALGAS

A radiagdo solar que incide na superficie da Terra é com-
posta por um amplo espectro, e neste esta presente a radiacdo
ultravioleta (RUV) - que é subdividida em trés faixas de compri-
mentos de onda: a faixa da radiacdo ultravioleta - UV-A (de 315 a
400nm) UV-B (280-315nm) UV-C (100-280nm) (MADRONICH et
al, 1998) -, a faixa visivel aos olhos humanos, além da faixa do
infravermelho. O espectro de comprimentos de onda é mostrado
na Figura 1.

< Increasing energy
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| | | | 1 1
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Figura 1: Representacdo esquemética do espectro de ondas emitido
pelos sol, e comparacdo entre a energia dos fétons emitido pelo sol, e
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comparacdo entre a energia dos fétons, os comprimentos de onda, e a
frequéncia. Fonte: <http://9-
4fordham.wikispaces.com/Electro+Magnetic+Spectrum+and+light>
Acesso em 26 de maio de 2012.

Lembrando a constante de Planck, onde a energia de um
féton é diretamente proporcional a sua frequéncia, e que a fre-
quéncia é inversamente proporcional ao comprimento de onda
de um féton; temos que fotons com comprimentos de ondas
curtos sdo mais energéticos que fétons com comprimentos de
onda longos. Este fato explica o efeito impactante da luz ultravio-
leta, especialmente do tipo B e C, sobre tecidos e células de or-
ganismos vivos.

A RUV-B é muito energética, e quando esta radiacdo incide
sobre as células sdo geradas moléculas altamente oxidativas, as
espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o anion superoxi-
do, o peroxido de hidrogénio, e o radical hidroxila. Todos os
componentes celulares sdo vulneraveis a acao das EROs, porém a
membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da afinidade
que as EROs tém com os acidos graxos (ALBERTS et al, 2010).
Essa peroxidacdo lipidica leva a alteragdes na estrutura e na per-
meabilidade das membranas celulares. Consequentemente, ha
perda da seletividade na troca ionica e liberacdo do contetdo de
organelas (DAHMS & LEE, 2010).

Estudos com algas mostraram que a exposicao a RUV-B ge-
ra no DNA lesdes muito frequentes e citotdxicas: a formacgdo de
dimeros de pirimidina. A energia da radiacdo ultravioleta B quan-
do transferida para as biomoléculas gera no nucleo celular a que-
bra das ligagdes entre as pirimidinas e purinas (opostas) da fita
de DNA, e essas bases entdo se ligam as bases vizinhas (na mes-
ma fita) e estabelecem as ligagdes carbono-carbono (KIELBASSA
et al, 1997; DAHMS & LEE, 2010). Entdo acontecem as formacoes
de dimeros de pirimidina e se perde a ligacdo entre as duas fitas
de DNA, o que compromete a acao da DNA polimerase, e impede
a replicacdo do DNA, e a transcricao génica. Segundo SINHA et
al, (2005), a taxa de formacdo de dimeros de ciclobutano-
pirimidina é dependente da dose de irradiagdo UV-B.

Entretanto as macroalgas mostraram mecanismos eficientes
de reparacao de DNA tais como enzimas do tipo fotoliases, glico-
silases e polimerases, além do acimulo de aminoacidos do tipo
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micosporinas (MAAs) (FRANKLIN et al, 2003; SINHA et al, 2005,
ROLEDA et al, 2007).

O ozb6nio é o principal gas responsavel pela absorcao dos
raios ultravioletas, e a diminuicdo de sua concentracao na estra-
tosfera causa um aumento na incidéncia de RUV na superficie do
planeta (Van der GRUIJL, 1993). Nos ultimos anos, a quantidade
de radiacdo UV-B que atinge a superficie da terra tem aumentado
consideravelmente, devido a diminuicdo da camada de ozbnio
(KERR, 1993; KIRCHHOFF et al, 2000). Inclusive, segundo dados
metereoldgicos do INPE, em dias de céu claro (sem nuvens) o
indice de radiacdo ultravioleta ao meio-dia, para o litoral de Santa
Catarina, durante a primavera e verao de 2011 e de 2012, chegou
a niveis extremos.

Medidas obtidas por instrumentos de solo e por satélite
mostram que para latitudes médias, a diminuicdo média da con-
centracao de radiacao ultravioleta do tipo B entre 1997 e 2001,
fol de 4% para o hemisfério norte e de 6% para o hemisfério sul.
Mesmo que ndo haja mais emissGes de gases destruidores da
camada de 0zOnio, acredita-se que a situagao sé vai se normalizar
em 2050, pois os gases que ja estdo na atmosfera tém uma vida
média maior do que 60 anos." Como a camada de ozdnio est4
ainda diminuindo e provavelmente continuard assim por mais
algumas décadas, acredita-se que a radiagdo UV-B vai aumentar
sua intensidade no futuro.’

Os raios UV-B apesar de compreenderem menos de 1% do
total da radiacdo solar global, sdo responsaveis por graves danos
ao DNA, RNA, proteinas, fotossintese, crescimento e reproducdo
(FRANKLIN & FORSTER, 1997; HADER, 2001; HUOVINEN et al
2000; SCHMIDT et al, 2009, 2010, 2012)., afetando de maneira
importante os organismos produtores primarios, como as algas e
outros vegetais, base da cadeia trofica global.

A radiacdo UV-B afeta de diferentes maneiras os seres vi-
vos, tanto nos seus processos fisioldgicos como na sua morfolo-
gia (TEVINI & TERAMURA, 1989; Van de POLL et al, 2002). Além
disso, estudos recentes tém evidenciado que esporos e fases ju-

! Programa estadual de prevencdo a destruicdo da camada de ozénio, disponivel em
<http://homologa.ambiente.sp.gov.br/prozonesp/docs/acamadaozonio.pdf.>.

2 Laboratério de Ozbnio, disponivel em:
<http://www.dge.inpe.br/ozonio/homologacao/ozoniolnfo.php.>.
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venis sdo bem mais sensiveis a este tipo de radia¢do (CORDI et
al, 2001; HENRY & Van ALSTYNE, 2004; WIENCKE et al 2006;
AGRAWALL, 2009).

As macroalgas bentbnicas em contraste com o fitoplanc-
ton tém um crescimento restrito ao local onde se fixam, sendo
assim mais vulneraveis aos efeitos da radiacdo solar, especial-
mente durante a maré baixa (FRANKLIN & FORSTER, 1997).

A radiagdo ultravioleta B penetra profundamente em aguas
tropicais oligotréficas devido a pequena quantidade de matéria
organica dissolvida e particulada (BAKER et al/, 1980; BOELEN et
al, 1999).

A radiagao UV-B provocou danos efetivos na fisiologia e ul-
traestrutura de zodsporos da alga parda Laminaria hyperborea
(Gunnerus) Foslie, reduzindo a taxa de germinacao, além de alte-
rar a morfologia das mitocondrias (STEINHOFF et a/, 2008).

Nas algas vermelhas Palmaria palmata (Linnaeus) Weber &
Mohr e Odonthalia dentata (Linnaeus) Lyngbye, a exposi¢do a
radiacdo ultravioleta B ocasionou enrugamentos nas membranas
dos tilacéides, dilatacdo do limen do tilacdide além de alteracdo
na membrana externa do cloroplasto e nos plastoglobulos. Além
disso, também foram observadas alteracbes na mitocondria
(HOLZINGER et al 2004). De maneira semelhante, POPPE et al
(2003) verificaram nas espécies de roddfitas Palmaria decipiens
(Reinsch) RW.Ricker, Palmaria palmata, Phycodrys austrogeorgica
Skottsberg e Bangia atropurpurea (Mertens ex Roth) C.Agardh
alteracbes celulares como: formacdo anormal de vesiculas nos
tilacoides e dilatacbes das cristas mitocondriais.

Em talos de duas variantes pigmentares de Kappaphycus
alvarezii (Doty) Doty ex P.C.Silva, de Gracilaria domingensis (Kit-
zing) Sonder ex Dickie e de Condracanthus teedei (Mertens ex
Roth) Kitzing expostas a radiagdo UV-B foram descritas altera-
¢Ses morfoldgicas nas células corticais e sub-corticais. Foi obser-
vado que os cloroplastos perdem a organizagdo dos tilacodides e
gue a quantidade de grdos de amido diminui; que a parede celu-
lar se torna mais espessa; além de aumento na atividade de en-
zimas antioxidantes, dentre elas a glutationa redutase (SCHMIDT
et al, 2009, 2010, 2012).

Os raios UV-B também interagem com o DNA, e estdo rela-
cionados com a formagdo de dimeros de pirimidina no nucleo
celular. Onde ocorre a formacdo desses dimeros perde-se a liga-
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¢do entre as duas fitas de DNA, o que compromete a atividade da
enzima DNA polimerase, inibindo assim a transcricdo génica, fato
que impede a célula de prosseguir seu ciclo de divisdo celular
(ESSEN & KLAR, 2006).

