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RESUMO

O aumento dos niveis de CO, atmosférico desde o periodo pré-
industrial tem resultando na diminuigdo do pH dos oceanos. Este
trabalho teve como objetivo estudar os efeitos desta redugdo na
fisiologia, anatomia e ultraestrutura da faner6gama marinha Halodule
wrightii. Para isso, foi realizado um experimento em mesocosmos. Os
espécimes foram coletados no Parque Municipal Marinho do Recife de
Fora e cultivados durante 30 dias sob diferentes concentragdes de CO»,
as quais foram acompanhadas a partir da reducdo do pH. Isso resultou
em quatro condigdes experimentais: pH similar ao do ambiente
(condigdo controle), pH com reducdo de 0,3 unidades (-0,3), pH com
reducdo de 0,6 unidades (-0,6) e pH com reducdo de 0,9 unidades (-
0,9), que representam a simulacdo de uma atmosfera contendo 650,
1350 e 3390 ppm de CO,, respectivamente. As variaveis abidticas,
incluindo o pH, foram monitoradas. Os pardmetros eficiéncia
fotossintética (oetr) € rendimento quantico efetivo Y(Il) praticamente
ndo variaram nos tratamentos com maior concentracdo de CO, (-0,6 e -
0,9), mas diminuiram no tratamento -0,3. Esta reducdo possivelmente
ocorreu em funcdo das varidveis abiGticas, principalmente luz e
temperatura que oscilaram durante o periodo de experimentagdo.
Acredita-se, que o aumento do CO, tenha compensado o estresse,
mantendo os parametros fisiologicos estaveis nos tratamentos com
maior concentragdo. A anatomia e ultraestrutura das folhas dos
espécimes cultivadas tanto no controle como nos tratamentos nédo
demonstraram alteraces qualitativas. Quantitativamente, foi possivel
observar que, no periodo final de experimentacdo, a &rea em secgdo
transversal e largura das folhas foram sensivelmente maiores no
tratamento -0,9. Possivelmente, tais resultados teriam sido mais nitidos
se 0 tempo de experimentacdo fosse mais longo, como observado para
plantas terrestres.

PALAVRAS CHAVES: pH. Angiosperma marinha. Acidificacdo dos
oceanos. Mesocosmos. Mudancas climaticas.






ABSTRACT

The increase in atmospheric CO, levels since the pre-industrial
period has resulted in a decrease in the pH of the oceans. The aim of this
work was to determine the effects of lowered pH on the physiology,
anatomy and ultrastructure of the seagrass Halodule wrightii. A
mesocosm study was conducted, where specimens were collected in the
Parque Municipal Marinho do Recife de Fora and cultivated for 30 days
at different concentrations of CO,, which caused a decrease in pH. This
resulted in four experimental conditions: pH similar to that of the
environment (control condition), pH reduced by 0.3 unit (-0.3), pH
reduced by 0.6 unit (-0.6) and pH reduced by 0.9 unit (-0.9), which
represented the simulation of an atmosphere containing 650, 1350 and
3390 ppm CO,. The abiotic variables, including pH, were monitored.
The parameters photosynthetic efficiency (¢ETR) and effective quantum
yield Y(II) practically did not vary in the treatments with greater
concentration of CO, (-0.6 and -0.9), but decreased in the -0.3 treatment.
This reduction possibly occurred because of the abiotic variables,
mainly light and temperature, which oscillated during the
experimentation period. It is believed that the increase in CO,
compensated for the stress, keeping the physiological parameters stable
in the treatments with higher CO, concentration. The anatomy and
ultrastructure of the leaves of the cultivated specimens in the control as
well as the treatments did not demonstrate qualitative alterations.
Quantitatively, it was possible to observe that in the final period of
experimentation, the cross-sectional area and width of the leaves were
appreciably greater in the -0.9 treatment. Possibly, such results could
have been clearer if the experimentation time were increased, as
observed for terrestrial plants. According to the literature, such
modification in leaf structure can be attributed to the influence of CO,
on cell division and expansion.

KEYWORDS: pH. Seagrass. Ocean acidification. Mesocosm. Climate
change.
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1. INTRODUCAO

O aumento do dioxido de carbono (CO,) na atmosfera teve inicio
com a revolugdo industrial que intensificou a queima de combustiveis
fosseis, e indiretamente o desmatamento para a exploracdo de matérias
primas e producdo de alimentos para uma populacdo crescente e para
um mercado cada vez mais globalizado. Estes processos elevaram as
concentragGes de CO, de 280 ppm para 379 ppm em 2005, para 390 em
2010 (IPCC, 2007, 2013) e para 411 ppm em 2014 (Apolo 11, 2014),
representando 40% de aumento desde o periodo pré-industrial, 0 maior
ja registrado para planeta nos udltimos 800.000 anos (Gautier, 2008;
Lathi et al., 2008; IPCC, 2013).

As consequéncias deste incremento de CO, para a biosfera tem
sido motivo de preocupacgdo e investigacdo, uma vez que ja se percebe
os efeitos sobre o clima mundial, com alteragdo substancial dos fatores
ambientais que determinam as fisionomias de ambientes terrestres e
aquaticos. O cenario hoje observado tende a piorar uma vez que 0s
niveis de CO, aumentardo ainda mais até o final do XXI (IPCC, 2013).

Apesar dos efeitos diretos mais divulgados do aumento de CO,
privilegiar o ambiente aéreo, deve-se ressaltar que este gas afeta também
0s ambientes aquaticos, uma vez que as trocas entre atmosfera e
oceanos, resultam na redistribuicdo das diferentes formas do carbono
dissolvido, havendo o decréscimo do pH e do ion carbonato juntamente
com o estado de saturacdo da calcita e aragonita. Este processo €
frequentemente referido como acidificacdo dos oceanos (Schulz et al.,
2009).

Espera-se que, até o final do século, o pH dos oceanos reduza
entre 0,3 e 0,4 unidades (Caldeira e Wickett, 2005; IPCC, 2013), ou até
mesmo 0,3 a 0,6 unidades (Caldeira e Wickett, 2005), dependendo do
cenario mundial que se estabelecer. Isso pode significar um aumento de
aproximadamente 90% ou mais nas concentracdes de ions de hidrogénio
na &gua, baseando-se na premissa de que a reducdo em 0,1 unidade de
pH corresponde a um aumento de 30% no total de prétons dissolvidos,
conforme Royal Society (2005).
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Estas previsdes de acidificacdo sdo baseadas em informacGes do
oceano aberto. A alta variabilidade do pH é observada em regides
costeiras, 0 que dificulta o entendimento sobre o impacto deste estressor
nestes importantes ambientes (Duarte et al., 2013). A redug&o do pH no
ambiente natural pode ser encontrada também em zonas de
ressurgéncias com aguas profundas acidificadas (por exemplo, o sistema
de corrente Califérnia; Feely et al., 2008; Gruber et al., 2012), por
subsidéncia ou o afundamento da &gua de superficie (downwelling,
Findlay et al., 2013), em regides com presenga de CO, oriundo de
aberturas vulcénicas (por exemplo Hall-Spencer et al., 2008), em funcéo
do metabolismos de algumas comunidades (por exemplo, Anthony et
al.,, 2011). Ou seja, o processo de acidificacdo pode acentuar esta
variabilidade natural, intensificando os impactos do processo de
acidificacdo sobre a biologia, especialmente da flora marinha.

Estas respostas dos produtores primarios estdo relacionadas ao
fato de que as mudangcas no pH da agua afetam diretamente a
fotossintese, uma vez que ocorre 0 aumento do CO,, substrato primario
deste processo bioquimico. Sabe-se que a Rubisco, enzima primaria na
fixagdo do carbono para fotossintese, utiliza o CO, como substrato
(Larkum et al., 2006; Campbell e Fourqurean, 2014). Sendo assim,
mudancas em sua disponibilidade afetariam diretamente as taxas
fotossintéticas das plantas, principalmente na agua do mar, aonde as
taxas de difusdo chegam a ser 10.000 vezes menores que no ar
(Heminga e Duarte, 2000; Sabine e Tanhua, 2009).

As angiospermas marinhas tem sua fotossintese limitada pela
baixa disponibilidade de CO, na agua do mar (Schwartz et al., 2000;
Invers et al., 2001; Larkum et al.,, 2006). Assim, estas seriam
favorecidas com a reducdo do pH. A literatura aponta aumento na
fotossintese e na biomassa dessas plantas (Zimmerman et al., 1997;
Short e Coles, 2001; Zimmermann, 2006; Palacios e Zimmerman, 2007;
Jiang et al., 2010; Harvey et al., 2013).

Entretanto, respostas distintas tém sido observadas nos Gltimos
anos. Hall-Spencer et al. (2008) ndo observaram variagdo nas taxas
fotossintéticas com decréscimo do pH em gradiente especifico
observado na regido da Itdlia (Hall-Spencer et al., 2008). Nestes
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ambientes, o incremento do CO, resultou na reducdo de compostos do
metabolismo secundario das angiospermas marinhas, que poderia
resultar em maior vulnerabilidade a doencas ou a herbivoros (Arnold et
al., 2012).

Respostas negativas com relacdo ao aumento de CO, foram
verificadas também quando a luz, outro recurso essencial, foi limitado
(Palacios e Zimmerman, 2007). Considerando este conhecimento
acumulado, a construcdo de cenarios tedricos nos levam a interpretacéo
de que a sinergia entre acréscimo de CO, com fatores como aumento do
nivel do mar, das temperaturas e da severidade das tempestades,
identificados por Grech et al.(2012), representam potencial de efeito
combinado que podem comprometer a biologia das angiospermas
marinhas, com a exclusdo ou mesmo extinc¢éo local dos bancos formado
por estas plantas.

