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RESUMO

Uma maior liberagdo de gases do efeito estufa na atmosfera tem resultado
em um aumento na temperatura média global, enquanto que a liberacdo de
compostos toxicos tem resultado em um aumento na concentragdo de metais
pesados nos ambientes aquaticos. Fatores ambientais e agentes estressores
podem interagir ¢ resultar em alteragdes na ecologia e fisiologia dos
organismos marinhos. O presente trabalho investigou os efeitos da
temperatura ¢ do cobre sobre tetrasporofitos e tetrasporos da macroalga
vermelha  Gelidium  floridanum. Apds cultivo, foram realizadas
quantificacdes dos pigmentos fotossintetizantes, dos compostos
antioxidativos e carboidratos, analises da viabilidade celular, da taxa de
crescimento e germinagdo, além de observagdes em microscopia de luz e
microscopia eletronica de transmissdo. Os tetraspordfitos apresentaram
reducdo na clorofila a e carotenoides ap6s 7 dias de cultivo e aumento ap6s
14 dias, indicando aclimatac@o aos tratamentos. Os fenolicos apresentaram
redugdo apos os tratamentos com cobre, assim como os graos de amido nas
amostras cultivadas com cobre sob elevada temperatura. Um aumento na
espessura da parede celular e nos plastoglobulos ¢ a adsor¢do de cobre
também foram observados, assim como redu¢do na viabilidade celular e na
taxa de crescimento das amostras tratadas. Os tetrasporos apresentaram
alteragdes no desenvolvimento ¢ nos tilacoides, extravasamento do
conteudo celular, reducdo dos pigmentos acessorios, da germinagdo e da
viabilidade celular. Os resultados indicam que, em tetrasporoéfitos, cobre e
temperatura interagem de forma sinérgica, enquanto que, em tetrasporos,

estes estressores interagem de forma aditiva.

Palavras-chave: temperatura, cobre, interagdo, macroalgas, Rhodophyta,

Gelidium floridanum






ABSTRACT

The increasing release of greenhouse gases has resulted in a higher
global mean temperature, while the release of toxic compounds has
resulted in an increasing metal concentration in aquatic environments.
Environmental factors and stressors can interact and result in changes in
the ecology and physiology of marine organisms. The present work
investigated the effects of temperature and copper in tetrasporophytes
and tetraspores of the red seaweed Gelidium floridanum. Quantifications
of photosynthetic = pigments, antioxidative compounds and
carbohydrates, cell viability analyzes, growth and germination rates, as
well as morphological and ultrastructural observations in light
microscopy and transmission electron microscopy were performed after
cultivation. Tetrasporophytes presented a reduction in chlorophyll a and
carotenoids after 7 days of cultivation, with an increase after 14 days
that indicated acclimation to the treatments. Phenolics presented a
reduction after treatments with copper, as well as starch grains in
samples cultivated with copper with an elevated temperature. An
increase in cell wall thickness and plastoglobuli and the adsortion of
copper were also observed, as well as reduction in cell viability and
growth rates of treated samples. Tretaspores presented changes in the
development and thylakoids, cellular content extravasation and
reduction in accessory pigments, germination and cell viability. These
results indicate that, in tetrasporophytes, copper and temperature interact

synergistically, while in tetraspores their interaction is additive.

Keywords: temperature, copper, interaction, macroalgae, Rhodophyta,

Gelidium floridanum
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1 INTRODUCAO

1.1 Mudangcas climaticas e o aquecimento dos oceanos

O chamado 'efeito estufa' ocorre naturalmente e ¢ essencial para a
manutencdo da temperatura do planeta em condi¢des favoraveis a vida.
Este efeito ¢ resultante da absorgdo e re-irradiagdo de parte da energia
termal irradiada pelo sol em nossa atmosfera. O didxido de carbono
(CO») esta entre os mais importantes gases do efeito estufa, seguido do
metano (CHs), 6xido nitrico (NO), 0zonio (O;) e demais gases. A adigdo
de uma maior quantidade destes gases na atmosfera, porém, intensifica o
processo do efeito estufa e contribui para um aumento na temperatura do
planeta (Koch et al., 2012; Laffoley & Baxter, 2016).

Atividades industriais e agropecuarias estdo entre as grandes
responsaveis pela recente intensificagdo do efeito estufa e de suas
consequentes alteragdes climaticas. As concentra¢des atmosféricas de
CO, aumentaram em cerca de 25% nos tltimos 100 anos, enquanto que
0 gas metano teve sua concentracdo atmosférica aumentada em duas
vezes no mesmo periodo de tempo (IPCC, 2007). Como resultado, a
temperatura média anual, registrada ha pelo menos 130 anos, tem
indicado um aumento na anomalia da temperatura da superficie global
(Figura 1), resultando em efeitos deletérios ao metabolismo das mais

variadas espécies (Laffoley & Baxter, 2016).
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Figura 1: Anomalias da temperatura registradas anualmente desde 1880,
com anomalias negativas em azul e anomalias positivas em vermelho.
Imagem modificada a partir de dados publicados por National Centers for

Environmental Information (NCEI, 2017).

Os ambientes aquaticos absorvem energia de forma mais eficiente
que a atmosfera e, por este motivo, representam as maiores reservas de
calor do planeta (IPCC, 2013). Desde o inicio do século XX, a
temperatura da regido superficial dos oceanos tem apresentado um
aumento constante de aproximadamente 0,13 °C por década, e as
temperaturas registradas nas ultimas trés décadas foram mais altas que
qualquer outra temperatura ja registrada (Laffoley & Baxter, 2016).

A temperatura é um fator crucial para a homeostase de células e
organismos (Mathur et al., 2014), sendo a fotossintese e diversos outros
processos metabolicos dependentes da temperatura ambiente. As
macroalgas, em geral, apresentam tolerdncia a pequenas variagdes na
temperatura a qual sdo submetidas, uma vez que, diariamente, sofrem as
consequéncias das variagcdes na maré dos costdes em que vivem (Hanelt

et al., 2004). Um incremento na temperatura da dgua muito acima do
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limite de tolerancia da espécie, porém, pode levar ao estresse térmico e
reduzir a produtividade dos organismos. Proteinas e enzimas sdo alvos
primordiais do estresse térmico, dentre eles enzimas do Ciclo de Calvin
e a Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase Oxigenase (RuBisCO), cuja
desnaturacdo pode levar a redugdo na assimilacdo de carbono e na
fotossintese, respectivamente (Allakhverdiev et al, 2008). A
organiza¢do morfologica das organelas celulares também pode sofrer
modificagdes. A fluidez das membranas celulares, por exemplo, pode
ser alterada com um aumento na temperatura, levando a insaturacdo das
moléculas lipidicas e desintegragdo da bicamada em casos extremos

(Los & Murata, 2004).

1.2 Metais pesados e o Cobre

Qualquer substincia que resulte na reducdo da qualidade de vida
dos organismos pode ser considerada um poluente. Para tal, esta
substincia precisa estar presente em concentragcdes acima de um limite
de tolerancia, o qual pode variar com as espécies e o nivel trofico
analisado (Duruibe ef al., 2007). Um poluente pode ser encontrado de
forma aumentada em determinado ambiente em resposta a uma altera¢ao
natural, tal como podemos observar em casos de blooms de microalgas,
geralmente resultantes de alteragcdes naturais na quantidade e qualidade
de nutrientes encontrados no ambiente aquatico. Metais pesados, por
outro lado, fazem parte dos elementos que, apesar de naturalmente
encontrados no ambiente, costumam ser observados em concentracdes
elevadas em reflexo a atividades humanas (Rai & Gaur, 2011).

O termo metal pesado refere-se a elementos metalicos com uma

densidade atomica relativamente alta (Lenntech, 2004). Atividades
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mineradoras e o despejo de rejeitos industriais estdo entre os principais
responsaveis pelo aumento na concentragdo de metais pesados em
ambientes aquaticos, porém a aglomeragdo urbana resultante destas
atividades e o consequente despejo de esgoto doméstico também
possuem sua parcela de culpa no aumento da poluicdo de ambientes
costeiros do planeta (Rai & Gaur, 2011). A expansdo industrial iniciada
no Brasil nos anos 1950, por exemplo, promoveu um rapido e
desordenado crescimento, principalmente na regido costeira do pais, e
atualmente quase metade da populacdo brasileira vive em regides
litoraneas (Pagliosa et al., 2006). Como resultado, diversos registros de
contamina¢do em 4areas costeiras t€ém sido relacionados aos efeitos
causados pela urbanizagio. Areas urbanas geralmente apresentam maior
contamina¢do por metais pesados (Pagliosa et al., 2006), e regides
contaminadas por metais pesados ja foram registradas em todo o mundo
(Wang et al., 2013, Zrelli et al., 2015, Téth et al., 2016), assim como no
Brasil (Bidone et al., 2001, Pagliosa et al., 2006, Pereira et al., 2007),
onde o recente rompimento de uma barragem mineradora resultou no
despejo de aproximadamente 35 milhdes de litros de lama contaminada
com metais pesados (Santos et al., 2015).

Apesar de essenciais a rotas metabdlicas e enzimaticas e
responsaveis pela estabilizagdo de proteinas e acidos nucléicos (Vallee
& Ulmer, 1972), os metais pesados tornam-se toxicos quando em
concentra¢des elevadas. A contaminagdo por metais pode levar a
inibicdo de rotas metabolicas, através da ruptura de estruturas ou do
deslocamento de elementos essenciais, resultando em estresse oxidativo
e consequente inibi¢cdo do crescimento (Dietz et al, 1999). Estes

elementos podem entrar na cadeia trofica através dos alimentos, do ar e
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da 4gua, e podem ser bio-acumulados ao longo do tempo (Lenntech,
2004).

O cobre ¢ um exemplo de metal essencial para o crescimento e
desenvolvimento natural das plantas (Hall, 2002), participando de
processos bioquimicos e fisiologicos (Raven et al., 1999). Porém, este
também ¢é considerado um dos metais mais toxicos para as algas, e,
quando em concentragdes elevadas, pode causar reducdo na taxa de
crescimento ¢ concentracdo de pigmentos (Rijstenbil er al, 1994;
Schmidt et al., 2014), danos aos cloroplastos e redugdo da taxa
fotossintética (Vidotti & Rollemberg, 2004; Santos et al., 2014), afetar a
permeabilidade da membrana plasmatica (de Filippis, 1979), a
mobilidade celular (Anderson & Morel, 1978) e a distribuigdo de
compostos como proteinas e lipidios (Smith et al., 1985; Gouveia et al.,
2013).

A concentragdo de cobre dissolvido em &aguas marinhas ¢
geralmente muito baixa, porém em regides litordneas proximas a
grandes centros urbanos este metal pode ser encontrado em
concentracdes elevadas (Gledhill, 1997). O aumento na concentragido
ambiental deste metal pesado estd diretamente relacionado a atividade
antropogénicas, dentre elas o uso de pesticidas e o despejo de rejeitos
minerais e industriais, e indiretamente relacionado ao despejo de rejeitos
resultantes da urbanizag@o (He et al., 2005). Casos de contaminagéo por
metais pesados ja foram relatados na Baia da Ilha de Santa Catarina

(Pagliosa et al., 2006).
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1.3 Interacio entre elementos estressores

Fatores ambientais e agentes estressores podem interagir e
resultar em alteragdes na ecologia e fisiologia dos organismos marinhos.
Quando no ambiente natural, as algas sdo frequentemente submetidas
simultaneamente a mais de um elemento estressor (Rai & Gaur, 2011).
Desta forma, pesquisar os efeitos cumulativos resultantes destas
interagdes ¢ de extrema importancia, pois 0s organismos marinhos
enfrentam diariamente uma complexa combinagdo de fatores, os quais
podem resultar em efeitos intensificadores ou mitigadores de estresse
(Crain et al., 2008).

A interacdo entre elementos estressores pode resultar em trés
diferentes condicdes: o efeito sinérgico € observado quando a soma dos
efeitos simultdneos ¢ maior que os efeitos produzidos pelos dois
elementos de forma isolada. Quando os efeitos simultineos de ambos
elementos estressores € similar aos efeitos observados de forma isolada,
diz-se que a interagdo resultou em um efeito aditivo. Por fim, quando a
observacdo simultanea de dois ou mais elementos estressores resulta na
reducdo da condigdo estressante, quando comparada aos estresses
observados de forma isolada, a interagdo ¢ considerada antagénica
(Crain et al., 2008).

A necessidade de estudos sobre as interagdes resultantes entre
fatores ambientais e elementos estressores passou a ser amplamente
difundida apenas ao final da década de 1990 (Breitburg et al., 1999).
Com a publicagdo de pesquisas demonstrando a grande quantidade de
interagdes sinérgicas ocorrendo nos mais variados cendrios, a ideia de
que os impactos ambientais geralmente resultariam em interagdes

aditivas passou a perder espaco. Estudos sobre a interacdo de fatores
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ambientais continuam a receber aten¢@o por todo o planeta, porém suas
conclusdes permanecem de dificil interpretacdo, dada a enorme
variedade de condigdes observadas. Além disso, padrdes temporais
(estresse agudo ou cronico), a intensidade dos elementos estressores e as
variaveis mensuradas também possuem grande importdncia em
trabalhos de interacdo ambiental (Crain et al., 2008).

Certas espécies possuem capacidade de aclimatagdo a
determinado aumento na temperatura ambiental. Esta tolerancia, porém,
pode ser prejudicada com a exposi¢do a outro elemento estressor (Noyes
et al., 2009). Neste caso, um aumento na temperatura pode atuar como
co-estressor, afetando processos fisioldgicos e reduzindo a capacidade
de manutencdo da homeostase celular (Broomhall, 2004). Por outro
lado, o aumento na temperatura do ambiente pode ser o responsavel
direto pelo aumento na toxicidade de um determinado contaminante
(Gaunt & Barker, 2000). Além disso, um aumento nas precipitacdes em
decorréncia das mudangas climaticas tem resultado em um maior
escoamento da agua terrestre (IPCC, 2013), amplificando a entrada de
elementos toxicos nos oceanos, dentre eles os metais pesados.

A compreensdo dos efeitos resultantes de multiplos estressores
tem se tornado mais urgente com o agravamento das mudancas
climaticas. Um aumento na temperatura média do planeta e de seus
ambientes aquaticos resulta ndo apenas em alteragdes na estrutura de
comunidades e ecossistemas, como também impacta a distribui¢do ¢ a
toxicidade de elementos poluentes, aumentando a vulnerabilidade das
espécies impactadas (Noyes et al., 2009). Metais pesados possuem uma
maior solubilidade em aguas mais quentes, devido ao aumento no

oxigénio dissolvido (Fritioff et al., 2003). Além disso, um aumento na
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temperaturado ambiente aqudtico pode levar a wuma maior
permeabilidade das membranas (Marschner, 2012), aumentando a
absorcdo de metais pelo organismo. Como resultado, a concentracao e o
acumulo de metais em macroalgas tende a ser aumentado em ambientes
mais quentes (Fritioff ez al., 2003).

