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RESUMO

Pyropia é considerado o género de macroalga marinha mais domesticada no planeta e é conhecida como
Nori, a alga do sushi, utilizada na alimentagdo por todo o mundo. Este género apresenta alternancia de
geracOes entre gameto6fitos haploides (n) macroscopicos, os quais sdo utilizados para o consumo
alimenticio, e esporofitos diploides (2n) microscopicos. Cada gerag@o libera um tipo de esporo diferente,
onde gametofitos liberam carpdsporos, os quais formardo a fase 2n, enquanto os esporofitos liberam
conchosporos, que formardo a fase n. Dependendo das condig¢des, geralmente estresse, as duas fases
também podem liberar mondsporos, esporos que regeneram a sua propria fase. Por serem organismos
sésseis, estdo em condig¢des propicias para receber diferentes e alterados fatores abidticos. Um dos fatores
abidticos mais danosos para as algas ¢ a elevada dose de radiagdo ultravioleta (RUV). Existem trés tipos de
RUV, a RUVA, a RUVB e a RUVC, porém somente as duas primeiras atingem a superficie terrestre. A
RUVA ¢ conhecida por ser benéfica as plantas e algas, enquanto a RUVB ¢ conhecida por ser prejudicial,
causando negativas alteragdes morfologicas e fisiologicas. Outro fator muito importante para o
desenvolvimento de algas sdo os nutrientes, principalmente o nitrato (NO3). O NOj3 € um ion que ocorre
naturalmente no ambiente como um nutriente, proveniente de decomposi¢do aerobia, porém a sua presenca
em concentragdes elevadas geralmente ¢ devido a atividade antrdpica, como a aplicacdo de fertilizantes
organicos e inorganicos ¢ o uso de sistemas de saneamento in situ. O nitrogénio (N) presente no NOs
auxilia na formacdo de moléculas de proteinas, acidos nucléicos, vitaminas, enzimas, hormonios, pigmentos
¢ aminoacidos tipo micosporinas. A presenca destas duas tltimas moléculas pode mitigar os efeitos da
RUYV, porém sdo poucas as informagdes que estdo disponiveis na literatura para explicar os efeitos dessa
atividade simultdnea de NOs™ ¢ RUV em talos de macroalgas, faltando informagdes sobre as respostas na
morfologia, ultraestrutura, na producao de metabolitos secundarios. Assim como auséncia total de estudos
com esporos de algas tratadas com NO; e RUV simultaneamente. Portanto, buscamos respostas dos efeitos
de elevadas concentra¢des deste nutriente no cultivo da macroalga P. acanthophora var. brasiliensis E.C.
Oliveira & Coll expostos a PAR+RUVA+RUVB (PAB) nos primeiros dias de desenvolvimento dos
carposporos ¢ na morfofisiologia do talo desta macroalga. Além disso, sabendo que as algas sofrem com
mudancas em fatores abidticos (salinidade, temperatura, fotoperiodo, dessecagdo, entre outros) e que isto
pode ser estressante para o organismo, o conhecimento de qual tipo de esporo a alga libera em condi¢des
de estresse podera ajudar no alcance de uma estratégia para a producdo desta macroalga, onde a pesquisa
basica da suporte a pesquisa aplicada. Para tanto foram realizados trés experimentos: 1) cultivo dos talos
em diferentes concentragcdes de NOs™ e RUV; 2) cultivo dos carposporos em diferentes concentragdes de
NOs e RUV e 3) cultivo dos talos em diferentes fatores abioticos para verificar o estresse oxidativo e a
liberacdo de mondsporos. Para o talo, a presenga de NOs™ € um fator que contribuiu para mitigar os efeitos
da RUV e ¢ determinante para as respostas antioxidantes. Entretanto, a auséncia deste nutriente nao
contribui para a mitigacao dos efeitos gerados pela RUV.Para o segundo experimento, concluiu-se que a
RUYV ¢é um fator limitante para o desenvolvimento de carpdsporos de P. acanthophora var. brasiliensis,
enquanto o NOj influencia, mas ndo limita, o desenvolvimento. E para o terceiro experimento, observou-
se baixo estresse oxidativo em todos os tratamentos, com excegao aos expostos 8 RUV. Justamente nestes

unicos tratamentos que encontramos a liberagdo de mondsporos (mondsporos que refazem a fase foliacea),
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indicando que quanto maior o estresse oxidativo, maior o desequilibrio metabdlico e como forma de
sobrevivéncia rapida da espécie ocorre a reprodugdo assexuada.
Palavras-chave: enzimas antioxidantes; mondsporos; estresse oxidativo; metabodlitos; microscopia

confocal; microscopia eletronica de transmissdo; carpdsporos
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ABSTRACT

Pyropia is considered the genus of the most domesticated macroalga on the planet and is known as Nori,
the alga of sushi, used in food all over the world. This genus presents alternation of generations between
macroscopic gametophytes haploid (n), which are used for food consumption, and microscopic sporophytes
diploid (2n). Each generation releases a different spore type, where gametophytes release carpospores,
which will form phase 2n, while the sporophytes release conchospores, that will form the phase n.
Depending on the conditions, usually stress, the two phases can also release monospores, spores that
regenerate their own phase. Because they are sessile organisms, they are able to receive different and altered
abiotic factors. One of the most harmful abiotic factors for algae is the high dose of ultraviolet radiation
(UVR). There are three types of UVR, UVAR, UVBR and UVCR, but only the first two reach the Earth's
surface. UVAR is known to be beneficial plants and algae, while UVBR is known to be harmful, causing
negative morphological and physiological changes. Another very important factor for the development of
algae is the nutrients, mainly nitrate (NO3"). NOs" is an ion that occurs naturally in the environment as a
nutrient from aerobic decomposition, but its presence in high concentrations is usually due to anthropic
activity, such as the application of organic and inorganic fertilizers and the use of inorganic sanitation
systems situ. Nitrogen (N) in NO; helps in the formation of molecules of proteins, nucleic acids, vitamins,
enzymes, hormones, pigments and mycosporin-like amino acids. The presence of these two last molecules
may mitigate the effects of UVR, but little information is available in the literature to explain the effects of
this simultaneous NOs™ and UVR activity on macroalgal thalli, lacking information on the responses in the
morphology, ultrastructure, in the production of secondary metabolites. As well as total absence of studies
with algae spores treated with NOs™ and UVR simultaneously. Therefore, we searched for responses of the
effects of high nutrient concentrations on P. acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll exposed
to PAR+tUVAR+UVBR (PAB) in the first days of carpospores development and in the thalli
morphophysiology of this macroalga. In addition, knowing that algae suffer from changes in abiotic factors
(salinity, temperature, photoperiod, desiccation, among others) and that this can be stressful for the
organism, the knowledge of what type of spore the alga releases under stress conditions will can help in
achieving a strategy for the production of this macroalga, where basic research supports applied research.
For that, three experiments were carried out: 1) cultivation of thalli in different concentrations of NO3™ and
UVR; 2) culture of the carpospores in different concentrations of NO3 and UVR and 3) culture of the thalli
in different abiotic factors to verify the oxidative stress and the release of monospores. For the thallus, the
presence of NOs is a factor that contributed to mitigate the effects of the UVR and is determinant for the
antioxidant responses. However, the absence of this nutrient does not contribute to the mitigation of the
effects generated by the UVR. For the second experimente, it is concluded that UVR is a limiting factor for
the development of carpospores of P. acanthophora var. brasiliensis, while NOj3™ influences, but does not
limit, the development. Finally, for the third experimente, it was observed low oxidative stress for all
treatments, except for those exposed to UVR. It is precisely in these unique treatments that we find the
release of archeospores (monospores that redo the foliaceous phase), indicating that the higher the oxidative
stress, the higher the metabolic imbalance and as a way of rapid survival of the species asexual reproduction

occurs.
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por 48 h. a-c. Carposporos tratados com [0] com formato esférico, com cloroplastos (C) e mitocondrias (M)
e com parede celular (PC) pouco desenvolvida. d-f. Carposporos tratados com [25], com divisdo celular
(seta), pirenoide (Pi), tilacoides organizados (setas) e presenca de PC. g-i. Carposporos tratados com [50]
com polarizacdo (seta), plastoglobulos (P) e PC. j-1. Carposporos tratados com [100] com polarizagdo (seta),
Pi, vesiculas (V) com material para formacdo de PC, e uma PC desenvolvida. ........cccocoevererincicncncnenne. 68
Figura 18. Microscopia eletronica de transmissdo dos carpdsporos da macroalga vermelha P. acanthophora
var. brasiliensis expostos & PAB e a diferentes concentragdes de NO;™ (0, 25, 50 e 100 mM) em laboratério

por 48 h. a-b. Carpdsporo sem divisdes celulares e parede celular, com formato irregular e presencga de
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INTRODUCAO GERAL

Radiacao ultravioleta e camada de 0zonio

A luz solar ¢ de grande importancia para a manuten¢do da vida no planeta Terra
(DIFFEY, 1991) e ¢ dividida de acordo com o comprimento de onda dentro do espectro
solar eletromagnético em: radiagdo gama, radiagdo X, radiacdo ultravioleta (RUV),
radiagdo fotossinteticamente ativa/visivel (PAR), radiagdo infravermelho (RIV) e ondas
de radio (DIFFEY, 2002; BALOGH et al., 2011). Dentro desta divisdo, e das radiagdes
que chegam a superficie terrestre, o comprimento de onda com maior efeito deletério para
os organismos, em altas doses, ¢ a RUV.

A RUV (100-400 nm) ¢ dividida, de acordo com o II Congresso Internacional
sobre a Luz de 1932 em Copenhagen, em trés tipos: ultravioleta-A (RUVA), ultravioleta-
B (RUVB) e ultravioleta-C (RUVC), sendo que RUVA compreende de 400-315 nm
(RUVA-I de 400-340 nm e RUVA-II de 340-315 nm), RUVB de 315-280 nm e RUVC
de 280-100 nm (DIFFEY, 2002). A quantidade e a qualidade/tipo da RUV que chega a
superficie terrestre dependem das propriedades da atmosfera (DIFFEY, 1991), ¢ a maior
interacdo entre RUV e atmosfera ocorre na estratosfera, camada onde se encontram
moléculas de ozonio (O3), de nitrogénio (N2) e de oxigénio (O2), ocorrendo assim
atenuacao da radiacao (DIFFEY, 2002). A RUVA ¢ fracamente atenuada pelo O3,
chegando em grandes quantidades a superficie terrestre; a RUVB ¢ atenuada de maneira
eficiente, mas ndo completamente pelo Os; e a RUVC ¢é completamente atenuada pelo O3
(BEISSERT; GRANSTEIN, 1996; DE LAAT et al., 1996; SCHARFFETTER-
KOCHANEK et al., 1997).

Até o inicio da década de 70, ndo se imaginava que a atividade humana poderia
levar a destruigdo do O3 (MOLINA; ROWLAND, 1974; STOLARSKI; CICERONE,
1974). Pesquisas nesta area despontaram, até que, em 1973, trés cientistas, Paul Josef
Crutzen, Frank Sherwood Rowland e Mario Molina, verificaram os efeitos dos
clorofluorcarbonetos (CFC) e bromofluorcarbonetos (BrFC), classes de gases que podem
ficar na sua forma estavel por anos na atmosfera, e chegar a estratosfera (MOLINA;
ROWLAND, 1974). Na estratosfera, estes gases podem ser dissociados por energia
proveniente da RUV e liberar o elemento cloro, fltior € bromo, os quais se ligam ao a&tomo
de oxigénio (O) e molécula de oxigénio (O2), impedindo a formag¢ao de novas moléculas

de O3 estratosférico (MOLINA; MOLINA, 1987; CRUTZEN, 1974, STOLARSKI;
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CICERONE, 1974). Essa problematica nos leva ao indice no qual a reducdo de 1 % da
camada de O3 leva a um aumento de 1,3 % a 1,8 % os niveis de RUVB que atingem a
superficie do planeta (HOLLOSY, 2002).

De acordo com o relatorio do IPPC (Intergovernmental Panel on Climate Change),
a concentracao dos gases de efeito estufa na atmosfera ¢ a mais alta desde os ultimos 800
mil anos, e se nenhuma providéncia for tomada, a temperatura média global deve
aumentar 5 °C e os niveis dos oceanos devem aumentar 0,7 metros até¢ 2100 (IPCC, 2013).
Esta elevada concentracao de gases na atmosfera também pode diminuir a quantidade de
reconstru¢ao de moléculas de O3, e consequentemente os niveis de RUV. De acordo com
o Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), a regido fitogeografica Temperada
Quente, a qual compreende o Estado de Santa Catarina, recebe RUVB de 9 a 14 na escala
de indice de RUVB (IUV), a qual vai de 0 a 16.