Estudos com plantas terrestres demonstraram taxas fotossintéticas
mais altas em concentracdes elevadas de CO,, durante certo periodo
(Clough et al. 1980). Entretanto, quando as condic¢des de elevagéo foram
mantidas por mais tempo (meses e/ou anos) detectou-se reducdo ou
estabilizacdo, podendo ser um efeito sazonal e/ou possivelmente um
processo de aclimatagcdo (Epron, 1995; Rey e Jarvis, 1997). Segundo
Rey e Jarvis (1997), tal condicdo alterada por alguns meses levou a
reducdo da atividade da rubisco e/ou decréscimo de compostos
fotossintéticos tais como clorofila, proteinas sollveis e concentracéo de
nitrogénio.

Além disso, Streck e Alberto (2006) detectaram em plantas
cultivadas que os efeitos positivos do CO, sdo anulados com aumentos
de 2, 3 e 6 °C na temperatura. Estes autores criaram diferentes cenarios
de mudancas climéticas, dobrando a quantidade de CO,, com diferentes
aumentos de temperatura do ar e com aumento e sem aumento da
precipitacdo pluvial. Nas situa¢fes que houve aumento da temperatura o
rendimento dos grdos diminuia. Esta reducdo era ainda mais evidente
quanto ndo havia acréscimo da precipita¢do pluvial.

Foram observadas ainda, alteragdes estruturais com relacdo ao
incremento de CO, atmosférico em plantas terrestres, estas apresentaram
acréscimos no tamanho da folha, da espessura e da area foliar (Radoglou



16

e Jarvis, 1990, 1992; Epron et al., 1996; Pritchard et al., 1999; Lin e
Ceulemans, 2001).

Possivelmente, a maior disponibilidade de CO, também poderia
resultar em alteracbes na anatomia dos tecidos e ultraestrutura das
células das angiospermas marinhas, uma vez que a divisdo, expansdo e
padrdes celulares podem ser afetados, principalmente pelo incremento
de sacarose no substrato. Ou ainda, pela expressao diferenciada de genes
envolvidos com o ciclo celular (Pritchard et al., 1999; Masle, 2000).

Supondo que o aumento do CO, fosse benéfico para as
angiospermas marinhas, resultando no aumento da produtividade, ha
necessidade de levar em consideracdo que outros fatores podem agir
influenciando as respostas fisioldgicas e anatbmicas, tais como luz,
temperatura e nutrientes. Ou ainda, interferéncia das relagfes bidticas
providas pelos demais seres vivos presentes nos ecossistemas de H.
wrightii.

Fabricius et al. (2011) destacam que em ambientes naturalmente
acidificados (> 500 ppm de CO;) houve aumento das macroalgas e da
densidade das angiospermas marinhas, por outro lado houve reducédo da
diversidade dos epifitos e de outros organismos compostos por
carbonato de célcio. De acordo com Martin et al. (2008), a redugdo do
pH (7,7) levou a um decréscimo de 90% na massa de epifitos sobre as
folhas das angiospermas marinhas. Isso sugere grandes mudancas nos
ecossistemas formados por estes organismos.

As consequéncias da reducdo do pH para angiospermas marinhas
e a influéncia sobre as interacGes nos seus habitats sdo importantes, uma
vez que iram afetar principalmente as zonas costeiras aonde estdo
presentes, sendo estes locais “hotspots” de alta produgdo e consumo.
Assim, torna-se imprescindivel entender os fatores que podem interferir
e alterar a biodiversidade nestes ecossistemas.

As angiospermas marinhas tem importante fungdo na ciclagem de
nutrientes e sequestro de carbono (Orth et al. 2006; Greiner et al. 2013),
podendo até mesmo influenciar na quimica deste, sustentando maior
biodiversidade e consequentemente a resiliéncia ambientes recifais
(Chapin 111, et al. 1998). Destaca-se ainda que a maior abundancia
destes produtores primarios esteja também relacionada a calcificacéo
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destes ambientes, o que reforca sua importancia para a manutencéo da
resiliéncia nos locais onde estéo presentes (Unsworth et al., 2012).

Hofmann et al. (2012) demonstraram a existéncia de variagfes
naturais entre 0,024 a 1,430 unidades no pH da &gua do mar. Segundo
0s autores, alguns organismos ja vém experimentando regimes de pH
previstos para final do século. Tais variagdes podem ser didrias ou
sazonais e dirigidas por fatores fisicos e/ou bioldgicos. Porém, com
incremento do CO,, 0 pH tende a diminuir ainda mais essas mudancas
sdo ecologicamente significativas e hd necessidade de esforcos para
compreender as causas e consequéncias para 0s ecossistemas marinhos
(Wootton et al,. 2008).

Muitos estudos para entendimento das mudangas globais sobre as
angiospermas marinhas sdo realizados em mesocosmos (Short, 1987;
Zimmerman et al., 1997; Palacios e Zimmerman, 2007; Ehlers et al.,
2008) pois nestes laboratérios a céu aberto é possivel o controle de
variaveis distintas, além proporcionar uma semelhanga maior com a
complexidade biolégica dos sistemas naturais.

Com base no exposto este trabalho teve como objetivo avaliar as
respostas fisiologicas, anatdmicas e ultraestruturais de Halodule wrightii
em resposta ao aumento das concentragdes de CO,, por meio da
experimentacdo em mesocosmos.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta e preparacéo do material biolégico
Exemplares de Halodule wrightii foram coletados no Parque

Municipal Marinho do Recife de Fora (S16°24°28>" W38°59°35”) a 3
metros de profundidade aproximadamente (Figura 1).

&

Recife de
« Fora

4

l/éc‘al de
. -, . coleta

JA

. Baiade Porio Seguro

/

s l.-'/‘ Extraido da Carta Niutica Digital (n° 1205)
Baias Cabralia e de Porto Seguro. Atualizada 2007.

Figura 1. Local de coleta dos espécimes de Halodule wrightii
Ascherson. (A) Bahia, (B) Porto seguro e (C) Recife de Fora.
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Os individuos foram removidos cuidadosamente do substrato e
colocados em caixas com &gua do mar. Posteriormente, na base de
pesquisa do Projeto Coral Vivo (S16°29°34° ¢ W39°04°06°’), 0s
espécimes foram distribuidos em dezesseis recipientes com volume de 6
a 7 litros. Como as fanerégamas marinhas apresentam rizomas que pode
variar em tamanho, estes foram cortados do tamanho dos recipientes,
aproximadamente 35 cm. Apds foram distribuidos de forma paralela até
cobrir o fundo das bandejas. Como substrato foi utilizado areia
autoclavada para evitar que varidveis desconhecidas fossem inseridas no
experimento. A areia foi colocada sobre os rizomas até cobri-los
totalmente (Figura 2). Exsicatas do material coletado foram
confeccionadas e depositadas posteriormente no Herbario FLOR da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Figura 2. Espécimes de Halodule wrightii Ascherson. sendo selecionados para
serem colocados nas bandejas (A-B). Detalhe mostrando o rizoma (por¢do
branca) (C). Bandeja com substrato dentro do tanque de experimentagdo (D).
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2.2 Desenho experimental
2.2.1 Sistema de mesocosmos marinho

O experimento foi realizado no Mesocosmos Marinho, estrutura
preparada para estudos relacionados as mudancgas do clima, localizada
em uma das sedes do Projeto Coral Vivo em Arraial d’ Ajuda, Porto
Seguro, Bahia, Brasil, sob as seguintes coordenadas geograficas
S$16°29°34°” e W39°04°06"".

O mesocosmos, apresenta quatro cisternas independentes com
capacidade para 5000 litros de &gua. Nessas cisternas chega a agua
captada do oceano. Cada cisterna é associada a uma caixa elevada de
500 litros que distribui &gua em quatro dos dezesseis tanques (2,20 m x
0,35 m x 0,1 m) de 120 litros. Um volume médio de 15 m?3 de dgua do
mar é bombeado por 500 metros até a estacdo de pesquisa, sendo
distribuida nas cisternas, nas caixas elevadas e posteriormente para cada
tanque. Em seguida, a agua que passa em cada tanque é devolvida ao
oceano (Figura 3).



Mesocosmos Marinho
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Figura 3. Esquema geral do Mesocosmos Marinho. Mostrando a estrutura de experimentacao, localizado na base

de pesquisa do Projeto Coral Vivo, Arraial d” Ajuda, Bahia.
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A taxa média de renovagdo da agua nos tanques de ensaio foi de
cinco vezes seu volume por hora. Para movimentacdo da &gua dentro
destes foi utilizado um sistema de vai e vem com duas bombas (2.500
litros/hora). A érea destinada em cada um dos tanques para realizagéo
do presente estudo foi de 0,07 metros quadrados. Os tanques de ensaio
foram cobertos por uma tela sombrite 50% que resultou em irradiancias
de 1000 pmol de fétons.m?.s™ as 12h00min.

2.2.2 Tratamentos

As plantas foram submetidas a quatro condi¢Ges experimentais
apresentando diferentes valores de pH, obtidos a partir de adi¢cdo ou ndo
de CO, na agua do mar presente nas cisternas. Esta dgua era distribuida
posteriormente aos tanques. Medidas continuas desse parametro foram
realizadas por sensores de pH presentes nas caixas elevadas. Os dados
de pH obtidos eram enviados para um equipamento Reef Angel
(Controlador Open-Source) que controlava a abertura das valvulas que
liberavam CO,. Deste modo, sempre que necessario, as valvulas eram
abertas e CO, era adicionado para que o pH diminuisse as unidades
desejadas em cada tratamento. Assim, 0s tratamentos acompanhavam as
oscilagbes da condigdo controle, composto apenas por agua do mar, sem
adicdo de CO,. As outras trés condicdes, obtidas com adi¢do de CO, na
agua do mar, foram designadas: -0,3, -0,6 e -0,9. O tratamento -0,3
apresentou uma reducdo de 0,34 + 0,24 unidades de pH em relacdo ao
controle. No tratamento -0,6, esta variacdo negativa em relacdo ao
controle foi de 0,59 + 0,29 unidades de pH. Ja no tratamento -0,9, esta
variacdo foi de 0,87 + 0,36 unidades de pH. As reducbes em -0,3, -0,6 e
-0,9 unidades representam uma atmosfera contendo 650, 1350 e 3390
ppm, valores esperados para fim deste século e para o proximo (2100 a
2300 anos), tais previsbes sdo realizadas com base em diferentes
cenarios mundiais (Caldeira e Wickett, 2005).

