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RESUMO

As macroalgas sdo de grande importancia para os sistemas aquaticos,
sendo produtores primarios para elos subsequentes da cadeia trofica
aquatica e terrestre. Entretanto, poucos trabalhos tratam dos
mecanismos secundarios de acdo do ion célcio sobre a germinacgdo de
tetrdsporos de algas vermelhas e as consequéncias da supressdo do
mesmo no meio. Fatores ambientais e antrOpicos podem ter por
consequéncia o aumento de agentes que interagem com o ion,
diminuindo sua biodisponibilidade no meio, impedindo um correto
influxo. O presente trabalho investigou os efeitos do bloqueador de
calcio EGTA, do ionéforo A23187, da adicdo de calcio, da interacéo
entre 0 ionoforo A23187 e cloreto de célcio (CaCly) e do metal
lantanio sobre a germinacdo de tetrasporos da macroalga vermelha
Gelidium floridanum. Apds os tetrasporos serem cultivados com os
tratamentos EGTA, CaCl, e A23187, foram realizadas analises de taxa
de adesdo e germinacdo e morfologia através da microscopia de luz
(ML), andlise dos filamentos de actina e parede celular através
microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) e analise da
ultraestrutura com a microscopia eletrénica de transmissdo (MET). No
cultivo com cloreto de lantanio (LaCls) foram feitas analises de taxas
de germinacdo, ML e MET, pigmentos fotossintetizantes e espécies
reativas de oxigénio. Os tetrasporos ndo germinaram e reduziram a
adesdo quando tratados com EGTA, porém quando tratados com
CaCly, foi observado uma maior taxa de germinacdo e aceleragio
desse processo, indicando a dependéncia do calcio na adesdo e
germinacdo. Os tetrasporos tratados com EGTA ndo apresentaram
formacéo de parede celular nem polarizacdo dos filamentos de actina,
resultados contrarios aos observados no tratamento de CaCl,. Pela
MET, alteracGes na parede celular e citoplasma com aumento de
vesiculas foram observadas nos tratamentos EGTA, A23187, A23187
com CaCly, indicando problemas na homeostase de calcio intracelular
e a supressdo do mesmo nas organelas. Quando tratados com LaCls os
tetrasporos ndo germinaram e foram observados com o citoplasma
rosaceo, indicando possivel dano aos cloroplastos e extravasamento
de pigmentos corroborando os dados da analise ultraestrutural e queda
na quantificacdo dos pigmentos acessorios. Os cloroplastos estavam
danificados e com tilacdides rompidos. A andlise das EROs mostrou
um aumento frente ao tratamento, indicando um dano oxidativo



causado pelo metal no tetrasporo. Os resultados obtidos indicam que
o papel do Ca?* é essencial como mensageiro secundario na cascata de
eventos que precedem a germinagéo.

Palavras-chave: Calcio, Germinacgdo, EGTA, Gelidium floridanum,
Cloreto de lantanio, Tetrasporos



ABSTRACT

The seaweed has great importance in aquatic systems, being primary
producers for subsequent links of the aquatic and terrestrial trophic
chain. However, few studies deal with the secondary mechanisms of
calcium ion action on tetraspores germination of red algae and the
consequences of its suppression in the environment. Environmental
and anthropic factors may result in increasing of agents that interact
with the ion, reducing its bioavailability in the environment,
restraining a correct influx. The present work investigated the effects
of the calcium-chelator EGTA, ionophore A23187, calcium chloride
CaCl; and the metal lanthanum LaCls on tetraspores of red macroalga
Gelidium floridanum. After tetraspores were cultured with EGTA,
CaCl, and A23187 analyses of adhesion and germination rate were
performed, together with observations of morphology with light
microscopy and the arrangement of actin filaments and cell wall with
laser scaning confocal microscopy in EGTA and CaCl, treatments.
Observations of the ultrastructure were done with the transmission
electronic microscopy. In the tetraspores cultivated with LaCls
germination rates and morphology were analysed with light
microscopy, as well as observation of the ultrastructure with TEM and
guantification of photosynthetic pigments and reactive oxygen
species. Tetraspores did not germinate and reduced adhesion when
treated with EGTA. On the other hand, when treated with CaCl,, a
higher rate of germination and acceleration of this process was
observed, indicating the calcium dependency in adhesion and
germination. Tetraspores treated with EGTA showed no cell wall
formation or polarization of the actin filaments, in contrary to that
observed in the treatment of CaCl,. Abnormalities were observed in
the ultrastructure with the treatments EGTA, A23187, A23187 and
CacCly, indicating problems in the intracellular calcium homeostasis
and suppression thereof in the organelles. When treated with LaCls,
tetraspores did not germinate and a rosaceous cytoplasm were
observed, indicating possible damage in cloroplasts and the
extravasation of pigments corroborating ultrastructural analysis data.
Chloroplasts were damaged and with broken thylakoids, moreover, in
the analysis of the pigment rates, there was a decreasing when
compared to the control. The analysis of ROS showed an increasing
in treatment, indicating oxidative damage caused by the metal in the
tetraspore. The results indicate that the role of calcium is essential as



a secondary messenger in the cascade of events that precede
germination.

Keywords: Calcium, Germination, EGTA, Gelidium floridanum,
Lanthanum chloride, Tetraspores
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INTRODUCAO GERAL
1.1 Macroalgas

As macroalgas sdo organismos que estdo presentes nos mais
variados ambientes, do habitat marinho ao terrestre, com algumas
espécies epifitas (SAHOO & BAWEJA, 2015). Sdo de grande
importancia nos ambientes marinhos por serem os produtores primarios
dos oceanos, compfdem a biomassa e determinam a produtividade
priméria para os demais elos da cadeia trofica (NORTON et al., 1996). A
organizagdo do talo e a cor, sdo respostadas caracteristicas a natividade
desses organismos a ambientes de condi¢Ges adversas. Ha estudos desde
a década de 70 relatando a diversidade nas caracteristicas morfologicas
celulares das macroalgas. Caracteristicas como morfologia, aparato
fotossintético e ciclos de vida, sdo alguns dos padrdes que classificam os
individuos pertencentes as divisdes Clorofita, Roddfita e Fedfita
(MAYANGLAMBAM & SAHOO, 2015).

Estes organismos apresentam alto valor econdmico devido aos
polissacarideos encontrados na parede celular como o agar, carragenana
e alginatos (SAHOO AND YARISH, 2005). Sendo esses mundialmente
usados na inddstria alimenticia, cosmetoldgica, farmacoldgicas e na
biotecnologia. Pela alta rentabilidade desses compostos, ha um aumento
préximo de 7,4 % no cultivo anual de algas, gerando um lucro de até US$
5,7 bilhdes no ano de 2010 nos Estados Unidos (FAO, 2012).

Atualmente cerca de 221 espécies de algas sdo utilizadas
comercialmente, sendo que dessas, 110 espécies para a produgdo e
extracdo de ficocoldides da parede celular. Dentro das algas vermelhas, a
familia Gelidiaceae incluem algumas das espécies de algas produtoras de
agar mais importantes do mundo.

1.2 Gelidium floridanum W.R. Taylor (1943)

Os membros da familia Gelidiaceae sdo distribuidos de forma
ampla entre zonas entre-marés e sub-marés, tem ocorréncia na maioria
dos oceanos e sdo observadas em localidades com &guas quentes e frias
com excecdo de ambientes polares (BOO et al., 2014) estando presentes



ao longo da costa brasileira, do estado do Espirito Santo ao Rio Grande
do Sul (GUIMARAES, 2014).

No presente trabalho destacamos a espécie G. floridanum,
pertencente a ordem Gelidiales, da familia Gelidiaceae. Esta espécie é
caracterizada pela presenga de um talo com coloracdo vermelho vinaceo
com eixo principal evidente e ramificado (TAYLOR, 1997). Apresenta
um crescimento apical com os ramos laterais tendo origem no eixo central
que se ramificam e constituem uma regido cortical de células pequenas
(JOLY, 1965). Seu crescimento é dificilmente isolado, sendo encontrados
formando tufos fortemente fixados ao substrato por apressorios
especializados, podendo medir entre 6,0 a 15,0 cm de altura. Os talos
tetrasporangiais e cistocarpicos apresentam uma maior ramificacdo
guando comparados a talos vegetativos (IHA, 2014).

Esta espécie apresenta na parede celular o polissacarideo coloidal
agar, com funcéo bioldgica analoga a hemicelulose em plantas terrestres
(LEE et al., 2017). Devido ao seu habitat, o agar confere uma maior
flexibilidade e protecdo, permitindo que o talo suporte ondas e
correntezas maritimas (RAMAWAT & MERILLON, 2015). Além de
conferir protecdo contra agdes mecanicas, 0 agar presente na parede
celular de algas vermelhas, concede uma maior protecdo contra patdgenos
(LAHAYE & ROCHAS, 1991), ajuda na manutencao do equilibrio ibnico
celular (DENIAUD-BOUET et al., 2014), na protecéo contra dissecacio
e extremos de salinidade, pH e temperatura (CHOJNACKA & KIM,
2015). Este ficocoldide, por suas propriedades quimicas, torna-se atrativo
do ponto de vista econdmico, podendo ser empregados na inddstria
alimenticia, como estabilizantes e emulsificantes na fabricacdo de balas,
merengues, comidas congeladas; na area da microbiologia, como géis de
cultura bacterianas e fungais e na indistria farmacéutica na fabricacgéo de
supositorios e capsulas de farmacos (SAHOO & YARISH, 2005).

1.2.1 Ciclo de vida de G. floridanum

Esta espécie possui ciclo de vida trifdsico e isomorfico,
apresentando trés fases no ciclo de vida: gametofito, carposporofito e
tetrasporofito sendo que a morfologia externa do gametdfito e do
esporéfito ndo sdo diferencidveis (SANTELICES, 1990). O gametdfito
masculino haploide libera gametas (espermacios) aflagelados que
fertilizardo o carpog6nio, o qual apds ser fecundado, permanece aderido
ao gametdfito feminino haploéide. O desenvolvimento deste caracteriza a
fase intermediaria dipléide do ciclo, conhecida como carposporofitica.



Esta fase desenvolve-se fixa sobre o gametdfito feminino, como uma
estrutura denominada cistocarpo. O tecido externo do cistocarpo, 0
pericarpo, é hapl6ide enquanto que o tecido interno do carpospordfito é
dipldide. O carpospordfito maduro libera carpésporos diploides
aflagelados originados por mitose que, ao fixarem ao substrato, se
estabelecem e desenvolvem em tetrasporofitos dipldides. Estes séo
sempre mais abundantes na natureza quando comparados com 0S
gametdfitos (SANTELICES, 1990). Estes tetrasporofitos sofrem meioses
em suas areas reprodutivas, denominadas tetrasporangios, para originar
tetrasporos hapléides do tipo cruciado. Quando estes tetrasporos se fixam
em um substrato, cada esporo se desenvolve para formar um novo
gametdfito feminino ou masculino.



