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RESUMO

As respostas de fotoaclimatacdo da macroalga parda Sargassum
cymosum foram estudadas para determinar a sua organizagdo
ultraestrutural e citoquimica, assim o0os como seu desempenho e
pigmentos fotossintéticos, as respostas bioquimicas, teor de proteinas,
poliaminas (PAs), e os niveis de CHN. S cymosum foi cultivada in vitro
em trés salinidades (30, 35 e 40 ups) e quatro tratamentos de irradiacao:
controle, PAR+UVA, PAR+UVB e PAR+ UVA+UVB. As plantas
controlem foram expostas a 70 pmol fétons m?s *, PAR+UVB a 0,35
Wm? e PAR+UVA a 0,70 W m? |3 horas por dia durante 7 dias.
Nenhum tipo de radiacdo e salinidade afeitou significativamente a taxa
de crescimento. A quantidade de pigmentos em S. cymosum foi
significativamente influenciado pela interacdo dos tratamentos com
salinidade e radiacdo. Comparado ao controle, os tratamentos com
radiagio UV modificaram os padrdes de cinética da curva de
fotossintese / irradiancia. Apos a exposicao a radiacdo UV, S. cymosum
apresentou um aumento da espessura da parede celular e a presenca de
compostos fenolicos. O nimero de mitocondria aumentou, enquanto que
0 nimero de cloroplastos apresentou poucas alteracdes. Embora S.
cymosum mostrou insensibilidade as variacfes da salinidade, pode
concluir-se que as amostras tratadas sob quatro regimes de irradiacéo
mostraram alteracOes estruturais, que foram mais evidentes. Comparado
ao controle, os tratamentos com radiacdo UV mostraram mudancas
negativas no teor de proteina, poliaminas e niveis de CHN e perfil
metabdlico. Pode concluir-se que S. cymosum é insensivel as mudancas
na salinidade e que amostras tratadas sob quatro regimes de irradiacdo
apresentaram sinais de alteracdo, porém ndo foram graves.

Palavras chaves: Radiacdo UV, organizagdo ultraestrutural,
desempenho fotossintético, compostos fenolicos, proteinas, CHN, PAs,
perfil metabdlico.



ABSTRACT

The photoacclimation responses of the brown macroalga Sargassum
cymosum were studied to determine its cytochemical and ultrastructural
organization, as well as photosynthetic pigments and performance,
biochemical responses, protein content, polyamines, and CHN levels of
the brown macroalga. S. cymosum was cultivated in three salinities (30,
35 and 40 psu) under four irradiation treatments: PAR-only,
PAR+UVA, PAR+UVB and PAR+UVA+UVB. Plants were exposed to
PAR at 70 pmol photons m? s* PAR+UVB at 0.35 Wm? and
PAR+UVA at 0.70 W m™ for 3 h per day during 7 days in vitro. Growth
rate was not significantly affected by any type of radiation or salinity.
The amount of pigments in S. cymosum was significantly influenced by
the interaction of salinity and radiation treatments. Compared to PAR-
only, UVR treatments modified the Kinetics patterns of the
photosynthesis/irradiance curve. After exposure to UVR, S. cymosum
increased cell wall thickness and the presence of phenolic compounds.
The number of mitochondria increased, while the number of
chloroplasts showed few changes. Although S. cymosum showed
insensitivity to changes in salinity, it can be concluded that samples
treated under four irradiation regimes showed structural changes, which
were more evident. Compared to PAR-only, UVR treatments showed
negative changes in protein content, polyamines, CHN levels and
metabolic profile. It can be concluded that S. cymosum is insensitive to
changes in salinity and that samples treated under four irradiation
regimes showed signs of alteration, however they were not severe.

Keywords: UV radiation, salinity, ultrastructural organization,
photosynthetic performance, phenolic compounds, protein, CHN,
polyamines, metabolic profile.
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INTRODUGCAO
1.1 Viséo geral das algas

As algas séo de grande importancia nos ambientes marinhos por

serem 0s produtores primarios dos oceanos. Como resultado das
atividades fotossintéticas, elas geram uma a maior parte do oxigénio
presente na atmosfera da Terra e produzem uma alta quantidade de
carbono organico (Wilcox, 2009) e, desta maneira, compdem a biomassa
e determinam a produtividade priméaria para os demais organismos da
cadeia trofica (Norton et al., 1996). Sdo alimentos para os herbivoros e
os detritivoros, como também constituem uma &rea de bergério e habitat
para peixes e invertebrados (Lippert et al., 2001).
As algas também sdo grandes contribuintes para biodiversidade global,
cada espécie apresenta uma Unica combinacdo de caracteristicas,
desempenhando assim um ou mais fun¢Ges no ecossistema, estdo
interconectadas com outros organismos nos ciclos biogeoquimicos, na
cadeia alimentar e em associac¢Oes simbioticas (Wilcox, 2009).

Nas Ultimas décadas, grande importancia econdmica foi
atribuida as algas. Destacam-se 0s avancgos biotecnol6gicos onde tem
sido desenvolvidos novas formas de gerar combustiveis sustentaveis
utilizando algas. Estes biocombustiveis poderdo ajudar diminuir a
dependéncia que os humanos tém dos combustiveis fosseis. Também,
compostos presentes na parede celular das macroalgas marinhas como
(polissacarideos): alginatos, agaranas e carregenanas, sao utilizados em
setores economicamente importantes, como nas industrias alimenticias e
farmacéuticas, apresentando alto potencial biotecnoldgico e despertando
interesse mundial, devido ao seu alto valor econdmico (De Ruiter &
Rudolph, 1997).

Dentro das algas, a classe Phaeophyceae (algas pardas)
apresenta espécies predominantemente marinhas. Se encontram desde a
zona supralittoral até a zona infralitoral. S&o abundantes na zona de
entre-marése na parte superior da zona infralitoral. Esta classe ocorre
desde as regides equatoriais e tropicales até as regides subpolares, mas é
nas regides frias que se observa sua maior diversidade, tanto em nimero
de espécies como em variedades de tipos mofoldgicos (Reviers, 2006).



1.2. O género Sargassum C. Agardh

O género Sargassum, familia Sargassaceae, apresenta grande
importancia como componente da flora marinha de regifes tropicais e
subtropicais de ambos hemisférios do planeta (Paula, 1988; Széchy et
al., 2006). Est4d amplamente distribuido em A&guas temperadas,
subtropicais e tropicais, tanto na zona de intermarés como na zona de
submarés. Constitui um dos mais representativos géneros, dentro os 41
géneros da ordem Fucales (Phaeophyceae, Heterokonthophyta),
possuindo um ndmero estimado de 485 espécies (De Reviers, 2006).
Pode se propagar rapidamente em outras zonas devido a sua capacidade
de flutuacéo conferida pela presenca de vesiculas de ar no talo.

As espécies do género Sargassum apresentam dominancia por
cobertura de areas costeiras de substrato consolidado, tanto em &reas
tropicais, quanto subtropicais, muitas vezes formando os chamados
bancos de Sargassum (De Wreede, 1976; Széchy & Paula, 2000).
Trabalhos realizados na costa brasileira destacam espécies do género
Sargassum como mais abundantes no limite inferior da regido entre-
marés e no infralitoral de ecossistemas costeiros (Eston et al., 1986;
Paula & Eston, 1987; Paula, 1989; Eston & Bussab, 1990; Coimbra,
1998; Coimbra & Berchez, 2000; Széchy & Paula, 2000; Széchy et al.,
2006; Ghilardi et al., 2006).

E importante ressaltar o papel ecoldgico destas algas como
abrigo, protecdo e recurso alimentar para diversas espécies marinhas
(Mountouchet, 1979; Masunari, 1987; Silva-Dubiasky & Masunari,
1995, 2000; Haddad & Chiaverini, 2000; Széchy et al., 2001). As
espécies este género sdo frequentemente consideradas como
hospedeiras, pois a sua ocorréncia disponibiliza micro-habitats para
diversas outras algas e componentes da fauna marinha (hidrozoarios,
anfipodas, copépodos, entre outros).

Outro aspecto de grande relevancia ecoldgica neste género
refere-se & atuacdo de metabdlitos secundarios produzidos por estas
algas, os quais reduzem a palatabilidade das algas para os herbivoros.
Porém, os estudos realizados com as espécies de ocorréncia na costa
brasileira reportam baixos teores de polifenéis (Coimbra, 2006). O
potencial econémico do género Sargassum deve-se a0 Seu USO COMO
fonte de alginato, um ficocoldide encontrado na parede celular de
algumas algas pardas. Este ficocoldide apresenta ampla utilizagéo



comercial, sendo aproveitado nas inddstrias alimenticia, téxtil e
farmacéutica, como espessante e emulsificante (Oliveira Filho & Paula,
1979). No ambito alimentar, pode-se citar uma diversidade de produtos
em que o uso deste ficocoldide incrementa o valor comercial dos
mesmos.

Dentro do género, a espécie Sargassum cymosum C. Agardth
(Figura 1) destaca-se pela importancia ecol6gica nos ecossistemas
costeiros, particularmente nas comunidades de costdes rochosos, que
abrigam um grande nimero de invertebrados marinhos juvenis. Esta
espécie € encontrada principalmente em costfes rochosos, exposta
parcial ou completamente durante marés baixas. Em costdes protegidos,
formam populacBes densas de plantas bem desenvolvidas, com porgdes
terminais flutuantes na superficie da agua.

filéide
eixo principal

Figura 1. Detalhe dos espécimes de Sargassum. Baseado em Paula (1988).