Biologicamente, a RUVA ¢ conhecida por ser benéfica para plantas e algas,
auxiliando no crescimento (POLO et al.,, 2014), no desenvolvimento de embrides
(HENRY; ALSTYNE, 2004) e na producdo da enzima RuBisCo (BISCHOF et al., 2002);
enquanto que a RUVB, em doses elevadas, ¢ a mais prejudicial aos organismos (TSAI et
al., 2009; GODIN-BEEKMANN, 2010) e a que mais provoca efeitos negativos, diretos e
indiretos, sobre as plantas (DE ALMEIDA et al., 2013), tanto nos seus processos
fisiologicos, bioquimicos, quanto morfoldgicos e moleculares (FIGUEROA et al., 1997,
FLORES-MOYA et al., 1999; WIENCKE et al., 2000; HEO et al., 2010, HOLZINGER;
LUTZ, 2006; SCHMIDT et al., 2009, POPPE et al., 2003; ROLEDA et al., 2010;
BISCHOF et al., 2000; PEREIRA et al., 2014, ROLEDA et al., 2004; SCHMIDT et al.,
2010; FIGUEROA et al., 2014; POLO et al., 2014). Porém, todos estes efeitos dependem
da dose recebida e do objetivo, por exemplo, se o proposito for producdo de metabolitos

secundarios com atividade antioxidante a RUVB serd uma 6tima radiac¢do para este fim.

Nitrato

O nitrato (NO3) ¢ um ion que ocorre naturalmente no ambiente como um
nutriente, proveniente de decomposicao aerdbia (VESILIND; MORGAN, 2013).
Segundo a resolugcdo n® 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
(CONAMA, 2005), o teor maximo de NO3; em 4guas salinas é 44 mg.L"! (0,7 mM),
porém a sua presenga em concentracdes elevadas geralmente ¢ devido a atividade
antropica, como a aplicacao de fertilizantes organicos e inorganicos € o uso de sistemas

de saneamento in situ (BARBOSA, 2005; BAIRD; CANN, 2011). O ion NO;s ¢
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extremamente soluvel em agua, o que facilita a disseminacgdo e contaminagdo das aguas
(BARBOSA, 2005). O nitrogénio (N) presente no NO3"auxilia na forma¢ao de moléculas
de proteinas, acidos nucléicos, vitaminas, enzimas ¢ hormonios (BRAGA et al., 2005) e
¢ o principal nutriente considerado limitante para o crescimento de algas marinhas
(HANISAK, 1990). Estudos com macroalgas em diferentes concentragdes de NO3
indicam um aumento na produgdo de aminoacidos tipo micosporina (MAA) (ZHENG;
GAO, 2009; BARUFI et al., 2011) e de pigmentos fotossintetizantes (BARUFI et al.
2011), aumento da taxa de crescimento (JEANFILS et al., 1993) e de viabilidade celular
(DO; CORMIER, 1991). Além disso, o favorecimento da produgao destas moléculas
(MAA e pigmentos) pela presenca de N pode mitigar os efeitos da RUV, como sugerido
por Barufi et al. (2011). Porém, estas sdo as poucas informagdes que estdo disponiveis na
literatura para explicar os efeitos dessa atividade simultanea de NO3 e RUV em talos de
algas, faltando informagdes sobre as respostas na morfologia, ultraestrutura, na produgao
de metabdlitos secundarios, assim como auséncia total de estudos com esporos de algas
tratadas com NO3™ e RUV simultaneamente. Portanto, buscamos respostas dos efeitos de
elevadas concentragdes do nutriente no cultivo da macroalga Pyropia acanthophora var.
brasiliensis expostos a PAR+RUVA+RUVB (PAB) nos primeiros dias de

desenvolvimento dos carposporos e na morfofisiologia do talo desta macroalga.

Pyropia acanthophora var. brasiliensis

Porphyra ¢ um género de macroalga vermelha pertencente a ordem Bangiales
(BLOUIN et al., 2011), encontrada na zona de supra litoral e com tolerincia ao estresse
ambiental, como alta luminosidade, estresse osmotico e dessecacao (CHAN et al., 2012).
Recentemente, estudos moleculares dos genes da subunidade maior da proteina RuBisCo
e da subunidade menor ribossomal, concluiram que todas as espécies do género Porphyra,
encontradas no Brasil, tratam-se de espécies do género Pyropia (MILSTEIN et al., 2015).
Ambos os géneros pertencem a ordem Bangiales e possuem as mesmas caracteristicas
morfoldgicas, apenas com pequenas alteragdes genéticas. Além do Brasil, o género
Pyropia jé foi encontrado no Japao, Australia, México e Mar Mediterraneo (MILSTEIN
etal., 2015).

Pyropia ¢ considerado o género de macroalga marinha mais domesticada no
planeta (SCHWEIKERT et al., 2011) e ¢ conhecido como Nori, a alga do sushi, utilizada
na alimentacao por todo o mundo (ZHANG et al., 2003; ZHOU et al., 2012). Pyropia

apresenta talo folidceo com uma ou duas células de espessura, esta ldmina encontra-se
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ligada ao substrato por células rizoidais finas e incolores (GRAHAM et al., 2009;
BOUZON et al., 2012). As células desta alga sdo compostas por um ou dois grandes
cloroplastos estrelados, com um grande pirenoide central, ocupando a maior parte do
citoplasma (GRAHAM et al., 2009). Pyropia possui agarana na composi¢ao da parede
celular, um polissacarideo sulfatado, que para este género ¢ conhecido como Porphyrana
(ZHANG et al., 2003; CHAN et al., 2012). Algas do género Pyropia possuem outros
polissacarideos com atividades fisioldgicas importantes, como atividade antiviral,
anticancer, anticoagulante, antioxidante e regulagdo do sistema imune (ZHOU et al.,
2012); além de ser fonte de ferro, vitaminas do complexo B e C (BLOUIN et al., 2011) e
MAA com funcao fotoprotetora (MERCURIO et al., 2015). Apresenta alternancia de
geragdes entre gametofitos (n) macroscopicos, os quais sdo utilizados para o consumo
alimenticio, e esporofitos (2n) microscopicos (BLOUIN et al., 2011). Cada geragdo libera
um tipo de esporo diferente, onde gametofitos liberam carpdsporos, os quais formardo a
fase 2n, enquanto os espordéfitos liberam conchoésporos, que formardo a fase n (BLOUIN
et al., 2011). Dependendo das condigdes, geralmente estresse, as duas fases também
podem liberar mondsporos, esporos que regeneram a sua propria fase (BLOUIN et al.,
2011) (Fig. 1). De acordo com Bouzon et al. (2012), P. acanthophora var. brasiliensis
E.C. Oliveira e Coll exposta a RUV produz um grande nimero de esporos, agindo como
um mecanismo de propagagdo da espécie sob condigdes de estresse, assim como o
estresse oxidativo por H2O2 em P. yezoensis (Ueda) M.S.Hwang & H.G.Choi faz a alga
liberar mondsporos (TAKAHASHI; MIKAMI, 2017). Porém, faltam estudos sobre este
mecanismo de sobrevivéncia. O conhecimento de qual tipo de esporo a alga libera em
condig¢des de estresse pode ajudar no alcance de uma estratégia para a produgdo comercial

desta alga, onde a pesquisa basica da suporte a pesquisa aplicada.



Figura 1 Ciclo de vida bifésico e heteromorfico de Pyropia acanthophora var. brasiliensis.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

> Avaliar os efeitos da PAB (PAR+RUVA-+RUVB) e do nitrato na morfologia e na
fisiologia de talos e no desenvolvimento de carpdsporos de Pyropia acanthophora var.
brasiliensis. Além de determinar quais fatores estressores podem contribuir para a

liberagdo de mondsporos.

Objetivos Especificos

> Avaliar as taxas de crescimento nas por¢des foliaceas de P. acanthophora var.
brasiliensis tratadas com PAR (radiacdo fotossinteticamente ativa) ¢ com PAB
juntamente com diferentes concentracdes de nitrato;

> Verificar a viabilidade celular nas por¢des folidceas e nos esporos, nos diferentes
tratamentos de P. acanthophora var. brasiliensis;

> Caracterizar as alteragdes morfoldgicas e ultraestruturais nas porgdes folidceas e
nos esporos de P. acanthophora var. brasiliensis dos tratados com PAR e com PAB
juntamente com concentragdes de nitrato;

> Determinar as concentragdes dos pigmentos fotossintetizantes (ficobiliproteinas e
clorofila a) das porg¢oes folidceas de P. acanthophora var. brasiliensis tratadas com PAR
e com PAB juntamente com diferentes concentragdes de nitrato;

> Definir o perfil carotenoidico das por¢des folidceas de P. acanthophora var.
brasiliensis tratadas com PAR e com PAB juntamente com diferentes concentracdes de
nitrato;

> Quantificar o conteudo total de fenolicos, flavonoides, agucares soluveis € amido
nos diferentes tratamentos nas porg¢des folidceas de P. acanthophora var. brasiliensis;

> Analisar a atividade antioxidante nos esporos € nas por¢des folidceas na presenca
de agentes estressores de P. acanthophora var. brasiliensis;

> Avaliar a producdo de monodsporos de P. acanthophora var. brasiliensis na

presenca de agentes estressores.



CAPITULO 1

O EFEITO COMBINADO DA RADIACAO ULTRAVIOLETA E DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DE NITRATO NA
MORFOFISIOLOGIA DA MACROALGA Pyropia acanthophora var.
brasiliensis (RHODOPHYTA, BANGIALES)

Resumo

Macroalgas sdo organismos sésseis, assim precisam suportar as condi¢des presentes no
local em que estdo fixadas para sobreviverem. Condigdes estas que podem estar
desreguladas, como quantidade de nutrientes, principalmente nitrato (NO3°), devido ao
despejo de esgoto diretamente no mar; ou até mesmo altas irradiancias, causadas pela
diminui¢do da camada de ozonio (O3). Este trabalho procurou avaliar se a quantidade de
NOs3™ na agua influencia nas respostas morfolédgicas, fisioldgicas e bioquimicas da
macroalga Pyropia acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll quando exposta
a radiagdo ultravioleta (RUV). Portanto, experimentos com talos de P. acanthophora
foram realizados ap6s aclimatagdo de 7 dias, e expostos a 0, 25, 50 e 100 mM de NO3™ e
a PAR+RUVA+RUVB (PAB) por 3 h ao dia, durante 7 dias, com dose diaria de 5,05
J.cm™ para RUVA e de 0,095 J.cm™ para RUVB. As taxas de crescimento, a viabilidade
celular e os pigmentos fotossintéticos foram menores nas amostras expostas a PAB,
quando comparadas com aquelas expostas a PAR. A autofluorescéncia do cloroplasto foi
menor nas amostras tratadas sem NO3°, resultando num talo despigmentado. A
ultraestrutura dos cloroplastos ndo sofreu nenhuma altera¢do apds os tratamentos, mas
apresentou grande quantidade de plastogldbulos nas amostras com auséncia do nutriente.
Os metabolitos secundarios antioxidantes aumentaram nas amostras expostas a PAB,
enquanto as maiores concentragdes de aclcares soluveis totais foram encontradas nas
amostras expostas a PAR [0] e [100] e a PAB [0]. A presenca de NO3™ foi um fator que
contribui para mitigar os efeitos da RUV e foi determinante para as respostas
antioxidantes.

Palavras-chave: antioxidantes; metabolitos secundérios; microscopia confocal;

microscopia eletronica de transmissdo, pigmentos fotossintéticos.