Figura 1 - Esquema representativo do ciclo de vida trifasico e isomorfico de G.
floridanum

Ciclo de vida trifasico e isomorfico.
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Fonte: Simioni, 2014

1.2.2 Germinacéao de esporos de G. floridanum

O padrao de germinacdo de esporos de G. floridanum € do tipo
“Gelidium”. Os tetrasporos, quando liberados, ndo possuem parede
celular, apresentando-se envoltos por uma matriz mucilaginosa, a qual
provavelmente é responsavel pela rapida adesdo do esporo ao substrato.
Depois de estabelecido no substrato, o tetrasporo inicia uma sequéncia de
mudancas na morfologia celular. Inicialmente, o esporo sofre uma
desorganizacdo polarizada do conteido citoplasmatico, que permite a
expansdo celular, possibilitando a rapida formacdo de uma protuberancia,
denominada tubo germinativo. O tubo germinativo inicia uma série de
sucessivas divisOes celulares, primeiramente obliquas e, depois em varios
planos (OURIQUES, 2002; BOUZON et al., 2005). Antes da germinacao,
a polaridade é estabelecida dentro da célula do esporo para a
diferenciacdo dos eixos de crescimento responsaveis pelo
desenvolvimento basal e ereto (FLETCHER & CALLOW, 1992).



A germinacdo bem sucedida dos tetrasporos de G. floridanum
conta com eventos iniciais bem caracterizados. Quando os tetradsporos séo
liberados, eles sdo isentos de parede celular e sdo recobertos por uma
mucilagem transparente, composta por glicoproteinas e polissacarideos
sulfatados (BOUZON et al., 2006). A mucilagem adesiva é secretada pelo
esporo através de inlmeras vesiculas periféricas advindas de um
complexo de Golgi hipertrofico. Iniciado o evento de fixagao ao substrato,
as inimeras vesiculas carregadas de material glicoprotéico, comecam a
liberar seu contetido na superficie da membrana plasmatica, dando origem
a nova parede celular (TARAKHOVSKAYA, 2013).

Apos a fixacdo ao substrato e a formacdo da parede celular o
tetrasporo iniciard 0s processos metabdlicos iniciais aos eventos de
germinacgdo. Apos, é observado a polarizagdo do contelido citoplasmatico
do tetrasporo (FERARU et al., 2011). A polaridade é estabelecida dentro
da célula do esporo para a diferenciacdo dos eixos de crescimento
responsaveis pelo desenvolvimento basal e ereto (FLETCHER &
CALLOW, 1992). A polarizagdo das organelas citoplasméticas ocorre a
partir da polimerizacdo de filamentos de actina que provera suporte e
deslocamento para as mesmas, sendo que a polimerizacdo sera
influenciada por mensageiros secundarios que direcionara esse processo
a partir de estimulos externos, como a radiacéo solar. Os mecanismos
utilizados pelas células para dar origem a uma polaridade celular podem
ser facilmente explicados, conceitualmente, pela organizacéo polar dos
seus componentes moleculares, tais como os filamentos de actina e
microtibulos (GELDNER, 2009). Nas plantas, os elementos do
citoesqueleto estdo envolvidos na determinagdo da morfologia das células
e na polaridade do eixo das células durante a diferenciacdo celular
(LLOYD et al., 1987). O citoesqueleto é responsavel por fungdes
essenciais nas células das plantas, incluindo polaridade, transporte
intracelular, orientacdo das microfibrilas da parede celular, alongamento
celular, diferenciacdo e divisdo celular (PETERS et al., 2007).

A partir da polarizacdo do contetido citoplasmatico, ocorre uma
expansdo celular derivando uma protuberancia no polo apical do
tetrasporo. Logo apds ocorre a migragdo das organelas, com o apoio do
citoesqueleto, em direcdo ao tubo germinativo, acarretando em uma forga
mecanica, facilitando o crescimento do mesmo (OURIQUES, 2002).



1.3 Importancia do célcio na germinacéo de esporos

H& poucos trabalhos sobre os mecanismos que regulam a
germinacdo de esporos, principalmente em relagdo a sinalizacéo do célcio
para a organizacdo dos filamentos de actina (F-actina) envolvidos na
adesdo, polarizacdo e consequente formacdo do tubo germinativo. O
conhecimento do comportamento destes mecanismos favorece o sucesso
no desenvolvimento dos esporos e o desenvolvimento em talo adulto
(SIMIONI, 2014).

Em plantas terrestres, durante a formag&o do tubo polinico, 0s
fons célcio (Ca?*) desempenham um papel-chave no crescimento e sua
inibicdo causa interrupcéo deste crescimento (DERKSEN, 1995). O Ca?*
entra no meio intracelular através de canais especificos aumentando seu
gradiente de concentracdo na regido de formacédo do tubo e, é responsavel
pela regulacdo da polimerizacdo dos filamentos de actina (DERKSEN,
1995). Em macroalgas, o papel do Ca?* é fundamental na polarizacdo de
zigotos de algas fuctides (ROBINSON, 1996), como também na
formacéo do tubo germinativo durante o desenvolvimento de esporos de
Porphyra yezoensis (LI et al., 2009).

Para a inibi¢do do Ca?*, muitos trabalhos utilizam 0 EGTA (&cido
etileno glicol-bis (b-amino-etil-eter) N,N,N9,N9- tetra-acético) que atua
como agente quelante formador de complexos moleculares estaveis e
hidrofilicos, a partir de ligagdes com ions metalicos via troca de ion,
isolando de modo central um ion metalico (MCAINSH & PITTMAN,
2009). Esse mecanismo de a¢do impede que haja um transporte de célcio
extracelular através da membrana, para 0 meio citosélico por meio de
barreira fisica (BELYAVSKAYA, 2001). Comparando sua eficacia com
outro agente quelante, 0 EDTA, o0 EGTA demonstra mais afinidade e
seletividade com ions de calcio quando comparado com ions de magnésio
(Mg?*) (KROEGER et al., 2008).

Em macroalgas, trabalhos com monosporos da alga vermelha P.
yezoensis, apds tratamento com EGTA, apresentou alteragdo na simetria
de F-actina (LI et al., 2009). Em algas pardas, ancoragem dos zigotos da
alga Fucus sp. sob um substrato é totalmente suprimida na presenca do
quelante de célcio, EGTA (TARAKHOVSKAYA, 2013).

Outro agente quimico utilizado como inibidor é o Cloreto de
Lantanio (LaCls). Este agente € um composto inorganico que integra 0s
elementos de terra rara frequentemente usados no trabalho do mecanismo
de influxo de Ca?* (FRIEDMAN et al., 1998; ROH et al., 1998). Love et
al. (1997) aplicou LaCls em cultura de zigotos de Fucus serratus e



observou uma reducdo de 15 % na fotopolarizacdo dos zigotos, além de
ndo ocorrer a adesdo e polarizagdo dos mesmos. Na microalga alga verde
Micrasterias torreyi, o LaCls inibiu a divisdo celular (LEHTONEN,
1983).

Para demonstrar a a¢do do célcio extracelular, muitos trabalhos
utilizam o ionéforo (A23187), de cations-divalentes, que tem como
caracteristica o transporte de fons Manganés (Mn?*), Ca?*, Mg?*, através
da membrana celular (REED & LARDY, 1972). E caracterizado por ser
uma molécula lipossoluvel carreadora idnica mével que configura
complexos estdveis com céations divalentes encapsulando-os em um
centro polar, onde o exterior é lipofilico (CRAGG, 2015). A literatura
evidencia que complexos estaveis sdo formados entre unidades
monovalentes de A23187 e ions célcio em uma proporcdo de 2:1,
respectivamente (VERMA et al., 2011). Li e colaboradores (2009), nos
trabalhos da germinacdo de esporos de P. yezoensis, demonstraram
através da utilizacdo do iondforo A23187 juntamente com a insercdo de
cloreto de célcio na 4gua ocorreu a aceleracdo da migracdo do conteldo
citoplasmatico na formacé&o do tubo germinativo.



2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a participacdo do calcio extracelular nos processos
de germinacdo de tetrdsporos da alga vermelha G. floridanum, como
também compreender os possiveis efeitos biolégicos do cloreto de
lantanio.

2.2 Objetivos Especificos

e Quantificar a adesdo dos tetrasporos apods os tratamentos com
EGTA, cloreto de célcio e o iondforo A23187;

e Verificar a germinacgéo dos tetrdsporos ap06s 0s tratamentos com
EGTA, cloreto de célcio, ion6foro A23187, e cloreto de lantanio;

e Analisar a formacdo da parede celular, organizagdo dos
filamentos de actina e dos cloroplastos, durante o
desenvolvimento dos tetrasporos, apds 0s tratamentos com
EGTA e cloreto de célcio;

e Caracterizar as alteragdes estruturais e ultraestruturais durante o
desenvolvimento dos tetrasporos ap6s os tratamentos;

e Determinar as concentragdes dos pigmentos fotossintetizantes
(clorofila a e ficobiliproteinas) dos tetrasporos apds 6 horas de
cultivo com o tratamento com cloreto de lantanio;

e Quantificar as espécies reativas de oxigénio (EROs) apds o
tratamento com cloreto de lantanio.



CAPITULO I: EFEITO DO EGTA, IONOFORO A23187 E
ADICAO DE CALCIO EXTRACELULAR NA GERMINAGCAO
DOS TETRASPOROS DE GELIDIUM FLORIDANUM

1. Introducéo

Gelidium floridanum WR Taylor € uma macroalga vermelha,
distribuida ao longo da costa brasileira do Espirito Santo até o Rio Grande
do Sul, Brasil. Apresenta grande importancia econémica, sendo fonte de
extracdo de agar em todo o mundo, utilizado em diversos produtos com
propriedades de gelificacdo (BOO et al., 2014; POLTRONIERI FILIPIN
et al., 2016). Apresenta um ciclo de vida trifasico e isomorfico, onde os
tetrasporos, ao serem liberados, ndo possuem parede celular, mas sdo
envolvidos por uma matriz mucilaginosa que é responsavel pela rapida
adesdo ao substrato. A germinacdo sé ocorre ap6s a adesdo e €
caracterizada pela reorganizacdo do contetdo citoplasmatico, com o
deslocamento das organelas a um polo da célula para a formagéo do tubo
germinativo (BOUZON et al., 2006).

A distribuicdo assimétrica de moléculas intracelulares define a
polaridade celular, direcionando a migragdo celular, alongamento e
diferenciacdo celular (LI et al., 2009). Os processos iniciais da
germinacédo, em tetrasporos de G. floridanum, iniciam com a distribuicédo
assimétrica das organelas que culminam na formacéao do tubo germinativo
e, & dependente, de forma direta e indireta, do citoesqueleto. Sabe-se que
os filamentos de actina (F-actina) sdo elementos integrantes do
citoesqueleto, tanto de células vegetais quanto animais e estes séo
regulados, em varios aspectos do funcionamento celular, por influxos de
calcio extracelular (SATO et al., 2001).

fons, em especial o calcio, participam de forma ativa no controle
da estrutura e atividade do citoesqueleto sendo considerado um ion
essencial em muitas etapas da germinacdo que sdo dependentes do
citoesqueleto (ANDERHAG et al., 2000; HEPLER, 2016). A partir de
canais de Cay*, ocorre o influxo do fon extracelular aumentando, ou
diminuindo, a concentracdo de Ca,* livre no citoplasma, permitindo que
ocorra uma regulacdo de sistemas de sinalizacdes dependentes de Cay*
nas plantas (BERRIDGE et al., 2000).