O periodo de aclimatacdo das plantas foi de 10 dias e a duragéo
do experimento com adi¢éo de CO; foi de 30 dias.



23

2.3 Parametros ambientais

Durante o experimento foram monitorados parametros abi6ticos
como pH, temperatura, salinidade, irradiancia e nutrientes tanto no
controle quanto nos tratamentos. Para monitorar o pH e temperatura
foram instalados sensores (Hanna, Gehaka) nas caixas elevadas
correspondentes a cada um dos tratamentos (Figura 3). As informag6es
dos sensores eram enviadas para equipamento Reef Angel (Controlador
Open-Source), o qual registrava os valores médios de pH e temperatura
obtidos em intervalos de 15 minutos.

A salinidade foi monitorada diariamente, realizando-se quatro
medidas no mesmo horéario, com auxilio do refratbmetro portétil
(REF211, Salinity/atc 0~100%°). A irradiancia, fora da agua nos
tanques de experimentacdo, foi obtida por meio do sensor quéantico do
fluorimetro (Diving PAM, Underwater Fluorometer; Walz, Effeltrich,
Germany) onde trés medidas eram realizadas antes (08h) e depois (12h)
das medidas da fluorescéncia da clorofila a que serdo descritas nos
préximos itens.

As medidas de nutrientes da agua foram realizadas no 13°, 16°,
240 e 27° dias de experimentacdo, com auxilio do colorimetro (DR/890,
HACH, Estados Unidos). Os reagentes utilizados para quantificagdo do
nitrato e do fosfato foram o Nitra Ver® (HACK) e o Phos Ver® 3
(HACK), respectivamente.

Para auxiliar na analise dos dados, medidas de radiacdo solar e
precipitacdo foram obtidas a partir de uma estacdo meteoroldgica
localizada em Eunapolis (S16°17°26°> W39° 34> 47°°). Os valores de
precipitacdo eram obtidos a cada trés horas. A radiag8o solar apresentou
valores acumulados a cada trés horas, com integragdo 1080 amostras
obtidas em intervalos de 10 segundos (SINDA, 2013).
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2.4 Analises fisioldgicas

2.4.1 Atividade fotossintetizante a partir da fluorescéncia da
clorofila a

A emisséo de fluorescéncia da clorofila a das folhas foi avaliada
com auxilio do fluorimetro de pulso com amplitude modulada (Diving
PAM, Underwater Fluorometer; Walz, Effeltrich, Germany) equipado
com uma fibra 6ptica de 5,5 mm de diametro e um diiodo azul (470 nm)
como fonte de luz.

Para obtencdo das medidas de fluorescéncia da clorofila a foram
aplicados pulsos de saturagdo e curvas de luz, usando as opgdes “SAT —
Pulse” e “Rapid Light Curve” (RLC), pulsos de saturacdo e curvas de
luz na regido mediana das folhas de Halodule wrightii. Para aplicago
dos pulsos, no periodo matutino, as plantas foram aclimatadas por 20
minutos de escuro, no minimo. Pulsos de saturacdo também foram
realizados a noite, 1 hora apds escurecer (sem aclimatar ao escuro, pois
as plantas ja estavam no escuro por 1 hora). As curvas de luz foram
obtidas com a aplicacdo de uma série de oito pulsos de luz saturante
(LS), cada um deles seguidos de uma exposicdo de luz actinica (LA)
crescente (2—2250 pmol de fotons m® s PAR), sem aclimatac&o prévia
ao escuro sempre no periodo matutino. As medidas foram realizadas
uma vez por semana em diferentes intervalos de tempos. Trés pulsos e
trés curvas eram realizados em cada réplica (n=4) tanto do controle
quanto dos tratamentos.

Foram obtidos os seguintes valores de fluorescéncia emitidos
pelas plantas em diferentes estados fisioldgicos (Baker, 2008; Maxwell
e Johnson, 2000): F,, F,” (fluorescéncia minima apds aclimatagdo ao
escuro); Fm, Fn’ (fluorescéncia maxima apos aclimatagdo as condigdes
de escuro e claro, respectivamente); F; (nivel de fluorescéncia
imediatamente antes do pulso saturante de luz, em condicdo de luz
actinica). Tais medidas foram posteriormente utilizadas para calcular os
parametros de dissipacdo fotoquimicos e ndo-fotoquimicos, conforme
descrito a seguir:
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- rendimento quantico maximo, refere-se ao potencial do
fotossistema 11, obtido logo apds as condicdes de pré-aclimatacdo ao
escuro, cuja férmula é a seguinte (Genty et al., 1989):

Fv/Fm = (Fm - FO)/ Fm

- rendimento quéntico efetivo, refere-se eficiéncia do
fotossistema Il Y (Il) quando a planta esta aclimatada sob condigdes de
luz, conforme férmula (Genty et al., 1989):

Y(I) = (F’- F)/Fw’

- dissipacdo regular de energia ndo-fotoquimica pelo fotossistema
Il ' Y(NPQ), refere-se a perda de energia controlada na forma de calor,
segundo célculo de Klughammer e Schreiber (2008):

Y(NPQ) = F/Fr’ — (Fd/Fr)

- dissipagdo ndo-regular de energia ndo-fotoquimica pelo
fotossistema Il Y(NO), corresponde a soma da perda ndo-regular de
energia na forma de calor e a emissdo de fluorescéncia, dada pela
equacdo de Klughammer e Schreiber (2008):

Y(NO) = Fy/Fn

- taxa de transporte de elétrons (ETR). Segundo Maxwell e
Johnson (2000) mudancas relativas no transporte de elétrons podem
utilmente monitorar a eficiéncia do PSIl ou servir como um simples
parametro para medidas de fluorescéncia, 0 ETR é obtido pela seguinte
equacdo:

ETR = Y(Il) X PDFa X 0,5

Onde PFDa ¢ a luz absorvida pelas folhas da planta (umol fétons
m-2 s-1) que segundo Campbell et al. (2006) é 0,70, valor obtido em sua
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pesquisa para uma espécie do mesmo género. O valor 0,5 corresponde
ao fracionamento do total de clorofila a entre os PSI e PSII.

Os valores obtidos nos calculos de ETR foram representados
como curvas de ETR x irradidncia. As curvas foram ajustadas de acordo
com a formula de Platt et al. (1980), sendo:

ETR = E-I—RS - [1_e(-(1Al/ETRS) ] [e(-B l/ETRS)]

Apos a realizacdo dos ajustes nas curvas (ETR x irradiancia),
outros parametros foram analisados, tais como ETRya, 0 valor de a
(expressa a eficiéncia fotossintetizante) e o valor de P (avalia possivel
regulacdo negativa do aparato fotossintetizante), por meio do célculo
seguinte (Platt et al., 1980):

ETRax = ETRs ™ {[o/( 0+B)].[B/(0+p)]}"
2.4.2 Determinacdo de clorofilas e carotenoides

Para determinacéo de clorofilas e carotenoides amostras de folhas
de Halodule wrightii de cada réplica (n=4) do controle e tratamentos
foram coletadas em trés tempos durante o experimento: 1° dia, 15° dia e
30° dia. Aproximadamente 600 mg de amostras foram medidas em uma
balanca analitica (Bel Engineering, SERIE MARK /0,0001g - 0,1mg) e
armazenadas em papel aluminio a -20 °C até serem analisadas. O
transporte das amostras até o Laboratorio de Anatomia Vegetal —
LAVEG da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC ocorreu em
gelo seco.

A extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos foram
realizadas segundo Ritchie (2006, 2008). As amostras previamente
medidas foram colocadas em eppendorfs e maceradas em nitrogénio
liquido. Foi acrescentado em cada macerado 1 ml de acetona 90%
equilibrada com de hidréxido de carbonato de magnésio (C;Mg401,)
utilizado para anular qualquer acidez presente na acetona. As solugdes
foram centrifugadas por 20 minutos a 3.500 rpm e o sobrenadantes
foram transferidos para outros eppendorfs com a adigdo de mais 2 ml de
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acetona 90%. O procedimento foi realizado na auséncia de luz e as
amostras enquanto processadas foram mantidas em uma caixa térmica
com gelo para a estabilizagdo de qualquer processo celular ou reacéo
dos pigmentos a luz.

As leituras de absorbancia foram realizadas no espectrofotdmetro
(Biospectro, SP-220), em 510 nm, 647 nm, 664 nm e 750 nm. A
guantificacdo de clorofilas a (Chla), b (Chlb) e carotenoides foi
realizada de acordo com as equag0Oes estabelecidas por Ritchie (2006,
2008). Os resultados foram expressos em Jg/g de massa seca.

Equacdes:
Chl-a=11,867 * (Asss— Ars0) — 1,786 * (Asar— Arso)

Chl-b = 18,978 * (Agsr— Azs0) — 4,895 * (Asss— Arso)
Carotenoides = 10 * (Asgo— A7so)
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2.4.3 Extracdo de acUcares e amido

Para determinacdo de acgUcar e amido amostras foliares de
Halodule wrightii de cada réplica (n=4), tanto do controle quanto dos
tratamentos, foram coletadas em trés tempos durante o experimento: 1°
dia, 15° dia e 30° dia. Aproximadamente 100 mg de amostras foram
medidas em uma balanga analitica (Bel Engineering, SERIE MARK
/0,0001g - 0,1mg) e armazenadas em pacotes de papel aluminio a -20 °C
até serem analisadas. O transporte das amostras até o LAVEG ocorreu
em gelo seco.