Apesar dos recentes esforgos em relagdo aos potenciais efeitos
resultantes do aquecimento e da poluicdo de ambientes aquaticos, as
respostas de grande parte dos organismos marinhos ainda sdo pouco
conhecidas (Rosenzweig et al., 2008). Dados relacionados a interagdo
entre um aumento na temperatura da agua marinha e seus elementos
poluidores encontram-se ainda mais escassos. O resultado desta
interacdo depende do tempo de exposicao, da intensidade dos elementos
estudados e da fase do ciclo de vida em que se encontra o organismo-
modelo. Atualmente, poucos estudos preocupam-se em analisar
diferentes fases do ciclo de vida (Russell et al., 2012), especialmente em
se tratando de trabalhos que utilizem macroalgas e demais macrofitas

como organismos de trabalho (Wernberg et al., 2012).

1.4 Macroalgas

As macroalgas constituem um grupo polifilético de organismos
fisiologicamente similares as plantas. Os pigmentos fotossintetizantes
(clorofilas, carotenoides e ficobiliproteinas), as estruturas reprodutivas
sem protecdo e a auséncia de um sistema vascular sdo as principais
caracteristicas destes organismos (van den Hoek ef al., 1989; Graham et
al., 2009). As macroalgas possuem grande importancia ecoldgica e sdo
essenciais a manutencdo da estabilidade dos ecossistemas, sendo

responsaveis por boa parte da produgdo de energia primaria (Charpy-
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Roubaud & Sournia, 1990). Além de participarem da ciclagem de
compostos organicos ¢ inorganicos (Field et al, 1998), constituem
substrato para o assentamento, abrigo e refugio de invertebrados e
demais organismos e representam importante fun¢do na base da cadeia
alimentar dos ambientes aquaticos (Lee, 2008).

A producdo de polissacarideos, minerais, agentes estabilizantes,
espessantes ¢ compostos antioxidativos, antivirais, antibacterianos e
antifingicos (Anggadiredja et al, 1997, Matsukawa et al, 1997,
Oliveira, 1997; Hudson et al., 1999), confere as macroalgas grande
importancia econdmica, sendo estas utilizadas pelas industrias
alimenticia, quimica e farmacéutica.

Estes organismos sdo, ainda, bons indicadores biolégicos, com
eficiente aplicagdo em técnicas de biorremediacdo e demais técnicas
biotecnologicas (Oliveira, 1997). Macroalgas podem bioacumular
metais pesados, propiciando sua entrada na cadeia alimentar (Vallee &
Ulmer, 1972). Além disso, sdo organismos sésseis, submetidos
diariamente as variagOes de temperatura e demais condi¢des aquéticas, e
fazem parte da base da cadeia alimentar, servindo, portanto, como bons
organismos para o trabalho de alteragdes ambientais.

As macroalgas formam um conjunto heterogéneo de organismos
extremamente abundantes em nosso planeta. Estima-se que mais de 150
mil espécies de macroalgas possam ser encontradas em todos os oceanos
(Sousa et al., 2008). As macroalgas sdo classificadas em trés filos (Lee,
2008): Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) e
Heterokontophyta / Phacophyceae (algas pardas).
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1.5 Filo Rhodophyta e Classe Florideophyceae

O Filo Rhodophyta é o mais diverso grupo de macroalgas, com
aproximadamente 6 mil espécies descritas dentro de cerca de 20 ordens
(Graham et al., 2009). As macroalgas vermelhas sdo essencialmente
marinhas, encontradas desde a regido entre marés até profundidades de
200 metros, principalmente na regido equatorial do planeta. A auséncia
de flagelos e centriolos por todo seu ciclo de vida sdo caracteristicas
unicas especificas do grupo, que também podem possuir caracteristicas
como a presenga de pit connections entre as células, a producdo e o
acumulo de grios de amido das florideas no citoplasma celular e o ciclo
de vida trifasico, especialmente entre as espécies da Classe
Florideophyceae (Lee, 2008).

Os cloroplastos das algas vermelhas sdo formados por dupla
membrana e constituidos por tilacoides paralelos envolvidos por um
tilacoide periférico (Oliveira, 2003). A clorofila a ¢ o principal pigmento
presente nos tilacoides. Os pigmentos acessorios ficocianina,
aloficocianina e ficoeritrina localizam-se na superficie destes tilacoides
e organizam-se em estruturas em formato de antena, os ficobilissomos
(Yoon et al., 2010). Os ficobilissomos auxiliam na absor¢ao de energia
luminosa, transferindo-a a partir dos pigmentos acessorios para o centro
do fotossistema II, possibilitando um maior fluxo de elétrons e um maior
rendimento energético para as células (Gantt, 1981; Zuber, 1986).

A parede celular das macroalgas vermelhas ¢ formada por um
esqueleto de celulose impregnado por galactanas sulfatadas, sendo estas
as substancias responsaveis pela grande importancia alimenticia,
biomédica e farmacé€utica deste grupo (Lee, 2008). Algumas rodofitas

da familia Corallinaceae podem depositar, ainda, carbonato de célcio ou
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carbonato de magnésio em suas paredes (Oliveira, 2003). As macroalgas
vermelhas sdo bentdnicas, vivendo presas a rochas, substratos calcareos,
paredes ocednicas ou sobre conchas de moluscos ou outras algas (van
den Hoek et al., 1989).

A classe Florideophyceae subdivide-se nas subclasses
Hildenbrandiophycidae, = Nemaliophycidae, = Ahnfeltiophycidae e
Rhodymeniophycidae. Predominantemente marinha, esta classe agrupa
organismos com ciclo de vida altamente especializados, por vezes
trifasicos, e com estruturas reprodutivas femininas distintivas analisadas
como marcadores taxonomicos (Yoon et al., 2010). As macroalgas da
classe Florideophyceae incluem espécies de importancia econdmica
cultivadas para a produg@o de ficocoloides como o agar, a agarose € a

carragenana (Yu et al., 2002).

1.6 Gelidium floridanum W.R. Taylor

Gelidiales constitui uma das cinco ordens da subclasse
Rhodymeniophycidae, caracterizada principalmente pela presenca de
um ciclo de vida trifasico isomoérfico e esporos com padrdo de
germinagdo Gelidium-type (Bouzon et al, 2006). A ordem possui
apenas 140 espécies classificadas, porém sua diversidade relativamente
pequena nao reduz sua importancia, com espécies produtoras de agar de
qualidade (Hommersand & Fredericq, 1988). O género Gelidium ¢é o
mais difundido dentre as Gelidiales, sendo constituido por
aproximadamente 100 espécies distribuidas em comunidades intertidais
e subtidais de aguas temperadas e tropicais de praticamente todos os
continentes (Santelices, 1991). As espécies de Gelidium fazem parte da

alimentacdo de peixes e invertebrados marinhos, além de também serem
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consumidas diretamente por comunidades indigenas. A producdo de
agar de alta qualidade e de compostos bactericidas impulsionou a
aplicagcdo destas algas para aplicacdo industrial e tecnoldgica (Scariot,
2010), porém atualmente toda a sua comercializacdo ¢ realizada a partir
de bancos naturais, especialmente em paises como Espanha, Portugal,
Indonésia, Japdo, Coréia, México e Chile (Friedlander, 2008).

A espécie Gelidium floridanum W.R. Taylor possui talos de até
1,5 mm de largura e 15 cm de altura (Cordeiro-Marinho, 1978), com
ramos eretos e achatados e uma colora¢do vermelho-violacea (Figura 2),
podendo ser encontrada no mesolitoral de costdes rochosos entre os
estados do Espirito Santo e Rio Grande do Sul. Em Santa Catarina, a
espécie distribui-se entre os municipios de Itajai e Laguna. Seu
desenvolvimento ocorre em grande intensidade durante a primavera,
com maior liberacdo de tetrasporos entre os meses de setembro e

novembro (Scariot, 2010).

Figura 2: Segmento apical de G. floridanum. Imagem: arquivo pessoal.
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1.7 Ciclo de vida e desenvolvimento dos esporos

Os espécimes de G. floridanum reproduzem-se através de um
ciclo de vida com trés fases — gametofitica (n), carposporofitica (2n) e
tetrasporofitica (2n) — sem distin¢gdo morfoldgica entre os talos, portanto
trifasico e isomorfo, do tipo Polysiphonia (Santelices, 1988). Os
gametofitos representam a fase haploide e sexuada do ciclo, enquanto
que carposporofitos e tetrasporofitos representam a fase diploide e

assexuada (Figura 3).
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Figura 3: Representagdo esquematica do ciclo de vida de G. floridanum,

com imagens modificadas de Scariot (2010) e Simioni (2014).

Os gametofitos masculinos produzem e liberam gametas
haploides aflagelados (espermacios) que fecundam os gametofitos
femininos em estruturas denominadas carpogdnios. Apos fecundados, os

carpogénios permanecem aderidos aos gametdfitos fermininos,
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formando uma estrutura denominada cistocarpo e dando inicio a fase
carposporofitica do ciclo. O carposporéfito maduro produz e libera
carposporos diploides aflagelados que se fixam ao substrato e
desenvolvem-se na terceira fase do ciclo, a fase tetrasporofitica. Os
tetrasporofitos sdo talos diploides e sofrem meiose na regido reprodutiva
— tetrasporangios —, dando origem a tetrasporos haploides que também
se fixam ao substrato e desenvolvem-se em gametofitos femininos e
masculinos (Santelices, 1990; Scariot, 2010).

Os tetrasporos ndo possuem parede celular e sdo envoltos por
uma matriz mucilaginosa de natureza glicoproteica, importante para sua
adesdo ao substrato. Apés fixacdo, o desenvolvimento dos tetrdsporos
em talos gametofiticos ocorre a partir de germinacdo unipolar e tem
inicio com a formagdo do tubo germinativo (Figura 4). Um
desorganizagdo polarizada do contetido citoplasmatico permite a
expansdo do tetrasporo, culminando na formag¢do de um protuberancia
que da origem ao tubo germinativo, formado a partir da secrecdo de
vesiculas derivadas de corpos de Golgi que se aglomeram proximos ao
tubo. Entdo, todo o contetudo citoplasmatico do tetrasporo migra através
do tubo germinativo, a0 mesmo tempo em que este comega a ser
recoberto por uma fina camada de parede celular (Bouzon et al., 2005).
O tetrasporo original permanece como elemento de fixagdo da plantula,
até que a formagdo de um septo separe o esporo do tubo germinativo,
quando este inicia uma série de sucessivas divisdes celulares que dardo

origem a plantula (Simioni et al., 2014).
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Figura 4: Formacdo do tubo germinativo em tetraporos de G. floridanum.

Os corpos de Golgi, que inicialmente encontram-se espalhados ao longo da
membrana celular (a), migram para um dos polos, enquanto vactiolos sdo
formados no polo oposto (b). O acumulo de corpos de Golgi indica o inicio
da formagdo do tubo germinativo (c), para onde as demais organelas
migrardo (d-e). O tetrasporo inicial é preenchido por um grande vactolo (f),
que permanece como elemento de fixa¢do. Imagem traduzida e modificada

de Simioni et al. (2014).

Para ampliar o conhecimento acerca dos efeitos interativos entre
um aumento na temperatura ¢ uma elevada concentragdo do metal
pesado cobre, além das diferengas toxicoldgicas entre os referidos
elementos em diferentes fases do ciclo de vida das algas vermelhas, este
trabalho investigou os efeitos isolados e interativos da temperatura e do
cobre sobre a fisiologia, a organizagdo e a viabilidade celular de

tetrasporofitos e tetrasporos da macroalga vermelha G. floridanum.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Comparar os efeitos isolados e interativos da temperatura e do
metal pesado cobre sobre a organizacdo celular e aspectos fisiologicos
de tetrasporofitos e o desenvolvimento de tetrasporos da macroalga

vermelha Gelidium floridanum.

2.2 Objetivos Especificos
- Avaliar os efeitos isolados e interativos da temperatura e do
metal pesado cobre sobre a taxa de crescimento de tetrasporéfitos da

macroalga vermelha G. floridanum.

- Analisar a concentragdo de pigmentos fotossintetizantes
(clorofila a e ficobiliproteinas) em tetrasporofitos e tetrasporos apos os

tratamentos realizados.

- Verificar as alteragdes nos compostos antioxidativos
(carotenoides e compostos fendlicos) de tetrasporofitos apds os

tratamentos realizados.

- Quantificar a concentra¢do de carboidratos (agticares soluveis

totais e amido das florideas) em tetrasporofitos apds os tratamentos.

- Caracterizar as alteragdes morfologicas e ultraestruturais de

tetrasporofitos e tetrasporos apos os tratamentos realizados.

- Determinar a taxa de germinagdo de tetrasporos e a viabilidade

celular de tetrasporofitos e tetrasporos apds os tratamentos realizados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e aclimatacio do material biolégico

Segmentos apicais tetrasporofitos de G. floridanum foram
coletadas na praia da Ponta do Sambaqui (27°29'18.8 "S e
48°32'12.9"W), em Florianépolis, Santa Catarina, Brasil, onde as
temperaturas variam entre 15 a 28 °C dependendo da estagdo do ano. As
coletas foram realizadas entre a primavera ¢ o verdo dos anos 2016 e
2017. Apds a coleta, as algas foram imediatamente transportadas para o
laboratério em recipientes escuros para evitar a ocorréncia de
fotooxidagdo, em tempo maximo de 30 minutos, onde foram limpas e
aclimatadas durantes 7 dias. As algas foram mantidas em Erlenmeyers
com agua do mar esterelizada, pH de 8,0 + 1, salinidade de 35%o,
temperatura de 24 + 2 °C, irradiancia de 70 + 10 umol photons m?s™, e
4 mL.L" de meio de cultura von Stosch sem EDTA (Edwards, 1970), em

camaras BOD com aeragdo continua e fotoperiodo de 12 horas.

3.2 Desenho experimental

Dois experimentos foram realizados de forma independente, o
primeiro com tetraspor6fitos e o segundo com tetrdsporos. Seis grupos
experimentais foram analisados em um design fatorial com temperaturas
de 24 °C e 30 °C e cobre nas concentragdes 1,5 ¢ 3 uM
(aproximadamente 200 e 400 pg/L), com analises apos 7 e 14 dias de
experimento com tetrasporofitos e apos 24 horas de experimento com
tetrasporos (Figura 5). As amostras cultivadas sob temperatura de 24 °C

sem adi¢@o de cobre foram consideradas o controle.
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As concentragdes de cobre utilizadas no presente trabalho foram
definidas a partir de um experimento piloto. A temperatura foi
determinada a partir de predi¢des de um aquecimento global moderado
(IPCC, 2014). Apds os experimentos, todo o material contaminado com
cobre passou por procedimento de descontaminagdo em acido nitrico
(HNO;, 10%) por pelo menos 2 dias, seguido de procedimentos
convencionais de lavagem com detergente e agua destilada e secagem
em estufa a 200 °C por pelo menos 2 horas.

a b
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Figura 5: Esquema dos grupos experimentais de tetrasporo6fitos (a) e

tetrasporos (b) de G. floridanum utilizados no presente trabalho.