Considerando a importancia de Sargassum, a tabela 1 apresenta
diferentes pesquisas realizadas no mundo e no Brasil com o género.
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1.3 Diminuicao da camada de ozdnio (O3) e aumento da radiacéo
ultravioleta (UV)

O ozbnio (O3) compde a atmosfera em quantidades minimas
(uma molécula de ozbnio para 2,5 milhGes de moléculas presentes na
atmosfera), concentrando-se principalmente na estratosfera, entre 15 a
25 km acima da superficie terrestre. Esta regido é conhecida como
ozonosfera, sendo responsavel pela absor¢do de parte da radiacdo UV
solar incidente. O ozbnio é formado constantemente na estratosfera e
corresponde a unido quimica de uma molécula de O2 comum atomo de
oxigénio, este Ultimo proveniente da foto dissociagdo do O2 por um
féton de radiagdo UV com comprimento de onda inferior a 242 nm
(Okuno et al., 1996).

No que se refere a influéncia antrépica sobre a camada de
ozbnio, sabe-se que a producdo de compostos com cloro
(metilcloroférmio, halons e clorocarbonados) tende a reagir com a
molécula de ozdnio, decompondo-a, resultando na sua diminuicédo o que
leva a um aumento da radiacdo UV que atinge a superficie terrestre.
Estes compostos sdo estaveis e tem vidas atmosféricas suficientemente
longas para ser transportadas pelo vento dentro da estratosfera. Quando
essas substancias que diminuem a camada de ozénio (ODS da sigla em
inglés Ozone-depleting substances), sdo rompidas na atmosfera, liberam
cloro ou bromo, os quais atacam o ozbnio. Cada atomo de cloro ou
bromo reage com o ozbnio, se combinando repetidamente com ele e
quebrando cerca de 100.000 moléculas de oz6nio durante sua vida
estratosférica (EPA, 2010).

Os altos niveis de radiacdo ultravioleta UV podem ser danosos

aos organismos marinhos, especialmente as algas bentdnicas. Estas
ficam expostas & radiacdo por periodos prolongados durante horas de
maré baixa por estarem fixas e restritas ao seu local de crescimento. O
risco da ocorréncia de efeitos prejudiciais aumenta quando as algas
recebem niveis elevados de radiacdo ultravioleta UV nos meses de
primavera-verdo na Antartica e parte da América do Sul (Cabrera et al.,
1995).
O impacto do aumento da radia¢do ultravioleta na superficie da Terra
tem sido investigado por varios grupos de pesquisadores, avaliando-se o
efeito natural e artificial dessa radiacdo no crescimento e nos demais
aspectos fisiologicos dos organismos fotossintetizantes (Schmidt et al.,
2009).

Os efeitos danosos da radiacdo ultravioleta seriam causados
principalmente pela radiagdo UVB. A radiacdo UVA, que atinge a



superficie da Terra em quantidade comparativamente maior do que a
UVB contribuiria para processos de reparo dos danos causados pela
UVB (Britt, 1995).

O processo relacionado aos efeitos bioldgicos da radiacdo
ultravioleta é iniciado com a absorcdo fotoquimica por parte de
biomoléculas importantes. A energia contida num féton é inversamente
proporcional ao comprimento de onda, podendo ser suficiente para
quebrar ligacBes quimicas. Fotons altamente energéticos da faixa da
radiacdo ultravioleta podem ser absorvidos por acidos nucléicos,
lipidios, aminoacidos, clorofilas e carotendides (Diffey, 1991; Franklin
& Forster 1997). S{ao relatados efeitos negativos da radiagdo
ultravioleta nos organismos, particularmente quando absorvidos pelos
acidos nucléicos e proteinas, 0s quais podem ocasionar fotooxidacéo e
mudancgas conformacionais destas moléculas que resultam em varias
alteragBes metabolicas vitais como a transcrigdo, duplicacdo de DNA e
tradugdo (Lao & Glazer, 1996; Buma et al., 2000).

Além disto, a biologia e fisiologia celular também podem ser
afetadas, conduzindo a crescente mortalidade (Franklin & Forster,
1997). A radiacdo ultravioleta no meio ambiente, particularmente UVB,
é a chave de muitos efeitos deletérios em processos bioldgicos (Worrest,
1982), como a fotossintese e crescimento de plantas terrestres (Tevini &
Teramura, 1989) e fitoplancton (Bihlmann et al., 1987), absor¢do de
nitrato em diatoméaceas (Dohler & Biermann, 1987), locomogdo em
protistas (Hader & Héader, 1988), crescimento e fotossintese em culturas
de zooxantelas (Jokiel & York, 1982; Lesser & Shick, 1989), e
crescimento de macroalgas (Wood, 1987; Schmidt et al., 2009) e pode
ter um impacto significativo para as macroalgas que resulta em uma
série de efeitos bioldgicos em niveis moleculares, celulares, individuais
e de comunidade.

A expressdo mais comum do estresse fisico causado pela alta
radiacdo solar e a temperatura sobre os organismos fotossintetizantes é a
formacdo elevada e acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROSs).
As EROs sdo produzidas naturalmente por todas as células como
produto de processos oxidativos bioldgicos e a partir de compostos
enddgenos. Mas, também, podem ser estimulados por diversos fatores
externos, gerando assim diferentes radicais livres (Suganthy et al.,
2010). Niveis basais e homeostaticos de EROs sdo essenciais para o
controle (por inducdo ou repressdo) dos diferentes processos



metabolicos dos organismos e sob essas concentragcfes ndo causam
danos celulares. Niveis toxicos e danosos sdo alcangcados quando 0s
sistemas de controle antioxidativos ndo conseguem neutralizar esses
radicais e comegam a se acumular em concentra¢fes prejudiciais para as
células. Consequentemente, a capacidade para reduzir o estresse
oxidativo define a maior parte dos mecanismos de tolerancia exibidos
pelas macroalgas que habitam a regido entremarés (Collen e Davison,
1999; Aguilera et al., 2002; 2002; Choo et al., 2005; Rautenberger e
Bischof, 2006; Cruces, 2013).

No que tange a fotossintese, este processo € potencialmente
prejudicado depois da exposicdo a radiagdo ultravioleta UVB devido ao
dano a proteina D1 (Vass, 1997) ou para a enzima Rubisco (ribulose
1,5-bifostato carboxilase), ou perda de pigmentos (Bischof et al., 2000),
como também a reducdo na expressdo dos genes (Lutz et al., 1997,
Holzinger et al., 2004).

Uma das estratégias utilizadas pelas macroalgas para
sobreviverem a exposi¢ao a altos niveis de radiacdo UV é a sintese e 0
acimulo de compostos fotoprotetores, como as substancias fendlicas e
aminoacidos tipo micosporinas (MAAs). Alguns estudos (Talarico,
1996; Talarico & Maranzana, 2000, Schmidt et al., 2009) sugerem que 0
espessamento da parede celular seja também um mecanismo de defesa a
exposicdo de radiagdo UV. Outros estudos apontam alteracBes na
ultraestrutura dos cloroplastos e das mitocéndrias (Poppe et al., 2002,
2003; Holzinger et al., 2006, Bouzon et al. 2012). Estudos realizados
por Schmidt et al., (2009) em duas variantes pigmentares (verde e
vermelha) de Kappaphycus alvarezii apontam alteragdes ultraestruturais
nos cloroplastos, a formago de corpos membranosos com membranas
concéntricas, aumento no ndmero de ribossomos livres, aumento de
plastoglébulos no interior dos cloroplastos e diminuicdo na quantidade
de grédos de amido das florideas. Também neste estudo e no de Zaremba
et al., (1984) foi verificado o aumento da espessura da parede celular
apos a exposicado a radiacdo UVB.

1.4 Estudos dos efeitos da radiacdo UV e estratégias de defesa nas
algas pardas.

O grupo das algas pardas tem desenvolvido uma série de
compostos (metabolitos secundarios) que participam em diversos
processos biolégicos, chamados compostos fendlicos encontrados dentro



de vesiculas conhecidas como fisGides. Estes sdo cruciais para muitos
aspectos da vida das algas. Eles podem desempenhar um papel estrutural
em diferentes tecidos de suporte ou de protecdo contra UV, podem estar
bloguear a poliespermia e se ligar a metais. Recentemente, os compostos
fenolicos tém sido estudados devido a possiveis interacdes com
polissacarideos da parede celular. Entretanto, existem poucas evidéncias
sobre estas interacfes e sua influéncia em processos fisiologicos
(Pessoa, 2012).

Porém, a maioria das pesquisas relacionados com os danos
causados por UV tem como foco as espécies de algas pardas que
habitam nas zonas do Artico e da Antartica e principalmente, muitos
desses estudos estdo direcionados aos diferentes estagios no processo de
desenvolvimento dos zigotos. Hanelt et al. (1997) estudaram no campo a
influéncia da radiagio UV na fotossintese de algas do Artico. Foi
observada a a variagdo na sensibilidade da fotossintese de macroalgas
coletadas em diferentes profundidades no fiorde Kongsfjord de
Spitsbergen em experimentos de campo sob indices equilibrados de
UV/PAR, expostas a diferentes faixas espectrais de radiagdo UV solar
natural. Foi observado que a radiacdo UV atrasa o processo de
recuperacdo da fotoinibicdo, que é induzida principalmente por PAR.
Bischof et al., (1998) estudaram a inibicéo e recuperacdo da fotossintese
em macroalgas de diferentes profundidades apos a transferéncia para
tratamentos de radiacdo PAR, UVA e UVB com taxas controladas de
fluxo. Os resultados demostram que as macroalgas podem se aclimatar
efetivamente quando expostas a altos niveis de irradidncia, tanto
fotossinteticamente ativa como radia¢do UV.