Abstract

Macroalgae are sessile organisms, so they must withstand the conditions present where
they are fixed to survive. These conditions may be modified, such as nitrate (NO3") owing
to the discharge of sewage directly into the sea, or even high irradiances caused by the
decrease of the ozone layer (O3). This work aimed to evaluate if the amount of NO3™ in
the water influences the morphological, physiological and biochemical responses of the
macroalga Pyropia acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll when exposed to
ultraviolet radiation (UVR). Therefore, experiments with P. acanthophora were
performed after acclimation of 7 days and subsequent exposure to 0, 25, 50 and 100 mM
of NO;™ and PAB (=PAR+UVAR+UVBR) for 3 hours per day for 7 days, with a daily
dose of 5.05 J.cm™ for UVRA and of 0.095 J.cm™ for UVRB. Growth rates, cell viability
and photosynthetic pigments were lower in the samples exposed to PAB, when compared
to those exposed to PAR. The autofluorescence of the chloroplast was lower in the treated
samples without NOj3", resulting in a depigmented thalli. The ultrastructure of the
chloroplasts did not change after the treatments, but presented a large amount of
plastoglbulli in the samples with absence of the nutrient. The antioxidant secondary
metabolites increased in the samples exposed to PAB, while the highest concentrations
of total soluble sugars were found in samples exposed to PAR [0] and [100] and to PAB
[0]. The presence of NO3™ was a contributing factor to mitigate the effects of UVR and
was determinant for antioxidant responses.

Keywords: antioxidants; confocal microscopy; photosynthetic pigments; secondary

metabolites; transmission electronic microscopy



1. INTRODUCAO

Pyropia acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll ¢ uma macroalga
vermelha encontrada na zona de supra litoral, e apresenta tolerancia ao estresse ambiental,
como alta luminosidade, estresse osmotico e dessecacao (CHAN et al., 2012). Esta
macroalga ¢ conhecida como Nori, utilizada na fabricagdo do sushi, um alimento
conhecido e consumido em todo o mundo (ZHANG et al., 2003; ZHOU et al., 2012),
apresentando grande importdncia econdmica. Macroalgas sdo organismos sésseis,
portanto ndo se movimentam em busca de 6timas condigdes abidticas, tendo que suportar
as condicoes ocorrentes no local em que estdo fixadas para sobreviverem. Muitas vezes
estas condigdes podem estar desreguladas, como disponibilidade de nutrientes,
principalmente nitrato (NO3"), devido ao despejo de esgoto diretamente no mar; ou até
mesmo altas irradidncias, causadas pela diminuicdo da camada de o0zdnio (O3) e pela
exposicdo natural da alga em marés baixas; assim como alteracdes na temperatura e
salinidade.

O NO;3 ¢ um ion que ocorre naturalmente no ambiente como um nutriente,
proveniente de decomposi¢do aerobia (VESILIND; MORGAN, 2013), porém sua
presenca em concentragdes elevadas geralmente ¢ devido a a¢do humana, como a
aplicagdo de fertilizantes organicos e inorganicos € o uso de sistemas de saneamento in
situ (BARBOSA, 2005; BAIRD; CANN, 2011). Estudos com macroalgas em diferentes
concentragdes de NO3™ indicam a produ¢do de aminodcidos tipo micosporina (MAA)
(ZHENG; GAO, 2009; BARUFT et al., 2011), de pigmentos fotossintetizantes (BARUFI
etal., 2011), alteragdes nas taxas de crescimento (JEANFILS et al., 1993; LI et al., 2008)
e na viabilidade celular (DO; CORMIER, 1991).

Biologicamente, a radiacdo ultravioleta-A (RUVA) € conhecida por ser benéfica
para plantas e algas, auxiliando no crescimento (POLO et al., 2014), no desenvolvimento
de embrides (HENRY; ALSTYNE 2004) e na producao da enzima RuBisCo (BISCHOF
etal., 2002); enquanto que a radiagdo ultravioleta-B (RUVB), em doses elevadas, ¢ a mais
prejudicial aos organismos, levando a alteragdes nos processos fisioldgicos, bioquimicos,
morfoldgicos e moleculares (FIGUEROA et al, 1997; FLORES-MOYA et al., 1999;
WIENCKE et al., 2000; HEO et al., 2010, HOLZINGER; LUTZ, 2006; POPPE et al.,
2003; FREITAS, 2012; BISCHOF et al., 2000; ROLEDA et al., 2004; FIGUEROA et al.,
2014; POLO et al., 2014).

As agdes conjuntas da radiacdo ultravioleta (RUV) com diferentes fatores

abioticos da 4gua podem ampliar ou amenizar a agdo destes agentes ambientais sobre as
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macroalgas, tornando-os estressores. Tanto a RUV, como alteragdes na qualidade da agua
podem impactar simultaneamente as macroalgas, levando a alteragdes morfoldgicas,
celulares e bioquimicas. Sabe-se que o NOs3 reduz o efeito da RUV na macroalga
vermelha Gracilaria tenuistipitata var. Liui Zhang & Xia devido ao aumento das
concentracdes de MAA, clorofila, ficocianina e ficoeritrina (BARUFI et al., 2012).
Entretanto, poucas informagdes estdo disponiveis na literatura para explicar os efeitos
dessa atividade simultanea de NO3™ e RUV em algas. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar se as concentragdes de NO3z™ na agua do mar podem influenciar na taxa de

crescimento, na viabilidade celular, na ultraestrutura e na produg¢do de metabolitos

secundarios da macroalga P. acanthophora var. brasiliensis quando exposta a RUV.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e Processamento do Material Biologico

Os gametofitos de P. acanthophora var. brasiliensis foram coletados na porgao
mais alta da zona intertidal do costdo rochoso da Praia de Sambaqui, Florian6polis-SC,
Brasil, (27°29'S e 48°32'0), nos meses de agosto e setembro de 2015. A concentracao
média de NO3™ nas aguas desta praia ¢ de 3,73 £ 0,01 uM (PEREIRA et al., 2019a).

Os talos das algas foram transportados até o Laboratorio de Biologia Celular
Vegetal (LABCEV), localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC-Floriandpolis), em recipientes plasticos contendo dgua
do mar da Praia de Sambaqui. No laboratorio, os talos foram lavados com dgua do mar,
da Praia do Sambaqui, filtrada e esterilizada e triados para remog¢do de contaminantes.
Porg¢des saudaveis (talos firmes e com coloragdo verde amarronzada, tipica da alga) foram
selecionadas e seguiram para o cultivo com agua do mar, da Praia do Sambaqui,
esterilizada acrescida de meio von Stosch (50 %; EDWARDS, 1970) (composto por
NaNOs", MnCl,, EDTA, NaHPO4, FeSOs, biotina, cianocobalina e tiamina) durante 7 dias
em condig¢des controladas, sendo este periodo o de aclimatagao. As condigdes controladas
da sala de cultura foram: temperatura do ar de 24 + 2 °C, aeragdo constante, irradidncia
de 80 £ 10 umol.fotons.m™s™! (lampadas fluorescentes, Philips C-5 Super 84 16W/840,
Brasil), salinidade de 35 ups e fotoperiodo de 12 h, iniciando as 8:00 h. No inicio do
quarto dia de aclimatacdo, 50 % do volume de agua foi renovado e acrescentando

novamente meio von Stoch 50 %.

2.2 Condicoes de Cultivo

Apods a aclimatagdo, os gametofitos foram cultivados nas mesmas condi¢des
citadas acima. As RUVA e RUVB artificiais foram fornecidas pela lampada Vilber
Lourmat VL-6LLM, Marne La Vallée - France, que emite picos nos comprimentos de onda
de 312 nm (RUVB) e de 365 nm (RUVA). A dose diaria foi de 5,05 J.cm™ para RUVA e
de 0,095 J.cm™ para RUVB (Light Radiometer Model PMA 2100, usando PMA 2107B-
UW (underwater) UV sensor (UVA+UVB) e PMA 2102 (UVB) (Solar Light, USA). As
doses de RUVA e RUVB ocorreram simultaneamente e foram baseadas nas intensidades
que estas radiacdes ocorrem durante o inverno de Florian6polis (PEREIRA et al., 2019b),

j& que o gametofito desta alga ocorre no inverno.
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Logo apos a aclimatagdo, por¢des de P. acanthophora de aproximadamente 2.0 +
0,05 g foram cultivadas em frascos do tipo béquer com 500 mL de 4gua do mar filtrada e
esterilizada, acrescida de meio von Stosch 50 % modificado sem NO3 (EDWARDS,
1970), e concentragdes de 0 mM, 25 mM, 50 mM e 100 mM de NOs3™ (concentragdes
baseadas em outros trabalhos com algas (DO; CORMIER, 1991; JEANFILS et al., 1993;
CHEN et al., 2011)). Foram realizados experimentos com RUV e diferentes
concentragdes de NOs', totalizando oito grupos experimentais:

1) PAR 0 mM de NOs3™ (PAR [0]);

2) PAR 25 mM de NOs™ (PAR [25));

3) PAR 50 mM de NO;s™ (PAR [50]);

4) PAR 100 mM de NO3™ (PAR [100]);

5) PAR+RUVA+RUVB 0 mM de NOs™ (PAB [0]);

6) PAR+RUVA+RUVB 25 mM de NO3™ (PAB [25]);

7) PAR+RUVA+RUVB 50 mM de NO3™ (PAB [50]);

8) PAR+tRUVA+RUVB 100 mM de NOs™ (PAB [100]).

Foram feitas seis réplicas para cada grupo experimental (Fig. 2). No quarto dia de
experimento foi acrescentado novamente o meio von Stosch 50 % sem NOs™. As algas
foram expostas a PAB durante 3 h (das 12:00 as 15:00 h, horarios com maior pico de
RUV no ambiente) por um periodo de 7 dias. Durante a exposi¢do, a aeragdo foi
aumentada nos tratamentos com RUV e com PAR para que os fragmentos se
movimentassem de forma constante, para que todos os fragmentos recebessem
intensidade similar de radiagdo. Foi realizado um rodizio dos béqueres aleatoriamente, a
cada 1 h de exposicdo a RUV e aos expostos a PAR, para que todos os béqueres
recebessem intensidade luminosa similar. No término do experimento parte dos talos
frescos foram utilizados para as andlises da taxa de crescimento, viabilidade celular e
processados para as andlises citologicas, e a outra parte foi armazenada em nitrogénio

liquido para extragdo dos metabolitos primarios e secundarios.
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Figura 2. Desenho experimental do experimento com talo de P. acanthophora var. brasiliensis com 0ito
grupos experimentais: quatro concentracdes de NOs3 (0, 25, 50 e 100 mM) e expostos a PAR e PAB. Cada
grupo experimental tinha 6 réplicas compostas por béqueres com 2 g de alga e 500 mL de agua do mar

o Y
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o
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— No;a_

2.3 Taxa de Crescimento (TC)

O efeito da PAB e do NO;3™ no crescimento dos talos de P. acanthophora var.
brasiliensis foi avaliado através da diferenc¢a entre a massa da matéria fresca no inicio e
no final dos tratamentos (n = 6 béqueres por grupo). As taxas de crescimento foram
apresentadas como porcentagem de crescimento didrio (% dia'), sendo calculadas
segundo a formula de Yong e Anton, (2013): TC = [(Mf/Mi)"*1]*100; onde TC é taxa de
crescimento (% dia!); Mf é massa final em gramas; Mi é massa inicial (Mi) em gramas;

et é tempo em dias.

2.4 Viabilidade Mitocondrial (MTT)

A viabilidade mitocondrial foi determinada através da reducao do brometo de (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA)) em formazan (produto cromogénico purpura resultante da reducdo de sais de

tetrazolio) por enzimas desidrogenases mitocondriais, as quais reduzem o MTT em um
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composto insoluvel purpura. A concentragdo de formazan foi determinada
espectrofotometricamente, uma vez que esta € proporcional a quantidade de mitocondrias
ativas e, por consequéncia, o numero de células vivas. Os segmentos de alga (0,050 g de
massa fresca) foram incubados com uma solugdo de 30 uL de MTT (0,17 g.L! de MTT)
com agua do mar esterilizada (3 mL de volume final) durante 3 h em estufa a 37 °C,
posteriormente lavados e transferidos para um tubo de ensaio contendo 1,0 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO, Merck, Darmstadt, FRG) (MENDES et al, 2013). A
absorbancia foi determinada a 570 nm (SpectraMax Paradigm Molecular Devices) no
Laboratorio Multiusudrio de Estudos em Biologia (LAMEB), localizado no CCB da
UFSC-Floriandpolis. As andlises foram realizadas com n = 6 (béqueres por grupo) ¢ a

viabilidade mitocondrial foi expressa no valor das absorbancias.

2.5 Pigmentos Fotossintetizantes

Para a extracdo dos pigmentos fotossintetizantes, as amostras provenientes dos
experimentos foram armazenadas em freezer -80 °C. As extracdes foram realizadas no
Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (LMBV), localizado no Centro de

Ciéncias Agrarias (CCA) da UFSC-Floriandpolis.