3.3 Cultivo dos tetraspordfitos

Segmentos apicais tetrasporofitos de G. floridanum pesando 0,5 g
+0,01 foram cultivados em Erlenmeyers de 250 mL com 4gua do mar
esterilizada em condi¢des semelhantes as do periodo de aclimatacdo.
Camaras BOD foram utilizadas para controle da temperatura ambiente, e
o metal pesado foi adicionado diretamente na agua do cultivo, sob a

forma de cloreto de cobre II (CuCly).
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3.4 Obtencio e cultivo de tetrasporos
Segmentos apicais tetraspordfitos de G. floridanum foram

selecionados e incubados em Berzelius com dgua do mar coletada na
praia da Ponta do Sambaqui (temperatura de 24 + 2 °C, salinidade 32 +
1 %o0) no escuro overnight para liberacdo dos tetrdsporos. Os esporos
obtidos foram transferidos para laminas de vidro, onde permaneceram
por um periodo aproximado de 3 horas para fixacdo. Cada lamina
recebeu 0.5 mL de esporos, correspondendo a aproximadamente 47 mil
esporos (Filipin et al., 2016). Apods este periodo, as laminas foram
imersas em placas de Petri com agua do mar com as concentragdes de
cobre e incubadas sob as temperaturas analisadas, onde permaneceram

por um periodo de 24 horas.

3.5 Analises realizadas em tetrasporofitos

Apos finalizagdo dos experimentos, os tetrasporofitos de G.
floridanum foram retirados do cultivo e o excesso de agua foi
delicadamente seco com papel. As amostras foram entdo pesadas e
processadas de acordo com a analise realizada. As analises a seguir

foram realizadas em triplicata.

3.5.1 Taxa de crescimento

As taxas de crescimento foram obtidas a partir do aumento da
massa fresca das amostras e apresentadas como porcentagem de
crescimento diario, calculadas de acordo com férmula de Lignell e

Pedersén (1989):
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TC [% dia™'] = [(Mf/Mi)" - 1] x 100, sendo:
Taxa de crescimento (7C) em %.dia™;
Massa final (Mf) em gramas;

Massa inicial (M7) em gramas;

Tempo () em dias.

3.5.2 Pigmentos fotossintetizantes

A extragdo dos pigmentos fotossintetizantes foi realizada no
Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (UFSC, Itacorubi —
Florianopolis). Amostras de aproximadamente 1 g foram congeladas e
maceradas em nitrogénio liquido. As ficobiliproteinas (aloficocianina -
AFC, ficocianina - FC ¢ ficoeretrina - FE) foram extraidas em 3 mL de
tampdo Fosfato de Sédio 0,05 M (pH 6,4) a 4 °C no escuro. O
homogenato foi centrifugado a 223 xg durante 20 minutos. Aliquotas de
250 uL do sobrenadante foram lidas em leitora de microplacas Tecan
(Infinite M200), e a concentracdo das ficobiliproteinas foi determinada
nos comprimentos de 498, 614 e 651 nm. A concentragdo de
ficobiliproteinas foi determinada utilizando-se as equagdes descritas por
Kursar et al. (1983). A clorofila a foi extraida do mesmo material
macerado em 4 mL de acetona 90%, segundo metodologia de Jeffrey &
Humphrey (1975). O homogenato foi centrifugado a 223 xg durante 20
minutos a 4 °C. Aliquotas de 250 pL do sobrenadante foram lidas em
leitora de microplacas Tecan (Infinite M200), e a concentracdo da
clorofila foi determinada em 630, 647 ¢ 664 nm. A quantificacdo dos
pigmentos fotossintetizantes também foi utilizada para o célculo da
propor¢ao entre os pigmentos (AFC:Chl a, FC:AFC e FE:AFC) — citar
artigo.
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3.5.3 Compostos antioxidantes

Os carotenoides totais foram extraidos a partir de metodologia
descrita por Aman et al. (2005), no Laboratério de Morfogénese e
Bioquimica Vegetal (UFSC, Itacorubi — Floriandpolis). Amostras
pesando aproximadamente 1 g foram congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas em refrigeradores -80 °C até a realizagdo da extragdo. As
amostras foram entdo maceradas em nitrogénio liquido e incubadas em
10 mL de metanol PA por 1 hora no escuro, com posterior centrifugagéo
do extrato durante 10 minutos a 223 xg. Aliquotas de 250 pL do
sobrenadante foram lidas em leitora de microplacas Tecan (Infinite
M200), e a concentragdo dos carotenoides foi determinada em 450 nm.
Para extragdo dos compostos fendlicos, seguiu-se o protocolo
estabelecido por Waterman & Mole (1994). As amostras maceradas
foram incubadas em 10 mL de metanol 80% durante 1 hora no escuro.
Entdo, 30 mL de cada extrato foi incubado em 225 uL de reativo Folin-
Ciocalteau e 2,5 mL de carbonato de sodio 2% durante 1 hora em
temperatura ambiente. Aliquotas de 250 pL. do sobrenadante foram lidas
em leitora de microplacas Tecan (Infinite M200), e a concentragdo dos

compostos fendlicos foi determinada em 750 nm.

3.5.4 Compostos carboidratos

A extragdo dos agucares soluveis totais foi realizada de acordo
com Shannon (1968), no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica
Vegetal (UFSC, Itacorubi —  Floriandpolis). Amostras de
aproximadamente 1 g foram maceradas em nitrogénio liquido,
incubadas em 2 mL de solug¢ao MCW 12:5:3 (metanol:cloroférmio:agua

destilada) e centrifugadas a 894 xg durante 5 minutos. Este
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procedimento foi realizado duas vezes, e os sobrenadantes foram
coletados e adicionados a 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua
destilada e centrifugados novamente a 894 xg durante 5 minutos. Entdo,
os sobrenadantes foram adicionados a 2 mL de antrona e aquecidos a
100 °C durante 3 minutos. Aliquotas de 250 pL do sobrenadante foram
lidas em leitora de microplacas Tecan (Infinite M200), e a concentracdo
dos acucares solaveis foi determinada em 630 nm. A extracdo de amido
das florideas foi realizada a partir do residuo do extrato dos agtcares,
segundo metodologia estabelecida por McCready et al. (1950). O
extrato foi adicionado a 2 mL de acido perclorico 30% e centrifugado a
894 xg durante 5 minutos. O procedimento foi realizado duas vezes, e os
sobrenadantes foram coletados e adicionados a 2 mL de antrona e
aquecidos a 100 °C durante 3 minutos. Aliquotas de 250 pL do
sobrenadante foram lidas em leitora de microplacas Tecan (Infinite

M200), e a concentragdo de amido foi determinada em 630 nm.

3.5.5 Microscopia de luz

Seccdoes de amostras foram fixadas em solugdo de
paraformaldeido 2.5%, tampao fosfato 0,1 M e pH 7,2, em temperatura
média de 4 °C, overnight. As amostras fixadas foram entdo lavadas em
temperatura ambiente com tampao fosfato, duas vezes, por 10 minutos.
Em seguida, o material foi desidratado em séries de concentragdes
crescentes de etanol (30 %, 50 %, 70 %, 90 % e 100 %). A pré-
infiltracdo das amostras ocorreu em historesina glicolmetacrilato (GMA)
1:1 em alcool 100%, com posterior infiltragdo em resina pura (Leica
Historesin, Heidelberg, Alemanha). Apds a secagem das amostras, estas

foram seccionadas em micrétomo manual de parafina modelo Leica RM
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2135, em secg¢des de 3 pm. As secgdes foram secas em ldminas de vidro
a 37 °C durante 30 minutos, sendo submetidas aos testes histoquimicos
de Acido Periddico de Schiff (PAS), para observagao dos grios de
amido, seguido do teste de Azul de Toluidina (AT-O), para observagdo
da morfologia geral das células. Para PAS, as laminas foram oxidadas
com solugdo de acido periddico 1 % durante 20 minutos. Apds a
oxidacdo, as amostras foram coradas com reativo de Schiff por mais 20
minutos, sendo posteriormente lavadas em agua corrente. Em seguida,
as laminas foram coradas com Azul de Toluidina, durante 10 segundos,
sendo entdo lavadas em agua corrente. As laminas coradas foram entdo
secas ao ar € montadas com balsamo do Canada, de acordo com as
metodologias de Gahan (1984) e Schmidt ez al. (2009), analisadas em
microscopio Leica DMS500 e fotografadas com software de captura

Opticam.

3.5.6 Microscopia eletronica de transmissio

Para obsevacdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo,
sec¢oes das amostras foram pré-fixadas em solugdo de glutaraldeido 2,5
% com sacarose 2 % e tampao cacodilato 0.1 M, com pH resultante em
7,2. A pré-fixagdo foi realizada em overnight, em temperatura média de
4 °C. Apos a pré-fixacao, foram feitas quatro lavagens das amostras, em
tampdo cacodilato 0,1 M e sacarose 2 % (Ouriques & Bouzon, 2003), e
as lavagens foram seguidas da pos-fixagdo, que foi realizada em
tetroxido de 6smio (OsO4) a 1 % em tampao cacodilato 0,1 M, com pH
7,2, durante 4 horas a temperatura ambiente (Pueschel, 1979). Apds a
pos-fixagdo, o material foi lavado trés vezes em tampao cacodilato 0,1

M e pH 7,2, sendo em seguida desidratado em concentragdes crescentes
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de acetona (30 %, 50 %, 70 %, 90 % e 100 %), durante 30 minutos em
cada solucdo. Finalizada a desidratagdo, o material foi infiltrado com
resina Spurr (Spurr, 1969). Esta infiltragcdo foi realizada em sete etapas
diarias, com resina Spurr diluida em concentragcdes crescentes de
acetona. O material foi entdo polimerizado em moldes horizontais em
estufa a 70 °C durante 24 h. As sec¢des ultrafinas foram realizadas em
ultramicrotomo Leica e contrastadas em acetato de uranila (1 %) e
citrato de chumbo (1 %) por 10 minutos cada, de acordo com os
procedimentos de Reynolds (1963). As amostras foram observadas e
fotografadas no microscopio eletronico de transmissdo modelo Jeol
(JEM) 1011 do Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME)
da UFSC.

3.5.7 Ensaio do MTT

Aproximadamente 0,12 g de amostras frescas foram incubadas
em 3 mL de agua do mar esterilizada com 30 pL de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (0,17 g.L"' MTT,
Sigma-Aldrich), durante 3 horas a uma temperatura de 37 °C. Entfo, os
fragmentos das algas foram lavados com agua destilada, transferidos
para Epperndorf contendo 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO, Merck,
Darmstadt, FRG) e centrifugados a 503 xg durante 5 minutos. Aliquotas
de 250 pL foram lidas em leitora de microplaca Tecan (Infinite M200) a
570 nm. De acordo com Mendes et al. (2013), a absorbancia final
baseia-se na conversio do MTT em formazan por desidrogenases
mitocondriais e ¢ proporcional ao nimero de mitocondrias ativas,

correspondendo, portanto, a quantidade de células vidveis nas amostras.
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3.6 Analises realizadas em tetrasporos
Apos os experimentos, as laminas contendo os tetrasporos de G.
floridanum foram retiradas do cultivo e delicadamente raspadas com o

auxilio de laminulas. As analises a seguir foram realizadas em triplicata.

3.6.1 Contagem dos esporos

As laminas foram analisadas em microscopio Leica DMS500 e
fotografadas com software de captura Opticam. Cinco regides foram
fotografadas em cada lamina, a partir das quais se realizou a contagem
total dos esporos viaveis, com divisdes, com rizoide e invidveis. A
contagem foi realizada com o plugin Cell Counter do programa Imagel

(National Institutes of Health, USA).

3.6.2 Pigmentos fotossintetizantes

As extracdes de clorofila a e ficobiliproteinas dos tetrasporos
foram realizadas de forma semelhante as extragdes em tetrasporofitos
(secdo 4.5.1), apos centrifugagdo das amostras a 5585 xg durante 5

minutos para quebra da parede e extravasamento dos pigmentos.

3.6.3 Microscopia eletronica de transmissio

O processamento dos tetrasporos para analise em MET ocorreu
de forma semelhante ao processamento utilizado para tetrasporéfitos
(secdo 5.5.5), com a adigdo de centrifugacdes a 503 xg durante 2
minutos entre cada um dos passos para sedimentagdo dos esporos. As
amostras foram observadas e fotografadas no microscopio eletrdnico de
transmissdo modelo Jeol (JEM) 1011 do Laboratéorio Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.
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3.6.4 Ensaio do MTT

O processamento dos tetrasporos para analise de viabilidade
celular ocorreu de forma semelhante ao processamento utilizado para
tetrasporofitos (secdo 5.5.6). As laminas contendo os tetrdsporos foram
incubadas em 20 mL de 4gua do mar esterilizada com 200 uL de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (0,17 g.L"' MTT,
Sigma-Aldrich), durante 3 horas a uma temperatura de 37 °C. Entdo, as
laminas foram lavadas em agua destilada, delicadamente raspadas com o
auxilio de laminulas e seus contetidos foram transferidos para
Epperndorfs com 1 mL de DMSO. Apos centrifugacdo a 503 xg durante
5 minutos, aliquotas de 250 puL foram lidas em leitora de microplaca

Tecan a 570 nm.

3.7 Analises estatisticas

Todos os dados quantitativos foram analizados por Analise de
Variancia Fatorial (ANOVA), e teste a posteriori de Tukey, realizados
no Software Statistica 13 (nivel de significancia considerando p < 0,05).
O teste do ETA quadrado (n*) também foi realizado, com o intuito de
aferir o efeito dos tratamentos sobre as andlises realizadas. ETA
quadrado pode ser definido como a propor¢do de variancia associada a
cada um dos efeitos, interagdes e erros resultantes da ANOVA

(Thompson, 2006), e ¢é calculado da seguinte forma:

nZ = (Ssefeito) / (Sstotal), Sendo
SS.kito = @ soma dos quadrados do efeito de interesse
SSi = a soma total dos quadrados de todos os efeitos, interagdes

e erros da ANOVA
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da temperatura e do cobre sobre tetraspordéfitos de
Gelidium floridanum

A seguir serdo apresentadas as alteragcdes na morfologia dos
segmentos apicais, na concentracdo de compostos fotossintetizantes,
antioxidativos e carboidratos, na ultraestrutura, na viabilidade celular e
na taxa de crescimento das amostras de tetrasporofitos de G. floridanum
apos cultivo com o metal pesado cobre e/ou sob temperatura de 30 °C. A
andlise de Varidncia Fatorial, os valores de significincia e ETA

quadrado encontram-se na tabela 1.