O dano ao DNA causado pelos raios UV-B esta diretamente
relaclonado com a diminuicdo no crescimento de algas, e tam-
bém na inibicdo da germinacdo de esporos (WIENCKE, et al,
2000; ROLEDA et al, 2006, AGRAWAL, 2009).

Outros estudos com algas mostraram reducdo no cresci-
mento em mais de 30% para a alga marrom Dicyota dichotoma
Lamour e redugdo de 46% a 70% para a alga vermelha Chondrus
crispus Stackhouse, depois das mesmas serem submetidas ao
tratamento com radiacdao UV-B (FRANKLIN et af, 1999; KUHLEN-
KAMP et al, 2001; ANDRES et al, 2006).

Esporos de algas expostos a radiagdo UV-B sdo mais sensi-
veis que plantas adultas, apresentando maiores taxas de mortali-
dade, perda da viabilidade do DNA, foto-inibicdo do aparelho
fotossintético e diminuicdo do crescimento (WIENCKE et af, 2000,
SCARIOT, 2012). Pesquisas sugerem que o aumento da tempe-
ratura da dgua aumenta a suscetibilidade dos esporos das algas
aos raios UV-B (ALTAMIRANO et al, 2003). Em Porphyra haitanen-
sis Chang & Baofu, a presenca dos raios UV-B interferiu de forma
negativa na liberacao de esporos, agiu na diminuicdo da largura
dos mesmos, além de influenciar a diminuicdo do comprimento e
da area do talo das plantulas, assim como o tamanho das células
(havendo reducdo de 6 a 14%) (JIANG et al, 2007).

1.2 FOTOSSINTESE E AUTOFLUORESCENCIA DO CLOROPLASTO

A fotossintese ocorre no cloroplasto, e nesta organela se
encontra um sistema de membranas, os tilacoides, onde se
ancoram os pigmentos fotossintetizantes, como a clorofila a
(LARCHER, 2000).

Na primeira fase da fotossintese, nas reacdes dependentes
de luz, a clorofila é excitada, no centro de reacdo do fotossistema,
que leva a perda de um elétron, o qual é utilizado para a redugdo
do NADP+. Para a nova reducdo da clorofila é necessario um
elétron, e este esta disponivel apos a fotdlise da agua. Com a
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fotolise da agua além de um proton (H+) também é produzido
oxigénio molecular. Os prétons entdo se concentram no interior
dos tilacoides e, desta forma, é formado um gradiente de prétons
transmembrana. E esse gradiente eletroquimico permite a sintese
de ATPs (LARCHER, 2000; FALKOWSKY & RAVEN, 2007; ALBERTS,
et al, 2010).

Apenas uma parte da energia luminosa que incide sobre os
cloroplastos é absorvida e aproveitada no processo fotoquimico
(fotossintético), o restante é convertido em radiacdo fluorescente
e calor (LARCHER, 2000) (Fig. 2)
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Figura 2: Esquema da transformacdo da energia luminosa (féton) em
energia quimica (ATP) nas membranas tilacéides no cloroplasto.
Adaptado a partir de:
<http://www.ears.nl/ppm/user_files/Measuring%20fluorescence%20and
%20photosynthesis.pdf> Acesso em: 26 de maio de 2012.

As membranas dos tilacoides contém grandes quantidades
do pigmento clorofila, os quais auto-fluorescem nos
comprimentos de onda laranja e vermelho (GOVINDJEE, 1995).


http://www.ears.nl/ppm/user_files/Measuring%20fluorescence%20and%20photosynthesis.pdf
http://www.ears.nl/ppm/user_files/Measuring%20fluorescence%20and%20photosynthesis.pdf
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Estes pigmentos estdo organizados em complexos proteina-
pigmento, os chamados fotossistemas. Os fotossistemas
convertem a energia capturada da luz principalmente em
corrente elétrica (ANDERSON & ANDERSON, 1980).

A clorofila a fluoresce fortemente no vermelho, quando
excitado pela luz azul e verde, porém o pico de excitagdo
corresponde ao intervalo de 440nm a 490 (luz azul) (AMOS, et al
1987; LICHTENTHALER, et al, 2000).

A maior parte do conhecimento acerca da morfologia e
estrutura dos cloroplastos descrevem estas organelas a partir de
micrografias de microscopia eletrénica de transmissdo, e para
isso os cloroplastos sao fixados e contrastados. Entretanto, o uso
do microscépio confocal, no entanto, permite imagens
detalhadas de cloroplastos intactos dentro de células vivas
(HEPLER & GUNNING, 1997; KONISHI, et al 2009), o que torna
essa ferramenta fundamental para compreender a real forma dos
cloroplastos.

A avaliacdo da autofluorescéncia da clorofila € um dos
métodos utilizados capaz de mensurar as atividades
fotossintéticas de plantas, porque essa informagdo é obtida sem a
necessidade de destruicdo de tecido vivo (OMASA et al, 1987,
LICHTENTHALER & MIEHE, 1997; GOVINDJEE, 2004; CHAERLE et
al 2007; OMASA et al, 2007). Além disso, o espectro de emissdo
de fluorescéncia indicam a composicdo do fotossistema e sdo
influenciadas pelo teor de clorofila por area foliar (OMASA et al,
2008, OMASA et al, 2009).

1.3 O CICLO DE VIDA DE NEMALION HELMINTHOIDES

A ordem Nemaliales é considerada a mais primitiva dentro
da classe Florideophyceae (WEST & HOMMERSAND, 1981) e o
género Nemalion Duby, o mais primitivo dentro dessa ordem.

Nemalion helminthoides (Velley) Batters 1902 é comumen-
te encontrada fixada em rochas nas zonas intertidais de regides
temperadas (VAN DEN HOEK et al, 1995) (Fig 3a), mas também
esta presente nos mares subtropicais (CORDEIRO-MARINO, 1978).

O talo é cilindrico e gelatinoso, simples ou pouco ramifica-
do (Fig. 3b). A espécie é dioica e os carpdsporos dao origem a
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uma fase filamentosa microscopica que produz tetrasporangios
(MARTIN, 1969; CHEN et al, 1978).

Figura 3: Individuos de Nemalion helminthoides oriundos da praia de
Pontas das Canas, Floriandpolis, SC. a Detalhe da alga fixada na rocha. b.
Aspecto geral da alga cilindrica e pouco ramificada. Escala: 3 cm.

A espécie apresenta duas geragdes morfologicamente
distintas, os gametodfitos e os tetrasporofitos. O primeiro é
haploide (n = 10) e este ultimo é dipldide (n = 20), e a meiose
ocorre no tetrasporangio (CHEN et al, 1978) (Fig. 4).
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Figura 4: Esquema do ciclo de Nemalion helminthoides. Os asteriscos
indicam as fases estudadas no presente trabalho.
Fonte: Adaptado de LEE (1989); CHEN et al (1978).

Varios padrdes de germinacdo de esporos tém sido descri-
to para as espécies de Rhodophyta. Estes padroes foram inicial-
mente descritos por CHEMIN (1937), subdividido por INOH
(1947), e revisado por DIXON (1973). No momento, cinco padroes
basicos de germinacdo de esporos sao reconhecidos: Nemalion,
Naccaria, Gelidium, Dumondia e Ceramium (GUIRY, 1990). Os
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tipos de germinagdo ndo sdo completos, e varios padrdes inter-
mediarios de desenvolvimento sdo conhecidos. Os padroes de
germinagao ndo sao fixos dentro das ordens, e podem apresentar
certo grau de heterogeneidade. A ordem Nemaliales exibe ambos
os padroes de germinacdo do tipo Nemalion e Naccaria (GABRI-
ELSON & GARBARY, 1986). Entretanto, a maioria dos representan-
tes da ordem Nemaliales, exibe o padrédo de germinagéo do tipo
Nemalion. Nesse tipo de germinacdo, apds a fixagdo o esporo
emite uma protuberancia passando quase todo o conteudo cito-
plasmatico para essa regido, que funciona como a célula apical. A
protuberancia produz um filamento que pode funcionar como
rizéide ou este é produzido subsequentemente a partir de uma
célula inferior do filamento, adjacente a parede do esporo (OU-
RIQUES & BOUZON, 2005, OURIQUES et al, 2011).

A maioria dos esporos das algas vermelhas é liberada sem
parede celular envolvida apenas por uma mucilagem transparen-
te, a qual é responsavel pela fixagdo do esporo ao substrato (A-
VANZINI 1989, OURIQUES & BOUZON, 2003). Esta mucilagem ¢é
de natureza glicoproteica (CHAMBERLAIN & EVANS, 1973; PUES-
CHEL, 1979) e/ou constituida por polissacarideos sulfatados (DI-
ANNELIDIS & KRISTEN, 1988; OURIQUES et al, 2011).