A preparacdo dos extratos foi realizada conforme Santos et al.
(2010). Amostras previamente medidas foram maceradas em almofariz
com 1 ml de &gua, permanecendo em repouso por 30 minutos. Em
seguida, os macerados foram aquecidos em banho-maria a 40° C por 30
minutos, sendo transferidos para tubos Falcon, onde foram
centrifugados por 20 minutos, a 4.000 rpm. Os sobrenadantes foram
transferidos para eppendorfs para determinacdo dos aglcares. A0S
residuos da centrifugacdo dos extratos brutos foram adicionados 1ml de
acido percldrico para solubilizagdo do amido (Quarmby e Allen, 1989).

2.4.3.1 Determinagdo de Acucares sollveis totais (AST)

A metodologia descrita por Yemm e Willis (1954) foi utilizada
para determinar o teor de acgUcares sollveis totais (AST). A partir dos
sobrenadantes obtidos conforme descrito no item 2.4.3 foram retiradas
aliquotas de 0,02 ml, sendo adicionados 0,98 ml de agua destilada e 2
ml do reagente antrona em tubos de ensaio. A antrona foi preparada de
acordo com Trevelyan e Harrison (1950) (0,2 g de antrona, 5 ml de &gua
destilada e 100 ml de &cido sulfurico concentrado) com modificagdes.
As solucbes foram agitadas em vortex e aquecidas em banho-maria a
90° C por 7 minutos. Posteriormente, foram realizadas as leituras das
amostras a 630 nm em leitor de microplacas (TP-READER/THERMO-
PLATE). A quantificacdo dos acUcares sollveis totais foi feita a partir
da curva padrao de glucose (0,5 a 8 mg. mL™- r2= 0,9964; y = 0,2316x +
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0,0343). Os resultados foram expressos em mg de glucose por g de
massa seca.

2.4.3.2 Determinacdo do amido

A determinagdo do teor de amido foi realizada de acordo com
Yemm e Willis (1954). As solucBes foram preparadas a partir dos
residuos dos extratos brutos, conforme item 2.4.3, e permaneceram em
repouso por 1 hora. Posteriormente, foram centrifugadas e os
sobrenadantes foram transferidos para eppendorfs. Em tubos de ensaios
foram adicionadas aliquotas de 0,02 ml do sobrenadante, 0,98 ml de
agua destilada e 2 ml do reagente antrona. As solucfes foram agitadas
em vortex e aquecidas em banho-maria a 90°C por 5 minutos. Apos,
foram realizadas leituras de absorbancia em 630 nm no leitor de
microplacas (TP-READER/THERMO-PLATE). A quantificacdo do teor
de amido foi feita a partir da curva padréo de glucose (0,5 a 4 mg. mL™-
rz= 0,9986; y = 0,2428x + 0,0073). Os resultados foram expressos em
mg de glucose por g de massa seca.
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2.5 Analises estruturais e ultraestruturais

2.5.1 Microscopia Optica (MO): anatomia, testes histoquimicos e
analises quantitativas

Para Microscopia Optica foram coletadas folhas de Halodule
wrightii (n=4) de cada tratamento de pH no 1° dia, 15° dia e 30° dia. As
folhas foram fixadas em glutaraldeido 2,5% e em tampédo fosfato de
sédio 0,2M, pH 7,2, por 24 horas (O’Brian e Feder, 1964). Em seguida,
foram lavadas 3 vezes no mesmo tampdo, desidratadas em solucéo
crescente de alcool etilico e mantidas em alcool etilico 70° GL até o
momento das analises. Posteriormente, amostras das folhas seguiram
para desidratacdo e infiltracdo em hidroxietilmetacrilato (Historesina
Leica), conforme normas do fabricante. As sec¢des transversais foram
realizadas com espessura de 5 um em micrétomo (Leica, RM 2125 RT)
do Laboratorio de Anatomia Vegetal UFSC. As secgdes foram
colocadas em laminas de vidro e secas em temperatura ambiente.

Os testes histoquimicos foram realizados utilizando os seguintes
reagentes: a) Azul de toluidina 0,05% (ATO), para identificar
polissacarideos acidos através da reagdo de metacromasia (O'Brien et
al., 1964); b) Acido periddico de Schiff (PAS), usado para identificar a
presenga de polissacarideos neutros (Gahan, 1984); c) Azul Brilhante de
Coomassie (CBB), usado para visualizar as proteinas totais da célula
(Gahan, 1984).

Para as analises quantitativas foram utilizadas laminas com
seccOes transversais das folhas de Halodule wrightii, coradas com ATO.
Foram mensuradas a espessura e largura totais da folha, altura da célula
epidérmica e espessura do mesofilo, utilizando o microscépio Leica
DM2500 com auxilio do software LAS 3.7 do Departamento de
Botéanica da Universidade Federal de Santa Catarina. Com o auxilio do
programa ImageJ 1,47 (National Institutes of Health, USA) foi estimada
a area da folha em seccdo transversal e a area proporcional de
aerénquima.
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2.5.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Para Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) foram
retiradas amostras de 5 mm das folhas de Halodule wrightii em todas as
réplicas tanto do controle quanto dos tratamentos no 30 °© dia do
experimento. O material foi fixado em glutaraldeido 2,5 % em tampéo
fosfato de sdédio 0,1M, em pH 7,2, por 24 horas. Apds esta etapa as
amostras foram lavadas quatro vezes no mesmo tampdo. Apds as
lavagens, os materiais foram pés-fixados em tetréxido de 6smio (OsO,)
a 1% em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,2, durante 4 horas a temperatura
ambiente (Bozzola e Russel, 1991). Posteriormente, o material foi
lavado trés vezes, no mesmo tampao e em seguida em agua destilada (30
minutos). Em seguida as amostras foram desidratadas em uma série de
solucBes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), em
intervalos de 30 minutos para cada etapa; sendo a solucdo de acetona
100% trocada duas vezes. Ap0s a desidratacdo, o material foi infiltrado
em resina Spurr (Spurr 1969). Apds o periodo de 12 horas da Ultima
infiltracdo, o material foi colocado em moldes horizontais, que por sua
vez foram levados a estufa a 70° C para polimerizagdo por 24 h. As
seccOes ultrafinas foram realizadas com ultramicrétomo (Leica EM
UC7, Alemanha) acoplado com navalha de diamante. As grades com as
seccOes foram contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo de
acordo com os procedimentos de Reynolds (1963). As amostras
processadas foram observadas e fotografadas no Microscopio Eletronico
de Transmissdo (MET), marca Jeol, modelo JEM- 1011, do Laboratério
Central de Microscopia Eletronica - UFSC.

2.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados quanto a homogeneidade de
variancias pelo teste de Cochran. Uma vez avaliados, os mesmos foram
submetidos & andlise de variancia ANOVA para experimento bifatorial
(F-teste 5% de significancia). Quando necessario um teste a posteriori
(Newman Keuls) foi realizado para separagcdo de médias, com um
intervalo de confianga de 95% e nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Além disso, alguns dados foram submetidos a testes de correlagdo de
Pearson. Todas as andlises foram realizadas com auxilio dos programas
Microsoft Excel e Statistica 8,0.
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3. RESULTADOS
3.1 Parametros ambientais

Os dados de pH, temperatura, irradiancia, nutrientes, radiacédo
solar e precipitacdo obtidos no controle e em todos os tratamentos
durante a realizacdo do experimento estdo plotados nas Figuras 4, 5, 6 e
7.
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Figura 4. Médias diarias do pH do controle e tratamentos ao longo do periodo experimental de um més,
entre 31 de outubro e 30 de novembro. As médias foram obtidas a partir de aproximadamente oitenta
valores (n=80), medidos nas caixas elevadas. A lacuna de dados no tratamento -0,3 ocorreu em func¢do de

falhas do sensor de pH.
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As oscilagbes do pH acompanharam o controle, exceto por
pequenos desvios ocasionados em curtos periodos quando eram
realizadas a limpeza e calibracdo dos sensores. As reducdes no pH dos
tratamentos -0,3, -0,6 e -0,9 com respeito a condicdo controle foram de
0,34+0,24, 0,59+0,29 e 0,87+0,36 unidades, respectivamente (Figura 4).

As medidas de temperatura foram semelhantes entre os
tratamentos (Figura 5). As mesmas variaram entre 23,60+0,10°C e
27,1240,29°C, média geral de 25,12+0,77°C.
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Figura 5. Médias diarias de temperaturas (T°C) obtidas nas caixas elevadas onde foram estabelecidas as quatro
condigBes experimentais (trés tratamentos e um controle) ao longo do periodo experimental de um més. As médias
foram obtidas a partir de aproximadamente oitenta valores (n=80).
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As medidas de irradiancia foram baixas ap6s aproximadamente
200, 400 e 500 horas de experimento (Figura 6A). Estes periodos
coincidiram com dias de chuva que ocorreram na metade do més de
novembro. Os valores de irradidncia variaram entre 145,67+6,02 umol
fotons.m™? s e 830,00+26,45pmol fotons.m? s,
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Figura 6. Valores de irradiancia (umol fétons.m? s* ) e total de nutrientes
medidos na agua utilizada para o experimento no sistema de mesocosmos
marinho. (A) irradidncias, médias calculadas a partir de trés valores de
irradiancia obtidos em diferentes horarios (n=3). (B) nutrientes (mg/l), médias
de nitrato e fosfato obtidas a partir de quatro medidas realizadas no controle e
tratamentos (n=4).