4.1.1 Morfologia dos segmentos apicais

Ao final dos 14 dias de experimento, as amostras do grupo
controle de G. floridanum apresentaram coloracdo e ramificagdes tipicas
da espécie (Figura 6a). Ja a exposicdo dos segmentos apicais da
macroalga ao cobre e/ou a elevada temperatura resultou no
desenvolvimento de diversos pontos de despigmentagdo ao longo dos

talos, indicados pelas setas nas figuras 6b-f.
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Figura 6: Morfologia dos segmentos apicais de tetrasporéfitos de G.
floridanum apds 14 dias de cultivo. a. Controle. b-c. Amostras cultivadas
com cobre 1,5 e 3 uM, respectivamente. d. Amostra cultivada sob
temperatura de 30 °C. e-f. Amostras cultivadas com cobre 1,5 ¢ 3uM,
respectivamente, sob temperatura de 30 °C. As setas indicam pontos de
despigmentacdo. Escala =1 cm

4.1.2 Taxa de crescimento

Apds 7 dias de cultivo, as macroalgas cultivadas com cobre 3 pM
a 24 °C e 30 °C apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
controle, com reducdo de 80 % e 88 %, respectivamente (Figura 7). O
cobre foi o maior responsavel pelos efeitos observados (n? = 80 %).
Ap6s 14 dias, nenhuma diferenca significativa pode ser observada entre

as amostras.
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Figura 7: Taxa de crescimento de tetrasporofitos de G. floridanum (%.dia™)
ap6s 7 e 14 dias de cultivo. Valores representados em média + desvio
padrdo (n = 3). As letras indicam diferencas significativas de acordo com o

teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey.

4.1.3 Pigmentos fotossintetizantes

A exposi¢do dos segmentos apicais de G. floridanum aos
elementos estressores resultou em alteracdes significativas na
composi¢do e propor¢do de pigmentos fotossintetizantes. Apés 7 dias de
cultivo, todos os tratamentos apresentaram significativa redugdo na
concentracdo de clorofila a (Figura 8). As amostras cultivadas sob
temperatura de 30 °C apresentaram a menor concentra¢do do pigmento,
com 46 % menos clorofila em relagdo ao controle. Dentre as amostras
cultivadas com o cobre ou com o cobre simultaneamente a temperatura
de 30 °C, a redugdo variou entre 20 % e 38 %. O teste de ETA?, porém,
revelou que a interag@o entre o cobre e a elevada temperatura respondeu
por 62 % do efeito sobre as amostras. Apés 14 dias de cultivo, as
amostras apresentaram um aumento na concentracdao de clorofila a,
quando comparadas as amostras cultivadas durante 7 dias. Ainda que
menos acentuada, uma reducdo na concentragdo deste pigmento ainda

pode ser observada quando comparados os tratamentos ao controle. A
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maior redug¢do foi obtida apds cultivo com cobre 1,5 uM sob
temperatura de 24 °C (-22 %), seguida do cultivo com cobre 3 uM a 30
°C (-11 %). Novamente, o teste de ETA? indicou um maior efeito do

tratamento com cobre sob temperatura de 30 °C (43 %).

125 - A AB AB A B
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75 4 d c c g

50 . b OCu1,5uM

OCu 3,0 uM

25 4

0

24 °C | 30°C 24 °C 30°C
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Figura 8: Concentracdo de clorofila a de tetraspordfitos de G. floridanum
(ng.g') apds 7 e 14 dias de cultivo. Valores representados em média +
desvio padrdo (n =9). As letras indicam diferengas significativas de acordo

com o teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey.

A concentracdo de aloficocianina (Figura 9a) apresentou um
aumento significativo de 13 %, 14 % e 16 % nas amostras cultivadas
com cobre 3 uM a 24 °C e cobre 1,5 pM e 3 uM a 30 °C,
respectivamente, apos 7 dias de cultivo. A temperatura respondeu pelo
maior efeito sobre as amostras (n? = 26 %). Apds 14 dias de cultivo,
nenhum dos tratamentos resultou em alteracdes significativas na
concentracao deste pigmento acessorio. Apds 7 dias, o cultivo com
cobre 1,5 uM e 3 uM a 24 °C reduziu em 36 % e 21 %,
respectivamente, o conteudo de ficocianina (Figura 9b). Ja o cultivo sob
temperatura de 30 °C com ou sem o metal pesado levou a reducdes entre

10 % e 14 %. Os tratamentos com cobre a 24 °C e 30 °C tiveram os
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maiores efeitos sobre as amostras (N> = 36 % e 40 %, respectivamente).
Apos 14 dias de cultivo, as amostras apresentaram aumentos
significativos entre 15 % e 24 % na concentragdo deste pigmento
acessorio em resposta ao cobre 3 pM a 24 °C e cobre 1,5 uM e 3 pM a
30 °C, sendo o cobre o maior responsavel pelas alteragdes (n* = 31 %).
A ficoeritrina foi o pigmento acessorio mais afetado pelos tratamentos
(Figura 9c). Apds 7 dias de cultivo, sua concentragdo apresentou
redugdes significativas de 48 % e 37 % nas amostras cultivadas com
cobre 1,5 uM e 3 uM a 24 °C. J4 as amostras cultivadas sob temperatura
de 30 °C apresentaram redugdes entre 22 % e 28 % em relagdo ao
controle. Segundo o teste de ETA? o metal pesado cobre apresentou o
maior efeito sobre as amostras (> = 56 %). Porém a interagdo entre
cobre e temperatura também apresentou expressivo efeito sobre este
pigmento acessorio (n? = 38 %). Apos 14 dias de cultivo, as amostras
cultivadas sob temperatura de 30 °C apresentaram a maior redugdo em
relagdo ao controle (-22 %), enquanto que o cultivo com o metal pesado
cobre 1,5 uM sob temperatura de 30 °C resultou em um aumento de
10 % em relagdo ao controle. Apds 14 dias de cultivo, os tratamentos
com cobre sob temperatura de 30 °C apresentaram maior efeito sobre

este pigmento acessorio (0> = 67 %).
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Figura 9: Concentragdo de ficobiliproteinas de tetraspordfitos de G.
floridanum (ug.g"') apoés 7 e 14 dias de cultivo. a. Aloficocianina.
b. Ficocianina. ¢. Ficoeritrina. Valores representados em média = desvio
padrdo (n = 9). As letras indicam diferencas significativas de acordo com o

teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey.
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Os tratamentos também levaram a alteracdes na proporcdo entre
clorofila a e os pigmentos acessorios (Figura 10). Apos 7 dias, a razdo
entre aloficocianina e clorofila a apresentou-se elevada em todos os
tratamentos, em relagdo ao controle, com aumentos de 41 % e 50 % nos
tratamentos com cobre 1,5 uM e 3 pM a 24 °C e de 55 % e 80 % nos
tratamentos com cobre 1,5 uM e 3 uM a 30 °C, respetivamente (Figura
10a). As amostras cultivadas sob 30 °C apresentaram o maior aumento
em relagdo ao controle (+105 %), sendo a temperatura a maior
responsavel pelos efeitos observados nas amostras (> = 52 %). Apos 14
dias de cultivo, a razdo entre AFC:Chl a apresentou significativa
reducdo, quando comparada a primeira semana de cultivo. Ainda assim,
um aumento significativo entre AFC e Chl a pode ser observado nas
amostras cultivadas com cobre a 24 °C e nas amostras cultivadas com
cobre 3 uM a 30 °C, sendo o cobre o maior responsavel pelos efeitos
observados (0> = 30 %).

A raz@o entre ficocianina e aloficocianina (Figura 10b)
apresentou redugdo de 30 % nas amostras cultivadas com cobre a 24 °C,
em relagdo ao controle. Ja as amostras cultivadas sob 30 °C
apresentaram redugdes entre 21 % e 26 %. Segundo teste de ETA?, o
cobre respondeu por 47% dos efeitos observados nas amostras, enquanto
que o cultivo com cobre sob temperatura de 30 °C respondeu por 36 %
dos efeitos. Apds 14 dias, apenas as amostras cultivadas com cobre 1,5
uM e 3 uM a 30 °C apresentaram diferengas significativas em relagao
ao controle, com aumentos de 12 % e 8,5 %, respectivamente, sendo o

cobre o maior responsavel pelos efeitos observados (> = 19 %).
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A razdo entre ficoeritrina e aloficocianina também foi
significativamente reduzida apds os tratamentos (Figura 10c). Apds 7
dias de cultivo, a razdo entre estes pigmentos apresentou redugdes entre
33 % e 45 % para as amostras cultivadas com o cobre sob 24 °C ou
30 °C, enquanto que as amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C,
sem cobre, apresentaram redugdo de 29 %. O teste de ETA? indicou o
cobre como o maior responsavel pelos efeitos observados nas amostras
(M* = 57 %), seguido do cultivo com cobre sob temperatura de 30 °C
(M* = 32 %). Apds 14 dias, o cultivo sob temperatura de 30 °C levou a
maior redugdo observada nas amostras (-23 %), enquanto que as
amostras cultivadas com cobre em ambas concentragdes de cobre a
24 °C apresentaram reducdo de 15 % e as amostras cultivadas com cobre
3 uM a 30 °C apresentaram reducdo de 13 %. Apds 14 dias, o cultivo
com cobre sob temperatura de 30 °C respondeu por 60 % dos efeitos

observados nas amostras.
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Figura 10: Razdo entre os pigmentos de tetraspordfitos de G. floridanum
apos 7 e 14 dias de cultivo. a. Razdo entre aloficocianina e clorofila a.
b. Razdo entre ficocianina e aloficocianina. c¢. Razdo entre ficoeritrina e
aloficocianina. Valores representados em média = desvio padréo (n = 9). As
letras indicam diferengas significativas de acordo com o teste bifatorial

ANOVA e o teste de Tukey.
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4.1.4 Compostos antioxidativos

O cultivo de G. floridanum com o cobre e/ou sob clevada
temperatura resultou em alteragdes significativas na concentracdo de
compostos antioxidativos (Figura 11). Apos 7 dias de cultivo, a
concentracdo de carotenoides totais (Figura 11a) apresentou redugdes de
44 % e 73 % apds cultivo com cobre 1,5 uM e 3 uM a 24 °C,
respectivamente. O cultivo com cobre 1,5 uM e 3 uM sob temperatura
de 30 °C resultou em reducdes de 36 % e 32 %, respectivamente,
enquanto que o cultivo das amostras a 30 °C, sem o cobre, resultou em
um aumento de 15 % em relag@o ao controle. O metal pesado cobre foi o
maior responsavel pelos efeitos observados nas amostras (n* = 81 %).
Apds 14 dias de cultivo, a concentragdo de -carotenoides totais
encontrou-se reduzida em 26 % e 18 % apods cultivo com cobre 1,5 uM e
3 uM a 24 °C. O cultivo das amostras sob temperatura de 30 °C e com
cobre 1,5 uM a 30 °C resultou em redugdo de 33 % e 71 %,
respectivamente, enquanto que o cultivo com cobre 3 uM a 30 °C
resultou em um acréscimo de 39 % em relagdo ao controle. Apods 14 dias
o cultivo com cobre a 30 °C respondeu pela maior parte dos efeitos
observados sobre as amostras (n> = 57 %), seguido do cultivo com cobre
sob temperatura de 24 °C (0> = 40 %).

Os compostos fendlicos (Figura 11b) apresentaram padrao similar
apos 7 e 14 dias de cultivo. As amostras cultivadas sob 30 °C, sem
cobre, ndo apresentaram alteragdes significativas. O cultivo com cobre a
24 °C resultou em redugdes de 21 % e 36 %, enquanto que o cultivo
com cobre a 30 °C resultou em decréscimos de 21 % e 37 %,
respectivamente. O cobre foi o maior responsavel pelos efeitos

(M* =94 % e 93 %, respectivamente, apds 7 e 14 dias de cultivo).
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Figura 11: Concentracdo de compostos antioxidativos de tetraspordfitos de
G. floridanum ap6s 7 € 14 dias de cultivo. a. Carotenoides totais (mg.g™).
b. Compostos fendlicos (ug.g™"). Valores representados em média + desvio
padrdo (n = 3). As letras indicam diferencas significativas de acordo com o

teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey.

4.1.5 Compostos carboidratos

Ap6s 7 dias de cultivo, a concentracdo de acucares totais (Figura
12a) apresentou reducgdo significativa de 17 % e 18 % nas amostras
cultivadas com cobre 1,5 uM e 3 puM sob temperatura de 30 °C,

respectivamente, em relagdo ao controle. A temperatura ¢ o cobre, de
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forma isolada, foram os principais responsaveis pelos efeitos observados
nas amostras (N> = 34 % e 23 %, respectivamente). Apds 14 dias, a
concentragdo de aglicares apresentou-se reduzida no controle e
aumentou 34 % nas amostras cultivadas a 30 °C e 89 % nas amostras
cultivadas com cobre 3 uM a 30 °C. A temperatura foi a maior
responsavel pelos efeitos observados (n? = 52 %).

As amostras cultivadas por 7 dias com cobre 1,5 uM ¢ 3 uM a
24 °C, cobre 1,5 uM a 30 °C e 30 °C sem cobre apresentaram aumentos
entre 33 % e 42 % na concentracdo de amido das florideas (Figura 12b).
O cultivo das amostras com cobre sob elevada temperatura foi o maior
responsavel pelos efeitos observados nas amostras (n*> = 52 %). Apos 14
dias, as amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C sem cobre
apresentaram aumento significativo de 34 % em relagdo ao controle. O
cultivo com cobre sob temperatura de 30 °C foi considerado o maior

responsavel pelos efeitos observados nas amostras (0> = 54 %).
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Figura 12: Concentragdo de carboidratos de tetrasporofitos de G.
floridanum (mg.g") ap6s 7 e 14 dias de cultivo. a. Agucares soluveis totais.
b. Amido das florideas. Valores representados em média + desvio padrdo (n
= 3). As letras indicam diferengas significativas de acordo com o teste

bifatorial ANOVA e o teste de Tukey.