1.3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Devido a crescente preocupacdo da sociedade em geral
com a destruicdo da camada de ozdnio, estudos que analisem os
efeitos da radiagdo ultravioleta em organismos vivos se tornam
cada vez mais necessarios. Estudos sobre a influéncia desses raios
na morfologia e fisiologia das células fornecem subsidios e ar-
gumentos para a formulacdo de politicas publicas locais e globais
gue gerenciem de maneira responsavel os gases que danificam a
camada de ozonio.

A radiacdo UV é um fator ecoldgico limitante no ambiente
marinho (DRING et al, 1996; HADER et al, 2007). A radiacao ul-
travioleta natural pode penetrar a profundidades consideraveis
dependendo da quantidade de particulas dissociadas na agua; e
podem afetar assim a diversidade de organismos aquaticos, como
as algas. Ha diversos registros de que os efeitos da radiacao UV-B
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sobre as comunidades de macroalgas podem ser observados a
profundidades de até 30m (HADER et al, 1998; ROLEDA et al,
2006).

Nas algas, os esporos sdo unidades de dispersdo e de fixa-
¢do. A estabilizacdo da fixagcdo da alga adulta depende da adesdo
do esporo (CHAMBERLAIN & EVANS, 1981); por esta razdo os
esporos sao uma ligacdo entre as fases do ciclo de vida das ma-
croalgas (FLETCHER & CALLOW, 1992; APPLE & HARLIN, 1994).
Além disso, a germinagao dos esporos parece ser o principal fator
eco-fisiologico para iniciar o desenvolvimento e o crescimento
em massa das algas (AGRAWALL, 2009).

Existem poucos estudos na literatura, até o presente mo-
mento, que visem investigar as possiveis alteracbes causadas
pelos raios UV-B na morfologia celular e sub-celular durante os
processos de fixacdo e germinacdo de esporos, e desenvolvimen-
to de fases juvenis. Ndo foi encontrado nenhum estudo visando
analisar estes efeitos no desenvolvimento de N. helminthoides.
Desta forma, os resultados provenientes desse estudo visam con-
tribuir com informagdes originais sobre os efeitos deletérios da
radiacdo UV-B nos processos do desenvolvimento inicial de M.
helminthoides.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Analisar o desenvolvimento dos tetrasporofitos jovens de
Nemalion helminthoides, em condicdes normais de cultura em
laboratério — grupo controle - e também, expostos a radiacdo
UV-B - grupo tratado; identificando possiveis alteracoes
estruturais e ultraestruturais, decorrentes desse tratamento.
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1.4.2 Objetivos Especificos

1. Verificar os possiveis efeitos da radiacdo UV-B na morfo-
logia celular e sub-celular durante o desenvolvimento inicial da
fase tetrasporofitica de Nemalion helminthoides.

2. Analisar comparativamente os grupos controle e tratado,
quanto a resposta do aparato fotossintético dos tetrasporofitos
jovens, baseado na autofluorescéncia dos cloroplastos, observa-
dos através de microscopia confocal de varredura a laser..

3. Analisar comparativamente a morfologia dos talos mi-
croscopicos, e também das células, de ambos os grupos controle
e tratado, através de observacdes por microscopia confocal de
varredura a laser.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA E ISOLAMENTO DAS PORCOES FERTEIS DA ALGA

O material estudado foi coletado durante a maré baixa, nos
meses de julho a setembro de 2009, 2010 e 2011, na praia de
Ponta das Canas, (27°24'4"S e 48° 25' 40" W) no municipio de
Florianopolis, e depois foi transferido para o Laboratério de Ma-
croalgas Marinhas — LAMAR, da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSQ).

As plantas mais vigorosas e aparentemente livres de epifi-
tas foram selecionadas e lavadas em agua do mar esterilizada,
para remocao dos detritos e organismos contaminantes. Posteri-
ormente, as plantas foram examinadas sob microscépio estereos-
copio, para identificacdo da fase reprodutiva, sendo selecionadas
porcdes férteis que apresentassem carposporéfitos maduros.
Logo depois, as por¢des dos ramos férteis foram cuidadosamente
limpas, com auxilio de pincéis e lavagens sucessivas em agua do
mar esterilizada.

22 OBTEINCAO DOS CARPOSPOROS PARA CULTURA EM
LABORATORIO

Para a liberagdo dos carposporos, pequenos segmentos de
ramos férteis de Nemalion helminthoides foram colocados em
placas de Petri, sobre ldminas, contendo dgua do mar esterilizada
(Figura 5a). As placas foram mantidas no escuro por um periodo
de 18 horas em temperatura ambiente, para estimular a liberagéo
dos carpoésporos (figura 5b). Apos a liberacdo, os segmentos fo-
ram removidos, e os carpdsporos foram cultivados com luminosi-
dade padrdo (Radiacdo Fotossintéticamente Ativa - PAR), para o
acompanhamento da germinacao dos esporos. Apds trés dias do
inicio da germinagdo, a agua do mar esterilizada foi substituida
por meio Von Stoch 0,8% que contém os micronutrientes neces-
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sarios para o desenvolvimento das algas (OURIQUES & BOUZON,
2003, 2005).

ApOs a liberacdo dos carpdsporos foram estabelecidos 2
grupos: controle e tratado.

Tanto o grupo controle como o grupo tratado foram culti-
vados num regime diario de 12 horas de luz, sob radiagdo fotos-
sinteticamente ativa (PAR) constante, fornecida por ldmpadas do
tipo “luz do dia” (Philips C-5 Super 84 16W/840, Brasil), dispostas
acima das placas de petri. Além dessa exposicdo, o grupo tratado
fol exposto a radiacdo UV-B artificial durante duas horas por dia
(iniciando as 12:00 e terminando as 14:00 h), durante dozes dias
consecutivos.

Foram utilizadas quatro placas de Petri com quatro laminas
para observar o desenvolvimento das plantulas. A unidade amos-
tral considerada foi uma ldmina de vidro, devido ao reduzido
tamanho das plantulas, e também ao consideravel nimero de
individuos presentes em cada lamina de vidro.

Durante os periodos de exposi¢do, a camara de cultivo con-
tendo a ldmpada emissora de radiacdo UV-B (poténcia de 1.6
W/m?), ficou isolada externamente com plasticos transparentes
espessos de forma que a radiagdo ficasse restrita a area das a-
mostras tratadas. Apds a liberacdo dos esporos, nos doze dias
subsequentes, as placas de Petri foram irradiadas para se verificar
a germinacao e o desenvolvimento das plantulas.
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Figura 5: a) Porcdes férteis carposporofiticas sobre laminas para libera-
¢do dos carpdsporos. b) Ramos cobertos com sacos de plastico preto,
para estimular a liberagdo de carpdsporos.

2.3 OBSERVACAO DA MORFOLOGIA ATRAVES DE MICROSCOPIA
DE LUZ (CAMPO CLARO - CONFOCAL)

Tetrasporofitos jovens vivos dos grupos controle e tratado
foram observados e fotografados no Microscopio Confocal de
Varredura a Laser, modelo SP 5 da Leica, para analise da morfolo-
gia dos filamentos, das células e da disposicdo tri-dimensional
das mesmas.

Foram feitas recontrugdes tri-dimensionais no programa
LAS AF da Leica a partir de séries de imagens adquiridas no plano
Z, com intervalo de 1 um entre cada foto.
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2.4 ANALISE DA AUTOFLUORESCENCIA DO CLOROPLASTO

Tetrasporofitos jovens vivos, dos grupos controle e tratado,
foram observados no Microscopio Confocal de Varredura a Laser,
para analisar a autofluorescéncia do cloroplasto. As observacdes
foram realizadas sempre no final da tarde, para todas as amos-
tras, de ambos os grupos.

Os tetrasporofitos foram irradiados com laser de argonio
com comprimento de onda 488 (azul) — para excitacdo de molé-
culas autofluorescentes no cloroplasto - e fol analisado o espec-
tro de emissdo 600 a 685 (vermelho e vermelho longo). Essas
faixas de comprimento de onda foram escolhidas baseadas em
estudos de acdo da clorofila a (LICHTENTHALER, et a/, 1986; GO-
VINDIJEE, et al, 1995; FALKOWSKI & RAVEN, 2007), molécula ca-
paz de emitir fluorescéncia no cloroplasto.

A intensidade do laser que excita a amostra e a sensibilida-
de do foto-sensor foram padronizados para a amostra controle,
gue em observagdes prévias se mostrou mais intensa.

Para quantificacdo da autofluorescéncia do cloroplasto fo-
ram utilizadas fotos adquiridas no microscopio confocal, e foi
entdo estabelecida uma area eliptica, que abrangia duas células,
para cada individuo analisado, onde a intensidade de cada pixel
fol mensurada utilizando o programa LAS AF da Leica.

Os dados de quantificagdo da autofluorescéncia do cloro-
plasto foram submetidos a andlise de variancia-unifatorial ANO-
VA, seguida do teste a posteriori de Tukey a fim de se verificar as
diferencas significativas (p<0,05) entre as taxas de fluorescéncia
para o grupo controle e tratado.