Com relacéo aos nutrientes, os niveis de fosfato praticamente ndo
variaram, apresentando valor médio de 0,06x0,0 mg/l. O nitrato
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aumentou levemente no final do experimento, variando entre 0,83+0,05
e 1,05+0,17 (Figura 6B).

Para contribuir com as andlises, informagdes adicionais sobre a
precipitacdo e radiacdo solar foram obtidas na estagdo meteoroldgica de
Eunapolis (S16°17°26”° W39° 34 47°’), localizada proximo a estagio
de pesquisa. Os dados referentes ao més de novembro (periodo do
experimento) estdo plotados nas Figuras 7A-B.
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Figura 7. (A) Precipitacdo média (mm) em Eunéapolis, localidade proxima
de Arraial d’Ajuda, onde estava instalado o sistema de mesocosmos
marinho. Os valores didrios foram obtidos a cada trés horas. O gréafico
apresenta médias diarias. (B) Radiagdo solar (MJ/m2) valores acumulados a
cada trés horas, com integracdo 1080 amostras obtidas em intervalos de 10
segundos. Fonte: SINDA (2013).
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Observa-se que a precipitacdo diaria foi crescente durante todo o
més. A radiacdo solar apresentou dois picos nitidos. O primeiro foi
registrado entre os dias 09 e 14 do més de novembro e o segundo entre
os dias 20 e 26 do mesmo més.

A salinidade praticamente ndo variou. No final do experimento
todos os tanques de ensaio apresentaram um leve aumento (controle e
tratamentos). A menor salinidade registrada foi 34 e a maior foi de 39,5,
com valor médio de 35,5+1,17.

3.2 Analises fisioldgicas

As varidveis fisiologicas avaliadas a partir das folhas de Halodule
wrightii ao longo do tempo do experimento (30 dias) sdo apresentadas
na Tabela 1 por meio dos valores da andlise de variancia — ANOVA.

Tabela 1: Resultados das ANOVAs bifatoriais para cada variadvel dependente,
em funcéo das varidveis independentes tempo e tratamento de pH. Os dados
foram obtidos para Halodule wrightii em diferentes tempos ao logo de 30 dias
de experimento. Os efeitos significativos sdo apresentados pelos valores de F e
p (< 0,05) em negrito. gl. Graus de liberdade. F,/F,, = rendimento quantico
méaximo, Yl = fotossintese efetiva, Y(NO) = dissipagdo ndo-regular de energia
ndo-fotoquimica, Y (NPQ) = dissipacdo regular de energia nao-fotoquimica,
ogrr = eficiéncia fotossintética, Perr = regulacdo negativa do aparato
fotossintético, ETR . = taxa maxima de transporte de elétrons, I, = irradiancia
de saturacdo, Chla = clorofila a, Chlb = clorofila b, Chlb/Chla = razdo clorofila
aeb.

Parametros Tempo pH Tempo*pH

gl F p g F p_ g F p
Fu/Fm 4 954 000 3 037 078 12 082 0,63
Yl 4 1810 0,00 3 374 002 12 061 083
Y(NO) 4 2217 000 3 226 009 12 142 018
Y (NPQ) 4 2812 000 3 143 024 12 081 064
OETR 4 1420 000 3 272 005 12 1,09 0,39
Betr 4 4799 000 3 081 050 12 0,85 0,60
ETRumax 4 4340 000 3 211 011 12 067 077
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Parametros Tempo pH Tempo*pH

gl F p_ g9 F p_ g F p
Ik 4 4109 000 3 059 063 12 092 053
Chla 2 5158 000 3 088 046 6 209 0,08
Chlb 2 15153 000 3 051 068 6 120 0,33
Carotenoides 2 11633 000 3 0,211 09 6 188 011
Chlb/Chla 2 200,46 000 3 564 000 6 411 0,00
Aglcar 2 687 000 3 410 001 6 033 092
Amido 2 407 003 3 107 038 6 129 0,29

Todos os parametros da fluorescéncia da clorofila a variaram
significativamente durante o periodo de experimentacdo. Respostas em
funcdo dos tratamentos de pH foram obtidas através dos valores do
rendimento quantico efetivo (YII), da razdo clorofila b e a (Chlb/Chla) e
dos niveis de acUcar (Tabela 1).

A regulacdo negativa do aparato fotossintético (Berr) foi maior
no 7° e no 21° dia de experimentacdo. Nos mesmos periodos foram
observadas menores taxas de transporte maximo de elétrons ETR.x €
menor irradiancia requerida para saturacdo (l) do aparato fotossintético.
A eficiéncia fotossintética (ogrr) quase ndo variou, apresentando o
tratamento -0,9 praticamente constante. Entretanto, os demais
tratamentos juntamente com o controle mostraram reducdo no 7° dia
(Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Parmetros fotossintetizantes de Halodule wrightii cultivada em
sistema de mesocosmos marinho sob condig¢Ges de simulagdo do incremento de
CO, na &gua, evidenciado pelo decréscimo dos valores de pH. (A) taxa maxima
de transporte de elétrons (ETR..) € (B) regulagdo negativa do aparato
fotossintético (Berr). As letras indicam diferencas significativas, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a posteriori Newman Keuls. N=4.
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Figura 9. Pardmetros fotossintetizantes de Halodule wrightii cultivada em
sistema de mesocosmos marinho sob condicOes de simulacéo do incremento de
CO, na agua, evidenciado pelo decréscimo dos valores de pH, (A) eficiéncia
fotossintética (agrg) € (B) irradiancia de saturagdo (l,) para controle e
tratamentos -0,3, -0,6 e -0,9 de pH. As letras indicam diferencas significativas,
com nivel de significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a posteriori Newman
Keuls. N=4.
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A Figura 10 apresenta o perfil das curvas de fotossintese obtidas
por meio dos calculos das taxas de transporte de elétrons (ETR) para
distintos valores de irradiancias. A partir dessas foi possivel calcular os
parametros da fotossintese ETR ax Petr: OeTr € Ik, j& apresentados
anteriormente. As curvas foram construidas e ajustadas com base nos
dados obtidos nos diferentes periodos do experimento no controle e nos
tratamentos de pH. As mesmas praticamente ndo variaram em fungéo do
tempo, demonstrando grande similaridade e quase sobreposigdo dos
diferentes tratamentos e controle no 21° e 30° dia de experimento.
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Figura 10: Curvas de fotossintese estimadas a partir
do ETR por irradiancia para Halodule wrightii no 1°,
7°, 14° 21° e 30° dia de cultivo sob controle e
tratamentos de pH -0,3, -0,6 e -0,9 unidades. Por
meio dessas curvas foram calculados os pardmetros
fotossintetizantes ETR 1ax, PeTr, 0eTr € Ik OS pontos
de cada curva séo resultados da média de 12 valores.
Esse grupo de pontos foi ajustado de acordo com a
formula de Platt et al., 1980.
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A fotossintese efetiva Y(Il) diminuiu significativamente no
controle e no tratamento -0,3 no 26° e no 30° dia do experimento,
respectivamente. Houve também decréscimo significativo da dissipacao
ndo-regular de energia ndo-fotoquimica Y(NO) durante o periodo,
principalmente apds 25 dias tanto no controle quanto nos tratamentos.
Esta queda foi acompanhada por aumento da dissipacdo regular de
energia ndo-fotoquimica Y(NPQ). Ndo houve mudangas significativas
no tratamento -0,6. J& o tratamento -0,9 aumentou a Y(Il) no 19° dia,
apresentando no mesmo periodo leve queda no Y(NPQ) em comparagéo
com os periodos finais do experimento (Figura 11).
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Figura 11. Dissipacdo da energia da fotossintese de Halodule wrightii submetida a quatro condigdes com
concentragdes distintas de CO, durante o periodo experimental de um més. (A) Controle, (B) tratamento -0,3, (C)
Tratamento -0,6, (D) Tratamento -0,9 apresentando os pardmetros rendimento quéantico efetivo (YII), dissipa¢do néo-
regular Y(NO) e regular Y(NPQ) de energia ndo-fotoquimica. As letras indicam diferengas significativas, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a posteriori Newman Keuls N=4,
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Houve perda significativa de clorofila a (Chla), clorofila b (Chlb)
e carotenoides por miligrama de massa seca no periodo final do
experimento para controle e tratamentos. A razdo clorofila b e a (Chlb
/Chla) foi diferente entre os tratamentos no 30° dia, apresentando
valores menores para o controle e o tratamento -0,9 em comparagéo com
demais (Figura 12).
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Figura 12. Conteudo pigmentar de Halodule wrightii ao longo do tempo no controle e nos tratamentos com
incremento de CO, e reduc¢do de -0,3, -0,6 e -0,9 unidades pH. (A) clorofila a (Chla), (B) carotenoides, (C)
clorofila b (Chlb) e (D) raz&o entre o conteido de clorofilas b e a (Chlb /Chla). As letras indicam diferengas
significativas, com nivel de significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a posteriori Newman Keuls. Os
resultados Chla, Chib e carotenoides sdo apresentados em gramas por Massa Seca (MS) de tecido. N=4
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O teor de amido variou em resposta ao tempo de experimentacéo
pela ANOVA, entretanto quanto aplicado o teste de separacdo de médias
(Newman Keuls) ndo foram detectadas variagGes significativas. Desta
forma, entende-se que o0s niveis de amido foram praticamente
constantes. A quantidade de acUcar por grama de massa seca variou
levemente, ndo houve diferencas entre o controle e os tratamentos nos
periodos analisados (Figura 13).
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Figura 13. Teor de aglcar e amido por grama de Massa Seca (MS) de Halodule
wrightii submetida a diferentes tratamentos de incremento de CO, representados
pela manutencgdo (controle) e redugdo de pH em -0,3, -0,6 e -0,9 unidades de pH
ao longo do experimento. (A) teor de agUcares. (B) teor de amido. As letras
indicam diferencas significativas, com nivel de significancia de 5% (p<0,05)
dado pelo teste a posteriori Newman Keuls. N=4.
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As variaveis dependentes avaliadas durante o experimento
apresentaram  correlagcdes, principalmente entre 0s pardmetros
fotossintetizantes, conforme Tabela 2. Houve correlagéo negativa entre
Betr, 0etrR € 0S pigmentos Chlb e carotenoides. Estes dltimos se
relacionaram positivamente com ETR .. € Ix. As correlagdes
apresentadas podem ser esperadas, uma vez que a reducdo dos
pigmentos acessorios pode levar a regulacdo negativa do aparato
fotossintético e a consequente queda na fotossintese. Assim como,
aumento dos pigmentos pode proporcionar maior taxa de transporte de
elétrons e acréscimo na irradiancia necessaria para saturacao.
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Tabela 2: Dados de correlagdo de Pearson obtidos entre as variaveis dependentes avaliadas durante o experimento no controle
e nos tratamentos de pH -0,3, -0,6 e -0,9. Os valores significativos estdo em negrito, p<48. N=48.