4.1.6 Microscopia de Luz

A observagdo das amostras de G. floridanum sob microscopia de
luz (Figura 13) indicou um padrio de concentragdo amido das florideas
similar ao padrdo obtido na quantificacdo deste composto. Apos 7 dias
de tratamento, as amostras cultivadas com cobre ou sob temperatura de
30 °C apresentaram um aumento nos graos de amido das florideas
(Figura 13b-c), quando comparadas ao controle (Figura 13a). Porém,
amostras expostas a ambos 0s elementos estressores apresentaram uma

reducdo no contetido destes graos (Figura 13d).
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Apds 14 dias de cultivo, as amostras do grupo controle
apresentaram uma reduzida concentragdo de grios de amido das
florideas (Figura 13e), em relacdo aos tratamentos (Figura 13f-g).
Novamente, a exposi¢cdo da macroalga a ambos os elementos estressores
levou a uma reduc@o na concentragdo de graos de amido (Figura 13h),
em relacdo aos demais tratamentos. A coloracdo das amostras com

AT-0 nio revelou diferencas importantes entre os tratamentos.
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7 dias

0 nM

14 dias

Figura 13: Micrografia de luz de tetraspordfitos de G. floridanum, com
graos de amido das florideas (A) evidenciados pelo PAS. a. Corte
transversal do controle apos 7 dias de cultivo. b. Corte transversal de
amostra cultivada sob temperatura de 30 °C durante 7 dias. c-d. Cortes
transversais de amostras cultivadas com cobre 3 uM sob temperatura de 24
°C e 30 °C, respectivamente, durante 7 dias. e. Corte transversal do controle
ap6s 14 dias de cultivo. f. Corte transversal de amostra cultivada sob
temperatura de 30 °C durante 14 dias. g-h. Cortes transversais de amostras
cultivadas com cobre 3 puM sob temperatura de 24 °C e 30 °C,
respectivamente, durante 14 dias. Escala =40 um.
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4.1.7 Microscopia Eletronica de Transmissio

Quando observadas sob MET, as amostras controle de
tetrasporofitos de G. floridanum (Figura 14a) apresentaram células
corticais com 5 a 8 um de didmetro, circundadas por uma parede celular
e com citoplasma compactado. Nestas amostras, graos de amido das
florideas de tamanhos diversos foram observados, especialmente na
regido central das células. Os cloroplastos encontram-se na regido
periférica das células, com tilacoides dispostos paralelamente e alguns
plastoglobulos dispersos no interior destas organelas. As células
corticais de amostras cultivadas com cobre (Figura 14b) apresentaram
um aumento na espessura da parede celular, principalmente na regido
apical, proxima ao meio externo, além de uma elevada concentracdo de
plastoglobulos nos cloroplastos. Poucos graos de amido das florideas
foram observados nestas amostras. O cultivo de G. floridanum sob
temperatura de 30 °C (Figura 14c) também resultou em um aumento na
espessura da parede celular e em uma maior quantidade de
plastoglobulos. Graos de amido das florideas puderam ser observados
em grande quantidade nestas amostras, em diferentes tamanhos. Graos
de grande porte, com tamanho aproximado de 1 pm, foram observados
na regido apical das células, enquanto que grios de pequeno porte,
variando entre 0,1 e 0,5 pum, foram observados na regido distal das
células corticais. J4 as amostras cultivadas com cobre sob elevada
temperatura (Figura 14d) apresentaram, além de um aumento na
espessura da parede celular ¢ no nimero de plastoglobulos, uma forte

deposicao de material particulado elétron-denso na parede celular.
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Figura 14: Micrografia Eletronica de Transmissdo de tetrasporofitos de G.

Sfloridanum. a. Célula cortical de amostra controle. Na periferia da célula
encontram-se os cloroplastos, enquanto que no interior pode-se observar os
graos de amido das florideas. b. Célula cortical de amostra cultivada com
cobre 3 uM sob temperatura de 24 °C, com uma espessa parede celular e
grande quantidade de plastoglobulos, além de poucos graos de amido das
florideas c. Célula cortical de amostra cultivada sob temperatura de 30 °C,
com parede celular espessa e grande quantidade de plastoglobulos, além de
grdos de amido das florideas de tamanhos variados. d. Célula cortical de
amostra cultivada com cobre 3 pM sob temperatura de 30 °C, com grande
espessamento da parede celular, elevado niimero de plastoglobulos e forte
deposicdo de material particulado elétron-denso. A, amido das florideas.

C, cloroplasto. P, plastoglobulo. PC, parede celular.
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4.1.8 Viabilidade celular - MTT

A analise de viabilidade celular revelou um padrdo inverso entre
as amostras de tetrasporofitos cultivadas por 7 e 14 dias, com diferencas
significativas entre todos os tratamentos (Figura 15). Apdés 7 dias
(Figura 15a), as amostras cultivadas com cobre 1,5 uM e 3 uM a 24 °C
apresentaram reducgdo de 33 % e 27 %, respectivamente, em relagdo ao
controle. As amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C e com cobre
1,5 uM e 3 uM a 30 °C apresentaram, por sua vez, redugdes de 21 %,
47 % e 38 %, respectivamente. De acordo com o teste de ETA?, o cobre
foi o maior responsavel pelos efeitos observados (> = 69 %). Apos 14
dias (Figura 15b), um aumento na viabilidade celular de todas as
amostras tratadas pode ser observado em rela¢do ao controle. O cultivo
com cobre 1,5 uM e 3 uM a 24 °C resultou em aumentos de 15 % e
21 %. Ja as amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C e com cobre
1,5 uM e 3 uM a 30 °C apresentaram aumentos de 40 %, 82 % e 91 %.

Apbs este periodo, a temperatura foi a maior responsavel pelos efeitos
2,50

observados (0> = 75 %).
a

2,00 F

g 2 e E ®Cu 0 M
190 f B C 2 BCu 1,5 M

u
1,00 A o
OCu 3,0 uM
0,50
0,00
24°c | 30°C 24°c | 30°C

7 dias | 14 dias |

Viabilidade Celular
Abs (570 nm)

Figura 15: Viabilidade celular de tetrasporofitos de G. floridanum apés 7 e
14 dias de cultivo. Valores representados em média + desvio padrdo (n = 4).

As letras indicam diferengas significativas de acordo com o teste bifatorial

ANOVA e o teste de Tukey.
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7 dias 14 dias

Fonte de variaciio SS dr ¥ » P SS dr ¥ » 0

Clorofila a
Temperatura 22234 1 241.870 0.0000 0.28 3455 1 5.027 0.0296 0.05
Cobre 370.5 2 20.150 0.0000 0.05 646.8 2 4.705 0.0136 0.09
Temp x Cu 5010.4 2 272.530 0.0000 0.62 3278.3 2 23.845 0.0000 0.43
Erro 441.2 48 3299.6 48

Aloficocianina
Temperatura 53060 1 30.534 0.0000 0.27 16858 1 3.748 0.0587 0.06
Cobre 28190 2 8.111 0.0009 0.14 55240 2 6.141 0.0042 0.19
Temp x Cu 33036 2 9.506 0.0003 0.17 8832 2 0.982 0.3820 0.03
Erro 83410 48 215898 48

Ficocianina
Temperatura 6405 1 20.660 0.0000  0.07 12464 1 18.365 0.0000 0.16
Cobre 34213 2 55.180 0.0000 0.36 24532 2 18/073 0.0000 0.32
Temp x Cu 38292 2 61.760 0.0000 0.41 7513 2 5.535 0.0068 0.10
Erro 14880 48 32576 48

Ficoeritrina
Temperatura 55539 1 32670 0.0000 0.02 15742 1 4.290 0.0437 0.02
Cobre 1605825 2 472.310 0.0000 0.57 119472 2 16.280 0.0000 0.13
Temp x Cu 1091177 2 320940  0.0000  0.39 644243 2 87.790 0.0000 0.67
Erro 81599 48 176113 48

AFC:Chla
Temperatura 149.667 1 256.429 0.0000 0.52 0.003 1 0.008 0.9297 0.00
Cobre 3.645 2 3123 0.0530 0.01 10.498 2 13.256 0.0000 0.30
Temp x Cu 105.064 2 90.005 0.0000 0.37 5.003 2 6.318 0.0036 0.14
Erro 28.016 48 19.006 48

FC:AFC
Temperatura 0.00623 1 6.880 0.0116  0.02 0.00645 1 9.310 0.0037 0.1
Cobre 0.14208 2 78.410 0.0000 0.47 0.01121 2 8.100 0.0009 0.20
Temp x Cu 0.10914 2 60.230 0.0000 0.36 0.00547 2 3.950 0.0250 0.10
Erro 0.04349 48 0.03322 48

FE:AFC
Temperatura 0.1711 1 8.750 0.0047 0.01 0.0343 1 2310 0.1352 0.02
Cobre 6.6564 2 170.130 0.0000 0.58 0.163 2 5.490 0.0071 0.07
Temp x Cu 3.7628 2 96.170 0.0000  0.33 1.3726 2 46.240 0.0000 0.60
Erro 0.939 48 0.7124 48

Carotenoides
Temperatura 51.207 1 38405 0.0000 0.13 5.825 1 4681 0.0000 0.02
Cobre 308.824 2 115809 0.0000 0.81 106.552 2 42811 0.0000 0.40
Temp x Cu 21.135 2 7926 0.0000 0.06 151.008 2 60673 0.0000 0.57
Erro 0.016 12 0.015 12

Compostos Fenélicos
Temperatura 30.16 1 3.996 0.0687 0.01 6.58 1 0.966 0.3450 0.00
Cobre 2286.07 2 151.440 0.0000 0.95 1820.73 2 133.736 0.0000 0.94
Temp x Cu 0.71 2 0.047 0.9539 0.00 34.41 2 2528 0.1213 0.02
Erro 90.57 12 81.69 12

Aciicares Soliveis
Temperatura 1842.2 1 12.050 0.0046 0.34 5219.0 1 46.100 0.0000 0.53
Cobre 1278 2 4.180 0.0419 0.24 289.9 2 1.282 0.3129 0.03
Temp x Cu 392.7 2 1.284 0.3123 0.07 3023.1 2 13.368 0.0000 0.31
Erro 1834.6 12 1356.9 12

Amido das Florideas
Temperatura 602 1 2.697 0.1264 0.03 759.2 1 2337 0.1522 0.04
Cobre 6025 2 13.493 0.0008 0.30 4698.3 2 7.231 0.0086 0.23
Temp x Cu 10480 2 23.472 0.0000 0.53 11043 2 16.995 0.0003 0.54
Erro 2679 12 3898.6 12

Viabilidade Celular
Temperatura 0.68007 1 300.770 0.0000 0.27 1.712 1 2984.610 0.0000 0.75
Cobre 1.7836 2 394410 0.0000 0.70 0.47733 2 416.070 0.0000 021
Temp x Cu 0.04503 2 9.960 0.0012 0.02 0.07881 2 68.690 0.0000 0.03
Erro 0.0407 18 0.01033 18

Taxa de Crescimento
Temperatura 0.41709 1 6.096 0.0295 0.06 0.29902 1 1.4137 0.2574 0.07
Cobre 5.36694 2 39219 0.0000 0.80 1.54724 2 3.6574 0.0575 0.35
Temp x Cu 0.06948 2 0.500 0.6183 0.01 0.10004 2 0.2365 0.7929 0.02
Erro 0.82107 12 2.53827 12

Tabela 1: Andlise de Variancia Fatorial e valores de significancia para os
efeitos da temperatura, do cobre e da interagcdo entre temperatura e cobre
sobre os compostos metabolicos, a viabilidade celular e a taxa de
crescimento de tetrasporofitos de G. floridanum.



64

4.2 Efeitos da temperatura e do cobre sobre esporos tetrasporos de
G. floridanum

A seguir serdo apresentadas as alteragdes na morfologia e
contagem, na concentragdo de pigmentos fotossintetizantes, na
ultraestrutura e na viabilidade celular de tetrasporos de G. floridanum
apos cultivo com o metal pesado cobre e/ou sob temperatura de 30 °C. A
analise de Variancia Fatorial, os valores de significincia e ETA

quadrado encontram-se na tabela 3.

4.2.1 Morfologia e Contagem

Observadas sob microscopia de luz apo6s 24 horas de cultivo, as
amostras do grupo controle apresentaram uma grande quantidade de
tetrasporos em estagio inicial do desenvolvimento (Figura 16a). A
contagem revelou uma taxa de 71 % de viabilidade (Figura 20), e os
tetrasporos viaveis apresentaram morfologia tipica da ordem Gelidiales,
com formato esférico e tamanho entre 25 ¢ 30 um de didmetro, com
coloragdo interior vermelho-escuro devido a grande quantidade de
ficobiliproteinas nos cloroplastos. As amostras do grupo controle
apresentaram, ainda, 16 % de tetrdsporos com divisdes e 29 % de
tetrasporos com formagdo de rizoide (Figura 21, Tabela 2), nos quais
uma célula distal tornou-se alongada e estreita (Figura 16c). Dentre as
amostras do grupo controle, apenas 29 % dos tetrasporos observados

apresentaram-se inviaveis (Figura 20).
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Figura 16: Micrografia de Luz de amostras controle de tetrasporos de G.
Sfloridanum ap6s 24 horas de cultivo. a. Tettrasporo viavel, ndo germinado.

b. Tetrasporo germinado, com divisdes. ¢. Tetrasporo com rizoide.

As amostras cultivadas com cobre 1,5 ¢ 3 uM a 24 °C
apresentaram 53 % e 43 % de tetrasporos vidveis, respectivamente
(Figura 20). O cultivo com cobre 1,5 pM a 24 °C nfo alterou
significativamente a contagem dos tetrasporos com divisdes ou com
formagdo do rizoide. Ja o cultivo com cobre 3 uM a 24 °C alterou
significativamente a porcentagem de tetrasporos com formacdo do
rizoide, que foi reduzida para 14 % (Figura 21, Tabela 2). Nestes
tratamentos foi possivel a observagdo de diversas alteracdes
morfologicas, como a presenca de tetrasporos com conteudo
citoplasmatico polarizado (Figura 17a), tetrasporos com formagdo de
tubo germinativo porém com reduzido conteudo citoplasmatico (Figura
17b), ou sem migragdo do contetido citoplasmatico ¢ de coloracdo
esverdeada indicando sua inviabilidade (Figura 17c), e tetrasporos com
formagdo de rizoide com células sem contetido citoplasmatico (Figura
17d). O cultivo com cobre 1,5 ¢ 3 pM a 24 °C resultou em 46 % e 57 %

de tetrasporos inviaveis, respectivamente (Figura 21, Tabela 2).
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Figura 17: Micrografia de Luz de tetrasporos de G. floridanum apos 24

horas de cultivo com o metal pesado cobre 1.5 ¢ 3 pM. a. Tetrasporo com
citoplasma polarizado. b. Tetrasporo com formagdo do tubo germinativo
incompleta e redugdo do conteudo citoplasmatico. ¢. Tetrasporo com
formagdo do tubo germinativo porém inviavel. d. Tetrasporo com rizoide

sem contetdo citoplasmatico.

As amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C, sem o metal
pesado cobre, apresentaram 66 % de tetrasporos inviaveis, 13 % de
tetrasporos viaveis ndo germinados, 9 % de tetrasporos com divisdes e
10 % de tetrasporos com formacdo do rizoide (Figura 21, Tabela 2).
Além dos tetrasporos inviaveis (Figura 18a), muitos tetrasporos

encontravam-se em processo inicial de formagdo do tubo germinativo
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(Figura 18b), enquanto outros ja apresentavam divisdes porém sem a
formagdo do tubo (Figura 18c). Outros, ainda, apresentaram divisdes
mas seu conteudo citoplasmatico encontrava-se esverdeado, indicando

sua inviabilidade (Figura 18d).