2.5.1 Ficobiliproteinas

A extracdo das ficobiliproteinas [aloficocianina (AFC), ficocianina (FC) e
ficoeretrina (FE)] foi realizada através da trituragdo de amostras de 0,500 g (massa fresca)
em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso em 3 mL de tampao fosfato 50 mM, pH
5,5 e temperatura de 4 °C. A solucdo foi centrifugada a 2000 x g, por 20 min a 4 °C, e o
sobrenadante foi retirado e mantido no escuro até a leitura em espectrofotometro (Tp
Reader; Thermoplate, China; A = 498,5, 615 e 651 nm). A determinacdo das
concentragdes das ficobiliproteinas foi realizada utilizando-se as féormulas descritas por
Kursar et al. (1983). As analises foram realizadas com n = 6 (béqueres por grupo) e os

resultados foram expressos em pg de pigmentos por g de massa seca.

2.5.2 Clorofila a
Ao residuo da centrifugacdo do extrato do item 2.5.1 foi acrescentado 3 mL de
acetona a 90 %. A solugao foi centrifugada a 2000 x g, por 20 min a 4 °C, e o sobrenadante

retirado e mantido no escuro até a leitura em espectrofotdmetro (Tp Reader; Thermoplate,
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China; A = 630, 647 e 664 nm). Utilizou-se a formula descrita por Jeffrey e Humphrey,
(1975). As anélises foram realizadas com n = 6 (béqueres por grupo) e os resultados foram

expressos em pg de pigmentos por g de massa seca.

2.6 Microscopia de Luz (ML)

Porgoes frescas, integras e da regiao central do talo foram fixadas em solugdo de
paraformaldeido a 2,5 % em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2, a temperatura de 4° C, por
uma noite (12 h). Apds, lavadas no mesmo tampao e desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100 %) (BOUZON, 1993). Posteriormente, o
material foi infiltrado em historresina (Leica Historesin). As amostras foram seccionadas
no LABCEV em micrétomo rotativo modelo Leica RM 2135, com navalhas de
tungsténio. As secgdes, com espessura de 5 pm, foram coletadas nas laminas de vidro
sobre gotas de dgua destilada e secas a 37 °C por 30 min para as analises citoquimicas
(cada l1amina continha secgdes apenas de um tratamento). Foram feitas sextuplicatas (n =
6 béqueres por grupo) para cada grupo experimental, e as duas melhores, apresentaram
mais talos transversais, foram examinadas. Semelhancas baseadas na comparagao entre

as réplicas sugeriram que as analises foram confiaveis.

2.6.1 Citoquimica

O material foi submetido aos seguintes testes citoquimicos:

Azul de Toluidina (AT-O): Este corante basico foi utilizado para identificar
polissacarideos 4cidos através da reacdo de metacromasia (propriedade que certas
moléculas tém de mudar a cor original do corante. Naturalmente o AT-O ¢ azul, mas
observamos metacromasia para rosa para polissacarideos acidos, verde para fenolicos, e
roxa para acidos nucleicos (O’BRIEN; THIMANN, 1965)). As laminas contendo as
seccoes foram tratadas com solucdo aquosa de AT-O a 0,5 %, acidificada com HCI 1 N
para pH 3,0, por 30 seg, lavadas em agua destilada e secas ao ar (MCCULLY, 1970;
GORDON; MCCANDLESS, 1973).

Acido Periddico Schiff (PAS): Este corante foi utilizado para identificar a presenca de
polissacarideos neutros. O 4cido periddico oxida os grupos 1,2-glicol dos polissacarideos
neutros (amido e celulose), assim expde os grupos aldeidos. Estes grupos reagem com a
fucsina do reativo Schiff e geram a cor rosa. As sec¢des foram oxidadas com solugdo

aquosa de acido periodico a 1 % durante 20 min no escuro, lavados em agua corrente e
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corados com reativo Schiff por 20 min. Apos, lavadas em agua corrente e secas ao ar

(GAHAN, 1984).

2.6.2 Medida do Espessamento da Parede Celular

As medidas de espessamento de parede celular foram realizadas usando o software
ImageJ (versdo 1.43) com as imagens obtidas por microscopia de luz das amostras
reagidas com AT-O. Foram medidas 30 células de cada tratamento, sendo realizada uma

medida por célula.

2.7 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MC)

Porc¢des frescas, integras e da regido central do talo foram estendidas entre 1amina
e laminula e observadas em microscopio confocal (Leica TCS SP-5) no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC-Florianopolis. A autofluorescéncia
do cloroplasto foi excitada no comprimento de onda de 488 nm e emitida de 510 a 750
nm (vermelho) (ZITTA et al., 2013). A autofluorescéncia de células sem cloroplasto,
sugerindo presenga de algum patdgeno, foi excitada no comprimento de onda de 405 nm
e emitida de 420 a 470 nm (azul). O programa LAS-AF Lite (Leica) foi utilizado para o
processamento final das imagens. Foram feitas sextuplicatas (n = 6 béqueres por grupo)
para cada grupo experimental, e as duas melhores foram examinadas. Semelhancas

baseadas na comparagao entre as réplicas sugeriram que as analises foram confiaveis.

2.8 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para analisar a ultraestrutura dos cloroplastos, amostras frescas, integras e da
regido central do talo provenientes das exposi¢oes a PAR e PAB foram pré-fixadas em
solucdo de glutaraldeido a 2,5 %, tampao cacodilato de s6dio 0,1 M e sacarose 0,2 M (pH
7,2). A pré-fixagdo foi realizada por uma noite (12 h) a 4 °C e seguida por trés lavagens
no mesmo tampao. Apds, os espécimes foram pds-fixados em tetroxido de 6smio (OsO4)
a 1 % em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2 por 4 h (PUESCHEL, 1979). Posteriormente,
o material foi lavado trés vezes em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2 e em seguida
desidratado em concentracdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100 %). Apos a
desidratacdo, o material foi infiltrado em resina Spurr (SPURR, 1969). O material foi
polimerizado em moldes horizontais em estufa a 70 °C por 24 h. As sec¢des ultrafinas

(60 nm) foram feitas com navalha de diamante em ultramicrotomo Power Tome XL e
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contrastadas com acetato de uranila 2 % (o qual se liga ao OsOs, contrastando estas
regides) e citrato de chumbo 2 % (com objetivo de preservar a amostra), de acordo com
os procedimentos de Reynolds, (1963). As amostras foram observadas e fotografadas em
microscopio eletronico de transmissao modelo Jeol (JEM)1011 do LCME. Foram feitas
sextuplicatas (n = 6 béqueres por grupo) para cada grupo experimental, e as duas melhores
foram examinadas. Semelhangas baseadas na comparacao entre as réplicas sugeriram que

as analises foram confiaveis.

2.9 Extracao e Quantificacido de Carotenoides

As amostras foram preparadas segundo Aman et al. (2005) com modificagdes. As
amostras de 0,500 g (massa fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido e maceradas
em 10 mL de solugio hexano:acetona (50:50, v/v), contendo 100 mg.L! de BHT (butil-
hidroxi-tolueno). Apds a maceracao, as amostras ficaram em repouso por 1 h em camara
escura, filtradas sob vacuo e o solvente evaporado sob fluxo de N> gasoso. O extrato foi
ressuspenso em 3 mL de hexano. Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram analisadas
em cromatografo liquido (Shimzadu LC — 10A), do LMBYV, equipado com coluna de fase
reversa C18 (Vydac 201TP54, 25 cm x 4,6 mm @ interno), pré-coluna (Vydac 218GK54,
5 dm) e detector espectrofotométrico UV-visivel (UV-vis) operando em 450 nm. A
eluicdo utilizou metanol:acetonitrila (90:10, v/v) como fase movel, e fluxo de 1 mL.min"
I, A identificagio dos compostos de interesse foi realizada através de comparagio com o0s
tempos de retencdo dos compostos padrdes (luteina, zeaxantina, B e a-caroteno, Sigma),
sob as mesmas condi¢des experimentais. O pico do carotenoide no tempo de retengao
(Tr) 4,17 min fo1 significativo, mas nao foi identificado. A quantificaciao dos carotenoides
totais utilizou de curva padrio-externa de B—caroteno (Sigma, 6,25 a 50 pg.mL™! — 1 =
0,99; y = 1,624x). A concentragdo de carotenoides foi expressa em pg por g de massa
seca, sendo que os valores apresentados correspondem a média de 3 injegdes/leituras por

grupo experimental (n = 3 béqueres por grupo).

2.10 Extracao e Dosagem de Fendlicos Totais

Amostras de 0,500 g (massa fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido e
maceradas em 10 mL da solugdo de metanol a 80 %. Apds a maceragdo, foram mantidas
em repouso por 1 h em cdmara escura e em seguida, filtradas sob vacuo. A andlise dos

compostos fenolicos foi realizada usando o método espectrofotométrico de Folin-
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Ciocalteu baseado em Waterman e Mole, (1994). Aliquotas de 50 pL provenientes do
sobrenadante dos extratos foram adicionadas a uma solucdo concentrada de 180 pL de
agua destilada, 10 pL do reativo Folin-Ciocalteu (Vetec) e 30 uL de carbonato de sodio
a 20 %, e incubados durante 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se a
leitura a 750 nm em leitor de microplaca (Tp Reader; Thermoplate, China) do LMBV. A
quantificagdo dos compostos fenolicos totais foi feita a partir da curva padrao de acido
galico (1 a 10 mgmL"! — 2 = 0,99; y = 0,0004x). As analises foram realizadas em
triplicata (n = 3 béqueres por grupo) e os resultados expressos em mg de acido galico por

g de massa seca.

2.11 Extracao e Dosagem de Flavonoides Totais

Amostras de 0,500 g (massa fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido e
maceradas em 10 mL da solugdo de metanol a 80 %. Apo6s a maceragdo, foram mantidas
em repouso por 1 h em cdmara escura e em seguida, filtradas sob vacuo. Uma aliquota de
0,5 mL de cada extrato foi utilizada para a determinagdo do contetido de flavonoides
totais, na presenc¢a de 0,5 mL de solugdo de cloreto de aluminio (2 % em metanol) e 2,5
mL de etanol, de acordo com Zacarias et al. (2007), com modificacdes. Apos repouso de
1 h, fez-se a leitura a 420 nm em espectrofotdometro (Tp Reader; Thermoplate, China) do
LMBV. A quantificagdo dos flavonoides foi feita a partir da curva padrdo de quercetina
(0,5 a 1200 pg.mL! —1? = 0,99; y = 0,01x). As andlises foram realizadas em triplicata (n
= 3 béqueres por grupo) e os resultados expressos em mg de quercetina por g de massa

Ss€ca.

2.12 Inibicao do Radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

A fim de analisar a capacidade antioxidante, uma aliquota de 250 puL da solugao
metanolica do radical livie DPPH (Sigma, 0,1 mM em metanol a 80 %) foi acrescida a
50 puL da amostra preparada conforme descrito no item 2.10. O DPPH ¢ uma molécula de
radical livre que possui coloragdo violeta, e ao sofrer uma reacdo de oxirredugao, por
agentes antioxidantes, passa a apresentar coloragdo amarelada. Portanto, o decréscimo da
absorbancia em 530 nm, que indica a atividade antioxidante presente na amostra, foi
medido em leitor de microplaca (Tp Reader; Thermoplate, China) do LMBYV apds 30 min

de incubagdo da amostra, de acordo com Kim et al. (2002). As amostras foram analisadas
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em triplicata (n = 3 béqueres por grupo) e expressas em % de sequestro do radical livre

DPPH.

2.13 Extracido e Dosagem de Acucares Soluveis Totais

Amostras de 0,500 g (massa fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido e
maceradas com 2 mL da solu¢do metanol:cloroférmio:agua (MCW) (12:5:3, v/v). A
solucao foi centrifugada a 2000 x g, por 5 min a 4 °C, o sobrenadante foi coletado ¢ o
residuo foi novamente extraido com 2 mL da solugdo de MCW (2000 x g, por 5 min a 4
°C). Os sobrenadantes foram reunidos, adicionados 1 mL de cloroformio ¢ 1,5 mL de
agua, e o extrato foi novamente centrifugado (2000 x g, por 5 min a 4 °C). A fase superior
dos extratos foi coletada, de acordo com a metodologia de Shannon, (1968). A dosagem
foi realizada com o método de Umbreit e Burris, (1964) utilizando-se reagente antrona
(200 mg de antrona em 100 mL de acido sulftrico concentrado), agitando em vortex e
aquecendo em banho-maria a 100 °C por 3 min. A leitura das amostras ocorreu a 630 nm
em leitor de microplacas (Tp Reader; Thermoplate, China) do LMBV. A quantificagdo
dos agticares soluveis totais foi a partir da curva padrao de glucose (3 a 30 mg.mL-1- r>=
0,99; y=0,0143x). As analises foram realizadas em triplicatas (n = 3 béqueres por grupo)

e os resultados expressos em mg de glucose por g de massa seca.