O estudo realizado por Aguilera et al., (1999) teve como
objetivo investigar as alteracbes no crescimento, produgdo
fotossintetizante de oxigénio e no consumo de oxigénio por respiragdo
de macroalgas coletadas em Spitsbergen (Noruega) e subsequentemente
expostas a radiacdo solar natural e tratamentos com taxas de radiagédo
UV artificial. Wiencke et al., (2000) estudaram o impacto da radiacéo
UV sobre a viabilidade, caracteristicas fotossintetizantes e DNA de
zoosporos em quatro espécies de algas pardas: Laminaria saccharina
(Linnaesu) J.V Lamouroux, L. digitata (Hudson) J.V Lamouroux, Alaria
esculenta (Linnaeus)Greville e Chordaria flagelliformis (O.F Muller) C.
Agardh.



Em geral, zoGsporos expostos a PAR+UVA+UVB
apresentaram taxas de mortalidade mais elevadas que 0s expostos a
PAR+UVA ou PAR. Em Fucus serratus Linnaeus, tem sido reportado
que a reducdo do crescimento estd relacionada como a fase de
desenvolvimento do zigoto, mostrando um efeito mais forte quando é
usada radiacdo UVB (versus UVA), num periodo de tempo de 5-10
horas apds a fertilizagdo, o que sugere que o processo de polarizacao
pode ser a fase mais sensivel do desenvolvimento a radiacdo UV
(Altamirano et al., 2003). Henry e Alstyne (2004), testaram o efeito de
niveis ambientais de UV-B e UV-A no crescimento e na producao de
florotaninos em juvenis e embrides estabelecidos de Fucus gardeneri
Silva, em 4 tratamentos de luz. Apds um periodo de trés semanas, 0
tratamento com UV-B inibiu o crescimento, enquanto, o tratamento com
UV-A ajudou no aumento nos embrides, porém o crescimento nos
juvenis ndo foi afetado. Foi concluido que os embrifes F. gardeneri sdo
susceptiveis a luz UV, mas desenvolvem uma tolerancia (aumento de
florotaninos) enquanto passavam pelo processo de maturagdo. Roleda et
al., (2006) estudaram o impacto da radiacdo UV sobre a estrutura
celular, compostos que absorvem UV, fotossintese, dano no DNA e
germinacgdo de zodsporos na alga Saccorhiza dermatodea (Bachelot de
la Pylaie) J. Agardh. Os resultados deste estudo mostraram que o
impacto da radiagdo UV sobre as células reprodutivas podem ser
mitigados por meio de mecanismos de prote¢do e reparo. Salgado et al.,
(2007), investigaram as interacGes entre os compostos fendlicos de
Padina gymnospora (Kutzing) Sonder e os alginatos e a influéncia
destas interagdes na capacidade de absorcdo de UV pelos compostos
fendlicos.  Foram  utilizadas  técnicas  cromatograficas e
espectrofotométricas para o isolamento, a caracterizacdo e a
determinacdo da capacidade de absorcdo de UV dos compostos
estudados. A capacidade de absorcdo de UV dos compostos fendlicos
ligados aos alginatos foi mantida por um tempo mais longo do que a do
extrato de compostos fendlicos puros. Os resultados obtidos demonstram
que ha uma forte ligacdo entre compostos fenolicos e alginatos e que
estas ligagcBes preservam a capacidade de absor¢do de UV dos
compostos fendlicos ao longo do tempo.

Holzinger et al., (2011), avaliaram esporofitos férteis de Saccharina
latissima (Linnaeus) C.E.Lane em relacdo a sua sensibilidade a radiacédo
ultravioleta. O efeito negativo da radiacdo UV foi mais evidente nos
cloroplastos do tecido vegetativo comparado com o tecido reprodutivo.
Mesmo sendo observado um aumento dos fisoides no tecido vegetativo,
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este ndo contribuiu uma protecdo contra fotoinibicdo da fotossintese
quando tratadas com radiagdo UV.

Xia et al., (2012), estudaram o efeito da radiacdo UV-B nas atividades
das enzimas de estresse oxidativo, tais como: glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST) em
Sargassum thunbergii (Mertens ex Roth) Kuntze. Os dados obtidos
neste estudo, indicam que S. thunbergii, carece de tolerancia contra
doses relativamente altas de radiagdo UV-B, embora as enzimas
relacionados a GSH poderiam ter um papel importante contra o dano
oxidativo causado pela radiagéo.

Harnita et al., (2013), examinaram a atividade antioxidante de extratos
naturais de florotaninos (PFSH) provenientes da alga parda Sargassum
hystrix v.buxifolium Chauvin, através da peroxidacdo lipidica induzida
pela radiacdo UV. Cruces et al., (2013), avaliaram os efeitos interativos
da radiacdo UV e temperatura, em relacdo & fotossintese, inducdo de
florotaninos e a atividade antioxidante das algas pardas Lessonia
nigrescens Bory de Saint-Vincent e Durvillaea antarctica (Chamisso)
Hariot. As aproximacGes experimentais foram baseadas em exposicoes a
radiagdo solar natural para determinar a extensdo da fotoinibicdo dos
florotaninos e nas exposi¢des continuas com radiacdo UV-B no
laboratdrio para determinar a diminui¢do no desempenho fotossintético.

1.5 Efeitos da salinidade sob as algas

A flutuac@o da salinidade em ambientes marinhos é outro fator
que pode ter um efeito deletério sobre os organismos aquaticos.
Condic6es hiper/hiposalinas podem ocorrer devido a evaporagdo, ou
excesso de precipitacdo. Os dados apresentados no Painel
Intergovernamental sobre Mudangas Climéaticas (IPCC) demonstraram
que mudancas na precipitacdo tém acontecido. Na América do Sul, essas
mudangas incluem um aumento das chuvas no sudeste do Brasil,
Paraguai, Uruguai, Argentina e em algumas partes da Bolivia (Scherner
et al., 2012). Os aumentos de precipitacdo em areas costeiras e bacias de
drenagem podem levar a um maior volume de agua doce em dire¢do ao
mar, e diminuindo a salinidade pode aparecer ao longo da costa
(Scherner, 2012). As mudangas da salinidade podem levar a alteracdes
ecoldgicas em comunidades de algas, ocasionando perda da riqueza e a
alteragdo na distribuicdo das espécies (Martins, 1999; Wilkinson et al.,
2007; Steen, 2004; Wilkinson et al., 2007, 2009). As mudancas de
salinidade podem afetar aos organismos de trés maneiras: (a) estresse
osmotico com um impacto direto sobre o potencial hidrico celular, (b)
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estresse idnico (sal) causado pela absorcdo ou perda de ions, que ao
mesmo tempo é uma parte da aclimatacgdo, () a mudanca das relagbes
ibnicas celulares, devido a permeabilidade idnica seletiva da membrana
(Kirst, 1989).

A salinidade assim como a radiacdo UV, faz com que o estresse
oxidativo e a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) sejam
amplificados (Ledford & Niyogi, 2005). Portanto, sob estresse salino, as
algas aumentam a concentracbes de enzimas antioxidantes e
ficobiliproteinas ao mesmo tempo em que pode ocorrer uma reducdo do
crescimento. Muitos processos fisiolégicos das algas pardas podem ser
afetados por esta variacdo, por exemplo, em Sargassum muticum foi
relatado mudancas nos padrfes de reprodugdo (Norton, 1996; Hales,
1990). Em Laminaria digitata, Fucus vesiculosus e Fucus serratus
foram observadas alteracdes nas taxas de crescimento (Gordillo, 2002).
Outros aspectos, tais como conteldo de compostos fendlicos de Fucus
ceranoids Linnaeus (Munda, 1964) e teor de manitol em F. serratus e F.
vesiculosus (Munda, 1977; Gylle, 2009) foram reportados. Karsten et
al., 1991 avaliaram a tolerancia & salinidade das macroalgas Ulothrix
implexa, Ulothrix subflaccida, Enteromorpha bulbosa e Acrosiphonia
arcta. Apos a incubacdo em condicBes hipersalinas, todas as espécies
apresentaram uma forte reduacao das taxas de crescimento e
fotossintéticas.

1.6 Justificativa

Os ecossistemas aquaticos sdo 0s componentes principais do
planeta Terra, e sdo responsaveis por mais de 50% da produgdo do
oxigénio atmosférico e pela incorporagdo da mesma quantidade de CO2
atmosférico que os ecossistemas terrestres (Zepp et al., 2007). Os
produtores primarios em ecossistemas marinhos e de &gua doce
constituem a base das cadeias alimentares, fornecendo energia para 0s
consumidores primarios e secundarios.

A exposicdo a radiacdo solar UV pode reduzir a produtividade,
afetar a reproducéo e desenvolvimento e aumentar a taxa de mutagdo em
fitoplancton, macroalgas, ovos e estagios larvais de peixes e outros
animais aquaticos. As consequéncias da diminuicdo da produtividade
sdo uma capacidade de absorcdo reduzida para o dioxido de carbono
atmosférico e efeitos negativos sobre a diversidade de espécies, a
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estabilidade do ecossistema, interacGes tréficas e, finalmente, os ciclos
biogeoquimicos globais.