Figura 18: Micrografia de Luz de tetrasporos de G. floridanum apds 24

horas de cultivo sob temperatura de 30 °C. a. Tetrasporo inviavel.
b. Tetrasporo em fase inicial da formacdo do tubo germinativo.
c. Tetrasporo com divisdes sem formagdo do tubo germinativo.

d. Tetrasporo com divisdes porém inviavel.
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Por fim, o cultivo dos tetrasporos com cobre 1,5 ¢ 3 pM sob
temperatura de 30 °C resultou em taxas de inviabilidade de 63 % e 83
%, com 13 % e 6 % de tetrasporos viaveis, 10 % e 5 % de tetrasporos
com divisdes e 13 % e 3 % de tetrasporos com formacgdo do rizoide,
respectivamente (Figura 21, Tabela 2). Dentre as alteragdes observadas
nestas amostras, podem ser destacadas a grande quantidade de
tetrasporos com formacdo do tubo germinativo sem a correta
polariza¢do do contetudo citoplasmatico (Figura 19a-b), os tetrasporos
com divisdes com alteragdes no padrdo de desenvolvimento (Figura
19¢-f), além de muitos tetrasporos com coloragdo esverdeada indicativa

de inviabilidade (Figura 19d).

Figura 19: Micrografia de Luz de tetrasporos de G. floridanum ap6s 24
horas de cultivo com cobre 1.5 ¢ 3 puM sob temperatura de 30 °C.
a-b. Tetrasporos com formagdo do tubo germinativo sem correta
polarizagdo do conteudo citoplasmatico. ¢. Tetrasporo com alteracdo no
padrdo do desenvolvimento. d. Tetradsporo dividido inviadvel. e. Tetrdsporo
com rizoide e alteragdo no padrdo do desenvolvimento. f. Tetrasporo

dividido e com alteracdo no padrdo do desenvolvimento.
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Segundo teste de ETA® a temperatura foi o fator de maior
importancia sobre a viabilidade dos tetrasporos, respondendo por 50%
dos efeitos observados, seguida do cobre, que respondeu por 25% dos
efeitos observados (Tabela 3). A temperatura foi também a maior
responsavel pelas alteragdes observadas no numero de tetrasporos com

divisdes e tetrasporos com formagdo do rizoide (0’ = 34 e 40 %,

respectivamente).
100 A
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Figura 20: Germinagdo de tetrasporos de G. floridanum, com tetrasporos
viaveis (barras escuras) e inviaveis (barras claras). Valores representados
em média + desvio padrdo (n = 3). As letras indicam diferengas
significativas de acordo com teste bifatorial ANOVA e teste de Tukey.
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Figura 21: Contagem de tetrasporos de G. floridanum de acordo com o

estagio do desenvolvimento. Valores representados em média (n = 3).
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Temperatura  Cobre Tetrasporos viiveis Tetrasporos com divisdes Tetrdsporos com rizoide Tetrdsporos invidveis

0 M 264+40a 15.7+6,6ab 29.5+94a 286+60c

24°C 1.5 uM 13.7=4.1¢ 15547 ab 241=6.7a 465+8.1b
3,0 uM 11,0+3.9 be 173+68a 141+55¢ 5745+65d

0 uM 137+33¢ 947+31¢ 10,3 +4.,6 be 664+73d

30°C 1.5 uM 13.2=6.7¢ 10242 bc 131=71¢ 63.3x10.9d
3.0 uM 6.7£56b S4x061c¢ 39390 83.8+12.7a

Tabela 2: Contagem de tetrasporos de G. floridanum apos 24 horas de
cultivo, de acordo com o estagio do desenvolvimento. Valores
representados em média + desvio padrdo (n = 3). As letras indicam
diferencas significativas de acordo com o teste bifatorial ANOVA e o teste

de Tukey.

4.2.2 Pigmentos fotossintetizantes

As analises realizadas no presente trabalho ndo possibilitaram a
quantificacdo de clorofila @ nas amostras de tetrasporos de G.
floridanum. A concentragdo de aloficocianina foi significativamente
alterada apenas nas amostras cultivadas com cobre 3 puM sob
temperatura de 30 °C, sendo reduzida em 37 % em relagdo ao controle
(Figura 22a). O cobre foi o maior responsavel pelos efeitos observados
neste pigmento (n* = 22 %). O cultivo das amostras com cobre 1,5 ¢
3uMa24°Ce 1,5 uM a 30 °C reduziu a concentragdo de ficocianina
em 17 a 27 %, enquanto que a concentracdo deste pigmento acessorio
foi reduzida em 72 % nas amostras cultivadas com cobre 3 uM a 30 °C
(Figura 22b). A temperatura foi a maior responsavel pelos efeitos
observados neste pigmento (n? = 47 %). Ja o cultivo das amostras com
cobre 1,5e¢3 uM a 24 °C e 1,5 uM a 30 °C reduziu a concentragdo de
ficoeritrina em 16 a 30 %, enquanto que a concentragdo deste pigmento
acessorio foi reduzida em 71 % nas amostras cultivadas com cobre 3
puM a 30 °C (Figura 22c). Novamente, a temperatura foi a maior

responsavel pelos efeitos observados (n” = 51 %).
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Figura 22: Concentracdo de ficobiliproteinas de tetrasporos de G.
floridanum (ug.ml') ap6s 24 horas de cultivo. a. Aloficocianina.
b. Ficocianina. ¢. Ficoeritrina. Valores representados em média + desvio

padrdo (n = 3). As letras indicam diferencas significativas de acordo com o
teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey.
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4.2.3 Microscopia eletronica de transmissio

A observagdo do controle em MET (Figura 23) revelou tetraporos
em fase avancada do desenvolvimento, ja divididos e/ou com formagdo
de rizoide (Figura 23a). No rizoide, corpos de Golgi hipertroficos sdo
abundantes e apresentam cisternas formando inimeras vesiculas (Figura
23b). Nos tetrasporos com divisdes, os cloroplastos encontram-se na
periferia das células, com grios de amido dispersos pelo citoplasma
(Figura 23c). Os cloroplastos apresentaram ultraestrutura tipica de
macroalgas vermelhas (Figura 23d). Mitocondrias e corpos de Golgi

hipertréficos também puderam ser observados (Figura 23d-¢).

=

Figura 23: Micrografia Eletronica de Transmissdo do controle de
tetrasporos de G. floridanum apo6s 24 horas de cultivo sob temperatura de
24 °C. a. Visdo longitudinal de um tetrasporo com rizoide. b. Detalhe do
rizoide, com corpos de Golgi e vesiculas. ¢. Visdo transversal de um
tetrasporo com divisdes, com cloroplastos parietais ¢ grios de amido na
regido central do citoplasma. d-e. Detalhes do cloroplasto, grios de amido,
corpos de Golgi e mitocondrias. A, amido das florideas. C, cloroplasto.
G, corpos de Golgi. M, mitocondria. PC, parede celular. Ve, vesiculas.
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Ap6s cultivo sob temperatura de 30 °C (Figura 25), os tetrasporos
com divisdes apresentaram a mesma organizagdo interna observada nas
amostras controle, e organelas como cloroplastos, mitocondrias, corpos
de Golgi e graos de amido das florideas ndo apresentaram alteragdes
ultraestruturais (Figura 25a-b). Porém, nestas amostras, vesiculas

puderam ser observadas proximas a parede celular (Figura 25b-c).

x

Figura 24: Micrografia Eletronica de Transmissdo de tetrasporos de G.
floridanum apds 24 horas de cultivo sob temperatura de 30 °C. a. Visdo
geral de um tetrasporo dividido. b. Detalhes das principais organelas
celulares. ¢. Detalhe do cloroplasto e da parede celular. A, amido das
florideas. C, cloroplasto. G, corpos de Golgi. PC, parede celular.

P, plastoglobulo. Ve, vesiculas.

As amostras cultivadas com cobre sob temperatura de 24 °C
apresentaram alteracdes ultraestruturais bastante evidentes (Figura 25).
Os tetrasporos observados, em sua maioria, ndo apresentaram muitas
divisdes (Figura 25a). Algumas células apresentaram grande quantidade
de grdos de amido das florideas em seu citoplasma (Figura 25b). Corpos
de Golgi e mitocondrias apresentaram ultraestrutura tipica (Figura 25¢),
porém, alguns cloroplastos apresentaram tilacoides dilatados e uma

grande quantidade de vactiolos pode ser observada (Figura 25d-e).
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Figura 25: Micrografia Eletronica de Transmissdo de tetrasporos de G.

floridanum apds 24 horas de cultivo com cobre 3 uM sob temperatura de
24 °C. a. Visao transversal de um tetrdsporo em fase inicial do
desenvolvimento. b. Detalhe da grande quantidade de grdos de amido das
florideas. ¢. Detalhe das mitocondrias e corpos de Golgi. d-e. Visdo
periférica de uma célula, com detalhe para cloroplastos com tilacoides
alterados ¢ grande quantidade de vacuolos. A, amido das florideas.
C, cloroplasto. G, corpos de Golgi. M, mitocondria. PC, parede celular.
P, plastoglobulo. V, vacuolo.
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A andlise das amostras cultivadas com cobre sob elevada
temperatura permitiu a observa¢do de alguns tetrasporos divididos e
com grande quantidade de grdos de amido das florideas, cloroplastos
integros e vesiculas associadas a parede celular (Figura 26a-b). Outros
tetrasporos, porém, apresentaram ultraestrutura celular fortemente
alterada, com vesiculas por todo o citoplasma e poucos cloroplastos na
periferia das células, com tilacoides desestruturados e de dificil
observagdo (Figura 26c-d). Além disso, uma grande quantidade de
tetrdsporos apresentou-se invidvel, sem delimitacdo celular e com

material degenerado ou extravasado (Figura 26e-f).
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Figura 26: Micrografia Eletronica de Transmissdo de tetrasporos de G.
floridanum apos 24 horas de cultivo com cobre 3 uM sob 30 °C. a. Visdo

geral de um tetrasporo com divisdes. b. Detalhe de um cloroplasto integro e
vesiculas associadas a parede celular. c-d. Visdo geral e detalhe de um
tetrasporo com grande quantidade de vesiculas. e-f. Tetrasporos inviaveis,
degenerados e extravasados. A, amido das florideas. C, cloroplasto.
PC, parede celular. P, plastoglobulo. Ve, vesiculas.



71

Quando comparadas as paredes celulares ao final das 24 horas de
cultivo, os tetrasporos dos grupo controle apresentaram paredes com
espessura entre 0,3 ¢ 0,4 um (Figura 27a). Ja4 nas amostras cultivadas
sob elevada temperatura, com o cobre, ou sob ambas as condicdes, a
espessura da parede celular apresentou valores entre 1,0 e 1,4 um

(Figura 27b-d).

Figura 27: Detalhe da parede celular de tetrasporos de G. floridanum apos

24 horas de cultivo. a. Tetrasporo controle. b. Tetrasporo cultivado sob
temperatura de 30 °C. e¢. Tetrasporo cultivado com cobre 3 pM.
d. Tetrasporo cultivado com cobre 3 puM sob temperatura de 30 °C.
A, amido das florideas. C, cloroplasto. G, corpos de Golgi. N, nucleo.

PC, parede celular. P, plastoglobulo.
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4.2.4 Viabilidade Celular

A andlise de viabilidade celular de tetrasporos revelou uma
significativa reducdo na viabilidade de todas as amostras cultivadas com
cobre e/ou sob elevada temperatura, em relagdo ao controle (Figura 28).
Considerando-se o controle como 100 % de viabilidade, as amostras
cultivadas com cobre 1,5 e 3 uM a 24 °C apresentaram viabilidades de
59 e 62 %, respectivamente, enquanto que as amostras cultivadas sob
temperatura de 30 °C apresentaram viabilidades entre 42 e 29 %, sendo
a menor delas apresentada pelas amostras cultivadas com cobre 3 uM a
30 °C. Segundo teste de ETA®, a temperatura foi o fator de maior
importancia sobre os efeitos observados na viabilidade celular das

amostras (n* = 56 %), seguida do cobre (n> =21 %).
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Figura 28: Viabilidade celular de tetrasporos de G. floridanum apds 24
horas de cultivo. Valores representados em média + desvio padrdo (n = 3).
As letras indicam diferengas significativas de acordo com o teste bifatorial

ANOVA e o teste de Tukey.
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Fonte de variacio SS df F P 12

Tetrasporos viaveis
Temperatura 16424.1 1 206.948 0.0000 0.50
Cobre 8335.3 2 52.514 0.0000 0.25
Temp x Cu 1662.8 2 10.476 0.0000 0.05
Erro 6666.5 84

Tetrasporos invidveis
Temperatura 16426.8 1 206.936 0.0000 0.50
Cobre 8333.3 2 52.489 0.0000 0.25
Temp x Cu 1663.9 2 10.481 0.0000 0.05
Erro 6668 84

Tetrisporos
Temperatura 760.97 1 33.848 0.0000 0.15
Cobre 1901.09 2 42.280 0.0000 0.37
Temp x Cu 576.4 2 12.819 0.0000 0.11
Erro 1888.49 84

Tetrdsporos com divisdes
Temperatura 1379.06 1 46.745 0.0000 0.34
Cobre 36.2 2 0.614 0.5438 0.01
Temp x Cu 189.45 2 3.2108 0.0453 0.05
Erro 2478.17 84

Tetrasporos com rizoide
Temperatura 4026.71 1 95.815 0.0000 0.40
Cobre 2078.95 2 24.734 0.0000 0.21
Temp x Cu 349.7 2 4.1605 0.0189 0.04
Erro 3530.19 84

Aloficocianina
Temperatura 8.777 1 3.434 0.0752 0.08
Cobre 23.638 2 4.624 0.0191 0.22
Temp x Cu 9.314 2 1.822 0.1817 0.09
Erro 66.459 26

Ficocianina
Temperatura 378.757 1 581.720 0.0000 0.47
Cobre 318.185 2 244350 0.0000 0.40
Temp x Cu 88.918 2 68.280 0.0000 0.11
Erro 14.324 22

Ficoeritrina
Temperatura 1888.43 1 429.930 0.0000 0.51
Cobre 1396.33 2 182.240 0.0000 0.37
Temp x Cu 362.61 2 47.330 0.0000 0.10
Erro 84.28 22

Viabilidade Celular
Temperatura 0.617241 1 195.002 0.0000 0.56
Cobre 0.225885 2 35.681 0.0000 0.21
Temp x Cu 0.103924 2 16.416 0.0000 0.09
Erro 0.151934 48

Tabela 3: Andlise de Variancia Fatorial e valores de significancia para os
efeitos da temperatura, do cobre e da interagdo entre temperatura e cobre
sobre a contagem, os pigmentos fotossintetizantes e a viabilidade celular de

tetrasporos de G. floridanum.
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5 DISCUSSAO

Habitantes das zonas de transi¢do entre as zonas terrestre ¢
oceanica, as macroalgas estdo constantemente expostas as alteragdes no
ambiente em que vivem. Apesar disto, os impactos resultantes da
interacdo entre estressores globais e locais ainda sdo pouco estudados
nestes organismos, especialmente nas fases inicias do desenvolvimento
(Coelho et al., 2000). No presente trabalho, a temperatura elevada e o
cobre resultaram em efeitos deletérios na macroalga vermelha G.
floridanum, especialmente no inicio do desenvolvimento dos
tetrasporos, alterando a fisiologia, o desenvolvimento e a ultraestrutura
dos espécimes.