2.14 Extracao e Dosagem de Amido

Ao residuo da centrifugagdo do extrato estabelecido conforme o item 2.13, foram
adicionados 2 mL de 4cido perclérico a 30 %. A solugao foi centrifugada a 2000 x g, por
5 min a 4 °C, o sobrenadante coletado e o residuo foi novamente extraido com 2 mL da
solucao de 4cido perclorico a 30 % (2000 x g, por 5 min a 4 °C). Os sobrenadantes foram
reunidos, de acordo com a metodologia descrita por McCready et al. (1950). A dosagem
do amido foi realizada de acordo com o método de Umbreit e Burris, (1964). Aliquotas
de 1 mL do extrato foram acrescidos de 2 mL do reagente antrona a 0,02 %, sendo
agitados em vortex e aquecidos em banho-maria a 100 °C por 3 min. Apds, procedeu-se
a leitura das amostras a 630 nm em leitor de microplacas (Tp Reader; Thermoplate,
China) do LMBV. A quantificagdo do amido total foi feita a partir da curva padrao de
glucose (10 a 100 mg.mL-1- r>= 0,99; y = 0,0076x). As analises foram realizadas em
triplicatas (n = 3 béqueres por grupo) e os resultados expressos em mg de glucose por g

de massa seca.
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2.15 Analise e Interpretacio dos Dados

Apobs passarem pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk, os dados foram
submetidos a Andlise de Variancia Bifatorial (MANOVA), sendo os fatores
independentes a radiacao (PAR ou PAB) e a concentracao de NO3™ (0, 25, 50 ou 100 mM),
seguida do teste a posteriori de Tukey para verificar as significancias das diferengas (p <
0,05). As analises foram realizadas no Programa Statistica (versdo 10.0). Além disso, os
dados foram testados para analise de componentes principais (PCA) e andlise de clusters
hierarquicos (HCA), a fim de inspecionar o conjunto de varidveis analisadas e procurar
padrdes relacionados aos tratamentos testados. Todos os desenhos graficos foram
realizados utilizando-se scripts escritos em linguagem R (versdao 3.1.1). Os dados e os
relatorios HTML gerados a partir da andlise (utilizando recursos de R Markdown) para

determinar semelhancas de varidveis fisiologicas foram analisadas no presente trabalho.
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3. RESULTADOS

3.1 Efeitos de Concentragoes de NO3 e RUV nas Taxas de Crescimento (TC) e na
Morfologia dos Talos

Apbs o periodo experimental, todas as TC foram positivas, com excec¢do do
tratamento PAB [0] (Fig. 3). Os tratamentos com PAB apresentaram talos mais delgados
quando comparados com os talos expostos & PAR (Fig. 4a-h). As amostras do PAR [0]
cresceram 1,10 % ao dia e apresentavam talo todo esverdeado (Fig. 4a). PAR [25], [50]
e [100] tiveram TC positivas (2,35 %, 1,53 % e 2,34 % ao dia, respectivamente) e
apresentaram talos com porgdes férteis (Fig. 4b, ¢, d setas) e tonalidade marrom (Fig. 4b,
¢, d). J4 o PAB [0] obteve o maior decréscimo da TC (-0,41 % ao dia) e o talo apresentou
coloracdo verde claro (Fig. 3e). Nas amostras expostas a PAB [25], [50] e [100] as TC
foram positivas de 0,54 %, 0,38 % ¢ 0,88 % ao dia, respectivamente, ¢ apresentaram talos
marrom escuro e bem fragmentados (Fig. 4f, g, h).

O fator radiacdo (PAR ou PAB) foi o que possui um maior efeito na taxa de

crescimento das algas [7°= 30,10 %, Fa40 = 47,06, p < 0,001], seguido do fator
concentragdo de NO3™ [°= 4,64 %, F3.40)=7,26, p < 0,005], enquanto a intera¢do entre

os dois fatores ndo apresentou significancia estatistica (Tab. 1).
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Figura 3. Taxas de crescimento expressas em % de crescimento.dia”! do experimento com talos de P.
acanthophora var. brasiliensis expostos a PAR e a PAB e a diferentes concentragdes de NO3™ (0, 25, 50 e
100 mM). Valores apresentados com média (n = 6; média + erro padrdo). Letras diferentes indicam
diferencas significativas de acordo com a analise de variancia bifatorial seguida de teste de Tukey (p <

0,05).
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Figura 4. Morfologia externa dos talos da macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis expostos
a PAR e a PAB ¢ a diferentes concentracdes de NOs™ (0, 25, 50 e 100 mM) em laboratdrio. Barras de escala
=1 cm. a. Talo esverdeado exposto a PAR [0]. b-d. Talos amarronzados e com porcdes férteis (setas)
quando expostos a PAR [25], [50] e [100]. e-h. Talos delgados expostos a PAB. e. Talo esverdeado exposto
a PAB [0]. f-h. Talos marrom escuros ¢ bem fragmentados expostos a PAB [25], [50] e [100].

O -

3.2 Efeitos de Concentracdes de NO3 e RUV na Viabilidade Mitocondrial

As amostras dos tratamentos PAR [25], [50] e [100] foram as que apresentaram
as maiores viabilidades mitocondriais, enquanto PAB [0] e [50] apresentaram as menores
viabilidades (Fig. 5). O fator radiacdo (PAR ou PAB) ¢ o que possuiu mais efeito na
viabilidade mitocondrial das algas [ 777> = 41,03 %, F(1.40)= 38,02, p <0,0001], seguido do
fator concentragdo de NO3 [7°= 29,57 %, F.40)= 9,13, p < 0,001], e da interagdo entre

os dois fatores [ 7> = 12,12 %, F3.40) = 3,74, p < 0,05].
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Absorbanciaa 570 nm

Figura 5. Viabilidade mitocondrial (absorbancia em 570 nm), por ensaio de MTT, de P. acanthophora var.
brasiliensis expostos 2 PAR e a PAB e a diferentes concentragdes de NOs™ (0, 25, 50 e 100 mM) (n = 6;
média = DP). Letras diferentes indicam diferengas significativas de acordo com a andlise de varidncia

bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).
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3.3 Efeitos de Concentracées de NO3 e RUV na Quantificacio dos Pigmentos
Fotossintetizantes: Clorofila a e Ficobiliproteinas

Para a clorofila a (Tab. 1), a concentracio em PAR [0] foi de 99,13 pg.g' de
massa seca. Para PAR [25] ndo houve variacdo estatistica na concentracdo deste
pigmento, ¢ PAR [50] e [100] aumentaram 22,2 % e 71,1 % em relacdo ao exposto a
auséncia de nutriente e 8 PAR. Nas amostras expostas a RUV, PAB [0] apresentou a
menor concentracdo de clorofila ¢ do experimento. J& PAB [25], [50] e [100]
apresentaram um aumento de 152,6 %, 77,6 % e 32,4 %, respectivamente, quando
comparados com a PAR [0].

Em relacdo as concentracdes de AFC (Tab. 1), amostras expostas a PAR [0] e
PAB [0] apresentaram as menores concentragdes, sendo de 158 e 89,11 ug.g! de massa
seca, respectivamente. Também foi observado um aumento da concentracao deste
pigmento a medida que aumentou a concentragdo de NOg3’, tanto para as amostras

expostas a PAR, como as expostas a PAB.
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Em relacao as concentragdes de FC (Tab. 1), PAR [0] e PAB [0] apresentaram as
menores concentragdes deste pigmento (220,31 e 112,57 pg.g! de massa seca,
respectivamente). PAR [25], [50] e [100] aumentaram suas concentra¢des em relagdo a
PAR [0], enquanto que PAB [25], [50] e [100] (235,09; 328,38 € 299,49 ng.g™! de massa
seca, respectivamente) aumentaram suas concentragdes em relacao a PAB [0].

Para as concentragdes de FE (Tab. 1), em PAR [0] a concentragdo foi
extremamente baixa, 31,54 pg.g! de massa seca. PAR [25], [50] e [100] tiveram
concentragdes aumentadas (1015,52; 578,54 e 554,58 pg.g! de massa seca,
respectivamente). J4 para as amostras expostas a RUV, em PAB [0] observou-se a menor
concentracio de FE, com 176,82 pg.g”! de massa seca. Para as outras amostras expostas
a RUV (PAB [25], [50] e [100]) as concentracdes de FE aumentaram de forma
diretamente proporcional em relacdo a concentracdo de NO3".

Em geral, as maiores concentracdes dos pigmentos fotossintetizantes foram
encontradas nas amostras expostas 8 PAR quando comparadas com as expostas a PAB.

A interagdo entre os dois fatores (radia¢do e concentragdo de NOs3") apresentou o

maior efeito na concentragdo de clorofila a das algas [ 7= 47,88 %, F3.40= 981,71, p <
0,0001], para a AFC ¢ a concentragdo de NO3™ que apresenta maior efeito [7°= 57,96 %,
F3.40) = 6340,7, p < 0,001], para a FC ¢ a radiagdo (PAR ou PAB) [ > = 43,73 %, F(.40

=35036,5,p <0,001], e para a FE também ¢ a concentracdo de NO3™ que apresenta maior

efeito [ 12 = 70,64 %, F3.40 = 87705,0, p < 0,001].
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Tabela 1. Concentragdes de pigmentos fotossintetizantes (ug.g”' de massa seca), clorofila a (Cl. a) e
ficobiliproteinas (AFC: aloficocianina, FC: ficocianina, FE: ficoeritrina) de P. acanthophora var.
brasiliensis exposta @8 PAR e a PAB e a diferentes concentragdes de NOs™ (0, 25, 50 e 100 mM) (n = 6;
média = DP). Letras diferentes indicam diferencas significativas de acordo com a andlise de variancia

bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).

Tratamento Cla AFC FC FE
PAR [0] 99,13+0,259  158,00+2,02¢  220,32+1,33¢ 31,54+1,58"
PAR [25] 104,710,234 613,93+0,55*  887,57+1,52*  1015,52+3,18*
PAR [50] 121,10£0,26°  309,13+6,88¢  574,74+0,54°  578,55+1,37°

PAR [100] 169,60+0,84°  426,54+7,02°  541,72+7,12¢ 554,69+2,29°
PAB [0] 38,02+0,10°  89,11+1,56"  112,57+1,30" 176,82+0,98¢
PAB [25] 250,39+0,21%  230,70+05,63"7  235,10£6,39"  443,77+3,85°
PAB [50] 176,04+0,63> 283,23+0,85°  328,38+2,35¢  507,00:+0,53¢

PAB [100] 131,2540,34°  356,87+0,92°  299,49+5.49° 546,771,694

3.4 Alteracdes Morfologicas: Espessamento de Parede Celular e Presenca de Graos
de Amido

Todas as amostras de P. acanthophora var. brasiliensis reagidas com azul de
toluidina (AT-O) apresentaram uma reacdo metacromatica para rosa nas paredes
celulares, indicando a presenca de polissacarideos sulfatados, como a agarana, conhecida
como Porphyrana, principalmente nas amostras expostas a PAB, ja que estas paredes
celulares estavam mais espessas. As amostras também apresentaram metacromasia para
verde azulado indicando presenca de fendlicos e para roxo indicando acidos nucleicos no
citoplasma celular (Fig. 6a-h).

Os maiores espessamentos de parede celular foram encontrados nas amostras
expostas a PAB quando comparadas com as expostas a PAR (Fig. 6e-h-setas) (Tab. 2). O
tratamento com radiacdo (PAR ou PAB) foi o que apresentou o maior efeito no

espessamento da parede celular [ 7= 60,00 %, F(1,232= 450,587, p < 0,0001].