Os dados foram verificados estatisticamente utilizando- se
da andlise de variancia (ANOVA) por meio do software Statistica
7.0. Quando encontradas diferencas significativas, foi aplicado o
teste a posteriori de Tukey. Todas as conclusdes estdo baseadas
em um nivel de confianca de 95% (p < 0,05) (ZAR, 1999).
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2.5 PROCEDIMENTOS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO

As plantulas aderidas foram fixadas na prépria ldmina, em
solucdo de glutaraldeido 2,5%, sacarose 0,2 M, em tampao caco-
dilato de sédio 0,1M, pH 7,2, por aproximadamente 12 h. A fixa-
cao fol seguida por 3 lavagens, de 20 minutos cada, com concen-
tragdes decrescentes de sacarose, no mesmo tampao. Em segui-
da, o material foi delicadamente raspado das laminas, com auxilio
de uma laminula de vidro, e transferido para tubos do tipo ep-
pendorf, onde foram centrifugados por 5 minutos (2,000 rpm) e o
agregado assim obtido incluido em agar (2%, 60°C). Logo depois
as amostras incluidas em agar foram resfriadas na geladeira (4
°C). Entdo, o material fol pods-fixado em tetréxido de ésmio (O-
sO,), a 1%, em tampéao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2, por 5
horas, a temperatura ambiente. O material foi lavado em tampao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2, por trés vezes, de 20 minutos cada, e
desidratado em uma série de solucdes de concentracdes crescen-
tes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), por 20 minutos em
cada concentragdo, exceto a acetona 100%, com 2 trocas de 20
minutos cada. Apos a desidratacdo, as amostras foram infiltradas
lentamente em resina SPURR em uma sequiéncia de 7 etapas, com
acetona 100 % + resina 3:1 (24 horas), 2:1 (24horas), 1:1 (24 ho-
ras), 1:2 (24 horas) e 1:3 (24 horas), e 2 vezes, em resina pura, du-
rante 12 horas cada vez. A resina entdo foi polimerizada em mol-
des horizontais em estufa a 70°C, por 24 horas (OURIQUES,
2002).

Os cortes ultrafinos foram feitos com navalha de diamante
e contrastados em acetato de uranila a 2% durante 5 minutos, no
escuro e, logo apds, em citrato de chumbo a 1%, durante 10 mi-
nutos (REYNOLDS, 1963). Esta etapa fol realizada no Laboratoério
Central de Microscopia - LCME - da UFSC. Posteriormente, os
cortes foram observados e fotografados no microscépio eletroni-
co de transmissao JEM 1011, com uma tensdo de aceleracdao dos
elétrons de 80 kV.
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3 RESULTADOS

3.1 TETRASPOROFITOS COM TRES DIAS

Os tetrasporofitos com 3 dias de desenvolvimento de
ambos os tratamentos apresentaram de duas a quatro células
tubulares, ligadas ainda ao corpo do esporo (Figs. 6a e 6d). Cada
célula apresenta o citoplasma compactado, com um Unico cloro-
plasto ocupando o centro da célula.

Alguns individuos ainda apresentaram material autofluo-
rescente na célula do esporo original, evidenciando que existe
material citoplasmatico remanescente, e que provavelmente esta-
va ocorrendo fotossintese neste local (Figs. 6b, 6e, 6¢ e 6f).

Algumas células ainda apresentaram o tubo germinativo,
e todo o conteldo da célula migrou por este tubo, inclusive o
cloroplasto, e por isso constatou-se que também houve fluores-
céncia no tubo germinativo (Figs. 6¢ e 6f). Nesse estagio de duas
a quatro células tubulares ndo é possivel visualizar diferengas
significativas entre os grupos controle e tratado, apenas um me-
nor comprimento celular nas células do grupo tratado.
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Figura 6: Imagens de microscopia confocal dos tetrasporéfitos com trés
dias de desenvolvimento.

a - ¢ Grupo controle. d -f: Grupo tratado. 6a e 6d: Imagens de campo
claro; 6b e 6e: Imagens de autofluorescéncia; 6¢ e 6f: Imagens conjuga-
das de campo claro e de fluorescéncia. As setas pretas indicam o corpo
do esporo original; e as setas brancas mostram que esses corpos ainda
contem autofluorescéncia.
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Com relagdo a ultraestrutura, as plantulas com 3 dias de
desenvolvimento do grupo controle apresentaram células com o
citoplasma bem compactado por organelas (Fig. 7a).

O nlcleo apresentou um grande nucléolo elétron-denso, e
ocupou uma posigcdo extracéntrica, em fungdo do cloroplasto
volumoso (Fig. 7b). Foram visualizados muitos graos de amido
espalhados pelo citoplasma.

Foi observado em cada célula um uUnico cloroplasto, que
projetou bracos de aspecto radial, com aparéncia estrelada, ocu-
pando a maior parte do volume celular (Figs. 7a e 7b). Os tilacéi-
des apresentaram disposicdo paralela e continham os plastoglé-
bulos, que sdo goticulas lipidicas, com funcdo de reserva (Figs. 7b
e 7¢). Um grande pirendide, que nas células das algas funciona
como reserva de proteinas fotossintetizantes, ocupou a regido
central do cloroplasto, profundamente atravessado por lamelas
de tilacoides; com alguns destes tilacoides formando um reticulo
dentro do pirendide (Figs. 7c e 7e).

Mitocondrias e corpos de Golgi, formado por cisternas dila-
tadas, encontraram-se na periferia do citoplasma (Figs. 7d e 7f).

As células do talo estavam conectadas através de conexdes
intercelulares (Fig. 7g).

Apos 3 dias de exposicao a radiacao ultravioleta B, obser-
vou-se através da microscopia eletronica de transmissdo que as
células dos tetrasporofitos ainda ndo demonstravam muitas alte-
racOes ultraestruturais, sendo estas ainda raras.

Assim como no controle, as células do grupo tratado mos-
traram muitos grdos de amido amplamente distribuidos pelo
citoplasma (Fig. 8a), nucleo celular com um grande nucléolo (Fig.
8b) além de um grande pirendide no centro do cloroplasto (Figs.
8b e 8d).

Essas células apresentaram também um cloroplasto muito
volumoso que deslocou as demais organelas para a periferia ce-
lular (Fig. 8b). E o cloroplasto projetou bragos que se espalharam
por toda a célula (Fig. 8e).

Foram observadas diversas vezes a associacao de corpos de
Golgi hipertroficos a mitocondrias (Figs. 8f, 8h e 8j).

A Unica mudancga observada no grupo tratado em relacao
ao grupo controle foi um maior espacamento entre os tilacdides
dos bracos do cloroplasto que se localizaram na periferia das
células (Figs. 8c e 8e).
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Observou-se neste grupo conexdes intercelulares padrdo para
esta fase de vida de N. helminthoides (Fig. 8g), como também observa-
das por OURIQUES (2002).

Figura 7: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET), dos
tetrasporofitos de Nemalion helminthoides com 3 dias de desenvolvi-
mento, grupo controle. a) Vista longitudinal de célula do talo filamento-
so, mostrando o cloroplasto com pirendide central, e o nlcleo extracén-
trico, b) Pirendide (Pi), cloroplasto (C) e plastoglobulos (esferas elétron-
densas), ¢) Detalhe do cloroplasto mostrando o pirendide, envolvido e
atravessado por lamelas de tilacdides, e regido reticular (Rp), d) Mito-
condria (M), Corpo de Golgi (G) e vesiculas (Ve), ) Detalhe do cloroplas-
to e dos tilacéides (Ti) paralelos e justapostos, e a parede celular (Pc); f)
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Detalhe da conexdo intercelular (Ci), as setas mostram as duas "cap la-
yers", e entre elas esta a "cap membrane".

Figura 8: Imagens de microscopia eletrénica de transmissao, dos tetras-
porofitos de N. helminthoides com 3 dias de desenvolvimento, grupo
tratado com radiacdo ultravioleta. a) Vista longitudinal de célula, mos-
trando os grdos de amido distribuidos por todo o citoplasma; b) Vista
do cloroplasto (C) e do nucleo (N) extracéntrico, com nucléolo (Nu); c)
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Cloroplasto alterado, d) cloroplasto (C) e pirendide (Pi) central, e) perife-
ria da célula, com bracos do cloroplasto alterado, f) mitocéndrias (M) e
corpo de Golgi (G), h) Conexdo celular (Ci) e mitocondrias, i) Corpo de
Golgi e parede celular (Pc).

3.2 TETRASPOROFITOS COM SEIS DIAS

Tetrasporoéfitos com seis dias de desenvolvimento apresen-
taram talo com um filamento central (principal). Em uma das ex-
tremidades do talo as células comecaram a se dividir lateralmen-
te, originando ramos laterais (Figs. 9a e 9b). Na outra extremida-
de do filamento central apareceram células mais estreitas de con-
teudo menos denso, que formaram a regido rizoidal da alga (Figs.
9a e 9¢).