Muitos processos de vida de produtores primarios marinhos séo
afetados pela radiacdo UV a partir do nivel de moléculas até o nivel
comunidades. Danos de biomoléculas como o DNA e proteinas, a
supressdo da fisiologia e metabolismo das algas, e mudangas na
estrutura das comunidades marinhas tem sido reportada; e estas
alterages podem afetar a divisdo celular, a mortalidade e
consequentemente, a produtividade marinha (Hader et al., 1998). Em
Santa Catarina, foi constatado que no decorrer dos Ultimos anos, a
incidéncia da radiacdo ultravioleta aumentou consideravelmente (Hader
et al., 2007).

Baseado no antecedente descrito, propusemos analisar neste
projeto os efeitos da radiagdo sobre pardmetros bioquimicos, fisiol6gicos
e morfoldgicos da macroalga Sargassum cymosum como modelo de
organismos vegetais. Desta forma foi possivel verificar as alteracdes
bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas e decorrentes da radiagdo UV e
diferentes salinidades. O presente trabalho podera servir também como
parametro para possiveis cultivos de S. cymosum, bem como fonte de
dados para outras pesquisas relacionadas a ultraestrutura, bioquimica e a
fisiologia de algas com os tratamentos acima citados.

Com os antecedentes descritos, o presente estudo amplia 0s
conhecimentos das possiveis alteracdes da macroalga S. cymosum, que é
uma macroalga de importancia econémica e ecoldgica, fonte de
ficocolides amplamente utilizados na inddstria alimenticia e de
cosméticos. Consequentemente esse trabalho visa & produgdo de um
modelo de estudo, tendo em vista 0s escassos conhecimentos referentes
as alteracdes celulares decorrentes de impactos ambientais por radiagdo
ultravioleta na regido sul do Brasil.

1.7 HipGteses

e A exposicdo a radiacdo ultravioleta e salinidade devem alteral
0S processos  processos  bioquimicos,  fisioldgicos e
morfoldgicos (fotossintese, respiracdo, conteldo pigmentar e
enzimatico) da espécie. de Sargassum cymosum.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar as alteracdoes da radiagdo ultravioleta (PAR+UVA,
PAR+UVB, PAR+UVA+UVB) e das diferentes salinidades (30, 35, 40
ups) na bioquimica, na fisiologia, na morfologia e na organizacao
celular da macroalga Sargassum cymosum avaliando os mecanismos de
fotoaclimatacéo e fotoprotecéo.

2.2 Obijetivos especificos

Determinar e comparar as taxas de crescimento na macroalga, S.
cymosum apés o cultivo com a radiacdo UV (PAR+UVA, PAR+UVB,
PAR+UVA+UVB) e salinidade (30, 35, 40 psu);

Analisar as alteraces ultraestruturais causadas pela a radiacdo UV e
diferentes salinidades nas porcOes vegetativas de S. cymosum em
especial na organizacao de cloroplastos e mitocondrias;

Determinar as concentra¢es dos pigmentos fotossintetizantes (clorofila
a e clorofila ¢) ap6s a exposicdo a radiagdo UV e diferentes salinidades;

Determinar as concentracdes de carotenoides e fendlicos apés a
exposi¢do a radiacdo UV e diferentes salinidades;

Determinar atividade antioxidante de extratos organosolventes ap6s o
cultivo com radiagdo UV e diferentes salinidades;

Determinar o conteldo protéico total e as atividades da enzima
mitocondrial NADH desidrogenase apds a exposi¢do a radiacdo UV e
diferentes salinidades;

Avaliar o efeito da radiacdo UV na eficiéncia fotossintética e no
transporte de elétrons apds a exposicdo com radiacdo UV e diferentes
salinidades;

Analisar o perfil metabdlico, via espectroscopia vibracional de
infravermelho médio transformada de Fourier (FTIR), com énfase em
compostos lipidicos, protéicos, glicidicos (amido) e fendlicos;
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Avaliar o conteldo de Poliaminas: Putresina, Cadaverina, Espermidina e
Espermina da alga S. cymosum apés a exposi¢cdo com radiagdo UV e
diferentes salinidades.

Avaliar o contetido de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) da alga
S. cymosum apos a exposicdo com radiagdo UV e diferentes salinidades.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1Coleta e processamento do material bioldgico

Para avaliar os efeitos da radiagdo ultravioleta em Sargassum

cymosum, as amostras destas algas forma coletadas na praia Armacao
(Figura 2), llha de Santa Catarina-Florianépolis (27°44'38"S e
48°30'16"W). Nos meses de Novembro e Dezembro de 2012 e Janeiro e
Fevereiro de 2013.
Talos das algas foram transportados em recipientes plasticos contendo
4gua do mar, posteriormente colocados em sacos pretos e recipientes
contendo gelo para evitar que ocorra fotooxidacdo. No Laboratorio de
Biologia Celular Vegetal (LABCEV), da UFSC, os talos foram lavados
com agua do mar filtrada e esterilizada, e removidos os contaminantes.

v CATI
B

Figura 2. A. Mapa do local de coleta. Armagéd, llha de Santa Catarina-
Florianodpolis, Brasil; B-C-D. Detalhe do local de coleta (costad rochoso).
3.2 Condigdes de cultivo

A irradiéncia fotossinteticamente ativa ao dia foi de 80 pmol
fétons m-2s-1 (Li-cor light meter 250, Estados Unidos de América,
EUA) com uma temperatura de 24 ° C (£2 °C) e o fotoperiodo de 12 h,
sendo que o periodo de luz inicia as 8 h da manhd com aeragéo
continua. A &gua do mar utilizada foi esterilizada em banho-maria por 1



15

hora. Apos seu completo resfriamento, essa dgua foi enriquecida com o
meio von Stosch (Edwards, 1970). As plantas foram mantidas em
cultura por 2 a 3 semanas para a aclimatacdo as condicGes do laboratorio
de cultura. Os segmentos apicais com peso de aproximadamente 2.00g
(x 0.05g) de S. cymosum foram cultivados em béqueres de 600 mL no
laboratério em camara de cultivo por um periodo de 7 dias, tanto o
controle (sem radiacdo UV, somente a radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR) quanto os tratamentos (com radiagdo UVA+PAR, UVB+PAR e
UVA+UVB+PAR). Porcbes apicais saudaveis foram selecionadas e
cultivadas em 500 mL &gua do mar esterilizada em meio von Stosch
(50%), salinidade de 34 ups (x1 ups) (unidade padréo de salinidade). A
radiacdo ultravioleta artificial foi fornecida pela lampada (Vilber
Lourmat VL-6LM, Franca), que emite 0 comprimento de ondas de 312
nm (UVB) e 365 nm (UVA) e irradiancia de 0.35 Wm-2 e 0.70 Wm-2
respectivamente, e possui acoplado um filtro para os demais
comprimentos de onda. As doses totais de irradiancia PAR, UVA e
UVB foram: 657.40 k.J -2, 7.56 k.J m?, 3.78 k.J m™ respectivamente.
As plantas foram cultivadas em diferentes salinidades de 30, 35 e 40 ups
(unidade padrdo de salinidade) para cada tratamento diferente. A
exposicdo a radiacdo ultravioleta foi de trés horas por dia (iniciando as
12:00 h e terminando as 15:00 h). Foram utilizadas 4 repeti¢des para
cada tratamento (n=4). Durante a exposicdo, a aeracdo foi aumentada
nos tratamentos e nos controles para que os fragmentos movimentam-se
de forma constante, com a finalidade de expor a todos os ramos a
radiacdo. Foi realizado um rodizio aleatdrio dos béqueres para que todos
os eles recebam a mesma intensidade luminosa. Concomitante a
radiagdo UV, as plantas receberam a radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR), através das lampadas fluorescentes (Philips C-5 Super 84
16W/840, Brasil).
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Figura 3. Desenho experimental de S. cymosum. Observe as 4 réplicas

utilizadas para cada tratamento com radiagdo UV e salinidade.

Durante os periodos de exposicao, a cdmara de cultivo contendo
a lampada emissora de radiagdo UV, foi isolada externamente com
plasticos transparentes espessos de forma que a mesma ficou restrita aos
tratamentos. As plantas controle também foram submetidas as mesmas
condicOes, exceto pela auséncia da emisséo da radiagdo UV.
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Figura 4. Exposicdo de amostras de S. cymosum. A. Note as lampadas
fluorescentes da radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR, seta); B. Observe a
lampada Vilber Lourmat VVL-6LM geradora da radiagdo ultravioleta (setas).

3.3 Efeitos da radiacdo UV no crescimento de segmentos apicais
dos controles e dos expostos

O efeito da radiacdo UV no crescimento de segmentos apicais
da macroalga S. cymosum foram avaliados através de medidas de peso
da matéria fresca. As taxas de crescimento foram obtidas a partir do
aumento da biomassa fresca e apresentadas como porcentagem de
crescimento diario, sendo calculadas segundo a formula de Penniman et
al., 1986:

TCM = [(Mf/ Mi) 1/t -1] * 100
Taxa de crescimento (Tcm) % dia -1
Massa final (Mf) em gramas
Massa inicial (Mi) em gramas
Tempo (t) em dias
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3.4 Extracgdo e dosagem dos pigmentos fotossintetizantes

Para a extracdo dos pigmentos fotossintetizantes, as amostras
provenientes dos expostos a radiacdo ultravioleta e dos controles foram
armazenadas em nitrogénio liquido. As extracfes foram realizadas no
Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (ltacorubi-
Florian6polis) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade
Federal de Santa Catarina. As analises foram realizadas em
quadriplicatas.