Os filamentos de actina sdo elementos de suma importancia para
0 crescimento direcionado e morfogenia celular (HIMSCHOOT et al.,
2015). Em tetrasporos de G. floridanum (BOUZON et al., 2006),
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mondsporos de P. yezoensis (LI et al., 2009) e zigotos de alga fucdide
(HABLE & HART, 2010) a partir da dinamica de polimerizacdo da F-
actina, as vesiculas secretoras, presentes nos processos de germinacao,
sd0 movimentadas intracelular ou em direcdo extracelular, para a
organizacdo e formacéo da parede celular.

Em zigotos de algas fucéides a polaridade celular é estabelecida
a partir de influxos de Ca?* localizados (HABLE & HART, 2010). A
mesma necessidade da presenca de Ca,* extracelular é vista na
germinacdo de tubos polinicos em plantas, onde gradientes de Ca,* podem
gerar cascatas sinalizadoras, responsaveis pelo estabelecimento da
polaridade celular (MALHO et al., 1994), movimentacdes de organelas e
polarizacdo celular através da polimerizacdo e despolimerizacdo de F-
actina (BERRIDGE et al., 2000).

Assim, o presente trabalho foi realizado para identificar a
necessidade do Cay* extracelular para os eventos iniciais da germinagédo
gue sdo dependentes do citoesqueleto e as possiveis consequéncias de um
ambiente pobre na concentracdo de Ca,* disponivel.

2. Material e Métodos
2.1 Material algal e quantifica¢do do célcio na 4gua do mar

Talos tetrasporofiticos de G. floridanum foram coletados na praia
de Sambaqui (27° 29'18.8” S ¢ 48° 32°12.9” W), Floriandpolis, Santa
Catarina. As amostras de algas foram coletadas no costdo rochoso e
transportadas a temperatura ambiente em recipientes escuros até o
LABCEV-UFSC (Laboratério de Biologia Celular Vegetal -
Universidade Federal de Santa Catarina).

Foram limpos e selecionados talos férteis, livres de microepifitas
e invertebrados, e colocados para liberacdo de tetrdsporos (overnight).
Para este procedimento, os talos férteis foram dispostos em uma rede
presa sobre um funil inserido em um béquer de 1 L, completos de agua
do mar filtrada (32 ups). Na base do funil foi colocado um tubo plastico
para que os tetrasporos liberados fossem coletados. A liberagéo ocorreu
no escuro, por um periodo de 12 horas em temperatura de 24 °C
(SIMIONI etal., 2014). Ap6s o periodo de liberagéo, os tetrasporos foram
dispostos em laminas dentro de placas de Petri para a germinagéo, e foram
cultivados em temperatura de 24 °C (£ 1 °C), irradiancia de 40 (+ 10)
umol de fotons m™2 s71. Todas as analises foram realizadas apds 6 horas
de cultivo, momento em que se inicia o processo de formacdo do tubo
germinativo.
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Para quantificar o Ca®* na dgua do mar, uma amostra de agua
proveniente do local da coleta das algas, foi acidificada com HNOs3 para
0 pH <2 . A amostra foi analizada no espectofotdmetro de absorcéo
atdmica (FAAS) (SpectrAA 50-B, Varian, Australia). Esse procedimento
foi baseado no método de USEPA sendo feitas algumas modificaces. A
agua do mar do local da coleta apresentou uma concentragéo de Ca®* de
374.7 + 8.0 mg/L.

2.2 Tratamentos

Para quelar o Ca?*, foi utilizado o quelante ethylene glycol-bis
(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraacetic acid (EGTA, E-4378, Sigma-
Aldrich, Alemanha). A solugdo estoque de EGTA foi preparada a uma
concentracdo de 100 mM em &gua esterilizada. A partir desta solugdo
estoque, foram preparadas trés concentragdes finais: 1 mM, 2 mM e 4
mM.

Para inserir Ca?* foram realizados tratamentos com adicéo de
cloreto de célcio (CaCl,, 32410, Synth, Brasil). A solucdo estoque de
CaCl; foi preparada a uma concentracdo de 0,5 M em agua destilada. A
partir desta solucdo estoque, foram preparadas trés concentragdes finais:
2mM, 4 mM e 8 mM, diluidas em agua do mar esterilizada.

Para aumentar os niveis intracelulares de Ca?* foi utilizado o
lonoforo A23187 (Sigma-Aldrich, Alemanha). A solugdo estoque do
lonoforo A23187 foi preparada a uma concentracdo de 1,9 mM em
DMSO. A partir desta solugdo estoque, foram preparadas trés
concentracBes finais: 1 uM, 2 uM e 3 uM, diluidas em agua do mar
esterilizada. As concentragdes finais preparadas, ndo excederam 0,15 %
de DMSO.

Amostras também foram incubadas em uma solucéo contendo o
lonéforo A23187 (1 uM) combinado a CaCl; (2 mM).

Para realizar os tratamentos experimentais, as amostras controle
foram incubadas sem nenhum tipo de tratamento, somente com agua do
mar proveniente do local de coleta. Quatro repeticGes foram realizadas
para cada grupo experimental e o tempo de encubagao dos tetrdsporos em
cada tratamento foi de 6 horas.
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2.3 Andlise da morfologia, adesao e processos de germinacao

As caracteristicas morfologicas do controle e das amostras
tratadas de tetrasporos de G. floridanum foram analisadas e fotografadas
com o auxilio do microscopio Leica DM500 e do software OPTHD 3.7.
Apos 6 horas de desenvolvimento, inicialmente para a adesdo, quatro
pontos aleatdrios em quatro diferentes laminas foram analisados. Em
seguida, tetrasporos ndo aderidos foram removidos com a agua do mar, e
tetrasporos foram recontados novamente no mesmo ponto.

A analise da germinacdo foi realizada através da avaliacdo das
seguintes caracteristicas: 1) tetrdsporos com formagdo do tubo
germinativo (germinados), 2) tetrdsporos inviaveis, com pigmentacdo
verde (mortos) e 3) tetrdsporos ndo germinados, mas viaveis. As
caracteristicas morfoldgicas foram analisadas em 100 tetrdsporos por
lamina para os diferentes tratamentos e em quadruplicata (n=400
tetrasporos).

2.4 Andlise em Microscdpio Confocal de Varredura a Laser
(MCVL)

Os filamentos de actina foram marcados com Rodamina-
faloidina seguindo a metodologia proposta por Wilson e colaboradores.
(2002). As amostras foram fixadas com paraformaldeido (3,7 %) em
tampado fosfato salino (PBS) durante 5 minutos, logo apés, foram lavadas
e permeabilizadas com Triton X-100 (1 %) e incubadas com Rodamina-
faloidina com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (30 uM). A
fluorescéncia dos filamentos de actina foi observada em um comprimento
de onda de excitacdo com laser de 488 nm com um espectro de emissdo
de 500 a 580 nm.

Para analisar a parede celular, as amostras foram fixadas com
paraformaldeido (3,7 %) em PBS durante 5 minutos. Ap6s a fixacdo as
amostras foram lavadas e permeabilizadas com Triton X-100 (1 %) e
incubadas com Calcofluor (10 pM). A fluorescéncia da parede celular foi
observada com excitagdo do comprimento de onda com laser 405 nm com
um espectro de emissdo de 410 a 580 nm. A autofluorescéncia dos
cloroplastos foi observada em um comprimento de onda de excitagdo com
laser de 488 nm (violeta) com um espectro de emissdo de 510 a 750 nm
(ZITTA et al., 2013).
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2.5 Analise em Microscopia Eletrénica de Transmissdo
(MET)

Para o processamento, as amostras foram pré-fixadas em solugédo
de glutaraldeido 2,5 % tamponada com cacodilato de sédio 0,1 M (pH
7,2) a4 °C por 12 h. A pré-fixacdo foi seguida por quatro lavagens de 30
minutos cada, no mesmo tampdo. Posteriormente, as amostras foram pos-
fixadas em tetroxido de 6smio (OsO4) a 1 % em tampdo cacodilato de
sodio 0,1 M (1:1), durante 4 h a temperatura ambiente (BOUZON et al.,
2006). Apos esse periodo, o material foi lavado duas vezes em tampéo
cacodilato de sodio 0,1 M, sendo mantido por 30 minutos em cada
lavagem. A desidratacdo foi realizada em uma série de solucdes aquosas
de concentracBes crescentes de acetona (30 %, 50 %, 70 %, 90 % e 100
%), sendo o material mantido 30 minutos em cada etapa. A Ultima série
de acetona 100 % foi trocada duas vezes. O material foi infiltrado com
resina Spurr em séries graduais de acetona-resina Spurr durante cinco
dias, seguido de duas infiltracbes em resina pura por 24 horas, e
polimerizados em estufa a 70 °C por 24 horas. Os cortes ultrafinos foram
feitos com navalha de diamante em ultramicrétomo e, posteriormente,
contrastados com acetato de uranila 1 % e citrato de chumbo 1 %, por 10
min cada. Os cortes foram observados e fotografados no microscopio
eletrénico de transmissdo JEM 2100 do Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.

2.6 Analise Estatistica

Nos dados obtidos foram feitas analises descritivas: normalidade,
média e desvio padrdo. Conforme a normalidade e homogeneidade das
variancias, foram feitos testes ndo-paramétricos usando o0 teste de
Kruskal-Wallis e posteriormente  Wilcoxon-Mann-Whitney para
identificar a existéncia de diferencas estatisticas; ja para os dados com a
distribuicdo paramétrica foi realizado Analise de Variancia (ANOVA) de
uma via. Para a identificacdo de diferentes grupos foi usado o teste
comparativo Post Hoc, Tukey. As anélises estatisticas foram feitas com o
auxilio do programa IBM SPSS STATISTICS 22, considerando p < 0.05
como estatisticamente significante.
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3. Resultados

3.1 Adesao dos tetrasporos

A porcentagem de tetrasporos aderidos quando tratados com
CaCl; 2, 4 e 8 mM néo obteve oscilagbes estatisticamente significantes
na mediana quando comparados com tetrasporos controle, assim como os
tratados com A23187 1 uM + CaCl, 2 mM que tiveram um aumento de
apenas 1,5 % em relacdo ao controle. Ao observar a porcentagem das
medianas dos tetrasporos aderidos tratados com EGTA 1, 2 e 4 mM, nota-
se alteragdes significativas quando comparados a tetrasporos controle,
uma queda de 57 % e 53 % nas primeiras concentra¢des do tratamento e
uma queda de 89 % nos tetrasporos aderidos tratados com EGTA 4 mM,
sendo a ultima concentragdo de EGTA equivalente estatisticamente aos
tetrasporos tratados com A23187 3 uM (Fig. 2).
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Figura 2 - Taxa de adesdo de tetrasporos de G. floridanum ap6s 6 horas de cultivo
(n=4). As letras indicam diferencas estatisticas conforme o teste ndo paramétrico
de Wilcoxon-Mann-Whitney seguido pelo teste de Kruskal-Wallis.

de € € de cd de
100,00 D - ™
34 E
*
w 60,00
(-]
=
E
"g be L ab
w
£ 60,00 b
Q
&
@ a
B
&0
] *
2 4000
&
a
20,00 18
o
00 T T T T T T T T T T T
- - g ; p il -
b= = = - - = = P = = -
< | G El E E 7 £l i 04 4 §
g - o ot T T “« o o o oM
5 = 2 B g o g = T T
© 1) o) o] & & 2 o o moom O
s s 5] (&1 ,rl ,,l g g a8

3.2 Morfologia e taxa de germinagado

Os tetrasporos controle de G. floridanum apresentaram uma taxa
de germinacéo de 50 % apds 6 horas de cultivo (Tabela 1), sendo possivel
observar a formagdo do tubo germinativo, junto com a migracdo do
conteudo citoplasmatico para o tubo (Fig. 3 a, b setas). Destes tetrasporos
ndo germinados, 34 % apresentaram cloroplastos na coloracdo
avermelhada tipica da espécie, aparentemente vidveis, mas sem a
formacéo do tubo germinativo e uma taxa de 18,1 % de tetrdsporos com
cloroplastos esverdeados, sendo considerados invidveis (Fig. 3 a, Tabela
1).