De acordo com Davison & Pearson (1996), a realocagdo de
compostos protetores sob condigdes de estresse pode reduzir o
crescimento de organismos fotossintetizantes. No presente trabalho, o
cultivo de G. floridanum com cobre resultou em reduzidas taxas de
crescimento. Estudos anteriores demonstram uma redu¢do na biomassa
de macroalgas vermelhas (Gouveia et al, 2013), marrons (Nielsen &
Nielsen, 2010; Roncarati et al, 2015) e verdes (Han et al, 2009)
cultivadas com cobre. As amostras cultivadas a 30 °C também
apresentaram reduzidas taxas de crescimento, e resultados similares
foram observados nas macroalgas vermelhas Pterocladia capillacea
(Poore et al, 2016), Kappaphycus alvarezii (Araujo et al, 2014),
Hypnea cervicornis (Ding et al., 2013) e Gracilaria tenuistipitata (Liu
& Dong, 2001). Um aumento na temperatura além do limite ao qual as
espécies estdo adaptadas pode alterar mecanismos fotossintéticos e
processos bioquimicos (Zou, 2014), consequentemente reduzindo o

crescimento (Koch ef al, 2012). As amostras cultivadas com cobre 3
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uM a 30 °C apresentaram a menor taxa de crescimento. Nielsen et al.
(2014) observaram que nem a temperatura elevada (22 °C), nem o
cobre, de forma isolada, refletiram em redugdes significativas na taxa de
crescimento da macroalga parda Fucus serratus; porém o cultivo sob
ambas as condi¢des reduziu pela metade a taxa de crescimento desta
espécie, indicando o efeito interativo da temperatura com o cobre. Esta
reduzida taxa de crescimento observada nos talos cultivados com ambos
os agentes estressores reflete, portanto, a maior toxicidade da interagdo
entre os agentes estressores sobre a fisiologia de G. floridanum.

O cultivo de tetrasporofitos de G. floridanum com cobre ou sob
elevada temperatura, bem como a exposicdo a ambos os agentes
estressores, resultou em segmentos apicais com regides de
despigmentagdo, indicando a morte, por necrose, de por¢des dos talos.
Estudos anteriores ja apresentaram alteragdes morfologicas como a
despigmentagdo dos segmentos apicais de amostras de talo de G.
floridanum cultivadas com cobre (Santos et al., 2014) e outros metais
pesados (Simioni et al., 2014), assim como amostras de Kappaphycus
alvarezii cultivadas sob temperatura de 28 °C e 32 °C (Aratjo ef al,
2014). Os agentes estressores estudados afetaram também as fases
iniciais do desenvolvimento, alterando a morfologia e a germinacao dos
tetrasporos. Durante a germinacdo, os tetrasporos sofrem uma rapida
sucessao de divisdes celulares que demandam alto consumo energético
(Bouzon et al, 2005). A temperatura ambiente ¢ os metais pesados
encontrados no meio aquoso sdo importantes fatores que podem afetar
este processo do desenvolvimento (Agrawal, 2009), através da
realocacdo de gastos energéticos para a producdo de compostos

protetores (Alestra & Schiel, 2015). Além disso, agentes estressores
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podem afetar componentes celulares como proteinas e membranas
(Eggert, 2012), reduzindo ou impedindo o correto desenvolvimento dos
tetrasporos. Alteragdes no padrao de germinagdo e desenvolvimento de
esporos em resposta a temperatura e ao cobre também foram observados
especialmente em zoosporos e esporofitos de macroalgas pardas (Bond
et al., 1999; Contreras et al., 2007; Gaitan-Espitia et al., 2014; Muller et
al., 2008), refletindo a maior sensibilidade dos estagios iniciais do ciclo
de vida.

A despigmentagdo dos talos estd diretamente relacionada a perda
de pigmentos fotossintetizantes, indicando altera¢des na maquinaria
fotossintética (Luder et al., 2001). Os resultados do presente trabalho
revelam que os pigmentos fotossintetizantes de G. floridanum foram
significativamente afetados pela temperatura, pelo cobre ou pela
interacdo destes agentes estressores, evidenciando a sensibilidade destes
compostos aos agentes estressores estudados. A clorofila a foi o
principal pigmento afetado pelos tratamentos ap6s 7 dias de cultivo. Os
pigmentos possuem conhecida sensibilidade a temperatura e elementos
toxicos, e danos a estas moléculas podem resultar em uma inibi¢do do
processo fotossintético (Ashraf & Harris, 2013). A clorofila a, em
particular, ¢ muito sensivel a temperatura, devido a desnaturagdo
enzimatica (Efeoglu & Terzioglu, 2009), e ao cobre (Backor et al.,
2007), que, uma vez absorvido, pode substituir o atomo central de
magnésio da molécula de clorofila, formando complexos metalicos e
prejudicando suas fungdes fotossintéticas (Petrovic et al., 20006).
Nielsen & Nielsen (2010) também observaram uma redug¢do no
conteudo de clorofila a da macroalga parda Fucus serratus ap6s 12 dias

de cultivo com cobre. J& Wernberg et al. (2016) observaram uma
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reduzida concentracdo de pigmentos em macroalgas de regides de agua
quentes, quando comparadas a macroalgas de aguas frias. Apos 14 dias,
a clorofila a apresentou um conteudo elevado em relagdo ao observado
apds 7 dias de cultivo. Além disso, a reducdo na concentragdo deste
pigmento em relacdo ao controle apresentou-se de forma menos
acentuada, indicando uma menor sensibilidade deste pigmento as
condi¢des estudadas e uma aclimatacdo as condi¢des de cultivo. De
acordo com Rym (2012), um aumento na concentragdo de pigmentos em
resposta a um estresse cronico pode ser considerado um mecanismo
adaptativo, de forma que um aumento na eficiéncia da captacdo de
energia luminosa e consequentemente uma maior geracdo de energia
quimica venham a ser utilizados para a producdo de componentes
antioxidativos.

Os pigmentos acessoOrios apresentaram diferentes respostas aos
agentes estressores, sendo a ficoeritrina o pigmento mais sensivel aos
tratamentos. Os ficobilissomos consistem em um complexo hexamérico
em formato de antena cujas hastes sdo formadas pelo empilhamento das
ficobiliproteinas (Miller, 2007). Em algas vermelhas, cada um dos trés
pigmentos forma uma camada nos ficobilissomos, sendo a camada mais
interna constituida por um nucleo de aloficocianinas, a camada mais
externa constituida por ficoeritrinas, ¢ a camada mediana constituida por
ficocianinas (Glazer, 1989). Agentes estressores também podem induzir
a dissocia¢do de ficobiliproteinas do complexo antena (Rym, 2012).
Desta forma, a ficoeritrina é o pigmento mais externo do complexo e
também o mais sensivel as alteragdes ambientais, tal como pode ser
observado no presente trabalho. Além disso, a ficoeritrina também

possui uma alta capacidade de dissociacdo, sendo degradada em
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situagdes de estresse para reducdo de gastos e liberacdo de energia
durante o processo de aclimatagdo (Luder & Wiencke, 2002).

A dissociagdo de pigmentos do complexo antena pode alterar as
suas propor¢des, as quais podem indicar mudancas na estrutura e no
tamanho dos ficobilissomos (Gantt, 1981). Alteracdes na concentragio e
na propor¢do de pigmentos ja foram observadas em cianobactérias
(Grossman et al., 2001), bem como em macroalgas vermelhas (Luder &
Wiencke, 2002; Schmidt et al., 2014) submetidas a diferentes condi¢des
ambientais. Neste trabalho, o aumento na propor¢do entre AFC:Chl a e
as redugdes nas proporgdes entre FC:AFC e FE:AFC em amostras de
tetrasporofitos indicam uma maior ativacdo dos fotossistemas e uma
reducdo no tamanho das hastes do complexo antena, respectivamente.
Tais altera¢des sugerem uma redugdo no uso dos ficobilissomos, uma
vez que antenas menores continuardo a transferir luz a0 mesmo tempo
em que requerem uma menor quantidade de energia (Kiibler & Davison,
1993).

Os pigmentos acessoOrios foram observados em menor propor¢ao
nos tetrasporos, quando comparados aos tetrasporofitos, tal como
observado para a macroalga vermelha Grateloupia doryphora (Rodrigo
& Robaina, 1997). De acordo com estes autores, uma elevada
concentracdo de ficobiliproteinas reflete a maturagdo do aparato
fotossintético de tetrasporofitos em relagdo aos esporos e talos jovens.
Em relagdo aos tratamentos, as ficobiliproteinas apresentaram-se mais
sensiveis nos tetrasporos, especialmente ficocianina e ficoeritrina, cujas
concentragdes foram reduzidas por todos os tratamentos em relacdo ao
controle. Mesmo a aloficocianina, cujas concentragdes foram

aumentadas pelos tratamentos em tetrasporofitos, apresentou reduzida
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concentragdo apos cultivo com cobre sob elevada temperatura em
tetrasporos. A redugdo na concentragdo das ficobiliproteinas foi ainda
mais acentuada nas amostras cultivadas com cobre 3 puM sob
temperatura de 30 °C, indicando uma interagdo sinérgica entre os
estressores. Rodrigo & Robaina (1997), por sua vez, encontraram uma
maior tolerncia dos esporos de G. doryphora a temperatura, quando
comparados aos tetrasporofitos. Sugere-se, portanto, que a sensibilidade
dos esporos em relagdo aos agentes estressores € aos tetrasporofitos
varia de acordo com a espécie analisada.

Carotenoides e compostos fendlicos sdo agentes antioxidativos
que normalmente apresentam alteragdes apods cultivo sob condi¢des de
estresse. As concentragdes intracelulares destes compostos em
tetrasporofitos de G. floridanum cultivados com cobre e/ou sob elevada
temperatura revelaram diferentes padroes. Inicialmente, a exposicao das
amostras ao cobre resultou em uma redugdo na concentracdo de
carotenoides. De acordo com Backor & Vaczi (2001), os carotenoides
sdo compostos sensiveis ao estresse oxidativo causado pela exposicao a
metais pesados, sendo ainda considerados marcadores sensiveis a
presenca de cobre (Backor et al., 2003). Resultados semelhantes foram
observados em trabalhos com as cloréfitas Scenedesmus quadricauda
(Piovar et al., 2011) e Cladophora prolifera (Backorova et al., 2016),
bem como nas macroalgas vermelhas Gracilaria domingensis (Gouveia
et al., 2013) e Hypnea musciformis (Santos et al., 2015). Porém, apds 14
dias de cultivo, as amostras expostas ao cobre 3 uM sob temperatura de
30 °C apresentaram uma elevada concentragdo deste composto. Além de
sua fungdo como pigmentos auxiliares na captacdo de energia luminosa,

os carotenoides também participam em processos de detoxificacdo,
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sinalizam moléculas envolvidas no metabolismo anti-estresse (de
Pascale et al., 2001; Li et al., 2008), e sdo responsaveis pela protecdo
das moléculas de clorofila contra danos térmicos (Wahid, 2007). Um
aumento na concentracdo de carotenoides pode ser observado na
macroalga verde Ulva pertusa (Kakinuma et al., 2006), bem como em
amostras de cana-de-agticar (Wahid 2007) cultivadas sob uma elevada
temperatura. Supde-se, portanto, que as referidas concentragdes de cobre
refletem em uma redugdo inicial no conteido de carotenoides de G.
floridanum, porém, a exposicdo cronica ao cobre sob elevada
temperatura reflete em um maior estresse e, consequentemente, em uma
maior producdo deste composto antioxidativo.

Os compostos fenolicos apresentaram concentragdes reduzidas
nas amostras de tetrasporéfitos de G. floridanum cultivadas com cobre,
ndo sendo influenciados pela temperatura. Estudos anteriores
demonstraram um aumento na concentragdo de polifenois e demais
compostos fenolicos em macroalgas vermelhas (Hammann et al., 2016)
e outros organismos fotossintetizantes (Rivero et al, 2001; Wahid,
2007). Outros estudos, porém, observaram uma reducdo no contetido de
compostos fendlicos em macroalgas vermelhas cultivadas com cobre
(Connan & Stengel, 2009; Nielsen & Nielsen, 2010). Os compostos
fendlicos possuem uma alta afinidade aos ions de cobre e agem
primariamente ap6s serem secretados, quelando as moléculas de cobre
extracelularmente (Nielsen & Nielsen, 2010). Assim, uma redugdo na
concentracdo intracelular destes compostos pode indicar sua secregdo ao
ambiente extracelular apds exposi¢cdo ao metal pesado. Além disso,
Connan & Stengel (2011) observaram uma alta concentragdo de cobre

em fragdes fenodlicas de macroalgas expostas ao cobre, confirmando sua
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afinidade a este metal. Ainda, Nielsen & Nielsen (2010) observaram
uma coloragdo amarelada na agua de cultivo da macroalga Fucus
serratus com baixa concentragdo de compostos fendlicos ap6és exposicao
ao cobre. A mesma colorag@o pode ser observadas nas amostras de agua
de cultivo de G. floridanum expostas ao cobre neste trabalho, indicando
uma maior secre¢do de compostos fendlicos (dados ndo apresentados).
Acglcares e carboidratos complexos estdo envolvidos em vias
energéticas e de detoxificagdo (Pilatti et al., 2016), e genes responsaveis
por seu metabolismo podem ser regulados pela temperatura ou pelo
cobre (Ruan et al, 2010; Ritter et al, 2014). No presente trabalho,
tetraspordéfitos de G. floridanum cultivados sob temperatura de 30 °C ou
com o cobre sob elevada temperatura apresentaram redugdes similares
no conteudo de agucares soluveis. Assim, infere-se que a temperatura
possui maior efeito sobre a produgdo e o acumulo de metabolitos
primarios nesta espécie. Estudos anteriores demonstraram que uma
elevada temperatura pode levar a desnaturagdo de enzimas e a regulagéo
negativa de genes do metabolismo de carboidratos (Mathur ef al., 2014).
A redugdo no contetido de clorofila a apds 7 dias de cultivo também
reflete em uma menor atividade fotossintética, consequentemente
limitando a produgdo de carboidratos. Apos 14 dias de cultivo, porém,
as amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C apresentaram um
aumento na concentracdo de agucares. Estudos anteriores demonstram o
acumulo destes compostos sob condigdes de estresse (Wahid, 2007),
uma vez que transcritos para genes da sintese de carboidratos podem
responder a elevadas temperaturas (Hurkman et al., 2003). Além disso,

danos a membranas e enzimas podem impedir a passagem de agucares
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soluveis através da cadeia respiratoria, levando ao acumulo destas
substancias no citoplasma (Pilatti et al., 2016).