3.4.1 Extracdo e Dosagem de Clorofilaaec

A extracdo de clorofila a e ¢ dos talos foram realizadas
utilizando o método de Hiscox e Israelstam (1979). A extracdo
pigmentar foi realizada a partir de amostras de aproximadamente 1g de
massa fresca para cada repeticdo. A determinacdo da concentracdo de
clorofila a e ¢ foram feitas utilizando-se a equagéo descrita por Jeffrey e
Humphrey (1975).

3.4.2 Extracdo de carotenoides totais

Os carotendides foram extraidos, fazendo uma extracdo
exaustiva a partir de amostras de aproximadamente 1 g de massa fresca
(n=4) utilizando 10 ml de metanol P.A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). Os extratos metandélicos foram evaporados para concentra-los. A
absorbancia especifica foi determinada através do espectrofotdmetro de
microplaca Tecan (Infinite® M200 PRO, Mannedorf, Suica) a 450 nm.
As concentragdes totais de carotendides foram calculadas baseado na
curva padrao de p-caroteno (1 - 300 ug mL-1; y = 0.00365x; r2 = 0.999).

3.4.3 Extragdo de compostos fendlicos

A analise dos compostos fendlicos foi realizada usando o
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau baseado em Waterman
e Mole (1994). Os compostos fendlicos foram extraidos a partir de
amostras de aproximadamente 400 mg de massa (n=4) usando 4mL de
metanol 80%. Os extratos foram centrifugados durante 10 min a 750 g.
Aliguotas de 50 ml provenientes do sobrenadante dos extratos foram
adicionadas a uma solugdo concentrada de 180 mL de agua destilada, 10
mL de Folin e 30 ml de carbonato de sodio 20 % (Na2CO3) e incubados
durante a hora a temperatura ambiente. A absorbancia da reacéo foi



19

medida a través do espectrofotdmetro de microplaca (Tp Reader;
Thermoplate, Nanshan District, Shenzhen, China) a 750 nm. O
fluroglucinol (Sigma, P3502) foi usado como um padrdo em
concentracdes de 4 a 20 p mL™.0Os compostos fenélicos excretados pela
alga durante o experimento na agua do mar, também foram avaliados
medindo o espectro de absorbéancia (300-700) do cultivo de dgua do mar
filtrado para cada tratamento (n=4).

3.4.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos
3.4.4.1 Inibigdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

A fim de avaliar a capacidade antioxidante, o extrato

metandlico foi submetido ao teste do DPPH, que se baseia na remocéo
deste radical estdvel do meio de reacdo pela agdo dos antioxidantes
presentes na amostra. O método utilizado foi o descrito por Kuhnen et
al., (2009).
Uma aliquota de 2.9 mL da solu¢cdo metandlica do radical DPPH
(Sigma, 0,1 mM em metanol 80%) foi acrescida a 0.1 mL da amostra
(em metanol 80%). O decréscimo da absorbancia em 517 nm foi medido
em espectrofotdmetro (Hiatachi U-1800) ap6s 30 minutos. Todas as
amostras foram analisadas em triplicata. A atividade do sequestro do
radical DPPH foi calculada pela equacgéo abaixo:

% de inibicdo: [(Abs controle - Abs final da amostra) / Abs controle] x 100
3.5. Processamento para analise em microscopia
3.5.1 Microscopia de luz (ML) e citoquimica

Os materiais tratados e os controles foram processados para
analises citoquimica e morfoldgica. As amostras foram fixadas em
solucdo de paraformaldeido 2.5 % em tampdo fosfato 0.1 M, pH 7.2,
durante 6 a 8 h, a temperatura de 4° C. Apo6s a fixacdo, o material foi
lavado em tampéo fosfato, duas vezes, por 10 minutos em cada troca,
seguido da desidratacdo em uma série de solugdes aquosas de etanol em
concentragBes crescentes, com duas trocas de 15 minutos em cada
concentracdo a temperatura ambiente. A pré-infiltracdo das amostras foi
realizada com uma mistura de 1:1 de etanol a 100% e historesina
glicolmetacrilato (GMA), durante 4 h, posteriormente o material foi
infiltrado em resina pura por 24 h. As amostras foram seccionadas em
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micrétomo manual de parafina modelo Leica RM 2135, com navalhas
de tungsténio. As seccdes com espessura de 5 [m foram distendidas em
placa de Petri com 4dgua a temperatura ambiente, coletados com laminas
de vidro ou coletados nas laminas sobre gotas de agua destilada e
secos em estufa a 37°C por 30 minutos.

3.5.2 Citoquimica
O material foi submetido ao seguinte teste histoquimico:

A) Azul de toluidina (AT-O). Este corante foi utilizado para identificar
polissacarideos &cidos através da reacdo de metacromasia. As laminas
contendo as secgdes foram tratadas com solucdo aquosa de AT-0O 0,5%,
acidificada com HCI 1IN para pH 3.0, por 30 segundos a 2 minutos,
lavadas em agua destilada e secas ao ar (Gordon & McCandless, 1973).

3.5.3 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As amostras provenientes dos expostos a radiacdo ultravioleta e
os controles foram pré-fixadas em solucdo de glutaraldeido 2.5 %,
paraformaldeido 4%, cloreto de célcio a 5 mM, tamponada com
cacodilato 0.075 M (pH 7,2). A pré-fixacdo foirealizada em overnight na
geladeira. A pré-fixacdo foi seguida por trés lavagens, no mesmo
tampao. Depois das lavagens os espécimes foram pos-fixados em OsO,
(tetroxido de 6smio) a 1% em tampdo cacodilato 0.075M, pH 7.2,
durante 4 h a temperatura ambiente (Pueschel, 1979).

Posteriormente, o material foi lavado trés vezes em tampao cacodilato
0,075M, pH 7,2 (30 minutos cada lavagem) em seguida lavado em agua
destilada (30 minutos) e desidratado em uma série de solugdes aquosas
de concentracdes crescentes de acetona, sendo 30 minutos em cada
etapa; na Gltima série de acetona 100% trocada trés vezes. Apos a
desidratacdo, o material foi infiltrado com resina Spurr (Spurr, 1969).

A infiltracdo foi realizada em 7 etapas, durante 4 dias em resina Spurr
diluida em acetona em concentragdes crescentes. O material foi
polimerizado em moldes horizontais em estufa a 70° C por 24 h. As
seccOes ultrafinas foram feitas com navalha de diamante em
ultramicrotomo Power Tome XL e contrastadas em acetato de uranila e
citrato de chumbo de acordo com os procedimentos de Reynolds (1963).
As amostras foram observadas e fotografadas em microscépio eletrénico
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de transmissdo modelo Jeol (JEM)1011 no Laboratdrio Central de
Microscopia Eletronica-LCME da UFSC.

3.6 Medida In vivo da fluorescéncia da clorofila a

O desempenho fotossintético foi estimado como fluorescéncia
da clorofila a do fotossistema Il (FSII) in vivo usando um fluorimetro
portatil de modulacdo de pulsos PAM- 2500 (Walz, Alemanha). Este
procedimento foi realizado duas vezes: apds 7 dias de exposicdo a
radiacdo UV e diferentes salinidades; e apds em periodo de aclimatacéo
de 24h em luz PAR e salinidade de 35 ups. O rendimento quéantico
méaximo (Fv / Fm) foi medido adaptando as algas a 10 min no escuro e
calculado de acordo com Schreiber et al., (1986). O rendimento quantico
efetivo (Y (1)) foi medido a partir de algas adaptadas a luz e calculado
de acordo com Schreiber e Neubaer (1990). A taxa de transporte de
elétrons (ETR) foi estimada através de curvas de fotossintese -
irradiancia (PI) de talos irradiados com sete intensidades crescentes de
irradidncia actinica de PAR (E; 0, 24, 61, 108, 236, 456, e 752 mol
fétons m-2 s -1) fornecida pelo dispositivo de PAM e calculada como
ETR =Y (ll) *E*A*0,8, onde A é a absortancia do talo e 0,8 ¢é a fraccéo
de clorofila associada ao FSII (Grymski et al., 1997; Figueroa et al.,
2003). A absorcéo foi determinada situando as algas em um sensor de
PAR (LI-COR Quantum LI -1000, EUA), medido com um medidor de
luz PAR (LI-COR LI -250, EUA), e calculando a transmissdo de luz
como A=1-(Et/Eo), onde Et é a irradidncia abaixo da alga ( luz
transmitida ) e Eo é a irradiancia inicial. A partir das curvas P-I foi
determinada o ETR fotossintético como taxa maxima de transporte de
elétrons ( ETRmax , ETR méaxima a irradiancia saturada), eficiéncia
fotossintética ( a, declive inicial da curva P-I que indica a eficiéncia do
transporte de elétrons), a saturacdo da luz ( Ik , a intensidade da luz da
aproximagdo no inicio da saturagdo fotossintética) e fotoinibicdo ( B,
declive inicial da curva P-I no final da fase de saturacéo), encaixando as
curvas P-I para um modelo de tangente hiperbélica com o parametro de
fotoinibigdo de Platt et al., (1980). Quatro réplicas foram usadas para
estimar cada parametro.