Chla Chlb Carotenoides Chla/Chlb  ogrr Petr ETRmax Ik FJ/F. Acglcar Amido

Chla 1,0 032 0,10 -0,27 0,28 0,13 -0,01 -0,12 -0,21 -0,27 -0,16
Chib 1,00 0,92 0,76 -0,36 -0,60 0,52 0,60 -0,34 -021 0,20
Carotenoides 1,00 0,79 -0,41 -0,66 0,56 0,65 -0,30 -0,13 0,26
Chla/Chlb 1,00 -0,51 -0,75 0,61 0,74 -0,17 0,06 0,30
OETR 1,00 047 -0,10 -049 0,27 0,11 -0,21
BeTr 1,00 -0,90 -0,99 -0,05 0,08 -0,16
ETRmax 1,00 091 023 0,02 0,16
Ik 1,00 0,07 -0,07 0,18
Fu/Fn 1,00 0,26 0,07
Acucar 1,00 0,37

Amido 1,00




52

3.3 Microscopia Optica (MO): anatomia, testes histoquimicos e
analises quantitativas

A lamina foliar de Halodule wrightii, em seccdo transversal,
apresenta formato oval, sem alteracdo entre os tratamentos (Figura 14).
A epiderme é unisseriada com auséncia de estdmatos, o mesofilo €&
homogéneo com células parenquimaticas de paredes finas e formato
arredondado, as quais delimitam espacos intercelulares conspicuos
(Figuras 14-15). O sistema vascular estd constituido por trés feixes
vasculares, um central de maior calibre e dois menores, localizados nas
proximidades dos bordos foliares (Figura 14A). O feixe vascular de
maior calibre é do tipo colateral, formado por uma lacuna de
protoxilema, poucos elementos de tubo crivado e células
parenquimaticas, envolto por duas bainhas de células parenquimaticas
(Figura 15).

Os testes histoquimicos realizados com Azul de toluidina (ATO),
Azul Brilhante de Coomassie (CBB) e Acido Periddico de Schiff (PAS)
demonstraram reagGes com os tecidos da lamina foliar de H. wrightii.
As paredes das células epidérmicas de ambas as faces, do mesofilo e
feixe vascular reagiram fortemente ao ATO e ao PAS indicando a
presenca de polissacarideos acidos e neutros respectivamente (Figuras
15-16). Chama-se a aten¢do a auséncia de reacdo, nessas paredes, com o
CBB, indicando auséncia de proteinas (Figura 16).

O conteldo das células epidérmicas reagiu fortemente ao ATO ao
PAS e ao CBB (Figuras 15-16), evidenciando grande concentragdo de
polissacarideos acidos, neutros e proteinas nesta regido. J& no mesofilo
ndo houve esta reacdo (Figuras 14-15). O CBB também revelou a
presenca de poucas organelas citoplasmaticas nas células mesofilo
(Figuras 14-15), sendo encontradas em maior quantidade no feixe
vascular central (Figura 15). O PAS também reagiu com elementos do
floema, evidenciando os elementos de tubo crivados (Figuras 15 A, E e
1). As Figuras 15 e 16 demonstram com detalhe a comparagdo entre o
controle e os tratamentos de pH sob a agdo de diferentes testes
histoquimicos. Qualitativamente ndo é possivel observar variacdes
estruturais ou quimicas entre os tratamentos.
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Figura 14. Fotomicrografias de secgdes transversais da lamina foliar de Halodule wrightii. Testes histoquimicos,
reagentes: Azul de Toluidina (ATO) (A-D), Azul Brilhante de Coomassie (CBB) (E-H) e Acido Periddico de Schiff (PAS)
(I-M). Comparacdo do controle e dos tratamentos (-0,3), (-0,6) e (-0,9). fvp=feixe vascular periférico, fvc=feixe vascular
central, ep=epiderme. Escala = 100pum
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Trat.(-0,6) Trat.(-0,3) Controle

Trat.(-0,9)

Figura 15. Fotomicrografias de sec¢Bes transversais da lamina foliar de
Halodule wrightii. Testes histoquimicos, reagentes: Azul de Toluidina (ATO)
(A-D), Azul Brilhante de Coomassie (CBB) (E-H) e Acido Periddico de Schiff
(PAS) (1-M). Comparacédo do controle e dos tratamentos (-0,3), (-0,6) e (-0,9).
Detalhes do feixe vascular central (*). fvc=feixe vascular central, ep=epiderme.
Escala = 25um
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Figura 16. Fotomicrografias de secc¢@es transversais das epidermes da folha de
Halodule wrightii. Testes histoquimicos, reagentes: Azul de Toluidina (ATO)
(A-D), Azul Brilhante de Coomassie (CBB) (E-H) e Acido Periddico de Schiff
(PAS) (I-M). Comparacéo do controle e dos tratamentos (-0,3), (-0,6) e (-0,9).
ep=epiderme. Escala = 10um
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Os parametros quantitativos obtidos a partir da folha de Halodule
wrightii sdo apresentados na Tabela 3 por meio dos resultados da
ANOVA bifatorial. As medidas realizadas variaram significativamente
durante o tempo de experimentacdo, mas ndo foram diferentes entre
controle e tratamentos, exceto a &rea em sec¢do transversal e a largura
da folha. Estes parametros juntamente com as lacunas de aerénquima
responderam também a variavel tempo X tratamento.

Tabela 3: Resultados das andlises bifatoriais ANOVA para cada variavel
dependente, em fungdo das varidveis independentes tempo e tratamento de pH.
Os parametros foliares de Halodule wrightii foram obtidos a partir do material
coletado no 1° 15° e 30° do experimento. Os efeitos significativos sdo
apresentados pelos valores de F e p (< 0,05) em negrito. Graus de liberdade (gl).

. . Tempo pH Tempo*pH
Parémetros foliares
g F p of F p gl F p
Largura (um) 2 3802 000 3 340 003 6 249 0,04
Espessura (pum) 2 2740 0,00 3 259 0,07 6 223 0,06
Espessura mesofilo (um) 2 25,71 000 3 182 0,16 6 1,87 0,11
Espessura epiderme (um) 2 59 001 3 158 021 6 1,84 0,12
Avrea secgdo transversal (mm2) 2 34,72 000 3 291 005 6 292 0,02
Lacunas de aerénquima (%) 2 3165 0,00 3 189 0,15 6 284 0,02

A largura foliar foi maior no tratamento -0,9 no 30° dia do
experimento. As espessuras da folha e do mesofilo foram menores no
tratamento -0,3 durante o periodo de experimentacdo. A espessura da
epiderme ndo apresentou diferencas pelo teste de separacdo de médias,
mas foi significativo com relacdo a varidvel tempo no teste da ANOVA
(Figura 17).
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Figura 17. Parametros (A) largura, (B) espessura mesofilo, (C) espessura da folha, (D) espessura da epiderme, obtidos a partir
das medidas da lamina foliar de Halodule wrightii no 1°, 15° e 30° dia do experimento no controle e nos tratamentos -0,3, -0,6
e -0,9 de pH. As letras indicam diferencas significativas, com nivel de significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a
posteriori Newman Keuls. N=4.
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A érea foliar em seccdo transversal e a area proporcional das
lacunas do aerénquima diminuiram significativamente no tempo final
comparando com o tempo inicial do experimento, tanto para o controle
guanto para os tratamento de pH. Observa-se ainda que a area das folhas
em secgdo transversal foi maior no tratamento -0,9 em comparagdo com
0 -0,3 no 30° dia de experimentacéo (Figura 18).
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Figura 18. Parametros, area foliar (A) e area proporcional de aerénquima (B),
obtidos a partir das medidas da lamina foliar de Halodule wrightii no 1°, 15° e
30° do experimento no controle e nos tratamentos -0,3, -0,6 e -0,9 de pH. As
letras indicam diferengas significativas, com nivel de significancia de 5%
(p<0,05) dado pelo teste a posteriori Newman Keuls. N=4
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3.4 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A ultraestrutura foliar de Halodule wrightii pode ser observada
nas Figuras 19 a 21. Observamos as células epidérmicas, em sec¢do
transversal, evidenciando a presenca de cloroplastos (Figura 19 A-D)
distribuidos em todo citoplasma, grandes vacuolos (Figura 19 C), e
nacleo (Figura 19 D). A parede periclinal externa é espessada,
possuindo duas zonas distintas, as quais podem ser mais bem
visualizadas no tratamento -0,9 (Figura 19 D), sendo em sua porc¢ao
mais externa, uma camada bastante eletrodensa e a interna lamelada.