Quando os tetrasporos foram tratados com EGTA, ndo
apresentaram formacdo do tubo germinativo em nenhuma das
concentracdes (Fig. 3 c, d). Diferindo-se estatisticamente dos tetrasporos
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controle e dos tratados com CaCl; 2, 4 e 8 mM e A23187 1 uM + CaCl;
2 mM onde os tetrasporos formavam tubo germinativo com taxas de
germinacdo altas em relagéo aos tratamentos com EGTA. Nas amostras
com EGTA, conforme mostra a tabela 1, observou-se um maior indice de
tetrdsporos viaveis entre os tratados, mostrando em concentracGes
crescentes de EGTA, os percentuais 86,1 %; 49,6 %; 36,3 %. A
inviabilidade foi maior nas maiores concentracGes do quelante.

Quando os tetrasporos foram tratados com CaCly, a formacéao do
tubo germinativo parece ter sido favorecida, ocorrendo a formacdo do
tubo germinativo em apenas 4 horas de cultivo (dados ndo mostrados) em
comparagdo a amostra controle. As trés concentragdes usadas de CaCl;
apresentaram os maiores indices de germinacdo, tendo um percentual de
56,9 % (2 mM), 66,4 % (4 mM) e 61,3 % (8 mM) de tetrdsporos
germinados (Fig. 3e, f, Tabela 1). Como consequéncia também
apresentaram baixos indices de viabilidade (sem a formacdo de tubo
germinativo) e inviaveis (Tabela 01).

A utilizagdo do ion6foro A23187, ndo apresentou altas taxas de
germinagao e somente as menores concentracdes (1 e 2 UM) apresentaram
a formacdo de tubo germinativo (Fig. 3 g, h) em 34,5 e 13,6 % dos
tetrasporos, respectivamente (Tabela 01). Na maior concentragdo, 3 uM,
praticamente ndo houve germinados e a maioria dos tetrasporos se
encontravam inviaveis (Tabela 01).

No cultivo com A23187 1 uM + CaCl; 2 mM, os tetrasporos
apresentaram baixas taxas de germinagdo com apenas 37,2 % (Fig. 3 i, j),
diferindo dos tratamentos com somente o CaCl,. Além disso a formacgéo
do tubo germinativo ocorreu somente apos as 6 horas de cultivo como no
controle, diferentemente das amostras cultivadas com CaCl,.
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Tabela 01 - Contagem de tetrasporos de G. floridanum ap6s 6 horas de cultivo,
sendo classificados de acordo com a morfologia. Valores representados por média
# erro padrdo (n=4). As letras indicam diferencas significativas de acordo com o
teste ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc Tukey.

Tratamentos Germinados  Viaveis Invidveis
Controle 50 + 7,4bf 34+73a 18,1+9,3a
EGTA1mM 0+0,3a 86,1 + 6,4e 13,5+ 6,4a
EGTA 2mM 0a 49,6 + 13, 1lac ?g:ic g
EGTA4mM Oa 36,3+ 11a 63,7 + 11d
CaCl;2mM 56,9+43bc  9,1+3,1b 33,4 +4,9bc
CaCl; 4 mM 66,4 + 3,8c 6,8 £ 2,6b 28,3+ 3,4ab
CaCl, 8 mM 61,3+158bc 7,3+3,9b 31,1+12,7b
A23187 1 uM 34,5 + 8,5e 17,2+ 25a 49,3 +10,1a
A23187 2 uM 13,6 £ 9,6d 19,3+2,9d 64 + 10,9ab
A23187 3 uM 0+2,1ad 36,3+10,6cd 62,7+ 11,7b
A23187 1 pM +

CaclzzmM 372+42¢f  398+7la  231+77ab
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Figura 3 - Micrografia de luz de tetrdsporos de G. floridanum apds 6 horas de
cultivo. a-b. Tetrasporos controle. c-d. Tetrasporos tratados com EGTA 1 mM.
e-f. Tetrasporos tratados com CaCl, 2 mM. g-h. Tetrasporos tratados com
A23187 1 uM. i-j. Tetrasporos tratados com A23187 1 uM + CaCl, 2 mM. Setas,
tetrasporos vidveis. Cabega de seta, tetrasporos inviaveis.
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3.3 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

No MCVL foi possivel observar que, apds 6 horas de cultivo, os
tetrasporos controle apresentavam microfilamentos de actina (Fig. 4 a) os
guais se mostram mais proeminentes na base do prolongamento do tubo
germinativo. Logo apés a formacdo do tubo germinativo, uma nova
parede celular comeca a ser sintetizada conferindo prote¢do a nova
estrutura (Figura 4 b), a migracdo dos cloroplastos em direcdo ao tubo
germinativo também foi observada. Quando os tetrasporos foram tratados
com EGTA 1 mM, apds 6 horas de cultivo, observou-se que ndo ha
formag&o do tubo germinativo e finos filamentos de actina circundavam
0 tetrasporo estruturalmente esférico (Fig. 4 c). Estes tetrasporos nédo
apresentaram formacao de parede celular e notou-se que os cloroplastos
estavam helicoidais localizados no centro da célula, ndo ocorrendo os
movimentos de migracdo destas organelas (Fig. 4 d). Ao analisar os
tetrasporos tratados com CaCl, 2 mM, observou-se um padrdo semelhante
ao controle, onde filamentos de actina estdo presentes ao longo de toda
estrutura do tetrdsporo ficando mais evidente ao longo do tubo
germinativo recém-formado (Fig. 4 €). A parede celular também evidente
no tetrasporo e circundando o tubo germinativo, observou-se também a
migracao dos cloroplastos em dire¢do ao tubo germinativo (Fig. 4 f).
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Figura 4 - Microscopia confocal de varredura a laser de tetrasporos de G.
floridanum ap6s 6 horas de cultivo. a. Tetrasporos controle com finos F-actina
em verde e cloroplastos (amarelo). b. Tetrasporos controle com parede celular
(azul) e cloroplastos (vermelho) migrando em diregdo ao tubo germinativo. c-d.
Tetrasporos tratados com EGTA 1 mM com a F-actina ndo polarizada e auséncia
de parede celular, cloroplastos helicoidais centrais (amarelo e vermelho,
respectivamente). e-f. Tetrasporos tratados com CaCl, 2 mM com F-actina
polarizada, presenca de parede celular (azul) e cloroplastos em amarelo (Fig. €) e
vermelho (Fig. f) migrando em dire¢do ao tubo germinativo.

Actina Parede Celular

Controle

EGTA
1 mM

CaCl,
2 mM
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3.4 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Os tetrasporos da amostra controle, apds 6 horas de cultivo,
apresentaram o tubo germinativo sendo formado. Caracteristico dessa
etapa da germinacgdo, ha uma grande quantidade de vesiculas e grandes
vacuolos na base do tetrasporo com polarizagao de organelas para a ponta
do tubo germinativo, ajudando no processo de polarizacdo e formacédo
deste tubo (Fig. 5 a). No tetrasporo germinado a parede celular é espessa
constituida por duas camadas elétron transparentes e uma camada
irregular, periférica mais elétron densa (Fig. b). No citoplasma, é possivel
observar grande quantidade de mitocdndrias, essas bem caracteristicas,
com dupla membrana e cristas mitocondriais bem organizadas (Fig. 5 b).
Corpos de Golgi sdo abundantes e hipertréficos (Fig. 5 c) sendo
observado o fusionamento das vesiculas na membrana celular (Fig. 5 d).
Os cloroplastos apresentam-se bem desenvolvidos e com a estrutura
organizacional dos tilacéides caracteristica do filo (Fig. 5 €).

Os tetraporos de G. floridanum tratados com EGTA ndo
germinados, foram visualizados sem formacgdo de parede celular, com
grande quantidade de grdos de amido e de vesiculas espalhadas pelo
citoplasma, como também cloroplastos com tilacéides dilatados (Fig. 6 a-
c). O citoplasma desses tetrasporos apresenta corpos de Golgi pouco
desenvolvidos e grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso (Fig.
6d,e)

Quando tratados com CaCly, os tetrasporos ja estdo germinados
com todo conteldo citoplasmatico deslocado para a regido do tubo
germinativo (Fig. 7 a). A primeira divisao celular com formacéo de uma
parede celular entre o tetrasporo de origem e a regido do tubo germinado
é visualizada (Fig. 7 b). Na parede celular pode-se observar a presenca
das microfibrilas de celulose (Fig. 7 d). O citoplasma do tubo germinativo
é extremamente denso com grande quantidade de grdos de amido e
presenca de cloroplastos na regido periférica (Fig. 7 ). E neste tratamento
0s corpos de Golgi também séo hipertréficos (Fig. 7 e).

As amostras tratadas com A23187 1 uM, nos tetrdsporos
germinados, pode-se observar divisdo entre o tetrdsporos de origem e 0
tubo germinativo (Fig. 8 a). A estrutura externa visualizada estava
desorganizada com uma fina camada mais externa de parede celular e
uma camada de mucilagem entre a membrana celular e a parede celular
propriamente dita (Fig. 8 b). No citoplasma a presenca de corpos
hipertroficos podem ser visualizados como também grande quantidade de
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reticulo endoplasmatico liso (Fig. 8 c). Nessas amostras os cloroplastos
estavam integros sem alteragdes morfologicas (Fig. 8 d).