Todas as células apresentaram cloroplasto com autofluo-
rescéncia (Figs. 9b e 9¢).

20pm

Figura 9: Imagens de microscopia confocal, dos tetrasporofitos de N.
helminthoides com 6 dias de desenvolvimento, grupo controle.

9a: Imagem de campo claro do talo, mostrando dois ramos laterais, com
duas células cada ramo, a seta indica a regido rizoidal da alga; 9b Ima-
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gem de fluorescéncia; 9c: Imagem conjugada de campo claro e fluores-
céncia do talo.

Observou-se nos tetrasporoéfitos expostos a radiacdo UV-B
um atraso no desenvolvimento do talo. Esta caracteristica foi veri-
ficada pela falta de sincronia entre os estagios de desenvolvimen-
to, onde varias fases foram observadas. Notou-se que alguns
tetrasporofitos ja apresentavam a primeira ramificagdo lateral,
outros apresentavam um filamento simples com um ndmero re-
duzido de células (Figs. 10a, 10b e 10c), além de alguns indivi-
duos que se apresentaram na primeira divisdo do carpdsporo.

Por outro lado, alguns individuos perderam a polaridade, e
chegaram a formar duas extremidades rizoidais (Figs. 10d, 10e e
10f).

Apesar das diferencas no padrdo de crescimento, todas as
células do grupo tratado apresentaram cloroplastos autofluores-
centes (Figs. 10b e 10e).
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Figura 10: Imagens de microscopia confocal dos tetrasporofitos de N.
helminthoides com 6 dias de desenvolvimento do grupo tratado.

a) Campo claro de individuo com talo simples, b) Fluorescéncia do
mesmo individuo, ¢) Imagem conjugada de campo claro e fluorescéncia,
d) Campo claro de talo com duas extremidades rizoidais (setas); €) Fluo-
rescéncia do mesmo individuo, f) Imagem conjugada de campo claro e
fluorescéncia.
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Ultraestruturalmente, as células tubulares do talo filamen-
toso apresentaram as mesmas caracteristicas das células anteri-
ormente descritas (trés dias).

As células apresentaram um grande pirendide central, sen-
do atravessado por inumeros tilacoides e circulado pelo Unico
cloroplasto (Figs. 11a e 11b). Este cloroplasto evidenciou tilacoi-
des com disposicao paralela, e, devido ao seu grande volume,
acabou por “empurrar” as demais organelas para a periferia da
célula (Figs. 11a e 11d). Foi possivel observar também muitos
ribossomos livres na regido reticular do cloroplasto (Fig. 11d).

O reticulo endoplasmatico se mostrou mais desenvolvido
nesta fase, do que na fase anterior de trés dias (Figs. 11c).

Os tetrasporoéfitos apresentaram ainda muitos corpos de
Golgi hipertréficos e nlcleos com grandes nucléolos (Figs. 11a,
11f, e 11g). As células apresentaram muitas mitocdndrias associa-
das aos nucleos, aos corpos de Golgi, e ao reticulo endoplasmati-
co rugoso, fato que evidencia intensa atividade metabédlica (Fig.
11f).

As células dos tetrasporofitos tratados mostraram acentua-
do aumento na quantidade de gréos de amido, e de plastoglébu-
los (Figs. 12a e 12b).

As porcoes do cloroplasto préximas a periferia celular con-
tinuaram apresentando alteracdes, mas agora o que ficou eviden-
te fot um grande espagamento entre os tilacoides (Figs. 12d e
12g). Além disso, foi possivel observar uma desorganizacdo na
estrutura do pirendide (Figs. 12b e 12d). As células, assim como
na fase anteriormente observada, apresentaram corpos de Golgi
hipertréficos, e préximos ao nucleo celular (Fig. 12c).

As mitocondrias observadas apresentaram cristas dilatadas,
além de um acumulo anormal de pontuag¢des elétron-densas,
vistas nas micrografias (Figs. 12e, 12f).
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FLgura 11 Imagens de microscopia eletrénica de transmlssao dos te-
trasporoéfitos com 6 dias de desenvolvimento, grupo controle.

a) Vista longitudinal de célula do talo, b) Vista geral do pirendide (Pi)
envolvido pelo cloroplasto (C), ¢) Conexao intercelular (Ci), mitocondria
(M) e reticulo endoplasmatico rugoso (setas), d) Detalhe da disposicdo
paralela dos tilacéides (Ti), das regido reticular do pirendide (Rp) e dos
graos de amido das florideas (A), e) Detalhe das vesiculas (Ve) e corpos
de Golgi (G); f) Associagdo do corpo de Golgi (G), mitocondrias, RER
(setas) e nucleo, g) Nucleo com grande nucléolo (Nu) elétrondenso.



Figura 12: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo, dos te-
trasporofitos de N. helminthoides com 6 dias de desenvolvimento, gru-
po tratado com radiacdo ultravioleta B. a) Vista transversal de célula do
talo; b) Vista geral do pirendide e do cloroplasto; c) Corpo de Golgi e
vesiculas (Ve); d) Detalhe do pirendide (Pi) irreconhecivel, e cloroplasto
(C) alterado, com os tilacdides (Ti) se afastando. Notar a grande quanti-
dade de plastoglobulos (setas); e) Corpos de Golgi e mitocondrias com
alteracdes nas cristas; f) Detalhe da perda de estrutura dos tilacéides; g)
Mitocondrias com cristas dilatadas, e pontua¢des elétrondensas em seu
interior.
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3.3 TETRASPOROFITOS COM NOVE DIAS

Nos tetraspordéfitos com nove dias de desenvolvimento do
grupo controle as divisdes celulares prosseguiram, aumentando
consideravelmente o nuimero de células tubulares do talo fila-
mentoso (Figs. 13a, 13b, 13c e 13d). Diversos filamentos laterais
foram observados, e estes apresentaram ao menos duas células
(Figs. 13b e 13¢)

Através das imagens de autofluorescéncia ficou constatado
que o cloroplasto é uma organela muito grande, e que ocupou a
maior parte do volume celular (Fig. 13f).

Nas células do grupo controle onde houve intensa autoflu-
orescéncia, fol observada a forma estrelada do cloroplasto, com
uma evidente fluorescéncia na regido central, que se mostrou
globosa (em virtude dos tilacoides que envolveram e atravessa-
ram o pirendide), e com bragos que emitiram projecdes por todo
o espaco celular (Fig. 13e).

Através da visualizagdo tridimensional no microscopio con-
focal fol possivel constatar que os tetrasporofitos do grupo con-
trole ja apresentavam divisdes celulares em trés direcdes (Figs.
13e, 13f), enquanto no grupo tratado estas divisGes ficaram restri-
tas a dois planos, eixos X e Y (Figs. 14a, 14b e 14c).

Nos tetrasporéfitos tratados observou- se divisdes desor-
denadas das células, em todas as direcbes dificultando o reco-
nhecimento do filamento principal, em relacdo aos filamentos
laterais (Figs. 14a, 14b e 14c).

As células tratadas com radiagdo UV-B apresentaram cloro-
plastos com pouca autofluorescéncia, quando comparado ao
grupo controle.

Dentre o grupo tratado, alguns individuos atrasaram muito
o seu desenvolvimento, se mostrando ainda na fase inicial de
germinagao, apresentando individuos com apenas duas células,
sendo uma destas o corpo original do esporo (Figs. 14d e 14e).
Mesmo estes individuos com grande atraso no desenvolvimento
mostraram material citoplasmatico capaz de responder a luz azul,
e que emitiu fluorescéncia na faixa do vermelho, assim como os
cloroplastos das células do grupo controle (Figs. 14e, 14f). Porém
esta fluorescéncia ndo estava com a mesma distribuicdo das célu-
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las em desenvolvimento do grupo controle, onde se viu perfeita-
mente a morfologia do cloroplasto, com uma regido central glo-
bosa e com projecdes, que lembram bracos, por toda a extensdo
da célula. Nos individuos pouco desenvolvidos do grupo tratado,
a fluorescéncia se mostrou bem dispersa, e sem formar a regido
globosa (Fig. 14e).



Figura 13: Imagens de microscopia confocal dos tetrasporofitos de M.
helminthoides com nove dias de desenvolvimento do grupo controle.

a) Imagem de campo claro do talo filamentoso; b) Imagem de fluores-
céncia; ¢) Imagem conjugada de campo claro e fluorescéncia do talo. As
setas brancas indicam o filamento central; e as setas pretas mostram os
ramos laterais. d) Detalhe de células em planos diferentes em campo
claro; e) fluorescéncia; e€) campo claro e fluorescéncia conjugados. As
cabecas de seta indicam células que cresceram num segundo plano.
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Figura 14: Imagens de microscopia confocal dos tetrasporofitos de N.
helminthoides com nove dias de desenvolvimento, grupo tratado.

a) Imagem de campo claro do talo filamentoso; b) Imagem de fluores-
céncia; ¢) Imagem conjugada de campo claro e fluorescéncia do talo. d)
campo claro de individuo com acentuado atraso de desenvolvimento; e )
e f) A autofluorescéncia evidencia que ha material fotossintético mesmo
em individuos com grande atraso na germinacao.