Ja com a reacgio do Acido Periddico Schiff (PAS) percebeu-se a presenca de
acucares neutros formadores da parede celular, apenas nas extremidades das paredes
celulares, e presenca de graos de amido por todo o citoplasma, exceto no pirenoide. As
quantidades de graos de amido nas amostras tratadas com PAR ndo apresentaram

diferencas entre si (Fig. 7a-d). Para as amostras expostas a PAB, a menor quantidade de
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graos de amido foi verificada na amostra PAB [50], enquanto que as maiores quantidades
e sem diferenca entre elas foram observadas nas outras amostras, PAB [0], [25] e [100]

(Fig. 7e-h).

Figura 6. Talos de P. acanthophora var. brasiliensis expostos a PAR e a PAB e a diferentes concentragdes
de NOj3™ (0, 25, 50 ¢ 100 mM) observados na microscopia de luz (barras de escala = 10 um) submetidos a
reacdo com Azul de Toluidina (AT-O). a-d. Amostras expostas a PAR com rea¢do metacromatica nas
paredes celulares (PC). e-h. Amostras expostas a PAB também com reagdo metacromatica nas paredes

celulares e um maior espessamento de PC (setas). Em todas as amostras o pirenoide (Pi) foi bem evidente.

[0] [25] [50] [100]
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Tabela 2. Espessamento da parede celular (um) de P. acanthophora var. brasiliensis exposta a PAR e a
PAB e a diferentes concentracdes de NO;™ (0, 25, 50 e 100 mM) (n = 30; média £ DP). Letras diferentes

indicam diferencas significativas de acordo com a analise de variancia bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).

Tratamento Espessamento da Parede Celular
PAR [0] 1,5140,56%
PAR [25] 1,260,274
PAR [50] 1,59+0,43%
PAR [100] 1,88+0,52¢
PAB [0] 4,10+0,87%
PAB [25] 3,08+0,85P
PAB [50] 2,9440,65°
PAB [100] 3,40+0,87"

Figura 7. Talos de P. acanthophora var. brasiliensis expostos a PAR e a PAB e a diferentes concentragdes
de NOj5™ (0, 25, 50 ¢ 100 mM) observados na microscopia de luz (barras de escala = 10 um) submetidos a
reagdo com Acido Periddico Schiff (PAS). a-h. Amostras com reagdo positiva ao PAS, presenca de aglicares
neutros. a-d. Amostras expostas a PAR ndo apresentaram diferengas entre si quanto a quantidade de amido.

e-h. Amostras expostas 8 PAB com a menores quantidade de amido.
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3.5 Organizacgio e Autofluorescéncia dos Cloroplastos

Nas células da amostra exposta a PAR [0], os cloroplastos apresentaram-se muito
despigmentados, com pouca autofluorescéncia e sem formar ramificacdes do tipo
“estrelado”, caracteristico da espécie (Fig. 8a-c). No PAR [25] e [50] os cloroplastos
apresentaram uma pigmentagdo amarronzada, com ramificacdes e autofluorescéncia
maior que nas células da amostra do tratamento PAR [0] (Fig. 8d-i). Por outro lado, PAR
[100] apresentou células normais, com cloroplastos ramificados e autofluorescentes, e
regides com auséncia de autofluorescéncia (Fig. 8j-1). As células do PAB [0]
apresentaram-se com citoplasma hialino e granuloso, e os cloroplastos apresentaram
baixa autofluorescéncia e sem ramificacdes (Fig. 8m-0). Nas amostras tratadas com PAB
[25], [50] e [100] os cloroplastos apresentaram pigmentagdo mais escura (marrom), com
ramificacoes ¢ foram observados com maior intensidade de autofluorescéncia em relagao
a PAB [0] (Fig. 8p-x). Nas amostras expostas a RUV foram observadas regides com
células sem autofluorescéncia.

Todas as amostras, ¢ com mais frequéncia naquelas expostas a RUV, foram
observadas regides com células transparentes (Fig. 9a,b) que apresentavam
autofluorescéncia quando excitadas com comprimento de onda 405 nm (Fig. 9c,d), mas

auséncia de autofluorescéncia quando excitadas com comprimento de onda 488 nm (Fig.

Oe, f).
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Figura 8. Talos de P. acanthophora var. brasiliensis expostos a PAR e a PAB e a diferentes concentragdes

de NOs (0, 25, 50 ¢ 100 mM) observados na microscopia de luz (barras de escala = 50 um) e confocal

(barras de escala = 10 um). a-c. Amostra exposta 8 PAR [0] com cloroplastos despigmentados, com pouca

autofluorescéncia e sem formato “estrelado". d-i. Amostras expostas a PAR [25] e [50] com cloroplastos

amarronzados e “estrelados” e autofluorescéncia intensa. j-l. Amostra exposta a PAR [100] com

cloroplastos com pigmentagdo marrom, “estrelados” e autofluorescentes, e regides com auséncia de

autofluorescéncia. m-o0. Células do PAB [0] com citoplasma hialino e granuloso, e os cloroplastos com

baixa autofluorescéncia e sem ramificagdes. p-x. Amostras tratadas com PAB [25], [50] e [100] com

cloroplastos apresentando pigmentagdo marrom, com ramificagdes e com maior intensidade de

autofluorescéncia em relagdo a PAB [0].
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Figura 9. Talos de P. acanthophora var. brasiliensis observados em microscopia de luz (barras de escala
=50 um) e confocal (barras de escala =30 um). Todas as amostras, e com mais frequéncia aquelas expostas
a RUV, apresentaram regides com células transparentes (a, b) que apresentavam autofluorescéncia quando
excitadas com comprimento de onda 405 nm (¢, d), mas auséncia de autofluorescéncia quando excitadas
com comprimento de onda 488 nm (e, f). Jung@o das imagens com excitagdo em 405 nm, 488 nm e campo

claro (g, h).

Microscopia Confocal Laser Confocal Laser
de Luz 405 nm 488 nm Merge

o

3.6 Alteracoes na Ultraestrutura dos Cloroplastos

Talos de P. acanthophora tratados com PAR [0] (Fig. 8a) e PAB [0] (Fig. 10e)

apresentaram cloroplastos com tilacoides paralelos intactos, tipicos de alga vermelha,
porém com elevada presenga de plastoglobulos. Amostras tratadas com PAR [25], [50] e
[100] (Fig. 10b-d) também mostraram cloroplastos com tilacoides paralelos intactos. Por
outro lado, poucos plastoglobulos foram observados. Nos talos tratados com PAB [25],

[50] and [100] (Fig. 10f-h), os cloroplastos possuiam tilacoides intactos e bem definidos.



Figura 10. Detalhes de cloroplastos de P. acanthophora var. brasiliensis expostos 8 PAR e a PAB e a
diferentes concentragcdes de NO; (0, 25, 50 e 100 mM) observados na microscopia eletronica de
transmissdo. a. Detalhe de cloroplasto do PAR [0] com tilacoides intactos, mas com grande quantidade de
plastogldbulos (P). b-d. Detalhe de cloroplastos do PAR [25], [50] e [100] com tilacoides paralelos e baixa
quantidade de P. e. Detalhe de cloroplastos do PAB [0] com tilacoides normais e muitos P. f-h. Detalhe de
cloroplastos do PAB [25], [50] e [100] com tilacoides bem definidos.

[0] [25] [50] [100]

PAR |

3.7 Perfil Carotenoidico

Em relagdo a luteina, as amostras PAR [100] e PAB [100] foram as que
apresentaram as maiores concentracdes deste metabolito; sendo 6,10 e 5,38 pg.g™! de
luteina por massa seca, respectivamente (Tab. 3). Para o carotenoide zeaxantina nao foi
observado um padrdo na concentracdo deste metabdlito (Tab. 3). No tempo de retengdo
(Rt) 4,17 minutos foi detectado um carotenoide que somente foi verificado nas amostras
PAR [100], PAB [50] e [100]. As maiores concentracdes deste carotenoide foram
verificadas na amostra exposta somente & PAR (Tab. 3). Para o a-caroteno, percebemos
as maiores concentragdes nas amostras PAB [50] e [100], sendo as concentracdes de 0,55
e 0,55 ng.g’! de a-caroteno por massa seca, respectivamente. Por outro lado, as menores
concentragdes foram observadas nas amostras PAR [0] e PAB [0], sendo 0,07 ¢ 0,04 ng.g
! de a-caroteno por massa seca, respectivamente. O B-caroteno seguiu o mesmo padrio
do a-caroteno, tendo as maiores concentragdoes nas amostras PAB [50] e [100], sendo as

concentracdes de 0,94 e 0,93 pg.g™! de B-caroteno por massa seca, respectivamente.
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Em geral, nota-se maiores concentragdes de todos os carotenoides identificados
na corrida cromatografica, assim como dos carotenoides totais, nas amostras expostas a
PAB quando comparadas com as expostas a PAR (Tab. 3).

O fator concentracdo de NO3™ ¢ o que mais tem efeito sobre a concentragdo de

luteina das algas [7°= 84,2 %, F3,16) = 76,21, p < 0,001], de zeaxantina [ °= 38,2 %,

Fi,16)= 5,19, p<0,01], de Tr 4,17 min [ > = 64,9 %, F3,16)= 1154,46, p < 0,001], de a-

caroteno [ °= 91,4 %, F,16) = 439,89, p < 0,001], de B-caroteno [ > = 54,5 %, F@,16)

73,04, p < 0,001], como também para o total de carotenoides [7r>= 86,8 %, F,16)

139,95, p <0,001].

Tabela 3. Conteudo de carotenoides (ug.g' de massa seca) (luteina, zeaxantina, Tr 4,17 min, a-caroteno,
B-caroteno e carotenoides totais (soma de todos os carotendides identificados)) de talos P. acanthophora
var. brasiliensis expostos a PAR e a PAB e a diferentes concentracdes de NOs™ (0, 25, 50 ¢ 100 mM) (n=3;
média = DP). Letras diferentes indicam diferengas significativas de acordo com a andlise de varidncia

bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).

Tratamento Luteina Zeaxantin Ir ‘f’” a-caroteno f-caroteno Total
a min

PAR[0]  3,39+0,03% 0,12:0,03% ; 0.07+0,01¢ 0,28+0,02¢ 3-86+0,03°
PAR [25] 4,18+0,40% 0,10+0,02% - 0,4240,03  0,64+0,07° 5,35+0,48°
PAR [50] 4,27+0,14° 0,07+0,01° - 0,38+0,02¢ 0,48+0,02¢¢ 5,20+0,16°¢
PAR [100] 6,10+0,19* 0,14+0,04* 1,15+0,06* 0,47+0,01° 0,58+0,03* 8,43+0,21*
PAB [0]  3,09+0,17° 0,15+0,02° - 0,04+0,00¢ 0,36+0,03% 3,63+,018°
PAB [25] 3,22+0,08° 0,11+0,01* - 0,35+0,01°¢ 0,53+0,02% 4,21+0,074%
PAB [50] 4,6440,44% 0,12+0,01®® 0,13+0,03° 0,55+0,04* 0,94+0,06* 6,38+0,52"
PAB [100] 5,38+0,56® 0,13+£0,03% 0,26+0,02° 0,55+0,04* 0,93+0,12* 7,24+0,66°

3.8 Compostos Fenolicos, Flavonoides e Inibicio do Radical Livre DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil)

Os compostos fenolicos apresentaram um aumento gradativo conforme o aumento
da concentracao de NOs", sendo que as maiores concentragdes de fenolicos totais foram
nas amostras expostas 8 PAB quando comparadas com as expostas a PAR (Tab. 4). As

amostras tratadas com PAB [25], [50] e [100] foram as que apresentaram as maiores
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concentragdes deste metabolito secundario, 8,00; 7,73 € 9,10 mg.g' de fendlicos por
massa seca, respectivamente (Tab. 4). O fator concentragdo de NO3™ é o que mais teve

efeito sobre a concentragdo de fendlicos totais das algas [ 7= 61,7 %, F3,16) = 59,625, p
< 0,001] seguido do fator radiagdo (PAR ou PAB) [7°= 27,0 %, F(,16 = 78,395, p <
0,001], seguido da interagdo destes dois fatores [ 7°= 5,7 %, F@,16)= 5,531, p < 0,01].
Em relagdo aos flavonoides totais, a concentragdo deste metabdlito foi maior nas
amostras tratadas com PAR [25] e [50], e PAB [25] e [50], ¢ menor nas amostras dos

tratamentos PAR [0] ¢ [100], e PAB [0] e [100] (Tab. 5). O fator concentragao de NO3™ ¢
0 que mais tem efeito [ n>= 73,7 %, F3,16)= 17,590, p < 0,001]. Por outro lado, o fator

radia¢do (PAR ou PAB) e a junc¢do dos dois fatores ndo apresentaram significancia.
Em contrapartida, a interacdo dos dois fatores independentes traz uma resposta
significativa para inibi¢ao do radical livie DPPH [F3,16)= 32,72, p < 0,001], sendo que a

radiagdo (PAR ou PAB) ¢ o fator com maior efeito sobre esta analise [ 7> = 42,3 %, F,16)
=510,55, p <0,001], seguido do fator concentragdo de NO3 [ 7> = 28,6 %, F3,16)= 115,06,

p < 0,001]. As maiores inibi¢des deste radical livre foram verificadas nas amostras
expostas a PAB [100], onde a amostra inibiu 74,21 %; contra uma inibi¢ao de 34,44 %
da amostra exposta a PAR [0] (Tab. 4).