3.7 Quantificacdo tecidual de carbono, Hidrogénio e nitrogénio
A quantificacdo tecidual de CHN foi realizada pela Central

Analitica do Instituto de Quimica da USP utilizando o analisador de
elementos CHN Perkin Elmer (EUA) modelo 2400. Amostras de S.
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cymosum foram secas em estufa até massa constante e trituradas (1 mg)
foram carbonizadas a 926°C em presenca de oxigénio puro, promovendo
a completa oxidacdo da matéria. Todo o carbono das amostras foi
convertido em géas carbdnico (CO2), o hidrogénio em agua (H,0) e o
nitrogénio formou varios Oxidos (NxOx), que em seguida foram
reduzidos para gas nitrogénio (N2). Esses elementos resultantes da
combustdo foram arrastados por gas hélio até uma coluna
cromatogréafica de reducdo (a 640°C), que separa 0s produtos e 0s
detecta por condutividade térmica. Os resultados dessas analises foram
calculados de acordo com o porcentual dos elementos obtidos na anélise
CHN e expressos em miligramas por grama de massa seca (mg.g MS-1).

3.8 Analises bioquimicas

As extracOes foram realizadas no Laboratdrio de Bioenergética
e Estresse Oxidativo, Departamento de Bioguimica, Centro de Ciéncias
Bioldgicas. As analises foram realizadas em quadriplicatas. Amostras
das amostras provenientes dos expostos a radiacdo ultravioleta e dos
controles foram homogeneizadas em tampéo fosfato 20 mM, pH 7.4 e
centrifugados a 1.000 xg por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi separado
e utilizado para determinagdo dos niveis protéicos.

3.8.1 Preparacdo das amostras para avaliacdo da atividade do
complexo da cadeia respiratéria

Amostras dos controles e dos tratamentos das macroalgas foram
homogeneizadas em 10 volumes de 50 mM de tampéo fosfato pH 7.4,
contendo 0.3 M de sacarose, 5mM de MOPS, 1mM de EGTA e 0.1% de
soro de albumina bovina. Os homogeneizados foram centrifugados a
1.000 xg por 10 min a 4 °C: o precipitado foi descartado e o0s
sobrenadantes foram utilizados para determinagdo da atividade da
enzima NADH desidrogenase.

3.8.2 Determinacéo da atividade da enzima NADH desidrogenase

A atividade da enzima NADH desidrogenase foi avaliada a
partir do sobrenadante, considerando a taxa de reducdo do ferricianeto
NADH-dependente em 420 nm (Imm—lcm—1) como, descrito
previamente por Cassina & Radi (1996). O método descrito para
determinar atividade da enzima NADH desidrogenase foi ligeiramente
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modificado, como detalhado no manuscrito de Latini et al., (2005). A
atividade da enzima foi calculada como nmol/proteina/mg/minuto.

3.8.3 Determinacdo de succinate-2,6-diclorofenol (DCIP)
oxidoredutase (complexo I1)

A atividade da enzima de succinate-2,6-diclorofenol (DCIP)
oxidoredutase (complexo Il) foi determinada segundo o método de
Fischer et al. (1985). O método descrito para determinar a atividade foi
modificado ligeiramente conforme o detalhado por Latini et al. (2005).
A atividade da enzima foi calculada como nmol/min/mg proteina.

3.8.4 Determinacao de proteinas totais

Aproximadamente 200mg provenientes de amostras de algas do
controle e tratadas foram maceradas e homogeneizadas em 600 pl de
tampdo fosfato 50 mM pH 7.4 com nitrogenio liquido e sonicadas
durante 5 min. Foi adicionado 25 uL de butil hidroxitolueno (BHT)
10mM, homogeneizado durante 8 min e centrigugado a 5.000xg
durante10 min a 4 °C. Os sobrenadantes de baixa velocidade (S1) foram
separados e usados para avaliar o conteldo de proteinas. A quantificacéo
de proteinas totais presente nas amostras foi determinada utilizando a
técnica de Lowry et al., (1951).

3.9 Determinag@es Poliaminas Livres

A quantificacdo de poliaminas livres, foi realizada no
Laboratoria de Biologia Celular do Instituto de Biociéncias da USP. As
poliaminas putrescina (Put), cadaverina (Cad) espermidina (Spd) e
espermina (Spm) foram determinados de acordo com os procedimentos
descritos por Silveira et al., (2004). Todas as manipulacdes foram
realizadas a 4 ° C e as analises foram realizadas em triplicatas. As
amostras (200 mg massa fresca) foram sumergidas em 3 ml de acido
perclérico 5% (v / v). Apés 1 h, as amostras extraidas foram
centrifugadas durante 20 min a 15000 xg a 0 ° C. O sobrenadante
contendo o PAs livres foi removido e os peletes foram re-extraidos. Os
sobrenadantes foram combinados e os peletes eliminados. As poliaminas
livres foram determinadas diretamente a partir do sobrenadante e foram
derivadas com cloreto de dansilo composto por acetona a uma
concentracdo de 5 mg.mL -1. Uma aliquota de 40 uL de amostra foi
adicionada a 100 pL de cloreto de dansilo, 20 uL diaminoheptano 0,05
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mM e 50 pL de carbonato de sédio saturado. As amostras foram
incubadas no escuro durante 50 min a 70 °© C. Ap6s 30 min de
incubacdo, as poliaminas densiladas foram extraidas com 200 upL de
tolueno. A fase de tolueno foi recolhida e seca com nitrogénio liquido.
As poliaminas densiladas foram dissolvidas em 200 puL de acetonitrila.
Vinte pL de poliaminas densiladas foram separados com coluna de fase
reversa C-18 em cromatografia Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC),
(Shimadzu Shin -pack CLC ODS, tamanho de particula 5 um, Lx I.D 25
cm x 4,6 milimetros). O gradiente foi desenvolvido por mistura de
proporgdes crescentes de acetonitrila absoluta a 10 % de acetonitrila em
agua (pH 3,5). O gradiente de acetonitrila absoluta foi programado para
65 % durante os primeiros 10 minutos, de 65 a 100% entre 10 e 13 min e
100% entre 0s 13 e 21 min. O fluxo foi de 1 mL min a 40 ° C. O detector
de fluorescéncia foi fixado a 340 nm (excitagdo). e 510 nm (emisséo).
Uma mistura de Put, Cad, Spd e Spm foi utilizada como padrdo. Todos
0s reagentes e solventes de grau analitico utilizados na determinacgéo
PAs foram da Sigma-Aldrich ou Merck e foram utilizados ou preparados
conforme o recomendado pelo produtor.

3.10 Espectroscopias vibracional de infravermelho médio
transformada de Fourier (FTIR) e analise quimiométrica

A espectroscopia vibracional foi realizada na Central Analitica
da USP. Amostras de algas frescas (1 g) foram secas a 45 ° C durante 24
h foram maceradas com cadinho até formar pd e utilizadas para
confeccionar pastilhas de KBr, pra andlise em espectroscopia de
infravermelho (IR). FATR-FTIR espectros foram registrados entre 4,000
centimetros-1 e 400 cm-1 utilizando 64 varreduras com uma resolucao
de 4 cm-1, por um espectrometro Bomem (MB-100) com um detector
DTGS. Um espectro de fundo tinham sido previamente adquiridos, e as
amostras (100 mg) foram espalhadas e medidas diretamente depois
pressionando-o0s no cristal. Trés espectros de repeticdo (128 scans co-
adicionados antes da transformada de Fourier) foram recolhidas para
cada amostra para um total de 130 espectros. Espectros foram
normalizados, e a linha de base foi corrigida na regido de interesse (3000
a 600 cm--1), tracando uma linha reta antes de melhoramento de
resolucdo (k fator de 1,5), utilizando Fourier auto-deconvolution (Opus
v 5.0, Bruker BioSpin).
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3.11 Analise e interpretacao dos dados

Os dados foram submetidos a Anélise da variancia-bifatorial
ANOVA, considerando a exposicdo a radiacdo e niveis de salinidades
como variaveis independentes. ANOVAs unifatoriais foram realizadas
para avaliar o efeito isolado da radiacdo e ou salinidade e depois
comparadas com o teste a posteriori de Tukey. Todas as analises serdo
realizadas no software Statistica (Release 10.0) considerando p < 0.05.
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4. CAPITULO I: Repostas de fotoaclimatacdo da macroalga parda
Sargassum cymosum ao efeito combinado de radiacdo UV e
salinidade: organizacdo citoquimica e estrutural e desempenho
fotossintetico
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ABSTRACT

The photoacclimation responses of the brown macroalga Sargassum cymosum
were studied to determine its cytochemical and ultrastructural organization, as
well as photosynthetic pigments and performance. S. cymosum was cultivated in
three salinities (30, 35 and 40 psu) under four irradiation treatments: PAR-only,
PAR+UVA, PAR+UVB and PAR+UVA+UVB. Plants were exposed to PAR at
70umol photons m-2 s-1, PAR+UVB at 0.35 Wm-2 and PAR+UVA at 0.70 W
m-2 for 3 h per day during 7 days in vitro. Growth rate was not significantly
affected by any type of radiation or salinity. The amount of pigments in S.
cymosum was significantly influenced by the interaction of salinity and radiation
treatments. Compared to PAR-only, UVR treatments modified the Kinetics
patterns of the photosynthesis/irradiance curve. After exposure to UVR, S.
cymosum increased cell wall thickness and the presence of phenolic compounds.
The number of mitochondria increased, while the number of chloroplasts
showed few changes. Although S. cymosum showed insensitivity to changes in
salinity, it can be concluded that samples treated under four irradiation regimes
showed structural changes, which were more evident, but not severe, under
PAR+UVB treatment.