Quando tratados com CaCl, 2 mM + A23187 1 uM, na maioria
dos tetrasporos em germinacao ainda € possivel observar a migracéo de
organelas para a ponta do tubo germinativo (Fig. 9 a). Na ponta do tubo
germinativo observou-se inimeros corpos de Golgi (Fig. 9 b). A parede
celular nos tetrdsporos em germinacdo apresenta-se espessa € bem
formada (Fig. 9 c, d), j& nos tetrdsporos ndo germinado ndo foi possivel
observar a formacdao de parede celular e no citoplasma inimeras vesiculas
com granulagdes eletrondensas foram observadas (Fig. 9 e).
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Figura 5 - Micrografia eletrbnica de transmissdo de tetrsporos controle de G.
floridanum ap6s 6 horas de cultivo. a. Visdo geral de um tetrasporo com o tubo
germinativo em formagdo e conteldo citoplasméatico migrando em direcéo a
ponta do tubo. b-c. Detalhes da parede celular formada (b) e, corpos de Golgi
com cisternas hipertréficas (c). d. Detalhe de vesiculas derivados dos corpos de
Golgi fusionando-se na membrana celular. e. Detalhe dos tilac6ides integros
presentes nos cloroplastos. C, cloroplasto. CW, parede celular. M, mitocondria.
S, amido das florideas. G, corpos de Golgi. *, vesiculas.
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Figura 6 - Micrografia eletrnica de transmisséo de tetrasporos de G. floridanum
tratados com EGTA 1 mM ap6s 6 horas de cultivo. a-c. Visao geral do tetrasporo
com grande quantidade de grdos de amido, citoplasma vesiculado e
desorganizado com cloroplastos alterados localizados na regido mais central da
célula. d-e. Detalhes do citoplasma vesiculado, com mitocondria, corpos de Golgi
com cisternas pouco desenvolvidas e grande quantidade de reticulo
endoplasmatico liso. C, cloroplasto. CW, parede celular. M, mitocdndria. S,
amido das florideas. G, corpos de Golgi. *, vesiculas. ER, reticulo
endoplasmatico liso




25

Figura 7 - Micrografia eletrnica de transmisséo de tetrasporos de G. floridanum
tratados com CaCl, 2 mM apds 6 horas de cultivo. a-b. Viséo geral longitudinal
de tetrasporos com tubo germinativo formado e com divisdo (cabega de seta). c.
Detalhe da divisdo do tubo germinativo com a parede celular sendo estabelecida,
grande quantidade de graos de amido e cloroplastos periféricos. d-e. Detalhe da
parede celular, cloroplastos, corpos de Golgi e presenga de mitocondrias. GT,
tubo germinativo. C, cloroplasto. CW, parede celular. M, mitocdndria. S, amido
das florideas. G, corpos de Golgi. *, vesiculas.
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Figura 8 - Micrografia eletrbnica de transmiss&o de tetrasporos de G. floridanum
tratados com A23187 1 uM apds 6 horas de cultivo. a. Viséo geral longitudinal
do tetrasporo com o tubo germinativo ja formado e dividido (cabeca de seta). b.
Detalhes da parede celular fina na regido mais externa e mucilagem na regido
mais interna e, citoplasma com grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso
periferico, corpos de Golgi e mitocondrias. ¢. Detalhe do cloroplasto com
tilacoide integros. GT, tubo germinativo. C, cloroplasto. CW, parede celular. M,
mitocOndria. S, amido das florideas. G, corpos de Golgi. Mu, mucilagem.
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Figura 9 - Micrografia eletrbnica de transmisséo de tetrasporos de G. floridanum
tratados com A23187 1 uM + CaCl, 2 mM apds 6 horas de cultivo. a. Viséo geral
longitudinal de um tetrasporo com o tubo germinativo em formagdo sendo
possivel observar as organelas migrando em direcdo ao tubo. b-c. Detalhes da
ponta do tubo germinativo com uma grande quantidade de corpos de Golgi,
parede celular espessa, cloroplastos e graos de amido. d. Detalhe de tetrasporo
com cloroplastos periféricos e parede celular. e. Detalhe de um tetrasporo nédo
germinado com presenca de diversas vesiculas com conteuldo eletrodenso (setas)
e mitocondrias. GT, tubo germinativo. C, cloroplasto. CW, parede celular. M,
mitocdndria. S, amido das florideas. G, corpos de Golgi.
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4, Discussao

Para que os eventos de germinagdo acontecam, a adesdo dos
tetrasporos ao substrato é fundamental ao desenvolvimento e etapas
subsequentes (BOUZON et al., 2006). Esta adesdo depende de
mucilagem secretada por vesiculas provenientes de corpos de Golgi. Os
tetrasporos de G. floridanum séo liberados desprovidos de parede celular
e revestidos por uma mucilagem transparente. Este padréo de auséncia de
parede celular nos esporos recém liberados é caracteristica das algas
vermelhas (AVANZINI, 1989).

O ion Ca?* é um importante mensageiro secundario para 0s
eventos relacionados & germinacdo de tetrdsporos de Gelidium
floridanum. Quando os tetrasporos foram tratados com EGTA, houve
uma queda de mais de 50 % nas taxas de adesdo quando comparados ao
controle, presumindo-se que a adesdo eficiente dos tetrasporos é
dependente de célcio, sendo ele um componente secundario dos eventos.
O influxo do ion extracelular é requerido para que ocorra 0 aumento da
concentracdo do mesmo a nivel intracelular. A sua entrada se da a partir
de canais permeaveis de membrana, especificos ou ndo, permitindo a
regulacdo do influxo conforme o sistema de sinalizagdo (HEPLER, 2016;
HIMSCHOOT et al., 2015). Como agente secundario o Ca%** ¢é
responsavel pela polarizagdo e nucleacdo de F-actina, sendo essencial
para a migragdo de organelas conforme a polarizacéo celular e deposi¢do
de vesiculas advindas do Golgi. Nos esporos recém liberados foram
observados nimeros corpos de Golgi na periferia celular com fusdo das
vesiculas derivadas com a membrana plasmatica, indicando a liberacdo
de mucilagem adesiva.

Quando em contato com o substrato, o tetrasporo da inicio a
secrecdo dos componentes adesivos que sdo transportados ao exterior
celular através de vesiculas provindas dos corpos de Golgi, sendo que esse
transporte é facilitado pelo citoesqueleto de actina previamente sinalizado
(HABLE, 2014). Segundo Homblé & Léonetti (2007), para a formacéo
de rizoides em algas fucoides é essencial o influxo de calcio para a
polarizacdo celular, assim como é necessario & germinacdo do tubo
polinico em plantas vasculares (ANDERHAG et al, 2000;
HIMSCHOOT et al., 2015).

Quando observados na MET, os tetrasp6ros tratados com EGTA
apresentaram o citoplasma bem vesiculado, evidenciando a ineficiéncia
no depdsito dessas vesiculas secretérias na membrana por uma
deficiéncia nos niveis de calcio envolvidos na polarizacdo e nucleacéo da
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F-actina. Estes dados séo corroborados aos dados de Callow e
colaboradores (2001) no trabalho com zoGsporos de alga verde
Enteromorpha linza. Estes resultados, também sdo confirmados nas
observaces em MCVL, onde a falta de arranjos polarizados de F-actina
e a nao deposicdo da parede celular foram observadas, em decorréncia da
reducdo de Ca?* intracelular. Resultados semelhantes foram vistos pelo
grupo Li e colaboradores (2009), onde mondsporos da alga vermelha P.
yezoensis, tratados com EGTA 1 mM tiveram como resultados a
descontinuagdo da germinagdo dos mondsporos afetando a polarizagéo do
conteldo citoplasmatico assim como a deposicdo da parede celular.
Segundo Tsekos (1996) e Michel e colaboradores (2010) na sintese da
parede celular de algas vermelhas, os polissacarideos nédo cristalinos da
matriz e outras moléculas, como as proteinas da parede, sdo direcionadas
a membrana plasmatica por vesiculas derivadas do Golgi, assim como as
enzimas necessarias a producdo de celulose, corroborando estes dados ao
observado no presente trabalho onde ndo foi observado uma organizacéo
da F-actina nem a formacg&o da parede celular.

Quando os tetrasporos foram tratados com CaCl; 2, 4 e 8 mM as
taxas de adesdo e germinacdo foram superiores ao grupo controle. A
formacéo do tubo germinativo aconteceu de forma mais acelerada, bem
como 0s processos de divisdo celular do tubo germinativo. Nestes
tetrasporos ha a presenca de corpos de Golgi hipertréficos, parede celular
bem desenvolvida no tubo germinativo e uma polarizagdo dos
componentes citoplasmaticos, assim como um citoesqueleto de actina
bem estruturado nos leva a enfatizar a importancia do Ca?* extracelular
para o correto desenvolvimento do tetrasporo. A quantificagdo do Ca?* da
agua do mar proveniente da coleta resultou em 374 mg/L do ion. A
concentracdo mais baixa (2 mM) de CaCl; aplicada como tratamento
durante as 6 horas de cultivo dos tetrasporos, equivale ao valor de 79
mg/L de Ca?*. Comparando com a quantificacdo média do ion disponivel
no local da coleta, a adicdo do Ca?* exdgeno mostrou-se eficaz no
aceleramento da germinacdo. A partir desses dados sugere-se que a agua
do mar proveniente do local de coleta é pobre em calcio ou agentes
presentes nesta 4gua estdo interagindo e modificando a
biodisponibilidade desse ion para os individuos em desenvolvimento.

O iondforo A23187 é uma molécula hidrofébica que se liga,
seletivamente, ao ion metalico Ca?* facilitando sua entrada no meio
intracelular, porém poucos trabalhos analisam os efeitos do A23187 em
organismos marinhos em periodo inicial do desenvolvimento. Entretanto,
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quando os tetrasporos foram tratados com o ionéforo A23187 1,2 e 3 uM
as taxas de adesdo, germinacdo e inviabilidade foram menores quando
comparadas ao controle. Porém os tetrasporos tratados com A23187 1
KM ndo apresentaram danos ultraestruturais na maioria das organelas mas
anormalidades foram detectadas na regido entre a membrana e a parede
celular, bem como uma grande quantidade de reticulo liso periférico.
Sugere-se que a ineficiéncia do A23187 neste trabalho, principalmente
nas concentracfes mais altas, em relacdo a germinacdo correta do tubo
germinativo, se da por um possivel desequilibrio i6nico intracelular
gerado pela falta de gradiente na concentracdo do ion Ca?* citosolico
(VERMA et al., 2011). O aumento da quantidade reticulo endoplasméatico
liso na periferia celular pode ser devido a uma tentativa de homeostase de
Ca?* e desintoxicacéo celular, embora néo se tenha observado trabalhos
da atividade desintoxicante do reticulo liso em esporos de algas. A
anormalidade encontrada na regido da parede celular pode ser devido a
desorientacdo da exocitose de vesiculas excretoras, observando-se uma
deposicdo de material de forma desorganizada (DEDKOVA et al., 2000).

Outro resultado observado foi que o cultivo com o lono6foro
A23187 1 uM e a adicdo de CaCl, 2 mM, apresentou as mesmas
caracteristicas do controle, porém ultraestruturalmente resultou em um
acimulo de vesiculas com contetdo eletrondenso, sugerindo que as
mesmas sejam resultado do excesso de Ca?* intracelular e a vesiculagdo
torna-se uma maneira de bioacumulacéo e protecdo da homeostase celular
corroborando com os trabalhos de De Oliveira e colaboradores (2015),
que relata o acimulo de ions metalicos em vesiculas como uma forma de
protecao.

Concluimos que a germinacdo de tetrdsporos de Gelidium
floridanum é dependende de calcio extracelular e a supressdo do mesmo
inibe a adesdo e consequentemente a formacdo do tubo germinativo. O
calcio extracelular acelera o processo germinativo, e indiretamente é
responsavel pela polarizacdo da actina e formacao da parede celular nesta
fase de desenvolvimento.

CAPITULO II: EFEITO DO CLORETO DE LANTANIO NA
GERMINACAO DE TETRASPOROS DE GELIDIUM
FLORIDANUM

1. Introducéo
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O metal lantanio (La%*), incluido com mais 17 elementos com
propriedades fisico-quimicas semelhantes e com nimeros atdmicos de 57
a 71, integram o grupo chamado de lantanideos também denominados de
elementos de terra rara (ETRs) (US-EPA, 2012). O grupo ETRs, apesar
da nomenclatura, sdo encontrados com frequéncia na crosta terrestre,
porém de uma forma menos concentrada (HOLDEN & COPLEN, 2004)
e com um processo complexo e caro de refinaria (HAQUE et al., 2014).

Os lantanideos possuem uma baixa solubilidade e féacil
precipitacdo, ligando-se com ions complexos (GOECKE et al., 2015). O
La®* é encontrado predominantemente na forma estavel oxidativa e, como
em outros grupos de metais, a sua estabilidade € fortemente influenciada
pelo pH e pela presenca de outros ions cations no ambiente (REZANKA
etal., 2016).