56

As observagdes no microscopio eletronico de transmissao
mostraram para as células do grupo controle apresentaram uma
organizacdao semelhante aquela observada nos individuos com
seis dias de desenvolvimento.

As células apresentaram um grande pirendide central, sen-
do atravessado por inumeros tilacoides e circulado pelo cloro-
plasto; e este evidenciou tilacdides com disposicdo paralela, e,
devido ao seu grande volume, acabou por “empurrar” as demais
organelas para a periferia da célula (Figs. 15a, 15b e 15d). As célu-
las apresentaram também nucleos com grandes nucléolos (Fig.
150¢).

As células apresentaram uma grande quantidade de corpos
de Golgi, com vesiculas volumosas (Figs. 15f e 15g). As células
apresentaram ainda mitocdndrias associadas aos nucleos, aos
corpos de Golgi, e ao reticulo endoplasmatico rugoso, interagdo
que favorece a intensa atividade metabolica desta fase de desen-
volvimento (Fig. 15f).

A conexao intercelular se manteve muito semelhante em
todos os estagios até o momento, mostrando morfologia cingu-
lada, e trés membranas em cada extremidade da conexdo (duas
“cap layers” e uma “cap membrane”) (Fig. 15e).
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Figura 15: Imagens de MET, dos tetraspordfitos de N. helminthoides
com 9 dias de desenvolvimento, grupo controle.

a) Vista transversal de célula do talo. b) Detalhe do pirendide e tilacdides
que o envolvem, ¢) Nucleo (N) e Nucléolo (Nu) proeminente, d) Detalhe
das membranas dos tilacéides, bem justapostas, e) Detalhe da conexdo
intercelular (Ci), f) Multiplos corpos de Golgi (G), g) Associagdo comum
de mitocdndrias (M), complexos de Golgi, reticulo endoplasmatico rugo-
so (R).
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Notou-se nas células do grupo tratado com 9 dias de de-
senvolvimento, uma redug¢do nos graos de amido em relagdo ao
estagio anteriormente estudado (Fig. 16a). Também os plastoglé-
bulos apresentaram reducdo quando comparado com o grupo
tratado de 6 dias de desenvolvimento (Figs. 16b, 16¢) e novamen-
te quando comparado com o grupo controle de 9dias de desen-
volvimento.

As células dos tetrasporofitos do grupo tratado mostraram
muitos corpos de Golgi, porém pouco ativos (Figs. 16f, 16g, 16h).

Nos cloroplastos houve um aumento na distancia entre os
tilacdides (Fig. 16g), e também um acentuado aumento do volu-
me do estroma (Figs. 16d, 16e).

Além disso, o pirendide apresentou grande desorganizacao,
chegando a ser impossivel diferencia-lo em muitas células (Fig.
160¢).

Outra diferenca notada, em relacdo ao grupo controle, fo-
ram as dilatacdes nas cristas mitocondriais, e aumento na fre-
quéncia de granulos elétron-densos na mitocondria (Fig. 16f).
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Figura 16: Imagens de MET, dos tetrasporéfitos de N. helminthoides com 9
dias de desenvolvimento, grupo tratado.

a) Vista longitudinal de célula do talo; b) Vista do nucleo (N) com nucléolo
(Nu) e do cloroplasto (C) com pirendide (Pi) alterado, (A) amido; c) Detalhe
de um pirendide muito alterado; d) Cloroplasto com alteragdo no volume
do estroma (E); e), f) Corpos de Golgi (G) atrofiados e mitocondrias (M) com
cristas dilatadas, e com pontuacées elétron-densas (indicadas pelas setas).
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3.4 TETRASPOROFITOS COM DOZE DIAS

Apods dozes dias de desenvolvimento os tetrasporéfitos do
grupo controle, e parte do grupo tratado, apresentaram intensa
ramificagdo, sendo impossivel reconhecer aquele que anterior-
mente era chamado de filamento central (Figs. 17a, 17b, 17 d, e
182, 18b, 18¢).

As divisdes celulares em trés dimensdes - observadas inici-
almente em nove dias para o grupo controle — continuaram e se
tornaram mais numerosas (Fig. 17e).

Neste estagio as células do grupo controle apresentaram
os cloroplastos com maior fluorescéncia, além de um maior vo-
lume celular (Figs. 17d, 17e) quando comparadas com as células
do grupo tratado (Figs. 18d, 18e).

No grupo controle, evidenciou-se uma diferenciacdo mor-
fologica entre as células que formam o rizéide e as células do
talo: estas sdo maiores, enquanto aquelas sdo mais estreitas (Fig.
17¢). No grupo tratado esta diferenca foi menos perceptivel (Fig.
18c).

No grupo tratado, em geral as células apresentaram cloro-
plastos menos fluorescentes quando comparados ao grupo con-
trole (Figs. 17b e 18b). Porém algumas células, do grupo tratado,
mostraram intensa fluorescéncia, mas os cloroplastos apresenta-
ram-se diferentes dos cloroplastos das células controle, ndo apre-
sentando uma porgao globosa central e as tipicas expansdes late-
rais em forma de bracos (0. 18e).

Os tetrasporoéfitos do grupo controle apresentaram cloro-
plastos com maior fluorescéncia, além de apresentarem maior
volume, tanto para as células rizoidais, como para as células do
talo, quando comparadas com tetraspordfitos do grupo tratado
(Figs. 17c e 17f, 18c e 18f). Além disso, foi possivel constatar que
as células dos tetrasporofitos controle eram maiores que as célu-
las tratadas com radiacdo UV-B (Figs. 17d e 18d).
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Figura 17: Tetraspordfitos de N. helminthoides com 12 dias de desenvolvi-
mento, grupo controle.

a) Campo claro de talo filamentoso com ampla ramificacao; b) Fluorescéncia
do mesmo talo; ¢) Imagem conjugada de campo claro e fluorescéncia; d)
Detalhe do talo; e) Detalhe do mesmo talo, mostrando células em planos
diferentes (as setas indicam células num terceiro plano); f) Detalhe que
mostra a morfologia e volume dos cloroplastos.
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Figura 18: Tetrasporoéfitos de N. helminthoides com 12 dias de desenvolvi-
mento, grupo tratado.

a) Campo claro de talo filamentoso com ramificacdo; b) Fluorescéncia do
mesmo talo; ¢) Imagem conjugada de campo claro e fluorescéncia; d) Detalhe
do talo; e) Detalhe do mesmo talo, mostrando a autofluorescéncia numa
estrutura compacta e irregular (setas); f) Detalhe que mostra as estruturas
citadas anteriormente num fundo de campo claro.
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Observou-se através da microscopia eletrénica de transmis-
sdo que as células do grupo controle acumularam grande quanti-
dade de gréos de amido e de plastoglébulos (Figs. 19a, 19b, 19d
e 19e).

Viu-se também que as células do grupo controle mostra-
ram extensos nucleos com nucléolos amplos (Fig. 19¢). Estas célu-
las apresentaram também extensa rede de reticulo endoplasmati-
co rugoso e corpos de Golgi hipertréficos, caracteristicas que
conjuntamente denotam intensa atividade metabdlica de sintese
(Figs. 19f, 199).

As células dos tetrasporofitos do material tratado, ndo a-
presentaram pirendide (Figs. 20a, 20b, 20d). Porém estas células
apresentaram intensa vacuolizacdo (Figs. 20a e 20b).

Os cloroplastos mostraram maior desorganizacao e volume
alterado, os espacos entre os tilacdides se mostraram também
dilatados (Fig. 20a). Além disso, o volume do estroma também
estava aumentado (Figs. 20a, 20d, 20e). Alguns cloroplastos apre-
sentaram aglomerados de membranas em seu interior, aos quais
se chama corpos membranosos, como anteriormente citados por
SCARIQOT (2010) (Figs. 20c e 20h). Inclusive em alguns casos, foi
observada a ruptura da membrana externa do cloroplasto (Fig.
200).

Os corpos de Golgi se mostraram raros e com diminutas
vesiculas (Fig. 20f).

A rede do reticulo endoplasmatico rugoso néo fol visuali-
zada sob microscopia eletrénica de transmissao nesta fase.

As mitocondrias estavam alteradas, com as cristas mito-
condriais dilatadas (Fig. 20f).

As células mais alteradas apresentaram desorganizagdo em
quase todas as organelas. E seus citoplasmas se mostraram me-
nos compactos e densos quando comparados as células do grupo
controle (Fig. 20b).

Apesar de todas as mudancas descritas acima, morfologi-
camente o nucleo ainda se parecia com o nucleo de células do
grupo controle, se mostrou volumoso e com um grande nucléolo
(Fig. 20a).