Keywords: UV radiation, salinity, ultrastructural organization, photosynthetic
performance, phenolic compounds.

RESUMO

As respostas da fotoaclimatacdo da macroalga parda Sargassum cymosum foram
estudadas para determinar sua organizagdo ultraestrutural e citoquimica, assim
como seus pigmentos e desempenho fotossintéticos. S. cymosum foi cultivada
em trés salinidades (30, 35 e 40 UPS) e quatro tratamentos de irradiacdo:
controle, PAR+UVA, PAR+UVB e PAR+ UVA+UVB. As plantas foram
expostas a PAR a 7 pumol fotons m- 2s- 1, PAR + UVB a 0,35 Wm- 2 e
PAR+UVA a 0,70 W m-2 por 3 horas diarias durante 7 dias in vitro. A taxa de
crescimento néo foi afetada significativamente pela radiacdo UV ou salinidade.
A quantidade de pigmentos em S. cymosum foi significativamente influenciada
pela interagdo entre salinidade e radiagdo. Comparado ao controle, 0s
tratamentos com radicdo UV modificaram os padrdes de cinética da curva de
fotossintese/ irradiancia. Apds a exposi¢do a radiagdo UV, S. cymosum
aumentou a espessura da parede celular e a presenca de compostos fendlicos. O
nimero de mitocondria aumentou, porém o ndmero de cloroplastos mostrou
poucas alteragdes. Embora S. cymosum mostrou insensibilidade a mudancas na
salinidade, pode-se concluir que as amostras tratadas sob quatro regimes de
irradiacdo apresentaram mudancas estruturais, que foram mais evidentes, mas
ndo graves, quando tratadas com PAR+UVB.

Palavras-chave: radiagdo UV, salinidade, organizacdo ultra-estrutural,
desempenho fotossintético, compostos fendlicos.
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5. CAPITULO II: Perfil metabdlico da alga parda Sargassum
cymosum (Phaeophyceae, Fucales) sob condigdes de radiagdo UV e
salinidade em laboratdrio: niveis de carbono e nitrogénio, proteinas,
poliaminas, carboidratos, fendlicos e atividade da NADH
desidrogenase e complexo 11

Metabolic profile of the brown macroalga Sargassum cymosum
(Phaeophyceae, Fucales) under laboratory UV radiation and salinity
conditions: carbon and nitrogen levels, proteins, polyamines,
carbohydrates, phenolics and NADH dehydrogenase and complex 11
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Abstract

The metabolic profile studied as carbon, hydrogen and nitrogen levels
(CHN), protein contents, free polyamines (PAs), carbohydrates, phenolics
and enzymatic activities of NADH dehydrogenase and complex Il of the
brown macroalga Sargassum cymosum was analyzed after seven days of
laboratory cultivation in three salinities (30, 35 and 40 psu) and four
irradiation treatments for 3 h per day: PAR-only (control; 70 pmol photons
m-2 s-1), PAR+UVA (0.70 W m-2), PAR+UVB (0.35 Wm-2) and
PAR+UVA+UVB. Treatments showed variations on CHN levels, with
significant reduction of C and H and non-evident trend for N, probably
related to carbon nitrogen balance allocation for basic biological
maintenance and stress defense metabolism. Three different PAs were
detected (PUT, SPD and CAD), its level showed reduction probably due to
the amount of PAR used during experiment, PAs bounded to phenolic
compounds migrating through the cell wall and being degraded and
chlorophyll degradation. It can be concluded that S. cymosum is less
affected to changes in salinity than when treated with UVR. Further studies
are required for better understanding of variations in PAs under stress
conditions. Distinct metabolic profiles were detected through ATR-
FTIR/PCA, mostly as metabolism of carbohydrates, proteins and phenolics.
The starchy fraction of the algae revealed sensibility to the treatments,
showing difference in their protein and phenolic metabolisms. We suggest
that S. cymosum could be exploited like a complementary compound in
fertilizer and studies related to natural products with antioxidant properties
and biological activity for human food, animal feed, nutraceutical, and
pharmacological markets.

Keywords: antioxidant activity, carbon and nitrogen balance, polyamines,
photoprotection, Sargassum cymosum, ultraviolet radiation.

Abbreviations: ATR-FTIR, Attenuated Total Reflectance-Fourier
Transform Infrared Spectroscopy; CAD, cadaverine; CHN, Carbon-
Hydrogen-Nitrogen; CNBH, carbon nutrient balance hypothesis; DW, dry
weight; FW, fresh weight; IR, infrared radiation; PAR, photosynthetically
active radiation; PAs, polyamines; PUT, putrescine; ROS, reactive oxygen
species; SPD, spermidine; SPM, spermine; UVA, ultraviolet A; UVB,
ultraviolet B; UVC, ultraviolet C; UVR, ultraviolet radiation.
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Resumo

O perfil metabdlico estudado como niveis de carbono, hidrogénio e
nitrogénio ( CHN), teores de proteina, poliaminas livres ( PAs ),
carboidratos, compostos fendlicos e atividade enzimatica da NADH
desidrogenase e do complexo Il da macroalga parda Sargassum cymosum
foi analisado depois de sete dias de cultivo em laboratério em trés
salinidades (30, 35 e 40 UPS) e quatro tratamentos de irradiacdo durante 3
horas por dia : Controle (70 mol fétons m-2 s-1 ), PAR+UVA (0,70 W m-
2), PAR + UVB ( 0,35 Wm- 2) e PAR+UVA+UVB. Os tratamentos
apresentaram variagdes nos niveis de CHN, com reducdo significativa de C
e H e ndo mostrou uma tendéncia evidente para N, provavelmente
relacionada com a alocacéo do balanco do nitrogénio e do carbono para uma
manutenc¢do bioldgica basica e do metabolismo de defesa de estresse. Trés
PAs diferentes foram detectadas (PUT, SPD e CAD), seus niveis
apresentaram reducdo provavelmente devido & quantidade de PAR usada
durante o experimento, sua ligagdo aos compostos fendlicos migrando
através da parede celular e sendo degradados e a degradacdo da clorofila.
Pode concluir-se que S. cymosum é menos afectada as mudancas na
salinidade do que quando tratada com radiagdo UV. Mais estudos sdo
necessarios para uma melhor compreensdo das variacBes das PAs sob
condicBes de estresse. Diferentes perfis metabdlicos foram detectados
através do ATR-FTIR/PCA, principalmente como metabolismo de
carboidratos, proteinas e compostos fenolicos. A fracdo de agucar da alga
revelou sensibilidade aos tratamentos, mostrando diferenca nos
metabolismos de proteinas e compostos fenolicos. Sugerimos que S.
cymosum pode ser explorada como um composto complementar em
fertilizantes e estudos relacionados com produtos naturais com propriedades
antioxidantes e atividade biol6gica para a alimentacdo humana ou animal,
nutracéuticos e mercados farmacoldgicos.

Palavras-chave: atividade antioxidante, balanco do carbono e nitrogénio,
poliaminas, fotoprotecdo, Sargassum cymosum, radiacdo ultravioleta.

Abreviagdes: ATR-FTIR, Espectroscopia vibracional de infravermelho
médio transformada de Fourier; CAD, cadaverina; CHN, Carbon-
hidrogénio-nitrogénio; CNBH, hipétese do equilibrio do carbono e
nutrientes; DW, peso seco; FW, peso fresco; IR, radiacdo infravermelha;
PAR, radia¢8o fotossinteticamente ativa; PAs, poliaminas; PUT, putrescina;
ROS, espécies reativas de oxigénio; SPD, espermidina; SPM, esperming;
UVA, ultravioleta A; UVB, ultravioleta B; UVC, ultravioleta C; RUV,
radiacdo ultravioleta.
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6. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
biolégicos da radiacdo ultravioleta e de diferentes gradientes de
salinidades na bioquimica, na fisiologia, na morfologia e na organizacdo
celular da macroalga produtora de alginato Sargassum cymosum
avaliando seus mecanismos de fotoaclimatagéo e fotoprotecao.

Apbés 7 dias de tratamento S. cymosum apresentou uma
variedade de mecanismos de respostas fisica (aumento da parede
celular) e quimicas como a producdo de compostos fotoprotetores
guando expostas a PAR + UVA, PAR+UVB e PAR + UVA + UVB.
Também mostrou que embora a salinidade possa ser um fator que afeta
0 metabolismo de maneiras diferentes, ndo foi observado alteracoes
claras neste estudo. Por outro lado destaca-se que a exposi¢do de S.
cymosum & radiacdo ultravioleta ndo teve efeito negativo (diminuigéo)
nas taxas de crescimento, indicando que o tratamento nédo foi estressante
para este parametro resultando em ganho de biomassa nas amostras
tratadas quando comparadas as amostras controle. Assim, pode-se inferir
que fatores como aumento na quantidade de mitocéndrias ou ativagdo de
mecanismos protetores gerados pela radiacdo UVA podem ter
influenciado no aumento na taxa de crescimento das amostras como
também observado por Gao e Xu (2008).