Desde a década de 70, os lantanideos sdo utilizados na
agricultura, mas ndo se tinha o conhecimento sobre o correto uso dos
mesmos e seus possiveis resultados (REDLING, 2006). Esses elementos
eram utilizados como estimulantes de crescimento de plantas terrestres e
protetor de estresse ambiental (XIE et al., 2014). Os ETRs, hoje, sdo
amplamente usados pela indUstria aeroespacial, quimica, eletrdnica e
farmacéutica (CASTOR & HEDRICK, 2006). ©~ Com o0 aumento do
uso de lantanideos na agricultura e em ambito industrial, causou-se uma
grande acumulacdo desses elementos em solos (BIASIOLI et al., 2012),
aguas (MORENO et al., 2008) e na atmosfera (KATO et al., 2011).

A distribuicdo e biodisposicdo dos lantanideos em ambientes
aquaticos, tanto na agua como em sedimentos, depende de caracteristicas
fisico-quimicas do elemento que serdo influenciadas por parametros
guimicos como o pH, alcalinidade, forca ibnica e a presenca de
complexos organicos e inorganicos (MOERMOND et al., 2001).

Os ETRs sdo elementos ndo essenciais, ndo tendo relatos de
processos metabolicos nos quais estdo envolvidos (MCGEER et al.,
2004). Sabe-se que esse grupo induz facilmente respostas fisiologicas
negativas, mas por outro lado, quando usados sob condices especificas,
pode haver respostas benéficas ao individuo (GOECKE et al., 2015).

J& estd bem estabelecido o papel do La* como blogueador
mecanico de canais idnicos especificos (LOVE et al., 1997; PALASZ &
CZEKAJ, 2000) O bloqueio de canais ibnicos e a quelacdo com sitios de
ligacdo proteica e ibnica pode resultar em uma alteracdo na
permeabilidade da membrana celular, acarretando em diferencas na
concentracdo iénica intracelular (FRIEDMAN et al., 1998; WANG et al.,



32

2014). Segundo Ono (2000), o La®* possui uma grande afinidade por sitios
ativos de Ca?*, gerando uma competicdo pelos mesmos a partir da
disponibilidade dos ions.

Respostas negativas foram observadas em trabalhos como de
Zeng e colaboradores (2001), em plantas, mostrando que La®* afeta os
mecanismos fisioldgicos através da regulacéo dos niveis de Ca?*. Gao e
colaboradores (2003) mostrou que La%* entra na célula vegetal por meio
de canais de Ca** e liga-se a membrana do cloroplasto e mitocondria.

Em algas, no trabalho conduzido por Nultsch (1979) na
microalga verde Phormidium uncinaturm mostrou que La®* no meio de
cultivo bloqueia os canais de transporte de Ca2* na membrana. Em algas
pardas, LOVE e colaboradores (1997) aplicou LaClz em cultura de
zigotos de F. serratus e observou um decaimento de 15 % na
fotopolarizagdo dos zigotos, além de prejudicar a adesdo e polarizagéo
dos mesmos. J& para algas vermelhas, Li e colaboradores (2009)
aplicaram La®* em mondsporos recém liberados de P. yezoensis para que
os canais de calcio fossem bloqueados e o influxo de Ca?* inorganico
cessasse durante o tratamento e observou um baixo indice de germinagéo
entre 0s mondsporos e uma deposicao assimétrica de F-actina.

Ja efeitos benéficos do uso de La®* foram relatados por Rezanka
e colaboradores (2016) que verificou um aumento na taxa fotossintética
quando a microalga verde Desmodesmus quadricauda era tratada com
La%* a uma intensidade de luz baixa. Chen e colaboradores (2000) prop6s
em seu trabalho com plantas de tabaco, que quando aplicado, in vivo,
tratamentos com LaCls a uma concentracao relativamente baixa, acelera
as taxas de reacGes fotossintéticas e ativa a ribulose bifosfato carboxilase
(RuBPase) em plantas de tabaco. O grupo prop6s um mecanismo
explicando 0 aumento na taxa fotossintética quando o individuo é exposto
a tratamentos com La®*, inferindo uma substituicdo, in vivo, do magnésio
(Mg?*) central da molécula porfirina, constituinte da clorofila, por metais
como os lantanideos devido sua similaridade fisico-quimicas.

Assim, o presente trabalho visa um maior conhecimento sobre
os efeitos dos lantanideos, em especifico o La%, frente ao
desenvolvimento de tetrasporos da alga vermelha G. floridanum.
Reconhecendo a importancia do uso de ETRs no meio tecnoldgico e na
agricultura e seus possiveis impactos ambientais no ambiente marinho,
tendo como modelo de trabalho a alga vermelha com a sua grande
importancia econdémica e ambiental no nicho em que habita.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Algas e Germinagéao

A obtencdo dos talos férteis e o cultivo dos tetrasporos estao
descritos no item 2.1 do capitulo I.

2.2 Desenho experimental

Experimentos iniciais foram feitos com tetrasporos recém
liberados tratados com LaClsem concentragdes de 0,05, 0,1, 0,2, 0,4 € 0,8,
2,4, 8, 16 e 30 mM. Individuos tratados com as concentracdes abaixo de
2 mM ndo mostraram diferengas estatisticas em relacdo ao nimero de
germinados, vidveis, invidveis e anormais quando as taxas eram
comparadas aos resultados obtidos com os tetrasporos controle, sendo
assim, ndo foram utilizadas nos experimentos sequenciais. A
concentracdo de 30 mM de LaCls, apresentou-se como uma dose letal
para os tetrasporos, com taxas de inviabilidade permeando 100 9%,
portanto, também nao foi utilizada em experimentos posteriores.

2.3 Tratamentos com Cloreto de Lantanio

A solucdo estoque de Cloreto de Lantanio (LaCls, S-13743,
Fisher Chemical, Bélgica) foi preparada a uma concentracdo de 100 mM
diluida em agua do mar esterilizada. A partir da solucdo estoque, foram
feitas trés diluigBes finais em concentracBes de 2 mM, 4 mM e 8 mM.

As amostras controle foram incubadas sem nenhum tipo de
tratamento, somente com agua do mar proveniente do local de coleta.

O tempo de encubacdo de cada tratamento foi de 6 horas e quatro
repeticOes foram realizadas para cada grupo experimental.

2.4 Analise da morfologia e processos de germinacao

As caracteristicas morfoldgicas do controle e das amostras
tratadas de tetrasporos de G. floridanum foram analisadas e fotografadas
com um microscépio (Leica DM500). A anlise foi realizada através da
avaliacdo das seguintes caracteristicas: 1) tetrasporos com formacéo do
tubo germinativo (germinados), 2) tetrdsporos invidveis, com
pigmentacdo verde (inviaveis), 3) tetrdsporos ndo germinados, mas
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vidveis (vidveis) e 4) tetrdsporos com o citoplasma na pigmentacdo
rosacea (anormais). As caracteristicas morfoldgicas foram analisadas em
100 tetrasporos por lamina para os diferentes tratamentos e em
quadruplicata (n=400 tetrasporos).

2.5 Analise em Microscopia Eletrénica de Transmissdo
(MET)

A metodologia para a MET esta descrita no item 2.5 do capitulo
| e foi realizada das concentracGes de 2 mM e 8 mM de LaCls.

2.6 Analise dos Pigmentos Fotossintéticos

Para extrair pigmentos fotossintéticos (clorofila), foram
coletadas amostras de esporos de laminas contendo aproximadamente 0,5
mL (n=47.000) para o controle e todos os tratamentos. Clorofila a (Chla)
foi extraido em 2 mL de dimetil sulfoxido (DMSO, Merck, Darmstadt,
FRG) a 40 ° C, durante 30 min, usando um homogeneizador de tecidos
(Hiscox e Israelstam 1979; Schmidt et al. 2010), e quantificado por
espectrofotometria (UV / VIS, Hitachi, modelo 100-20; Hitachi Co.,
Japdo) de acordo com Wellburn (1994).

Para quantificar o teor de ficobiliproteinas, esporos foram
coletados usando o mesmo processo descrito acima. No entanto, a
extracdo foi realizada em tampéo fosfato 0,05 M, pH 6,4, a 4 ° C no
escuro, seguido por centrifugacdo a 7000 rpm durante 4 min Depois de
um segundo ciclo de centrifugacdo a 4000 rpm durante 3 min, um pellet
foi obtido a partir do qual 0,200 uL foi pipetado para cada poco da placa.
Niveis de ficobiliproteina [aloficocianina (APC), ficocianina (PC) e
ficoeritrina (PE)] foram determinadas por espectrofotometria e calculados
utilizando as equacfes de Kursar e colaboradores (1983).

2.7 Analise das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A solucdo estoque da molécula DCFH-DA (2°,7’-diclorodiidro
fluoresceina diacetato, Sigma- Aldrich, Alemanha) foi preparada a uma
concentragdo de 10 mM diluida em DMSO. A partir da solugéo estoque
foi preparada uma solucédo a 50 uM, diluida em agua do mar esterilizada.
A quantificagdo da fluorescéncia da molécula de DCF (2°-7’-
diclorofluoresceina fluorescente) foi feita em placas de 24 pocos com
tréplicas independentes para cada amostra, junto com um controle
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positivo (H20 puro) e negativo (dgua MiliQ). Uma leitura inicial da
fluorescéncia foi feita antes dos tetrdsporos serem incubados com a
solucdo do DCFH-DA, sendo que essa leitura primaria foi considerada o
branco. Foram incubados 0,5 mL (n = 47.000) de tetrasporos de cada
amostra juntamente com 1 mL do DCFH-DA 50 pM por 1 hora,
protegidos da luminosidade com o auxilio de papel aluminio. As leituras
de fluorescéncia foram feitas a partir da espectofotometria excitando em
488 nm e emitindo em 525 nm, realizando uma subtracdo da fluorescéncia
final pela intensidade de fluorescéncia inicial (branco), sendo que o
controle equivale a 100 %. As imagens da molécula fluorescente DCF
foram obtidas com o auxilio do MCVL - DMI6000B (Leica TCS SP-5,
Alemanha) do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME).
Apds 6 horas de cultivo dos tetrasporos controle e tratados sobre a lamina,
0s mesmos foram incubados com 1 mL do DCFH-DA 50 uM por 1 hora
e foram visualizados no MCVL com excitagdo em 488 nm e emissdo de
500 a 550 nm.

2.8 Analise Estatistica

Nos dados obtidos foram feitas analises descritivas: normalidade,
média e desvio padrdo. Conforme a normalidade e homogeneidade das
variancias, foram feitos testes ndo-paramétricos usando o teste de
Kruskal-Wallis e posteriormente  Wilcoxon-Mann-Whitney para
identificar a existéncia de diferencas estatisticas; ja para os dados com a
distribuicao paramétrica foi realizado Andlise de Variancia (ANOVA) de
uma via. Para a identificacdo de diferentes grupos foi usado o teste
comparativo Post Hoc, Tukey. As analises estatisticas foram feitas com o
auxilio do programa IBM SPSS STATISTICS 22, considerando p < 0.05
como estatisticamente significante.