Na Figura 19 (E-H) observa-se ainda, tanto no controle quanto
nos tratamentos, vesiculas que se unem préximo as paredes anticlinais,
estas possivelmente acumulam substancia de nutricéo, entre a membrana
plasmética e a parede celular. Grande quantidade de mitocondrias é
possivel observar proximo as vesiculas, indicando alta atividade
metabdlica. A cuticula estd presente formando uma camada
eletrotransparente com presenca de microcanais subcuticulares. Estes,
provavelmente, sdo utilizados para a passagem de substancias para
dentro das células (Figuras 19 I-M).

A ultraestrutura dos cloroplastos das células epidérmicas e das
células do parénquima da folha mostram variagBes. Os primeiros
apresentam formatos circulares e sdo maiores que 0s segundos cujo
formato é mais alongado. Ambos apresentaram tilacoides organizados
em grana e presenca de plastoglébulos, com tamanhos e nimeros
distintos (Figura 20). A auséncia de plastogl6bulos na Figura 20L é uma
excecdo, uma vez que durante as analises eles foram observados em
outros cloroplastos do mesmo tecido. Observa-se ainda que o0s
cloroplastos das células epidérmicas apresentam maior quantidade de
tilacdides por grana, em relacdo aos cloroplastos das células
parenquimaticas.

A Figura 21 (A-D) apresenta os feixes vasculares no controle e
nos diferentes tratamentos. E possivel observar detalhes dos elementos
de tubo crivado, com paredes celulares espessas do tipo nacaradas
(Figura 21 E-H). Alterag@es visiveis em func¢do do aumento de CO; ndo
foram observadas.
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Figura 19. Eletromicrografias de transmissdo de seccles transversais da
epiderme da lamina foliar de Halodule wrightii. Comparagdo das células
epidérmicas (A-D), suas paredes anticlinais (E-H) e cuticula com microcanais
(setas) (I-M), no controle e nos tratamentos (-0,3), (-0,6) e (-0,9). Nas células
epidérmicas é possivel observar cloroplastos espalhados pelo citoplasma e
grandes vacuolos. As paredes anticlinais apresentam vesiculas (setas) e muitas
mitocdndrias. c=cloroplasto, ep=epiderme, va=vacuUolo, pc=parede celular,
cu=cuticula, m=mitocdndria, n=nucleo.
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Figura 20. Eletromicrografias de transmissdo dos cloroplastos da lamina
foliar de Halodule wrightii. Cloroplastos da epiderme (A-H), cloroplastos
do parénquima clorofiliano (1-P). Comparacdo do controle e dos
tratamentos (-0,3), (-0,6) e (-0,9). Detalhes dos tilactides (setas) e dos
plastogl6bulos (*). c=cloroplasto
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Figura 21. Eletromicrografias de transmissdo dos feixes vasculares de
Halodule wrightii. Comparacdo do controle e dos tratamentos -0,3, -0,6 e -
0,9. Elementos de tubo crivados com paredes celulares espessas do tipo
nacaradas (*).
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4. DISCUSSAO

As respostas fotossintéticas apresentaram estreita relagdo com as
mudangas nos parametros abidticos durante o periodo de
experimentacdo, principalmente temperatura e radiacdo. A luz, por
exemplo, é um fator limitante tanto na distribuicdo quanto no
crescimento das angiospermas marinhas (Bjork et al., 2008; Duarte,
1991), pois 0 excesso quanto a limitacdo de luz podem alterar as taxas
fotossintéticas (Ralph e Burchett, 1995; Zimmerman et al., 1997).

As angiospermas marinhas apresentam respostas sazonais em sua
producdo associadas as mudancas de luz e temperatura ao longo do ano
(Dennison, 1987; Romero, 1992; Lee et al., 2007). Valores 6timos e
limites maximos e minimos de luz e temperatura relacionados as taxas
fotossintéticas, producdo e crescimento sdo explorados por diversos
trabalhos realizados com diferentes espécies de angiospermas marinhas
(Dennison, 1987; Evans et al., 1986; Marsh et al., 1986; Bulthuis, 1987;
Romero, 1992; Campbell et al., 2006; Lee et al., 2007).

A influéncia destes fatores (luz e temperatura) nas respostas
fisioldgicas das angiospermas marinhas interagem diretamente com a
disponibilidade CO, alterando processos metabdlicos. Segundo
Campbell e Fourqurean (2014), a variagdo sazonal pode afetar os efeitos
da acidificacdo dependendo da época do periodo de amostragem.

Durante o periodo de experimentagdo 0s parametros
fotossintéticos ETRax € ¢ apresentaram declinio significativo no 7° de
21° dia do experimento que pode estar relacionado com o decréscimo de
temperatura e radiacdo nos mesmos periodos, especialmente no 7° dia.
Ja a eficiéncia fotossintética manteve-se praticamente constante no
tratamento -0,9, mostrando declinio dos demais tratamentos e também
no controle no 7° dia de experimentacdo. Deste modo, é possivel que a
maior disponibilidade de CO, talvez tenha compensado o estresse
causado pela reducdo de luz e temperatura. Isso também foi sugerido
por Koch et al. (2013) e Zimmerman et al. (1997). Estes ultimos
concluiram por meio de seus experimentos que a reducdo da
produtividade da angiosperma marinha era maior quando havia
limitagdo de luz sem o acréscimo do CO..
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De acordo com a literatura, a fotossintese das angiospermas
marinhas é limitada pela disponibilidade de CO, em seus habitats
naturais (Phillips e Mefiez, 1988; Heminga e Duarte, 2000; Schwartz et
al., 2000; Invers et al., 2001; Larkum et al., 2006). Uma vez que ao
contrario dos ambientes terrestres, na dgua as concentrac@es de dioxido
de carbono sdo relativamente baixas, pois sua solubilidade é muito
maior no ar do que na agua (Heminga e Duarte, 2000). Na agua, o &cido
carbodnico (H,CO3) juntamente com CO, na forma gasosa corresponde a
aproximadamente 1%, enquanto que o bicarbonato (HCO;) corresponde
a cerca de 90% (Sabine e Tanhua, 2009).

Assim, as angiospermas marinhas desenvolveram ao longo da
evolucdo mecanismos para utilizar o bicarbonato como fonte de carbono
para a fotossintese (Invers et al., 2001; Uku et al., 2005; Larkum et al.,
2006; Larkum et al., 2006). De acordo com Uku et al. (2005),
possivelmente trés mecanismos podem operar juntos ou isoladamente
para obter carbono por meio do bicarbonato, os quais séo diferentemente
utilizados, resultando em diferencas quantitativas nas taxas
fotossintéticas entre as espécies (Invers et al., 2001). Sendo assim,
provavelmente a limitacdo por CO, varia, existindo espécies que séo
mais limitadas e outras que Sa0 menos.

Possivelmente, as respostas com relagdo ao aumento de CO,
também iram variar, uma vez que as espécies mais limitadas, pelo uso
ineficiente do HCO;, poderdo responder com taxas fotossintéticas mais
altas. Estudos realizados tem demonstrado significativo aumento das
taxas fotossintéticas e da biomassa das angiospermas marinhas em
resposta a0 aumento das concentragdes de CO, (Zimmerman et al.,
1997; Zimmermann, 2006; Palacios e Zimmerman, 2007; Short e Coles,
2001; Jiang et al., 2010).

Também é possivel que espécies mais eficientes na utilizacdo do
HCO7; respondam ao aumento de CO, com taxas fotossintéticas
menores em relacdo as espécies ineficientes. Ou ainda, podem responder
com indiferenca. Resultados encontrados em ecossistemas naturalmente
acidificados demostraram incremento na biomassa da angiosperma
marinha Posidonia oceanica, entretanto as respostas fotossintéticas ndo
variaram entre os locais com diferentes valores de pH (Hall-Spencer et
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al., 2008). Em outro estudo, espécies de algas também nado apresentaram
alteragdes significativas nas taxas fotossintéticas em resposta ao
aumento de CO,, provavelmente porque apresentavam eficientes
mecanismos de concentracdo de carbono (Beer e Koch, 1996).

Tais resultados podem ser comparados aos do presente estudo, ja
gue as respostas fotossintetizantes apresentaram pouca variagcdo. Ou
possivelmente, a disponibilidade de CO, tenha compensado 0s estresses
em funcdo da experimentacdo e da variagdo dos fatores abidticos aos
quais as plantas ficaram expostas como, por exemplo, a variacdo de luz
e temperatura. Isso pode ser observado no aumento significativo da
eficiéncia fotossintética Y(Il) do tratamento -0,9 no 19° dia. Ou ainda,
na diminuicdo do mesmo pardmetro para o controle e o tratamento -0,3
nos ultimos dias de experimentagdo, enquanto os demais tratamentos
com concentragdo maior de CO; (-0,6 e -0,9) mantiveram estaveis seus
valores.

O aumento pouco significativo da fotossintese também pode estar
relacionado a reducédo dos niveis de clorofila durante todo o periodo de
experimentacdo. Além disso, outros estressores podem estar envolvidos
como, por exemplo, os epifitos. As angiospermas marinhas
proporcionam excelentes substratos para 0s organismos epifiticos. Estes
sd0 um componente integral, complexo e dindmico dos seus
ecossistemas (Borowitzka et al., 2006).

A principio os epifitos parecem néo ter efeitos negativos sobre a
comunidade de angiospermas marinhas, porém condicGes que levem a
um “Bloom” das algas epifiticas podem contribuir para declinio destas
(Borowitzka et al., 2006; Heminga e Duarte, 2000; Ralph et al., 2006;
Hogarth, 2006).