O contetdo de clorofila a (Chl a) e clorofila ¢ (Chl c) de S.
cymosum apresentou respostas diferentes nas trés salinidades e
tratamentos com radiacdo UV. Foi observado que clorofila ¢ é mais
sensivel que a clorofila a, pois seu conteldo decresceu em todas as
plantas tratadas. Esta reducdo poderia estar relacionada com um
mecanismo fotoprotetor em que o nivel de pigmentos acessorios é
diminuido para aliviar o excesso de energia dirigida ao centro de reago
da fotossintese, impedindo assim, o dano oxidativo do aparelho
fotossintético nas amostras tratadas. Foi observado que as algas tratadas
com PAR+UVA aumentaram o contetdo de carotendides sugerindo que
0 tratamento induziu defesa antioxidante das células através destes e
também foi observado um aumento dos compostos fenélicos como um
mecanismo fotoprotetor contra danos causados por radiacdo UV.
Através da analise de microscopia, foi possivel detectar estes compostos
migrando através da parede celular e em processo de degradacdo.
Também a varredura da 4gua do mar de cada tratamento apresentou um
aumento de compostos que absorvem entre 300 e 400 nm,
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provavelmente relacionado com a secre¢do de compostos fendlicos e
outros compostos de absorcdo de UV. A distribuicdo destes compostos
em Phaeophyceae, perto das células corticais e paredes celulares, sugere
ser esta organizaca0 uma importante caracteristica responsavel pelo
sucesso evolutivo do grupo (Costa et al., 2002).

Através das andlises microscopicas foi observado que a
organizacdo dos cloroplastos de S. cymosum ndo foi alterada apds os
tratamentos, apresentando estrutura tipica de algas pardas, com
tilacoides agregados em bandas trés a trés.

Os resultados baseados nas caracteristicas fisiol6gicas e
celulares de S. cymosum exposta a radiacdo UV, evidenciram uma alta
aclimatagdo fotoprotetora a esta condicdo de estresse, 0 que poderia
representar uma caracteristica de adaptacdo que permite suportar
condigdes de estresse constantes quando exposta a radiagdo ao longo das
zonas de intermarés e submarés do costdo rochoso, ambos habitats
comuns desta espécie.

Tem sido relatado que os processos fisiologicos da fotossintese
sdo os principais alvos da radiacdo UV, assim, pode ter varios efeitos
sobre as algas (Holzinger e Lutz, 2006). As plantas de S. cymosum
tratadas com as diferentes radiagdes e salinidades, apresentaram baixos
padrdes de fotoinibicdo, embora esta fotoinibicdo foi mais evidente nas
algass tratadas com PAR + UVB, porém foi possivel observar sinais de
recuperacdo nos demais tratamentos confirmando que a espécie tem a
capacidade de neutralizar os efeitos negativos causados pela radiagédo
UV através de diferentes respostas adaptativas.

Os teores de carbono e de hidrogénio de S. cymosum exibiram
uma oscilagdo entre os tratamentos, mas em geral foi observado uma
diminuicdo significativa nas plantas expostas a radiagdo UV. Esta
reducdo do contelido celular pode representar um mecanismo de defesa
energética, usando fontes de armazenamento de carbono para ativar o
sistema antioxidante e proteger a célula de danos causados pela radiacéo
produzindo defesas a base deste, tais como fendis ou aumento da
espessura da parede celular (Lerdau, 2002). Por outro lado, o teor de N
ndo mostrou uma tendéncia clara, no entanto, foi significativamente
afetado. Esta flutuacdo na dindmica do N tecidual pode ser relacionada
com a alocagdo de energia (carbono) e de nutrientes (nitrogénio) para
ativar os mecanismos de defesa em S. cymosum preservando assim, a
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homeostase fisioldgica e a integridade do organismo. Pesquisas sobre a
influéncia do nitrogénio no metabolismo das macroalgas s&o
importantes, uma vez que este composto é essencial para a manutengdo
de varias rotas metabdlicas (Hooda et al., 2000; Hooda, 2008).

Embora a atividade da enzima NADH desidrogenase nao
apresentou diferengas significativas em nenhum dos tratamentos, a
atividade do complexo Il diminuiu ap6s a exposi¢do a radiacdo UV.
Estes resultados estdo relacionados com a alteragdo da funcdo
mitocondrial, provavelmente devido a um bloqueio no sistema de
transporte de elétrons induzida pelos tratamentos.

Em relacdo as poliaminas (PAs), existe pouca informacdo sobre
seu metabolismo nas macroalgas e muitas das pesquisas se concentram
nas fungBes que desempenham no desenvolvimento celular ou em
resposta a salinidade (Schweikert et al.,2011) e alguns estudos tém
relacionado sua fungdo com mecanismos de defesa por estresse abidtico.
No presente estudo, foi possivel detectar trés tipos de PAs, putresina,
espermidina, as quais decresceram significativamente quando tratados
com radiacdo UV e salinidade; e cadaverina que ndo apresentou
mudangas nos seus niveis. Esta diminuicdo pode estar relacionada com
quantidade de PAR ministrada durante a exposicdo a radiagdo (70 pmol
m-2s-1). Em alguns estudos sobre plantas superiores foram observadas
alteracdes no conteldo de PAs quando exposta a radiacdo UVB e com
niveis de PAR abaixo de 300 umol PAR m- 2 s-1 (Kramer et al., 1992;
Smith et al., 2001). Outro fator que poderia estar influenciando na
diminuicdo dos niveis de PAs estad relacionado com a capacidade que
estas moléculas tem para se ligar a grupos fenélicos. Como foi discutido
anteriormente, as andlises microscdpicas realizadas revelam a presencga
destes compostos migrando através da parede celular e sendo
degradados e as substancias liberadas para a agua do mar dos
tratamentos provavelmente estd relacionada com o fluxo destes
compostos fendlicos. Por tanto, esta poderia ser uma das razdes pelas
quais ndo foi possivel a deteccdo de PAs conjugadas. Por ltimo, a
clorofila esta intimamente associada com PAs e sua diminuicdo pode
estar relacionada com a perda de clorofila observada também neste
estudo.

Através das analises ATR-FTIR acoplado a quimiometria, foi
observado que o metabolismo do agucar da alga parece ser sensivel as
variacOes de salinidade e de radiacfo. A exposicdo a PAR+UVA+UVB
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contribui para uma perturbacdo no seu metabolismo fendlico e proteico.
Tomando em conjunto, os resultados desta abordagem metabolémica, se
faz necessario mais estudos sobre os compostos fendlicos e metabolismo
das proteinas de S. cymosum em resposta & exposicdo a uma alta
salinidade e PAR+UVA+UVB.

Baseados nas hipdteses propostas para este estudo pode se concluir que:

1.

O efeito combinado da salinidade e a radiacdo UV ndo foi um
fator deletério importante para as plantas de S. cymosum e que a
prépria salinidade ndo é um fator predominante que afeta os
parametros analisados.

Diferentes aspectos das plantas de S. cymosum, tais como taxa
de crescimento, o contetdo de pigmentos, CHN, proteinas, PAs,
as atividade antioxidante, fotossintética e da NADH
desidrogenasse e o complexo IlI, ndo foram afetados
drasticamente pela radiacdo UV.

Todas as plantas tratadas apresentaram aumento na quantidade
de fisdides, provavelmente como um mecanismo fotoprotetor e
foi mais evidente no tratamento com PAR+UVA, e o efeito
negativo da radiacdo UV foi mais pronunciado nas plantas
tratadas com PAR+UVB.

Todas as plantas tratadas apresentaram espessamento da parede
celular como uma barreira contra os efeitos nocivos da radiacdo
ultravioleta. Este mecanismo de protecdo poderia complementar
a fotoprotecdo contra o estresse oxidativo, tornando a defesa
contra a radiacdo UV mais eficiente.

Os rendimentos quanticos do PSII ndo apresentaram redugdes
significativas, e todas as plantas tratadas apresentaram sinais de
recuperacdo, exceto aqueles tratados com PAR+UVB.

A flutuacdo de CHN poderia ser explicada com a hipétese do
Balanco Carbono- Nitrogénio, onde a alocacdo desses recursos
¢ usada para manter as vias bioldgicas béasicas como o
crescimento e promover mecanismos de defesa como o
espessamento da parede celular, compostos fenolicos e PAs.
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A reducdo do teor de PAs pode estar relacionado com: 1) a
quantidade de PAR fornecida durante a exposicdo a RUV; 2)
PAs conjugadas aos compostos fendlicos degradados que
migram através da parede celular; 3) Redugdo no contetido de
clorofila que poderia favorecer uma diminui¢cdo nos niveis de
PAs.

Sugere-se que S. cymosum poderia ser explorada como um
composto complementar em fertilizantes comerciais para
melhorar a salde e o crescimento das plantas superiores € como
bioestimulante natural devido aos niveis de PAs encontrados
nesta espécie.

O fato de S. cymosum possui mecanismos de defesa eficazes
contra UVR e salinidade faz com que seja uma espécie
potencial para estudos relacionados a produtos naturais com
propriedades antioxidantes e atividade bioldgica para
alimentagdo humana ou animal e mercados farmacoldgicos.

Finalmente, foi observado que o forte mecanismo apresentado
por S. cymosum contra estressores como a radiacdo UV, é o que
permite a persisténcia desta espécie em condicfes altamente
estressantes.
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