Registrou-se também, pela primeira vez neste estudo, alte-
ragdo na conexao intercelular, que se apresentou irregular e com
aparente ruptura estrutural (Fig. 20g).



. o s
Figura 19: Micrografias de MET, dos tetraspordfitos de N. helminthoides
com 12 dias de desenvolvimento, grupo controle. a) Vista transversal de
célula do talo. b) Detalhe da célula, mostrando a grande concentracdo
de grédos de amido das florideas, c) Nucleo (N) e Nucléolo (Nu) proemi-
nente, d) Detalhe do pirendide (Pi) e porcdo reticular (Rp e) Detalhe do
cloroplasto e da organizacdo paralela dos tilacoides, f) Associacdo co-
mum de mitocdndrias (M), complexos de Golgi, e vesiculas (Ve) e nucleo.
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Figura 20: Imgens d

e MET dos tetrasporofitos de N. helminthoides com 12
dias de desenvolvimento, grupo tratado. a) Vista transversal de célula do talo,
b) Célula com interior pouco denso, e presenca de vacuolos (V), ¢) Cloroplas-
to (C) alterado com dilatagdes entre os tilacdides, e presenca de corpos
membranosos (Cm), d), e) Cloroplastos sem os pirendides caracteristicos, f)
Mitocondrias com cristas dilatadas (M) e corpo de Golgi (G) atrofiado (pouco
ativo), g) Conexdo intercelular (Ci) com aparente ruptura, h) Cloroplasto
alterado com dilata¢bes entre os tilacdides, e presenca de corpos membrano-
sos, i) Cloroplasto com membrana externa rompida.
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3.5 ANALISE DA AUTO-FLUORESCENCIA DO CLOROPLASTO

A taxa de autofluorescéncia (valor de intensidade do pixel)
se mostrou crescente para os estagios de 3 e 6 dias, nos grupos
controle e tratado (Fig. 21). E essa tendéncia se manteve para o
grupo controle, a excecdo da taxa de 12 dias, que se mostrou
estatisticamente igual a taxa de 9 dias de desenvolvimento. En-
qguanto para o grupo exposto a radiacdo UV-B a taxa de fluores-
céncia diminuiu a partir do nono dia de desenvolvimento, e se
manteve assim para o décimo segundo dia observado.

Entre o terceiro e o sexto dia de desenvolvimento houve
um incremento de pouco mais de 50% na taxa de autofluores-
céncia do cloroplasto, em ambos os grupos.

J& os tetrasporofitos controle de nove dias e doze dias a-
presentaram taxa de fluorescéncia duas vezes maior que o mate-
rial tratado com radiacdo UV-B (Fig. 21).

A analise de variancia (Anova), p < 0,05, confirmou a exis-
téncia de diferencas estatisticas na taxa de autofluorescéncia para
o controle (PAR) para todos os dias de desenvolvimento, exceto
entre o nono e o décimo segundo dia. Houve um incremento na
autofluorescéncia a medida que o organismo se desenvolvia.

No caso do grupo tratado a exposicdo UV-B houve dife-
rengas estatisticas na autofluorescéncia entre os primeiros seis
dias em relacdo aos ultimos seis dias (Fig. 21).

Os testes estatisticos confirmaram a diferenca significativa
entre a fluorescéncia do cloroplasto entre os grupos controle e
tratado, para nove e doze dias de desenvolvimento.
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Figura 21: Taxa de emissdo de fluorescéncia dos cloroplastos dos tetras-
porofitos submetidos a radiagdo PAR (grupo controle) e dos tetrasporo-
fitos tratados com radiagdo UV-B + PAR (grupo tratado) ao longo de
doze dias de desenvolvimento. Letras diferentes acima das barras de
desvio padrao representam diferengas significativas entre os tratamen-
tos.
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4 DISCUSSAO

Segundo o presente trabalho a exposicao a radiacdo UV-B
durante doze dias (doses diarias de duas horas) evidenciou alte-
ragdes nocivas ao desenvolvimento de tetrasporéfitos jovens de
Nemalion helminthoides.

Os carposporos do grupo controle apresentaram um pa-
drédo normal de germinagéo tipo Nemalion (OURIQUES & BOU-
ZON, 2005) e consequente aumento gradual na proliferacdo celu-
lar, diferenciacdo do talo, com sincronia do estagio para os indi-
viduos observados, ao longo do desenvolvimento. Os individuos
do grupo tratado apresentaram semelhancas morfoldgicas ao
grupo controle no desenvolvimento e autofluorescéncia do clo-
roplasto no primeiro estagio estudado, de 3 dias. A partir do es-
tagio de 6 dias de desenvolvimento observaram-se tetrasporofi-
tos com atraso na diferenciagdo do talo, e também,em alguns
individuos, se observou perda da polaridade nas primeiras divi-
sbes celulares. E a partir do nono dia de desenvolvimento se
constatou que os tetrasporéfitos que atrasaram seu desenvolvi-
mento ainda nas primeiras divisdes celulares, mantiveram-se no
mesmo estagio (sem conseguir prosseguir), porém se mantiveram
ainda vivos, fato comprovado pela autofluorescéncia do cloro-
plasto observada nestas células. SCARIOT (2010) em sua disserta-
¢do de mestrado também observou que esporos e plantulas ex-
postos a radiacdo ultravioleta B tém seu desenvolvimento atrasa-
do e comprometido.

Sabe-se que os estagios iniciais de desenvolvimento sdo
mais sensiveis aos diversos tipos de estresses ambientais e que a
toleréncia aos estresses aumenta com a idade, conforme o indivi-
duo se torna mais diferenciado e desenvolve mais e melhores
mecanismos de defesa (DRING et al, 1996; FRANKLIN, FORSTER,
1997, AGRAWAL, 2009). O conhecimento sobre a sensibilidade
dos estagios iniciais de desenvolvimento é de suma importancia,
visto que os estagios microscopicos podem produzir um efeito
gargalo no processo de adaptacdo das comunidades de macroal-
gas, uma vez que o recrutamento das espécies depende da so-
brevivéncia dos estagios microscopicos, em um cenario de cres-
centes mudancas climaticas globais (ALTAMIRANO, et al, 2003;
AGRAWAL, 2009).
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Nos individuos do grupo tratado foram observados danos
as organelas, diminuicdo da resposta do aparelho fotossintético,
entre outras alteracdes que serdo discutidas a seguir.

Nos tetraspordéfitos do grupo tratado observaram-se gran-
des alteragdes no cloroplasto, tais como dilatagdo entre os tila-
cbides, ruptura de membranas e presenca de corpos membrano-
sos dentro das organelas. Alteracdes semelhantes foram descritas
por POPPE et al (2003), HOLZINGER et al (2004), SCARIOT (2012)
também para espécies de rodoficeas. Sugere-se entdo, que essas
alteracOes sdo regra para as algas vermelhas.

Além das mudangas na ultraestrutura do cloroplasto tam-
bém se verificou uma reducao significativa na fluorescéncia dos
cloroplastos nos tetrasporofitos do grupo tratado, a partir do
nono dia de exposicdo, sugerindo que a radiacdo UV-B pode
comprometer a fotossintese de N. helminthoides.

Reducdo na capacidade fotossintética em virtude da expo-
sicdo a RUV-B tem sido amplamente registrada para as algas
vermelhas (DRING et al, 1996; ROLEDA et al, 2007; SCHMIDT et
al, 2010, 2011, 2012).

A reducdo na fluorescéncia do cloroplasto pode significar
uma real reducdo da resposta do aparelho fotossintético, e pro-
vavelmente estd ligada a desestabilizacdo dos tilacéides, fato
observado nas micrografias de microscopia eletronica de trans-
missdo, e estas membranas (tilacoides) sao a plataforma onde se
ancoram os pigmentos fotossintetizantes; como também pode
estar associado a transcricdo comprometida de genes que codifi-
quem para as proteinas fundamentais da fotossintese. Visto que,
via de regra, o DNA é um grande alvo celular das espécies reati-
vas de oxigénio, que sdo geradas em decorréncia da exposi¢do a
RUV-B (WIENCKE et al, 2000).

A fluorescéncia da clorofila analisada através da
microscopia é uma técnica de estudo avancada,que ha alguns
anos ja vem sendo utilizada para detectar a atividade
fotossintética ao nivel de células e cloroplastos individuais de
uma forma ndo-invasiva (OXBOROUGH, 2004).

A maioria dos tetrasporéfitos que ainda apresentaram-se
ligados ao esporo original mostraram autofluorescéncia nestas
células, o que indica que esta havendo atividade metabdlica e
fotossintetizante ainda nessa regido. Fato registrado pela primeira
vez no presente trabalho.
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Nos tetraspordfitos do grupo tratado, o numero de plasto-
glébulos é muito maior que o controle, fato comum para plantu-
las de Gelidium floridanum (SCARIOT, 2010, SCARIOT et al. 2012),
para o talo de Kapaphycus alvarezii SCHMIDT et al, 2009) e para
esporos de Laminaria hyperborea (STEINHOFF et al, 2008).