O amido das florideas representa a principal fonte de carbono em
macroalgas vermelhas (Viola et al., 2001), podendo ocupar até 80% do
volume celular total (Ekman ez al., 1991). O aumento no conteudo de
amido das florideas nas amostras cultivadas com cobre e/ou sob elevada
temperatura indicam um maior acimulo deste metabdlito sob condigdes
de estresse em tetrasporofitos de G. floridanum. Respostas similares
foram observadas em amostras de trigo (Hurkman er al, 2003) e
Arabidopsis thaliana (Szymanska et al., 2015) cultivadas sob elevada
temperatura, assim como na Rhodophyta Hypnea musciformis (Santos
et al., 2015) e na Chlorophyta Enteromorpha flexuosa (Andrade et al.,
2004) cultivadas com cobre. Amostras de Scenedesmus obtsus
cultivadas sob elevada temperatura também apresentaram maior
acimulo de grios de amido (Xia ef al., 2015). Porém, as amostras
cultivadas com cobre 3 uM a 30 °C durante 7 dias, bem como as
amostras cultivadas com cobre 1,5 ¢ 3 uM a 30 °C durante 14 dias
apresentaram redug@o no contetdo de amido. Infere-se, portanto, que a
exposi¢do de tetrasporofitos de G. floridanum ao cobre e/ou a uma
elevada temperatura pode resultar em uma maior conversdo de agucar
em graos de amido; porém, quando um limite de estresse é ultrapassado,
a reducdo no conteudo de agucar ndo reflete em um aciimulo de graos de
amido, sendo o agucar possivelmente convertido na produgdo de demais
compostos necessarios para a defesa celular destas algas, como os
compostos antioxidativos anteriormente mencionados.

AlteragOes ultraestruturais também foram observadas apos o

cultivo de tetrasporofitos e tetrasporos de G. floridanum com cobre e/ou
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sob elevada temperatura. O aumento na espessura da parede celular
observado nos tetrasporofitos de amostras cultivadas com cobre no
presente trabalho ja foram registrados anteriormente (Bouzon et al.,
2012; Santos et al., 2014; Schmidt et al., 2014), e é considerado uma
estratégia de protecdo das células, uma vez que os polissacarideos e
compostos sulfatados presentes na parede celular das macroalgas
possuem a capacidade de ligar-se aos metais pesados presentes no meio
aquoso, quelando-os e reduzindo seus efeitos toxicos (Diannelidis &
Delivopoulos, 1997). Os efeitos de um aumento na temperatura sobre a
parede celular de macroalgas ainda foram pouco estudados, porém
trabalhos em plantas revelaram alteragdes na composi¢do da parede
celular, notadamente um aumento na concentragdo de polimeros,
contribuindo para uma maior espessura da parede e, consequentemente,
maior tolerancia a elevadas temperaturas (Le Gall et al., 2015). Porém, a
fluidez das membranas encontra-se diretamente relacionada a
temperatura ambiente (Los & Murata 2004). Dessa forma, a observacgao
de uma grande quantidade de material particulado elétron-denso na
parede celular das células corticais de tetrasporodfitos cultivados com
cobre sob elevada temperatura indica um maior acumulo do metal na
parede celular, uma vez que a parede, mais espessa, € as membranas,
mais fluidas, acabam por facilitar a adsor¢do do metal.

Os tetrasporos cultivados com cobre e/ou sob elevada
temperatura também apresentaram um aumento na espessura da parede
celular. Nestas amostras, a espessura das paredes chegou a ser
encontrada entre trés a cinco vezes maior que o controle. A formacao da
parede celular em tetrasporos tem inicio imediatamente apds sua adesao

ao substrato (Bouzon er al, 2005; Steinhoff et al, 2007). Neste
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contexto, a producdo e liberacdo de compostos polissacarideos pode ser
facilitada pela presenca de uma grande quantidade de corpos de Golgi,
refletindo em uma rapida resposta de aumento da parede em relacdo as
condigdes de estresse. Porém, diferentemente das células corticais de
tetrasporofitos cultivados com cobre sob elevada temperatura, os
tetrasporos cultivados nestas condicdes ndo apresentaram material
particulado elétron-denso em suas paredes, possivelmente em razdo da
diferenga na composicdo da parede celular de tetrasporos em relacdo a
tetrasporoéfitos (Bouzon et al., 2005).

Um aumento na concentragdo de plastoglobulos pode ser
observado nas células corticais de tetrasporofitos cultivados com cobre
e/ou sob elevada temperatura. Os plastoglobulos sdo globulos
lipoproteicos com tamanho entre 30 nm e 5 um e alta densidade
eletronica diretamente ligados as membranas dos tilacoides (Rotter et
al., 2015). Os plastoglobulos possuem grande participagdo no
dessarranjamento de cloroplastos e no metabolismo de carotenoides
(Brehelin et al.,, 2007), tendo sido anteriormente observados em maior
concentragdo em células de macroalgas (Felix ef al., 2014; Schmidt ef
al., 2014) e plantas (Sandalio et al., 2001; Daud et al., 2013) cultivadas
com metais pesados e em demais condi¢des de estresse (Steinhoff ez al.,
2007; Schmidt et al, 2014). Portanto, um aumento no nimero de
plastoglobulos nas células corticais das amostras tratadas indica um
maior desorganiza¢do das membranas tilacoides e uma maior produgdo
de compostos antioxidativos, reflexo de um metabolismo em situagdo de
estresse.

Os tetrasporos de G. floridanum cultivados sob temperatura de 30

°C ndo apresentaram importantes alteragdes ultraestruturais. J4 os
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tetrasporos cultivados com cobre apresentaram cloroplastos com
membranas tilacoides danificadas. O cultivo de esporos de macroalga
parda com cobre em concentragdes aproximadas de 0.05 a 2 pM ndo
revelou alteragdes ultraestruturais (Bond et al, 1999), e a realocacdo
destes esporos para meio de cultivo sem adigdo de cobre possibilitou a
recuperacdo das amostras, indicando uma possibilidade de recuperagio
para os tetrasporos de G. floridanum cultivados neste trabalho com
cobre ou sob elevada temperatura. Porém, nas amostras cultivadas com
cobre sob temperatura de 30 °C, grande parte dos tetrasporos apresentou
ultraestrutura danificada, retardo no desenvolvimento e células
totalmente deformadas e invidveis, de forma que a interacdo entre
ambos os agentes estressores analisados neste trabalho resultaria em
uma impossibilidade de recuperago para estas amostras.

A reducdo na viabilidade celular das amostras tratadas durantes 7
dias reflete os efeitos toxicos de uma elevada temperatura ¢ do cobre
sobre as células de tetrasporofitos G. floridanum. Mendes et al. (2013)
observou um padrao semelhante ao cultivar amostras de G. domingensis
com diferentes concentra¢des de zinco. A viabilidade celular dos
tetrasporos apresentou padrao semelhante ao encontrado nas amostras de
tetraspordfitos cultivadas por 7 dias. Porém, os tetrasporos
apresentaram-se mais sensiveis aos efeitos do cultivo sob temperatura de
30 °C, sem diferengas significativas entre as amostras cultivadas com
cobre. De fato, a viabilidade celular dos tetrasporéfitos apresentou maior
sensibilidade ao cultivo com o cobre, enquanto que as amostras de
tetrasporos apresentaram maior sensibilidade a elevagdo da temperatura.
Comparagdes entre as respostas de individuos jovens e adultos da

macroalga parda Ecklonia radiata indicam que as temperaturas Otimas



92

para a sobrevivéncia nem sempre coincidem entre as diferentes fases do
ciclo de vida destes organismos (Mohring et al., 2013). Estes resultados
indicam a importancia do conhecimento acerca das respostas de
diferentes fases do ciclo de vida dos organismos, uma vez que estes
podem apresentar maior ou menor sensibilidade em relagdo aos mesmos
parametros (Coelho et al., 2000).

Por outro lado, a viabilidade celular dos tetrasporéfitos cultivados
durante 14 dias apresentou um padro inverso, podendo ser observado
um aumento na absorbancia para amostras cultivadas com cobre, sob
temperatura de 30 °C e em ambas as condi¢des. Estes resultados podem
ser um indicativo das limitacdes do método MTT para quantificacdo da
viabilidade celular, como explicado por Riss (2014). O teste MTT
geralmente demonstra uma correta correlagdo entre o ntimero de células
viaveis e a taxa de reduc@o do tetrazdlio, porém, trabalhos recentes tém
demonstrado resultados contrarios, com testes refletindo mais do estado
metabolico das células e menos de sua viabilidade. Isto se deve ao fato
de que, diferentemente do que se acreditava durante o desenvolvimento
da técnica, o tetrazdlio ndo ¢é reduzido apenas pela maquinaria
mitocondrial, mas também por diversas outras enzimas localizadas no
citoplasma e associada aos compartimentos de membrana das células,
utilizando NADH como co-fator para um namero de atividades
relacionadas ao metabolismo celular (Berridge et al., 2005). Assim, um
aumento na absorbancia pode indicar ndo apenas a quantidade de células
viaveis em determinada amostra, mas a taxa de produgdo de NADH, a
qual encontra-se fortemente ligada aos complexos antioxidativos dos

organismos. Portanto, pode-se sugerir que o aumento na absorbancia das
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amostras cultivadas por 14 dias refletem o aumento da atividade
antioxidativa das células com metabolismo estressado.

As amostras controle de tetrasporos de G. floridanum
apresentaram a maior taxa de viabilidade apds 24 horas de cultivo, com
apenas um terco dos tetrasporos em condigdes de inviabilidade. Os
tetrasporos cultivados com cobre e/ou sob elevada temperatura, porém,
apresentaram  reduzida viabilidade, sendo esta indiretamente
proporcional ao nivel de estresse aplicado as amostras. O cultivo de
esporos das macroalgas pardas Durvillaea antarctica (Alestra & Schiel,
2015) e Macrocystis pyrifera (Gaitan-Espitis et al., 2014) sob elevada
temperatura (14 °C e 18 °C, respectivamente) resultou em uma redugdo
de cerca de 30 % na taxa de germinacdo. Redmond (2013) também
observou drasticas reducdes na taxa de germinagdo de esporos da
macroalga parda Saccharina latissima apds cultivo sob temperatura de
22 °C. O cultivo de esporos com cobre também alterou a taxa de
germinacdo de esporos das macroalgas Ecklonia radiata (Bidwell et al.,
1998) e Lessonia nigrescens (Contreras et al., 2007) e Fucus
vesiculosus (Andersson & Kautsky, 1996), com redugdes entre 40 a
90%. As amostras cultivadas com cobre 3 uM sob temperatura de 30 °C
apresentaram a menor taxa de viabilidade dentre as amostras, além de
reduzido nimero de tetrasporos em fases avancadas do desenvolvimento
(com divisdes ou formagdo de rizoide). Garman et al. (1994) observou
que o cultivo com cobre levou a inibi¢do de importantes estagios do
desenvolvimento de gametas de M. pyrifera, dentre eles a formagdo do
tubo germinativo e a migragdo nuclear. Infere-se, portanto, que a
exposicdo ao cobre e a uma elevada temperatura implica em alteragdes

no padrao de desenvolvimento de tetrasporos de G. floridanum,
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resultando no surgimento de aberracdes morfologicas e,
consequentemente, reduzindo a viabilidade da populagéo de tetrasporos.

Os tetrasporos de G. floridanum apresentaram maior
sensibilidade aos agentes estressores, especialmente levando-se em
conta o tempo de exposicao de 24 horas para os tetrasporos ¢ 7 a 14 dias
para tetrasporofitos. Os esporos representam estagios criticos do ciclo de
vida e possuem evidente importancia na formacdo das comunidades
bentonicas (Bouzon et al, 2006), sendo considerados os gargalos
ecofisiologicos do inicio do desenvolvimento das macroalgas (Agrawal,
2009). Estudos indicam uma maior sensibilidade dos estagios iniciais do
desenvolvimento aos metais pesados (Coelho et al., 2000, Nielsen et al.,
2003), porém, neste trabalho, os tetrdsporos apresentaram maior
sensibilidade a temperatura, enquanto que tetraspordfitos da espécie
apresentaram maior sensibilidade ao cobre. Esta variagdo demonstra a
importancia de se estudar as respostas de diferentes espécies e da
comparacdo entre fases do ciclo de vida de uma mesma espécie,
especialmente levando-se em conta que a grande maioria das
macroalgas utilizadas para trabalhos dos estigios iniciais do
desenvolvimento pertencem a Classe Phaeophyceae (Eklund & Kautsky,
2003). Além disso, um terco das andlises realizadas com tetrasporofitos
apresentaram um maior efeito resultante da interagdo entre cobre e
temperatura, enquanto que em tetrasporos nenhuma das analises indicou
interagdo entre os agentes estressores estudados. Assim, infere-se que a
interacdo entre o cobre e a temperatura seja do tipo sinérgica para
tetrasporodfitos e aditiva para tetrasporos de G. floridanum, evidenciando
as divergéncias nas respostas de uma mesma espécie quando analisados

diferentes estagios do desenvolvimento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As espécies primdrias estdo entre as mais sensiveis as alteragdes
resultantes das mudangas climaticas, especialmente nos oceanos
(Hoegh-Guldberg & Bruno, 2010). Ainda que sobrevivam as interacdes
entre estressores globais e locais, como o aumento na temperatura da
agua e na concentragdo de cobre dissolvido, um estresse subletal pode
levar a uma redugdo na eficiéncia fotossintética e fisioldgica destes
organismos, consequentemente reduzindo sua capacidade de
aclimatagdo (Davison et al, 1993) e alterando as dindmicas
populacionais do ambiente. No presente trabalho, os tetraspordfitos de
G. floridanum apresentaram capacidade de aclimatag@o quando expostos
de forma cronica, porém os tetrasporos da mesma espécie apresentaram
consideravel sensibilidade aos agentes estressores aos quais foram
submetidos. Desta forma, conclui-se que, apesar de aditiva, a interagdo
entre o metal pesado cobre e uma elevada temperatura representa maior
risco aos tetrasporos que aos tetrasporofitos de G. floridanum. Novos
estudos devem ampliar o conhecimento acerca dos diferentes
mecanismos fisioldgicos responsaveis pelas respostas das fases iniciais
do desenvolvimento de macroalgas as interagdes entre alteragdes

climaticas e estressores locais.
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