3. Resultados
3.1 Morfologia e Taxa de Germinacéao
Apos 6 horas de cultivo, os tetrasporos controle de G. floridanum
atingiram um indice percentual de 46,8 % de germinacdo, com tubo

germinativo formado e com deslocamento das organelas citoplasmaticas
na diregdo do tubo (Fig. 10 a-c, Tabela 02). Também foram visualizados
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42 % dos tetrasporos viadveis, com coloracdo avermelhada tipica da
espécie, porém sem formac&o do tubo germinativo (Fig. 10 a, Tabela 02).
A taxa de tetrasporos ndo viaveis foi baixa contabilizando 9,6 % do total
(Tabela 02).

Com o LaCls, nas concentragdes testadas, tetrasporos ndo foram
visualizados com formacéo do tubo germinativo (Fig. 10 d-i, Tabela 02).
Na concentracéo de 2 mM, a viabilidade dos tetrasporos foi de 34% e, ndo
diferiu estatisticamente das taxas encontradas no controle, mostrando-se
diferentes estatisticamente das concentracfes de 4 mM e 8 mM de LaCls,
gue apresentaram uma viabilidade de 75,8 % e 83,1 %, respectivamente.
A concentracdo de 2 mM de LaCls, mostrou uma taxa de 28 % de
tetrasporos considerados anormais, que apresentavam um citoplasma
rosaceo e cloroplastos esverdeados (Fig. 10 d-f). Tetrasporos anormais
foram observados em menor porcentagem nos tratamentos de 4 mM e 8
mM, com 1,1 % e 1,8 %, respectivamente, sem diferencas estatisticas
entre eles. Também nesses tratamentos foi possivel observar semelhanca
estatistica quanto a taxa de tetrdsporos inviaveis, tendo percentuais
medianos de 22,1 % e 16,4 %, respectivamente. As amostras de
concentracdo de 4 mM e 8 mM apresentaram as maiores taxas de
viabilidade de tetrasporos, sendo diferentes estatisticamente dos outros
tratamentos (Fig. 10 h, i).

Tabela 02 - Efeitos dos tratamentos na germinacdo G. floridanum ap6s 6 horas
de cultivo. Os dados sdo apresentados em quadruplicata (100 esporos cada; n =
400). Média + DP. Letras indicam diferengas significativas de acordo com o post
hoc Tukey (p <0.05)

Tratamentos Germinados  Viaveis Inviaveis Anormais
Controle 46,8 £6,3b 42,0+58a 9,6+4a 0+0a
LaCl;2mM 0+0,4? 34+63a 386+54c 28+5,1b
LaCls;4 mM Oa 758+80b 221+77b 1,1+16a

LaClz: 8 mM 0Oa 83,1+x4,7b 164+47ab 18%12a
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Figura 10 - Micrografia de luz de tetrasporos de G. floridanum ap6s 6 horas de
cultivo. a-c. Tetrasporos controle. d-f. Tetrdsporos tratados com LaCl; 2 mM. d.
Setas indicando tetrasporos com o citoplasma rosaceo, considerados anormais. g-
i. Tetrasporos tratados com LaCl; 8 mM.
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3.2 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Apbs seis horas de cultivo foi possivel observar os tetrasporos
controle, em sua maioria, com formacdo do tubo germinativo, sendo
possivel observar a migragéo dos cloroplastos partindo do tetrasporo em
direcdo ao tubo germinativo (Fig. 11 a). Uma parede celular bem
organizada e espessa circunda o tetrasporo e o tubo germinativo recém
formado conferindo protecdo estrutural e ao ambiente (Fig. 11 b).
Proximo a parede celular do tetrasporo, foi possivel visualizar a deposigéo
de vesiculas provenientes dos corpos de Golgi (Fig. 11 b, c). Os corpos
de Golgi apresentavam-se hipertréficos e em grande quantidade
principalmente na ponta do ponta do tubo germinativo (Fig. 11 c, d). Os
cloroplastos visualizados apresentaram organizacdo dos tilacoides
caracteristico do filo, onde o tilacéide periférico envolve os tilacéides
paralelos (Fig. 11 e).
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Os tetrasporos de G. floridanum tratados com LaCls 2 mM
apresentaram diferengas ultraestruturais quando comparados ao controle.
Depois de 6 horas de cultivo, os tetrdsporos ndo apresentaram a
polarizacdo do conteudo citoplasmatico caracteristico e nem, por
consequéncia, a formacdo do tubo germinativo. Alguns tetrdsporos
apresentaram um citoplasma denso com grande quantidade de gréos de
amido, presenca de cloroplastos e formacdo de fina parede celular (Fig.
12 a). Os grdos de amido estavam dispostos por todo o citoplasma e em
tamanhos variados (Fig. 12 b, c). Os cloroplastos apresentavam altera¢des
com presenca de tilacéides dilatados (Fig. 12 b, ¢), diferenciando-se do
padrdo caracteristico. A parede celular foi observada delgada e
desorganizada (Fig. 12 a d), com vesiculas com conteldo eletron-
transparente sendo depositado. Proximo a essas vesiculas, foi possivel
observar diversos corpos de Golgi estruturalmente padrdo do controle
(Fig. 12 e) como também grandes vesiculas com material elétron-denso
atipico (Fig. 12 f). Ja outros tetrdsporos apresentaram citoplasma
vesiculado e muito degradado (Fig. 12 g-1). Presenga de cloroplastos
totalmente degradados com tilacdides menos aparentes e com tamanhos e
espacamentos desiguais (Fig. 12 g). E possivel observar uma grande
quantidade de vesiculas, com origem provavel nos corpos de Golgi (Fig.
12 h, i) sendo depositadas na parede celular e acumuladas no interior do
citoplasma. Material eletrondenso foi observado circundando essas
vesiculas (Fig. 12 j-1, cabega de seta) juntamente com mitocondrias com
cristas ndo definidas. Nota-se também algumas vesiculas, com contetdo
eletrodenso, préximas da membrana do tetrasporo (Figura I, cabeca de
seta).

Nos tetrasporos tratados com LaCl; 8 mM as condicdes do
estagio de desenvolvimento foram parecidas com o tratamento anterior,
onde mostrou-se uma falta de polarizacdo do contelido citoplasmatico
sem formag&o do tubo germinativo (Fig. 13 a-d). Esses tetrasporos, em
sua maioria, permaneciam com a organizacao citoplasmatica inicial, onde
0s graos de amido se encontram na periferia e os cloroplastos na regido
central (Fig. 13 a). Porém os gréos de amido sdo visualizados em grande
quantidade e os cloroplastos apresentam-se alterados com diversas
dilatacdes entre os tilacoides (Fig. 13 b). Tetrasporos em avangado
processo de degradacdo também foram visualizados, os quais
apresentavam citoplasma com somente grdos de amido ou grande
quantidade de vesiculas (Fig. 13 c, d).
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Figura 11 - Micrografia eletronica de transmissdo do controle de tetrasporos de
G. floridanum apds 6 horas de cultivo. a. Visdo longitudinal de um tetrasporo
com o tubo germinativo em formagéo. b. Detalhe do tetrasporo com varios corpos
de Golgi e parede celular. c. Detalhes da parede celular, corpos de Golgi,
mitocondria, cloroplastos e grdos de amido. d. Detalhe do tetrasporo com vesicula
depositando conteddo na parece celular, corpos de Golgi e cloroplasto. e.
Detalhes de vesiculagdes perto da parede celular e cloroplasto. GT, tubo
germinativo. C, cloroplasto. CW, parede celular. M, mitocdndria. S, amido das
florideas. G, corpos de Golgli). *, vesiculas
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Figura 12 - Micrografia eletronica de transmissdo de tetrasporos de G. floridanum
tratados com LaCI3 2 mM ap6s 6 horas de cultivo. a-c. Visdo geral da
organizacdo citoplasmatica das principais organelas, com detalhes para
cloroplastos com tilacoides alterados, citoplasma granuloso e grande quantidade
de grdos de amido das florideas. d-f. Visédo periférica do tetrasporo, com detalhes
para grandes vacutolos, parede celular atipica e estruturas eletrondensas no
citoplasma. g-l. Detalhes para o citoplasma granulosos e vesiculado, com
pontuacdes eletrondensas circundando vesiculas e membrana celular (cabega de
seta). C, cloroplasto. CW, parede celular. M, mitoc6ndria. S, amido das florideas.
G, corpos de Golgi. *, vesiculas
@"‘ Vi ' )
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Figura 13 - Micrografia eletronica de transmissdo de tetrasporos de G. floridanum
tratados com LaCl; 8 mM apds 6 horas de cultivo. a. Visdo geral do tetrasporo
detalhando a posigao inicial dos cloroplastos, contornando o ntcleo, e citoplasma
repleto de gréos de amido. b. Detalhes do cloroplasto com tilacéides alterados. c-
d. Tetrasporos inviaveis, com grande quantidade de vesiculas. N, nicleo. C,
gllorosto. S, amido das florideas. *, vesiculas
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3.3 Pigmentos Fotossintetizantes

As oscilages na concentracdo de clorofila entre os tetrasporos
controle e os tratados com LaClz ndo mostraram ser estatisticamente
diferentes (Fig. 14).

As concentragBes do pigmento aloficocianina dos tetrdsporos
tratados com LaCls em relagdo aos tetrasporos controle foram
significativamente alteradas, havendo uma queda nas trés concentracfes
do tratamento. Sendo que os tratamentos com LaCl; 2 e 8 mM
apresentaram as menores concentragdes significativas com uma queda de
60 % e 67 %, respectivamente, em relacdo aos tetrdsporos controle (Fig.
15).

As concentracBes do pigmento ficocianina dos tetrasporos
tratados com LaCl3z 2, 4 e 8 mM tiveram uma queda de mais de 150 % em
relacdo aos tetrdsporos controle, diferindo-se estatisticamente o grupo
controle e o tratado (Fig. 16).

As concentracBes do pigmento ficoeritrina dos tetrasporos
tratados com LaCls; 2 e 8 mM tiveram as menores médias, com uma queda
de, respectivamente, 58 % e 47 % quando comparadas a média dos
tetrasporos controle (Fig. 17).