Tabela 4. Conteudo de fendlicos e flavonoides totais (mg.g"! de massa seca), e inibigdo do radical livre
DPPH (%) de talos P. acanthophora var. brasiliensis expostos 8 PAR e a PAB e a diferentes concentragdes
de NO;3™ (0, 25, 50 e 100 mM) (n = 4; média = DP). Letras diferentes indicam diferencas significativas de

acordo com a analise de variancia bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).

Tratamento Fenolicos Flavonoides DPPH
Totais Totais

PAR [0] 4,27+0,25° 0,76+0,18° 34,44+1,47¢
PAR [25] 6,2540,23%  1,16+0,07%° 42,04+4,814
PAR [50] 6,76+£0,26%¢  1,22+0,13% 45,73+0,969
PAR [100] 6,43+0,84¢  0,91+0,20° 63,45+1,05°
PAB [0] 5,14+0,10° 0,70+0,08¢ 62,92+0,73°
PAB [25] 8,00+£0,21%  1,08+0,13%¢ 68,07+0,46°
PAB [50] 7,73+0,63% 1,35+0,107 56,37+2,01¢
PAB [100] 9,09+0,34*  1,01+0,14%° 74,21+1,26
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3.9 Acucares Soluveis Totais e Amido

As maiores concentragdes de aglicares soluveis totais foram nas amostras expostas
a PAB [0], seguido das expostas a PAR [0] e [100], enquanto todas as outras amostras
nao apresentaram diferenca estatistica entre si (Tab. 5). As amostras expostas a PAR [0]
apresentaram uma média de 19,44 mg.g™! de agucares soltiveis por massa seca, PAR [25]
e [50] diminuiram 23,5 % e 22,1 %, respectivamente em relacdo a PAR [0], e a amostra
exposta a PAR [100] ndo apresentou diferencga estatistica significativa quando comparada
ao PAR [0] (Tab. 5). Com excecao do PAB [0], todas as outras amostras expostas a RUV

tiveram suas concentragdes de acgticares soluveis totais diminuidas quando comparadas as
amostras expostas a PAR (Tab. 5). O fator concentracdo de NOj3 [772 =61,4 %, Fi,16)=
84,597, p <0,001] foi o que mais influenciou no teor de agticares soluveis totais das algas,
seguido da interacdo entre os dois fatores independentes [772 =33,6 %, F3,16)= 46,248, p

<0,001].
Assim como nos agucares, a maior concentracdo de amido foi na amostra do
tratamento PAB [0]. Porém, ndo se observa um padrao no teor de amido em relagdo aos

tratamentos (Tab. 5). A interagao entre os dois fatores independentes foi o fator de maior

efeito [7” = 49,7 %, F3,16= 33,600, p < 0,001].

Tabela 5. Conteado de aglicares soluveis totais (a) e amido (b) (mg.g”! de massa seca) de talos P.
acanthophora var. brasiliensis expostos 8 PAR e a PAB e a diferentes concentragdes de NO3™ (0, 25, 50 ¢
100 mM) (n = 3; média + DP). Letras diferentes indicam diferencas significativas de acordo com a analise

de variancia bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).

Tratamento Asficares Amido Total
Soluveis Totais
PAR [0] 19,43+0,30° 53,95+0,59"¢
PAR [25] 14,86+0,42° 43,04+5,854
PAR [50] 15,15+1,92¢ 61,50+0,72°
PAR [100] 19,41+0,48° 60,35+6,90°
PAB [0] 29,56+2,80° 79,660,212
PAB [25] 11,80+0,38¢ 61,24+02,74°
PAB [50] 11,37+0,75° 46,30+1,55%
PAB [100] 11,17+1,84¢ 63,89+4,81°
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3.10 Analise de Componentes Principais e de Agrupamentos Hierarquicos de
Variaveis Fisiologicas dos Talos de P. acanthophora var. brasiliensis Expostos a NO3
e RUV

Os PC1 e PC2 explicaram 62 % da variacdo das amostras. Levando em conta a
concentracao de NOs3™ (0, 25, 50 e 100 mM) (Fig. 11a) e o tratamento com radiagdo (PAR
ou PAB) (Fig. 11b), ndo se percebeu a formagdo de agrupamentos distintos, exceto pelos
grupos tratados sem NO3", que ficaram deslocados.

Com a analise de agrupamento hierarquico (HCA), observamos a formacao de
dois grandes clusters, um formado por amostras tratadas sem NO3™ (nimeros em preto) a
esquerda, e o outro por amostras tratadas com [25], [50] e [100] a direita (Fig. 11c).
Quando o HCA foi realizado levando-se em conta a radiagdo (PAR ou PAB) notou-se
que o segundo cluster, aquele a direita, por sua vez, ¢ dividido em dois subclusters, onde
um € composto por amostras tratadas com PAR (nimeros em vermelho) e o outro
composto por amostras tratadas com PAB (nimeros em preto) (Fig. 11d). Porém,
observou-se uma exce¢do, onde amostras tratadas com PAR [100] assemelharam-se
aquelas tratadas com PAB [25], [50] e [100] (Fig. 11d).

Portanto, observou-se que a concentragdo de NO3™ € o fator que mais diferencia as
amostras entre si, quando comparadas com o tratamento com radiagdo (PAR ou PAB),
porém percebeu-se uma tendéncia das amostras tratadas com 0 mM de NO3™ se

distinguirem das demais.
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Figura 11. Analise de componentes principais (PCA) de variaveis fisiologicas de P. acanthophora var.
brasiliensis (TC, MTT, clorofila a, AFC, FC, FE, espessamento de parede celular, luteina, zeaxantina, Tr
4,17 min, a-caroteno, B-caroteno, carotenoides totais, fendlicos totais, flavonoides totais, inibi¢do do
DPPH, acucares soluveis totais, amido total) levando em considera¢do a concentragdo de NO3 (a) e o
tratamento (b). Dendrograma de analise de agrupamento hierarquico de variaveis fisiologicas de P.
acanthophora var. brasiliensis levando em consideragdo a concentragdo de NO;3™ (¢) ¢ o tratamento (d). Os
numeros, como rétulos de grupo, sdo definidos da seguinte forma: 1-3: PAR [0]; 4-6: PAR [25]; 7-9: PAR
[50]; 10-12: PAR [100]; 13-15: PAB [0]; 16- 18: PAB [25]; 19-21: PAB [50]; 22-24: PAB [100].
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4. DISCUSSAO

Os tratamentos com RUV afetaram a taxa de crescimento de P. acanthophora var.
brasiliensis, como também visto na alga parda Dictyota dichotoma Suhr
(KUHLENKAMP et al., 2001), e nas algas vermelhas Gracilaria domingensis (Kiitzing)
Sonder ex Dickie (SCHMIDT et al., 2010), Laurencia catarinensis (PEREIRA et al.,
2014), gametodfitos de Gelidium floridanum W.R.Taylor (SIMIONI et al., 2014) e
Grateloupia filicina (J.V.Lamouroux) C.Agardh (ZHAO; LIXIA, 2014), indicando que a
RUYV ¢ um fator prejudicial para o crescimento e desenvolvimento de algas. Por outro
lado, verificou-se que a menor taxa de crescimento ocorreu no tratamento com PAB sem
NOs3". Pode-se considerar que a redugdo de nitrogénio, presente no NO3~, possui funcio
chave na formagdo de moléculas de proteinas, acidos nucléicos, vitaminas, enzimas,
hormdnios e pigmentos fotossintetizantes (BRAGA et al., 2005; DAVIDSON et al., 2007;
CHOW 2012). Cronin e Lodge, (2003); Jormalainen et al. (2003) e Navarro et al. (2014)
mostraram que macroalgas com grandes concentragdes nutricionais internas (compostos
inorganicos ou organicos a base de nitrogénio) podem suportar condigdes de estresse e
combater o estresse oxidativo melhor do que espécies com limitada disponibilidade de
nitrogénio, como visto nas amostras expostas a PAB e [25], [50] e [100] mM de NOs".
Portanto, a presenca de NO3™ na agua fez com que a alga ndo precisasse degradar suas
estruturas a fim de recrutar moléculas para constru¢do de aparato de defesa. Com presenca
de aparato fotossintetizante, como verificado nas amostras expostas a PAR através da
quantificagdo de pigmentos, a alga tem a possibilidade de fazer fotossintese e crescer
(BARUFI et al., 2012).

Em relagdo a viabilidade mitocondrial, os fatores de estresse praticamente nao
alteraram esta viabilidade, sendo observado os maiores resultados nas amostras expostas
a PAR, especialmente nas [25], [50] e [100]. Segundo Berridge et al. (2005) quanto mais
enzimas oxidoredutase dependentes de NAD(P)H presentes no compartimento
mitocondrial, maior sera a viabilidade mitocondrial (BERRIDGE et al., 2005). Assim, ao
deixar P. acanthophora var. brasiliensis exposta a concentracdes de NO3™ e somente a
PAR, percebemos a formacao de células férteis nas bordas da alga. Quanto mais regides
férteis, maior a quantidade de células e consequentemente maior quantidade de
mitocondrias, aumentando assim a viabilidade mitocondrial, corroborando os resultados
deste estudo. Por outro lado, os talos expostos a RUV desencadeiam um grande estresse,
inviabilizando, em partes, a formacdo de grandes quantidades de estruturas reprodutivas,

gerando menores viabilidades celulares. O espessamento da parede celular, como
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verificado em microscopia de luz, pode ter agido como uma prote¢ao contra a RUV,
impedindo que grandes quantidades de radiacdo chegassem as mitocondrias e as
degradassem.

A presenga de NO3™ resultou em aumento dos pigmentos fotossintetizantes, mas
com a exposicdo a RUV, esses pigmentos diminuiram. Em geral, os pigmentos
fotossintetizantes estdo positivamente correlacionados com a disponibilidade de
nitrogénio presente no meio ambiente e respondem rapidamente a diferentes niveis de
nitrogénio (DAVISON et al. 2007). As algas vermelhas possuem ficobilissomos que
auxiliam no processo de fotoprote¢io (WATANABE; IKEUCHI 2013; KANA et al.
2014), e estdo organizadas em um complexo antena na membrana dos tilacoides onde a
aloficocianina (AFC) estd no centro acima da clorofila, seguida pela ficocianina (FC) e
ficoeritrina (FE) como terminal (PARMAR et al. 2013). O aparato fotossintetizante ¢ uma
das primeiras partes da planta que mais sofre com algum estresse, principalmente
luminoso ou por RUV (TAKAHASHI; BADGER, 2011). As ficobiliproteinas, pigmentos
acessorios da fotossintese, sdo as principais fontes de absor¢do de radiacdo nas algas
vermelhas marinhas (MUNIER et al., 2014), servindo também como um protetor da
clorofila a, o principal pigmento relacionado a fotossintese, € como agentes antioxidantes
(ROMAY et al., 2003). A presenca de RUVB provocou a perda de pigmentos, proteinas
e danos no DNA, enquanto a exposicdo ao RUVA estimulou a produg¢do da enzima
RuBisCo, que capta CO; para o ciclo de Calvin, estimulando a fotossintese (BISCHOF
et al. 2002). Portanto, enquanto a RUVB degrada os pigmentos fotossintéticos, a RUVA
tenta restaurar este dano. A clorofila a, um metabdlito primario, € o pigmento mais
importante e mais protegido presente nas algas vermelhas (PARMAR et al. 2013);
portanto, ndo foram observadas grandes perdas desse pigmento quando expostas ao
estressor RUV. No entanto, os pigmentos acessorios mais expostos (AFC, FC e FE)
sofreram reducdes significativas quando expostos a RUV e auséncia de NO3". Como a
base molecular das ficobiliproteinas ¢ nitrogénio (GLAZER, 1994), maiores
concentracoes de NOs™ levaram a maiores concentracoes de AFC, FC e FE, como
verificado pelas concentragdes de FE em Rhodomonas sp. (CHALOUB et al. 2015). A
baixa concentracdo de pigmentos fotossintéticos em amostras tratadas sem NO3™ explica
porque os talos de P. acanthophora var. brasiliensis ficaram despigmentados com
coloracao esverdeada.