Os corpos de Golgi foram abundantes e hipertroficos nas
amostras do grupo controle, do inicio do experimento ao fim do
mesmo. Os corpos de Golgi sdo muito importantes durante a
esporogénese e em esporos (WETHERBEE, et al, 1977). A menor
guantidade e a atrofia dos corpos de Golgi foi observada nas
células de plantulas irradiadas a partir do nono dia de tratamento.
SCARIQOT (2012) ao acompanhar o desenvolvimento de plantulas
de G. floridanum, também descreveu diminuicdo dos corpos de
Golgi, e que isso esta associado a redugdo do crescimento. ME-
INDL & LUTZ (1996) associaram este fendbmeno a um distirbio
estrutural e funcional do complexo de Golgi, que consequente-
mente interferiu na habilidade da organela de produzir vesiculas
secretoras, o que acarretou na inibicdo do crescimento da alga
verde Micrasterias denticulata, exposta a radiagdo UV-B.

A associacdo de organelas tais como mitocondrias, reticu-
lo endoplasmatico e cloroplastos, com os corpos de Golgi, se
mostrou sempre presente em todas as fases do grupo controle,
e nas faixas de desenvolvimento de trés e seis dias do grupo
tratado. Esta € uma caracteristica marcante nas algas vermelha
(PUESCHEL, 1990). Este tipo de associacdo proporciona maior
eficiéncia no metabolismo celular, especialmente em fases de
vida de intensa divisdo e crescimento celular (OATES & COLE,
1989).

Nemalion helminthoides apresenta um pirenoide central,
comum a todas as células, e que foi observado em todo o ciclo
acompanhado pelo presente estudo. Este pirenoide é uma estru-
tura primitiva, e estad relacionado com a reserva de proteinas e
enzimas associadas a fotossintese, como a Rubisco (MACKAY, et
al, 1991; GRAHAM et al, 2009). Nos tetrasporéfitos do grupo
tratado, a partir do sexto dia de desenvolvimento se torna visivel
uma desestruturacdo do pirendide, provavelmente em funcdo da
desestabilizagdo dos tilacdides, que envolvem o pirendide e dao
forma ao mesmo. A maioria dos trabalhos sobre o pirendide di-
zem respeito a identificacdo de enzimas presentes na organela
(MACKAY, et al, 1991; MORITA et al, 1999; JENKS & GIBBS, 2000).
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Poucos estudos foram feitos abordando a interacdo da RUV-B e
pirendides de macroalgas. POPPE et al (2003) registraram degra-
dacdo na estrutura de cristais proteicos de Phycodrys austrogeor-
glca, alga vermelha endémica da Antartica, e alteragdo no pire-
néide de Bangia atropurpurea apds a exposicao a radiagao ultra-
violeta. Os autores relaclonaram os danos a remobilizacdo da
reserva de proteina e de nitrogénio para processos de reparo.

Segundo LESSER (1996a, 1996b) a radiacdo ultravioleta B i-
nibiu a atividade da enzima fotossintetizante Rubisco, e isto pode
explicar também a total desestruturagdo do pirendide, uma vez
que esta organela funciona como reserva de Rubisco, dentre ou-
tras proteinas, e o estresse a radiacdo UV-B pode ter levado ao
consumo dessas reservas.

Nas células irradiadas foram observadas alteracées nas mi-
tocondrias em relagdo ao aparecimento de granulos elétron-
densos, provavelmente ligados ao acumulo de inclusdes de cal-
cio, desde o terceiro dia de tratamento. Essas pontuacbes tam-
bém foram registradas por SCARIOT (2010), que também as liga-
ram as inclusdes de polifosfato calcio-associados. A habilidade
destes associados em se ligar a {ons representa um possivel papel
desses granulos na regulacdo do metabolismo mitocondrial (PE-
ACHEY, 1964). Além disso, a mitocondria apresenta em sua mem-
brana uma bomba de calcio de baixa afinidade e alta capacidade
0 que permite que mesmo em baixas concentra¢des no citosol o
calcio seja bombeado, de maneira ativa, para a mitocéndria (AL-
BERTS et al, 2010).

Além das inclusdes de calcio, observou se, na ultima faixa
de tratamento com radiacdo UV-B, que as mitocondrias apresen-
taram alteracdo no volume e também dilatacdes nas cristais mi-
tocondriais, alteragbes também observadas por STEINHOFF et al
(2008) nos esporos irradiados com UV de Laminaria hyperborea.

As EROs reagem principalmente com lipideos, devido a afi-
nidade eletronica. Devido a sua constituicdo lipoprotéica, as
membranas celulares sdo alvo das EROs, que promove a perda da
integridade das membranas e altera a sua permeabilidade
(DAHMS & LEE, 2010).

Nado foram observadas alteracdes morfoldgicas no nucleo
celular de N. helminthoides, este sempre se apresentou frequen-
temente com um grande nucléolo. Steinhoff et al (2008), no en-
tanto, registraram o nucleo como a organela cuja forma fot mais
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afetada nos esporos de Laminaria hyperborea tratados com radi-
acao ultravioleta.

A grande concentracdo de grdos de amido das florideas
nos individuos com doze dias de desenvolvimento sugere que o
tetrasporofito estd entrando numa nova fase de vida, provavel-
mente se preparando para a tetrasporogénese. Segundo o estudo
citologico do ciclo de vida de Nemalion helminthoides (CHEN et
al, 1978) os tetrasporangios estavam formados e maduros apds
guatro semanas de cultura em laboratério.

As conexdes intercelulares apresentaram a mesma morfo-
logia ao longo do desenvolvimento, e sé foi observada diferenca
do grupo tratado com radiacdo ultravioleta B, na ultima fase de
desenvolvimento onde se observaram rupturas nas conexdes,
porém estas nao foram frequentes. Segundo DUCKETT et al
(1974), Nemalion helminthoides apresenta consideravel diversi-
dade de forma e tamanho das conexdes intercelulares, depen-
dendo do estagio de vida na qual se encontra a alga.

As alteragdes mais severas em decorréncia da exposicdo a
radiacdo ultravioleta B foram observadas a partir do sexto dia de
desenvolvimento. FALKOWSKY & RAVEN (2007) comentaram que
a exposicdo a radiacdo ultravioleta B em pequenas doses ndo
gera danos, mas a exposicdo prolongada a este tipo de radiagédo
pode gerar graves danos as células vegetais.

E por fim, os danos celulares as fases juvenis de Nemalion
helminthoides causados pela exposicdo a radiacdo UV-B interferi-
ram de maneira negativa no desenvolvimento do organismo co-
mo um todo, comprometendo seu desenvolvimento, e possivel-
mente também as atividades fotossintéticas e demais vias meta-
bélicas.
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CONCLUSAO

A radiacdo ultravioleta B produz grandes alteracbes morfo-
légicas e fisiologicas nas células durante o desenvolvimento inici-
al de tetraspordfitos de Nemalion helminthoides. Comprometen-
do assim o desenvolvimento e a viabilidade das fases juvenis dos
tetrasporofitos.

Sugere-se que o prolongamento do regime de exposicdo a
referida radiacdo levaria os tetraspordfitos a morte, e que nestas
condicoes N. helminthoides nao completaria seu ciclo de vida.

Analises ultraestruturais e de autofluorescéncia do cloro-
plasto, como parametros para se medir danos pela radiacdo ul-
travioleta B em Nemalion helminthoides foram registrados pela
primeira vez neste presente estudo. E estes parametros se mos-
traram bem ajustados, visto que os resultados de um método de
investigacdo corroboraram com os resultados do outro.

Fica como sugestdao também que apesar da fase macroscé-
pica de N. helminthoides ocorrer em regides intertidais, e ficar
certo tempo exposta a radiagao natural do sol, inclusive a radia-
¢do ultravioleta B, as fases microscopicas da espécie se estabele-
cem em regides mais profundas e protegidas da radia¢do UV-B, o
que permitiria seu pleno desenvolvimento. E que, provavelmente,
os carpdsporos uma vez liberados se fixem em regides mais pro-
fundas e protegidas do litoral, onde os mesmos podem se desen-
volver com uma menor influencia da radiagéo ultravioleta B pre-
sente na luz natural do sol.

E neste sentido, o presente estudo contribuiu no sentido
de nos alertar que, ainda que por¢des maduras de algumas espé-
cies parecam estar se adaptando ou habituadas a exposicdo a
radiacdo ultravioleta B, elas podem ter parte de seu ciclo de vida
comprometida pela exposicdo, e isso pode influenciar a ocorrén-
cia de determinada fase do ciclo de vida, e/ou espécie na nature-
za.

A radiacdo ultravioleta se mostrou de impacto nocivo ao
desenvolvimento inicial de tetrasporofitos de N. helminthoides.
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