Estudos recentes tém mostrado que 0 aumento nas concentragcoes
de CO, e a consequente reducdo do pH podem alterar a composicdo da
comunidade epifitica, favorecendo espécies que ndo possuem carbonato
de célcio (COs*) em sua estrutura (Martin et al., 2008; Campbell e
Fourqurean, 2014). Esta reducdo de diversidade e o favorecimento de
certas espécies juntamente com alteragdes na qualidade da agua podem
causar desequilibrios levando a um aumento populacional
descontrolado.
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A limitagdo de luz e a restricdo para absor¢cdo de CO, como
resultado de um “Bloom” de epifitos poderia resultar em danos
negativos as angiospermas marinhas (Zimermann, 2006; Heminga e
Duarte, 2000; Borowitzka et al., 2006; Ralph et al., 2006). A partir deste
enfoque é possivel supor que a maior disponibilidade de CO,, quando
levado em consideracdo outras variaveis, pode resultar em efeitos
negativos.

Adicionalmente as mudancas quimicas, altera¢fes na comunidade
de herbivoros também podem afetar os epifitos. Estudo recente
demostrou que os herbivoros sdo responsaveis pelo controle natural da
abundancia epifitica nos ecossistemas formados pelas angiospermas
marinhas (Whalen et al., 2013). Sendo assim, se a condi¢do
experimental, mesmo que muito semelhante ao ambiente natural, tenha
afetado a diversidade e/ou quantidade de herbivoros, o resultado pode
ter sido 0 aumento do epifitismo e consequente estresse das plantas.

Apesar da metodologia deste trabalho ndo permitir analises mais
profundas, por ndo ter analisado e/ou quantificado a comunidade
epifitica, destaca-se que durante todo o periodo de experimentacdo foi
observado grandes quantidades de epifitos nas paredes dos tanques de
experimentacao e nas folhas das angiospermas marinhas, principalmente
no tratamento 0,9. Semanalmente, era realizada a limpeza dos epifitos
para que estes ndo afetassem as leituras fotossintéticas e outras analises.
A experimentacdo em mesocosmos permite a interferéncia de tais
fatores, assim como das varidveis abi6ticas. Em funcdo disso, mesmo
nos tratamentos com maior concentracdo de CO, e teoricamente mais
favoraveis, as plantas podem ndo terem respondido positivamente em
fungdo da presenca dos epifitos.

Entretanto, a condi¢do de experimentagdo do presente trabalho,
dada pela presenca de epifitos e oscilagdes dos parametros abi6ticos,
ndo chegou a influenciar negativamente as plantas, pois apesar dos
parametros fotossintéticos mostrarem oscilacdes e os niveis de clorofila
diminuirem ao longo do experimento, as quantidades de aglcar e amido
se mantiveram praticamente estaveis.

Resultados diferentes foram observados em outros estudos, 0s
quais apresentaram aumento nas taxas fotossintéticas e nos niveis de
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acucar e amido (Zimmerman et al., 1997; Palacios e Zimmerman, 2007;
Jiang et al., 2010). Conforme Jiang et al., (2010), houve acréscimos nas
guantidades de aglcar e amido das folhas, porém este aumento foi muito
maior nos tecidos abaixo do solo (rizoma e raizes) (Campbell e
Fourqurean, 2013).

As analises ultraestruturais e histoquimicas ndo apresentaram
alteragdes neste estudo, comparando-se também com os resultados de
Ferreira et al. (2014). Os cloroplastos envolvidos diretamente no
processo fotossintético ndo apresentaram mudancas qualitativas visiveis
em funcgdo dos tratamentos. Pritchard et al., (1997) analisaram os efeitos
do aumento de CO, nos cloroplastos de plantas terrestres e alteracdes
foram detectadas apds 20 meses de experimentacdo, estas incluiam
cloroplastos com reducdo no empilhamento das membranas e
incremento no nimero de plastoglobulos.

AlteracOes histoquimicas e anatdmicas significativas em funcéo
do aumento do CO, foram observadas em plantas terrestres, entre as
quais se destacam aumento da area e espessura foliar (Radoglou e Jarvi,
1990, 1992; Epron et al, 1996; Lin e Ceulemans, 2001).
Adicionalmente, foram detectadas modificagdes na anatomia do
mesofilo, incluindo incremento dos espagos intercelulares e formacéao de
uma camada extra (Masle, 2000). Cabe destacar que as modificagdes
anatbmicas apareceram nas plantas terrestres apds alguns meses de
experimentacdo, além disso, foi em plantulas ou em tecidos jovens, na
fase inicial de crescimento.

O presente estudo demonstrou que no tratamento com maior
concentracdo de CO; (-0,9), a &rea em secgdo transversal e largura das
folhas foram sensivelmente maiores no 30° dia de experimentacéo.
Possivelmente, tais alteracfes poderiam ter sido mais significativas com
um tempo maior de experimentacdo, contudo tais resultados sdo
importantes e semelhantes aos encontrados em plantas terrestres. O
aumento do tecido foliar pode ter sido resultado do aumento de
carboidratos de reserva (Wong, 1990). Ou ainda, efeito do CO, sobre a
diviséo e expansao celular como sugere Masle (2000). Porém, Mousseau
e Saugier (1992) destacam que ainda ndo ha uma regra geral sobre o
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efeito do aumento de CO, sobre a area foliar, de acordo com os autores
diferentes espécies podem variar em suas repostas.

Pritchard et al. (1997) destacaram que os efeitos do incremento
de CO, podem ndo ser benéficos se outros recursos estiverem limitados.
Ou ainda, segundo Epron et al. (1996) é possivel ocorrer a aclimatagdo
fotossintética, pois dependendo da idade da folha e de outros fatores
fisioloégicos ocorrem modificacbes na estrutura das folhas e na
capacidade para manutencdo de altas taxas de producdo. Desta forma,
um aumento sustentado da assimilacéo liquida de CO, durante longo do
tempo seria improvavel.

Em estudos com plantas terrestres foi detectada ainda uma
relacdo entre o aumento da espessura do mesofilo e numero de
cloroplastos (Lin e Ceulemans, 2001). Assim, um acréscimo na
capacidade fotossintética poderia resultar em um aumento do tecido
fotossintetizante ou vice-versa (Sims et al., 1998). Nas angiospermas
marinhas alteracdes como estas, talvez ndo fossem possiveis, uma vez
que isso depende da disponibilidade de luz e da prépria anatomia da
planta.

Os cloroplastos das angiospermas marinhas estdo localizados
predominantemente na epiderme (Zimermann, 2006). O aumento destes
no parénquima depende da quantidade de luz que chega até este tecido.
Assim, se a luz for limitada, como é o caso de muitos habitats, a planta
ndo conseguird aumentar a quantidade de cloroplastos, limitando a
fotossintese mesmo com o aumento do CO,. Neste caso ndo ha
necessidade de investir no aumento do parénquima como no caso das
plantas terrestres.

Cummings e Zimmerman (2003) detectaram que as diferencas no
contelido de clorofila poderiam ser uma consequéncia das restrigdes
anatdmicas impostas pela distribuicdo dos cloroplastos nas folhas das
angiospermas marinhas. Embora a localizacdo dos cloroplastos na
epiderme seja vantajosa em ambientes com pouca luz, reduz-se o
nimero total de cloroplastos que podem ser distribuidos ao longo da
folha. O resultado ¢ conhecido como “efeito pacote” e as consequéncias
seriam justamente limitar a produtividade mesmo com o aumento do
CO..
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Frente aos resultados apresentados e também as informacgoes
presentes na literatura, percebe-se que ainda ndo ha& evidéncias
suficientes para inferir se 0 aumento das concentragfes de CO; e a
consequente reducdo do pH, realmente beneficiaria as angiospermas
marinhas. Arnold et al. (2012) demostraram em seu estudo que a
acidificacdo poderia causar a diminuicdo na quantidade de compostos
fendlicos. Isso poderia resultar em um aumento da herbivoria e a da
suscetibilidade a doengas. Walker et al. (2006), por exemplo,
verificaram a perda de trés hectares de angiosperma marinha devido o
pastoreio de duas espécies de ourico.

Supondo que o aumento de CO, realmente beneficie as
angiospermas marinhas, € possivel que este incremento venha a
compensar outras ameagas como, por exemplo, perda da qualidade da
agua e/ou a eutrofizacdo apontada por muitos autores como um dos
maiores motivos pela perda destas plantas (Short e Neckles, 1999;
Duarte, 2002; Orth et al., 2006; Ralph et al., 2006; Bjork et al., 2008;
Waycott et al., 2008). Ou ainda, é possivel que haja uma compensacao
das alteracdes causadas pelas mudancas do clima como o aumento das
temperaturas, do nivel do mar, da incidéncia de eventos extremos,
também identificadas como ameagas as angiospermas marinhas (Short e
Neckles, 1999; Orth et al., 2006; Waycott et al., 2008; Grech et al.,
2012).

Mesmo que essas plantas tenham colonizado o ambiente marinho
a aproximadamente 100 milhdes de anos atras, quando o pH da agua
ainda era baixo (DenHartog, 1970; Heminga e Duarte, 2000) nao é
possivel afirmar que elas serdo beneficiadas pelo decréscimo do pH no
futuro, pois 0s organismos juntamente com os fatores abidticos que
compde 0s ecossistemas de agora ndo sao 0s mesmo que a 100 milhdes
de anos atras e também ndo serdo 0os mesmo no futuro.

Assim, as respostas das angiospermas marinhas as mudancas do
clima podem ser integradas e em diferentes niveis, desde respostas
fisiolégicas do organismo, até interacbes em nivel de ecossistema
(Duarte, 2002).

Possivelmente, acontecerdo alteragbes na distribuicdo e na
competicdo entre as espécies de angiospermas marinhas e também entre
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estas e as algas (Short e Coles, 2001; Fabricius et al., 2011). Alguns
organismos provavelmente serdo beneficiados, porém as perdas podem
ser muito maiores, havendo grandes prejuizos com relacdo a diversidade
e complexidade estrutural que, por fim, causardo mudangas ainda
desconhecidas na dindmica dos ecossistemas (Fabricius et al., 2011).
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