45

Figura 14 - Concentragdo de clorofila a de tetrasporos de G. floridanum ap6s 6
horas de cultivo. Valores representados por média # erro padrao (n=4)
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Figura 15 - Concentracdo de Aloficocianina de tetrasporos de G. floridanum apés
6 horas de cultivo. Valores representados por média # desvio padrdo (n=4). As
letras indicam diferengas estatisticas conforme o teste ANOVA de uma via
seguido pelo teste post hoc Tukey.
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Figura 16 - Concentragdo de Ficocianina de tetrasporos de G. floridanum apds 6
horas de cultivo (n=4). As letras indicam diferencas estatisticas conforme o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney seguido pelo teste de Kruskal-
Wallis
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Figura 17 - Concentracdo de Ficoeritrina de tetrasporos de G. floridanum apds 6
horas de cultivo. Valores representados por média # desvio padrdo (n=4). As
letras indicam diferengas estatisticas conforme o teste ANOVA de uma via
seguido pelo teste post hoc Tukey.
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3.4 Espécies Reativas de Oxigénio

A fluorescéncia da molécula DCF mostra-se mais intensa em
tetrasporos tratados com LaCls (Fig. 18 b, ¢) do que quando comparadas
ao controle (Fig. 18 a). Em tetrasporos tratados com LaCls 4 mM
observou-se um aumento significativo na porcentagem de fluorescéncia
da molécula, contabilizando 117 % a mais do que nos tetrasporos controle
(Fig. 19). Ja em tetrasporos tratados com LaCls 8 mM observou-se uma
queda de 63 % na fluorescéncia da molécula DCF.
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Figura 18 - Microscopia a laser confocal de tetrdsporos de G. floridanum ap6s 6
horas de cultivo com marcador DCFH-DA. a. Tetrasporos controle com tubo
germinativo formado e com divisGes b. Tetrasporos tratados com LaCl; 2 mM
com cloroplastos (vermelho) localizados na regido central. c. Tetrasporos tratados
com LaCl; 4 mM. Fluorescéncia da molécula de DCF em verde. Cloroplasto em
amarelo (a, c) e vermelho (b).
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Figura 19 - Porcentagem de fluorescéncia do DCF em tetrasporos de G.
floridanum apds 6 horas de cultivo sob influéncia de trés concentracGes de LaCls.
Valores representados por média # desvio padrdo (n=4). As letras indicam
diferencas estatisticas conforme o teste ANOVA de uma via seguido pelo teste
post hoc Tukey.
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4. Discussao

Como consequéncia do minério e utilizagdo dos elementos de terra
rara na area industrial e agricola, um acumulo destes metais nos sistemas
aquaticos e terrestre vem sendo intensificado ao longo do tempo (KHAN
et al., 2017). Apesar do aumento nos trabalhos avaliando os efeitos
toXicos em organismos aquaticos expostos a estes metais, ainda sdo
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escassos o0s que abordam especificamente a fase inicial do
desenvolvimento desses organismos. No presente trabalho, tetrasporos de
Gelidium floridanum tratados com LaCls, durante o periodo inicial da
germinagdo, apresentaram mudancas morfologicas e ultraestruturais,
assim como nas taxas de germinagao.

Tetrasporos cultivados durante 6 horas sob o efeito dos
tratamentos de LaCls; ndo apresentaram a formagao do tubo germinativo.
A formagao do mesmo € dependente do citoesqueleto e corpos de Golgi,
sendo que, de forma indireta, a eficiéncia desses componentes estd
relacionada com influxos de célcio extracelular. Sabe-se que ions La**
agem como bloqueadores de canais de Ca?", podendo também, ser
competitivos quanto aos sitios de ligagdo do Ca?" na parede celular.
Pressupdem-se que o tratamento com a concentra¢do mais baixa (2 mM)
de LaClz ja tenha sido suficiente para que ndo ocorra de maneira
satisfatoria o influxo de Ca?" ndo sendo possivel a germinagdo dos
tetrasporos. As taxas de viabilidades dos tetrdsporos nas trés
concentracdes de LaCl; foram altas em relagdo ao controle, podendo estar
ligada as taxas nulas de germinag@o.

Os tetrasporos quando tratados com LaCl3 2 mM apresentaram
anormalidades em sua morfologia, apresentando um citoplasma rosaceo
com cloroplastos esverdeados na periferia celular. Esta coloracdo
provavelmente ocorre devido a desorganizacdo dos pigmentos acessorios
presentes na superficie dos tilacdides. Segundo Gao e colaboradores
(2003) o ion LaCls; tem a capacidade de entrar na célula vegetal através
de canais de ions, com propriedades semelhantes, e gerar resultados
fisiologicos negativos ao se ligar na membrana do cloroplasto. No nosso
trabalho, as imagens de microscopia eletronica de transmissdo
corroboram as alteragdes observadas na microscopia de luz, onde
mostram alteragdes ultraestruturais nos cloroplastos, com tilacoides
dilatados e rompidos, induzidos pela presenca do LaCls. De Oliveira e
colaboradores (2015) também observaram alteragdes ultraestruturais
semelhantes nos cloroplastos e tilacdides durante as fases iniciais de
Glycine max quando tratados com lantinio, sendo que o dano na
membrana pode ter acontecido devido a peroxidacgdo lipidica, afetando
diretamente a membrana da organela. Por consequéncia do tratamento, a
desagregacao dos tilacoides e os danos gerado pelo metal na membrana
da organela pode ter causado o extravasamento de pigmentos
fotossintetizante secundarios para o citoplasma, deixando-o rosaceo € o
cloroplasto esverdeado, justificando a reduc@o dos pigmentos acessorios.
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Ja nos tetrasporos tratados com LaCl; 8 mM foram infrequentes
os casos com anormalidades morfologicas e apesar das alteracdes
ultraestruturais dos cloroplastos se mostrarem semelhante aos tratados
com a menor concentragdo, o citoplasma nao apresentou uma coloragdo
rosacea, porém teve redugdo na concentracdo dos pigmentos acessorios
indicando que o dano na superficie do tilacoide se manteve. Pressupdem-
se que devido ao aumento nas concentragdes do tratamento, a
biodisponibilidade do LaCl; tenha sido alterada, atingindo um plat6é de
saturacgdo. A dificuldade em medir a biodisponibilidade do lantanio afeta
os trabalhos com o mesmo, gerando resultados contraditorios entre
concentragdes de tratamentos (VAN OOSTERHOUT & LURLING,
2013). Quando o lantinio se apresenta na forma de ion (La’") sua
biodisponibilidade é maior, podendo ser facilmente comprometida a partir
de fatores como pH, temperatura e a sua capacidade de associagdo com
ligantes organicos e inorganicos (KHAN et al.,2017). O La**, devido suas
propriedades fisico-quimicas, tem a facilidade de sequestrar nutrientes
essenciais no meio, como o fosfato, gerando consequéncias no
crescimento do individuo (KHAN et al., 2017). Estas informagdes
sugerem que, os resultados obtidos no presente trabalho ndo estejam
somente relacionados com bloqueios de canais de calcio como indicado
na literatura mas também por uma reducdo na disponibilidade de
nutrientes geradas pela presenca do LaCls.

Outro efeito negativo observado foi a desorganizagdo atipica da
parede celular, nas duas concentragdes de LaClz provavelmente devido a
alteragdo da ligagdo covalente entre as microfibrilas ¢ elementos da
matriz. Como também a insuficiéncia da deposi¢ao do conteudo de parede
celular trazidos por vesiculas provenientes do Golgi através de filamentos
de actina devido a falta da cascata de sinalizagdo dependente de calcio
(LIU et al., 2012). Provavelmente, a parede celular desorganizada e
atipica observada nas duas concentragdes de LaCls seja devido a alteracao
da ligacdo covalente entre as microfibrilas e pectinas, assim como, a
insuficiéncia da deposi¢do do conteido de parede celular trazidos por
vesiculas provenientes do Golgi através de filamentos de actina devido a
falta da cascata de sinalizacdo dependente de célcio. Segundo Liu e
colaboradores (2012), a competitividade do La** por sitios de Ca?*, pode
levar a uma substituigdo dos ions, ocorrendo esta mudanga o La" se ligar
na estrutura da membrana plasmatica e lamela média, podendo mudar a
orientag¢do das microfibrilas bem como as pectinas da parede celular.

Em tetrasporos tratados com LaCl; 2 mM foi possivel observar
na microscopia eletronica de transmissdo um citoplasma denso e
granuloso, com um aciimulo de material eletrondenso circundando tanto
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a membrana plasmatica quanto vesiculas mais periféricas. Sugere-se que
esse acimulo de material eletrondenso sejam depositos de lantanio que
permearam a parede celular e a membrana plasmatica permanecendo
livres no citoplasma ou agregados a propria membrana celular e a
organelas. J4 com os tetrasporos tratados com LaClz 8 mM essa deposi¢ao
mostra-se mais acentuada na area da membrana plasmatica e poucas
granulagdes livres no citoplasma.

Os tetrasporos tratados com LaCl; obtiveram um aumento
significativo na fluorescéncia da molécula de DCF, indicando que o metal
causou um aumento nas EROs, especialmente na maior concentragao.
Segundo Wang e colaboradores (2007) o La induz o estresse oxidativo
diminuindo as atividades de enzimas antioxidantes, como superoxido
dismutase e catalase, além de estimular a producdo de espécies reativas
de oxigénio, resultando em peroxidagdo lipidica. Corroborando a
morfologia degradada dos tilacoides dos cloroplastos visto na MET,
sugere-se ser consequéncia do aumento das EROs gerando uma
peroxidacdo lipidica.

Pelos resultados obtidos, podemos concluir que o cloreto de
lantanio interfere na fisiologia e na morfologia dos cloroplastos, bem
como na organizagdo subcelular dos esporos impedindo os processos
iniciais de desenvolvimento.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostrou-se essencial para um maior
entendimento sobre 0 desenvolvimento dos tetrasporos de G.
floridanum, onde o Ca?* foi essencial para a germinacéao dos tetrasporos.
Este ion é necessario para a polarizacdo inicial na formacdo do tubo
germinativo, influenciando a organizagdo dos F-actina, a partir do
gradiente de concentracdo do ion que acaba por sinalizar a polimerizacdo
dos mesmos, e consequente a polarizacédo, o direcionamento de proteinas
necessarias a formacdo de uma parede celular fundamental no inicio do
processo germinativo. Outro importante resultado observado foi a
aceleragdo do processo germinativo em um ambiente com uma maior
disponibilidade de Ca?*, sendo de grande importancia para utilizacdo e
adaptacdo de novas metodologias de cultivo de esporos de G. floridanum.

Os tratamentos realizados com o lon6foro A23187 e o
LaClsforam realizados com a Unica finalidade de facilitar o influxo de
célcio e bloguear os canais de célcio, respectivamente. Mas os resultados
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demonstraram que tanto o londforo A23187 quanto o LaClz apresentaram
outros efeitos além do aumento ou diminuicdo do célcio intracelular. O
LaClsbloqueou a germinagdo e interferiu no funcionamento dos
cloroplastos, observado pelas alteragdes na sua ultraestrutura e
diminuicdo dos seus pigmentos acessdrios. Para estes dois agentes,
trabalhos deverao ser realizados para entender sua possivel toxicologia e
efeitos celulares, como também acdo quelante de nutrientes do meio.
Este trabalho traz o Ca?* como agente imprescindivel a
germinacdo de tetrasporos de G. Floridanum, onde a adi¢éo do ion ao
local de cultivo de tetrasporos resulta em uma réapida e efetiva
germinagdo. A supressdo parcial ou total do mesmo, acarreta em
problemas nos processos iniciais impedindo que o tetrdsporo germine.
Trabalhos deverdo investigar os efeitos da adi¢éo do ion em
cultivo de talos adultos da espécie e na liberacdo de tetrasporos, afim de
estudar sobre a atuacéo do Ca?* como regulador de outros mecanismos.
A quantificacdo e imageamento do influxo de Ca?* nos tetrasporos é um
estudo que trara resultados precisos da biodisponibiliadade do Ca?* para
esses individuos e concentragdes mais eficazes para a adi¢do do ion ao
cultivo.

O LaClz deixa em aberto questionamentos que ampliam a
problématica do bloqueio e adi¢do de Ca?*, também provoca a discussao
sobre a interagdo do lantanio com outros micronutrientes essenciais ao
desenvolvimento do individuo, como o fésforo e alguns metais. O
aparato fotossintético devera ser avaliado em tetrasporos e talos da
espécie, depois do tratamento com o metal. A quantificacdo da taxa
fotossintética pela utilizacdo de fluorémetro modulado (PAM), trard
dados quantificativos a respeito da interacdo do lantanio com a estrutura

do ficobilissoma.
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