Como consequéncia do decréscimo de pigmentos nas amostras tratadas com

auséncia de NOs, um decréscimo da autofluorescéncia do cloroplasto também foi
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verificado quando analisado na microscopia confocal, principalmente quando estas
amostras tratadas sem NOj3™ passaram pela exposi¢cao a RUV. Schmidt et al. (2012) com
Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.Lamouroux e Bouzon et al. (2012) com Porphyra
acanthophora E.C. Oliveira & Coll também observaram uma diminuicdo da
autofluorescéncia nas algas expostas a RUV. A coloragdo esverdeada das células nas
amostras sem NOj; contra a coloracdo amarronzada nas amostras tratadas com NO3°
também esta diretamente relacionada com a quantidade de ficobiliproteinas, formadas por
moléculas de nitrogénio (GLAZER, 1994).

Em todas as amostras, e com mais frequéncia naquelas expostas a RUV, foram
observadas regides com células transparentes que ndo apresentaram autofluorescéncia
quando excitadas a 405 nm, indicando, portanto, que estas ultimas células nao
apresentavam atividade fotossintética. Kim et al. (2016) observaram um virus em uma
Pyropia sp. da Coreia e identificaram o mesmo padrdo de células transparentes que o
observado no presente trabalho. Por conta da similaridade encontrada na observagao por
microscopia de luz, sugere-se que essas células representem a presenca de algum
patogeno. O talo fragil, principalmente das amostras expostas a PAB, apresentou maior
suscetibilidade a contaminagoes.

A microscopia eletronica de transmissdo mostrou que a estrutura dos tilacoides
dos cloroplastos ndo foi muito afetada pelos tratamentos, porém, percebeu-se uma grande
quantidade de plastoglobulos (gotas lipidicas) nas amostras tratadas sem NO3". Sabe-se
que em periodo de senescéncia ou estresse os tilacoides dos cloroplastos sdo degradados
e substituidos por plastoglobulos (TEVINE; STEINMULLER, 1985; BREHELIN et al.,
2007), e a presenca destas gotas lipidicas sdo acompanhadas pelo decréscimo de
pigmentos fotossintetizantes (TEVINE; STEINMULLER, 1985), o que corrobora com o
observado nas amostras expostas a auséncia do nutriente.

Em condigdes de estresse a alga pode formar grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (NASCIMENTO et al., 2014; ZUBIA et al., 2014), as quais
sdo toxicas para a célula e podem causar danos oxidativos, como o aumento da
permeabilidade de membrana, a peroxidagdo lipidica, dano ou reducdo da enzima
fotossintética, podendo até ser letal para a célula (ZUBIA et al., 2014). A fim de
sequestrar estas ERO, as algas podem promover a formagao de metabolitos antioxidantes
(RAMLOV, 2010).

Os principais metabdlitos secundarios, com acdo antioxidante, presentes em

macroalgas vermelhas sdo os carotenoides, os fenolicos, os flavonoides e os aminoacidos
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tipo micosporinas (MAA) (ZENG et al., 2001; APLE; HIRT, 2004; GANESAN et al.,
2008; DE LA COBA et al., 2009; BORGES etal., 2011; CARRETO; CARIGNAN, 2011;
KOTTUPARAMBIL et al., 2012).

Os metabolitos secundarios sao compostos organicos que nao possuem fungao
direta sobre o crescimento e desenvolvimento dos organismos, mas possuem papel
fundamental na sua interacdo com o meio ambiente (VERPOORTE, 2000). Durante o
periodo de experimentos, notou-se que as melhores respostas antioxidantes, com maiores
concentracdes de metabolitos secundarios com atividade antioxidante, foram verificadas
na alga exposta a RUV. No ambiente, P. acanthophora var. brasiliensis ocorre no supra
litoral, ficando submersa somente em marés altas. Portanto, esta alga fica muito tempo
totalmente exposta a RUV. Porém, mesmo com esta caracteristica, a RUV continua sendo
um agente abidtico que causa danos a alga, sendo um agente estressor em condigdes
experimentais. Quanto mais estresse, mais a alga desencadeia mecanismos de prote¢do
como a produgdo de metabolitos secundarios que possam amenizar esta condi¢do. Por
este motivo, encontramos maiores concentragoes de carotenoides, fendlicos e flavonoides
nas algas expostas a RUV.

Em relagdo aos carotenoides, percebeu-se maiores concentragdes nas amostras
expostas a PAB quando comparadas com as expostas a PAR. Este resultado pode ser
devido a intensa formagao de ERO produzidas pelo estresse da RUV. Os carotenoides sao
pigmentos acessorios e, além disso, podem contribuir como agentes antioxidantes,
eliminando ERO (APLE; HIRT, 2004; KOTTUPARAMBIL et al., 2012). Portanto, os
carotenoides agem a favor da fotossintese e da fotoprotecdo (QUINLAN et al., 2012).
Estas maiores concentragdes de carotenoides em plantas e algas que sofreram algum tipo
de estresse ja foram verificadas em diferentes estudos (POLO et al., 2014; SIMIONI et
al., 2014; SHEN et al., 2017). Além do estresse da RUV, a presenca de NO3;~ também
favoreceu a formacao de carotenoides. As moléculas dos carotenoides sdao formadas por
cadeias longas de carbono sempre com uma ou duas estruturas ciclicas (CARDOZO et
al., 2007). A partir do licopeno podem ocorrer processos de cicliza¢do para formagao de
outros carotenoides, como por exemplo para a formacdo da luteina deve acontecer a
hidroxilagdo do a-caroteno (FILHO, 2010; QUILAN et al, 2012). Para estas
hidroxilagdes ocorrerem, os nutrientes do meio externo sao recrutados. Portanto, quanto
mais nutrientes no meio, como nas maiores concentracdes de NO3", maiores as chances

da formagdo de carotenoides na alga. Em estudos com as macroalgas Gracilaria
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tenuistipitata (BARUFI et al., 2011) e Heterocapsa sp. (KORBEE et al., 2010), a
presenca de NO3™ também favoreceu a formacdo de carotenoides.

Os compostos fendlicos, assim como os flavonoides, uma classe de fendlicos
(NACZK; SHAHIDI, 2006), tém grande importancia na protecao contra a RUV, defesa
antiherbivoria, resisténcia a patdégenos e defesa contra o crescimento de epifitas
(AMSLER; FAIRHEAD, 2006; DAI; MUMPER, 2010). Percebeu-se que as maiores
quantidades de fenodlicos e flavonoides foram, principalmente, nas amostras expostas a
RUYV, onde a alga sofre um estresse € o metabolito antioxidante tenta reverter esta
situagdo. Em Chlamydomonas nivalis (DURVAL et al., 2000), Acrostichum danaeifolium
(RANDI et al.,, 2014), Oryza sativa (DE ALMEIDA et al., 2013), Zygnema
(PICHRTOVA et al., 2013) e Sargassum cymosum (POLO et al., 2014) quando expostas
a RUV também houve um aumento na concentragdo de fenodlicos totais. Além disso,
notou-se que a quantidade de fenodlicos ¢ diretamente proporcional a quantidade de NO3”
colocado na dgua da cultura. A base molecular destes compostos sdo anéis aromaticos
com grupos hidroxila (DAI; MUMPER, 2010). Portanto, quanto mais ions NO3", maior
presenca e disponibilidade de 4&tomos de nitrogénio e de oxigénio, os quais favorecem a
formacgdo de grupos hidroxilas formadoras destes metabolitos.

A acdo antioxidante na alga foi medida pelo sequestro do radical livre DPPH, e a
inibi¢do de radicais livres seguiu o mesmo padrao de resposta que os carotenoides,
fenolicos e flavonoides. Quanto maior concentragdo daqueles metabolitos, maior foi o
sequestro de radicais livres. Novamente, as amostras expostas 8 RUV apresentaram maior
inibicdo do DPPH, indicando que o sistema antioxidante estava mais ativado. O mesmo
resultado foi verificado nas algas expostas a RUV: S. cymosum (POLO et al., 2014),
Ecklonia cava Kjellman (KIM et al., 2014) e Tetraspora sp. (RASTOGI,;
INCHAROENSAKD, 2014). Como citado, a base molecular da maioria dos metabolitos
antioxidantes sdo grupos hidroxilas ou precisam que ocorra uma hidroxilagdo, portanto
quanto mais nutrientes disponiveis, mais facil € a formagao destes metabolitos.

Os acgtcares soluveis totais sdo os primeiros produtos formados pela fotossintese,
no Ciclo de Calvin (TAIZ; ZEIGER, 2013). Assim, se a alga estiver fazendo fotossintese,
a quantidade de agticares soliiveis encontrada deve ser alta. As menores concentragdes de
acucares foram encontradas nas amostras expostas a RUV. Notou-se que as maiores
quantidades de acucar e amido foram verificadas na amostra sem NO3™ e exposta a PAB,
ou seja, condigdes de auséncia de nutrientes, com muito estresse e presenca de RUV, o

que pode causar um grande desequilibrio no metabolismo celular.
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O amido das florideas ¢ o material de reserva das algas vermelhas (LANG, 2006).
Com a auséncia de NO3™ e exposicdo a PAB a concentra¢do desta reserva aumentou,
verificada também com o teste citoquimico PAS. Este aumento, quando comparado com
os outros tratamentos, pode ser devido a nao quebra do amido em agucar, justificando
também a auséncia de crescimento do talo neste tratamento. Por outro lado, a baixa
quantidade de amido nas outras amostras pode estar relacionada com uma alteragdo na
via de biossintese de amido, no ciclo de Calvin, possivelmente através da ativacao da via
de degradacdo. A degradacao do amido em glicose libera moléculas energéticas para o
metabolismo normal da célula, como para a producao de componentes da parede celular,
espessando-a (SCHMIDT et al., 2012), como visto em ML com AT-O, principalmente
nas amostras expostas a RUV. O espessamento da parede celular ¢ uma defesa mecanica
contra algum agente estressor externo. Esta mesma resposta foi verificada em Laurencia
catarinensis e Palisada flagellifera (PEREIRA et al., 2014), Sargassum cymosum (POLO
et al., 2014) e Pterocladiella capillacea (SCHMIDT et al., 2015).

Os PCAs e HCAs gerados evidenciaram que a auséncia de NO3z™ é o fator
determinante para as respostas metabolicas e fisiologicas da alga. Além disso, com base
nos resultados do presente trabalho, os espécimes de P. acanthophora var. brasiliensis
expostos a diferentes concentragdes de NO3z™ e 8 PAB mostraram alteragdes importantes,
como negativas alteracdes na morfologia, organizacdo celular e respostas fisiologicas
primdrias, assim como o aumento nas concentragdes de compostos do metabolismo
secundario e no espessamento de parede celular, quando comparadas com as amostras
cultivadas com diferentes concentragdes de NO3™ e PAR. Estes resultados indicam que
concentragdes de NO3™ atenuam alguns efeitos causados pela RUV e auxiliam na resposta

antioxidante quando expostas aquela radiacdo.
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5. CONCLUSAO

Podemos concluir que a quantidade de NO3 na 4gua influenciou respostas
fisioldgicas, entre as quais os mecanismos de defesa antioxidante da macroalga P.
acanthophora var. brasiliensis exposta a RUV. Quando exposta a PAB, a macroalga teve
reduzidas taxas de crescimento ¢ viabilidade celular, demonstrada também pela reducao
da autofluorescéncia do cloroplasto, principalmente nos tratamentos sem adi¢do de NO3"
. Além de um aumento na produ¢do de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides,
principalmente com presenga de NO3’, obtendo assim uma maior eficiéncia na inibi¢ao
do radical livre DPPH. Outra resposta ao estresse gerado foi o espessamento da parede
celular. Portanto, a presenca de NO3™ ¢ um fator que contribui para mitigar os efeitos da
RUYV e ¢ determinante para as respostas antioxidantes. Por outro lado, a auséncia deste

nutriente ndo contribui para mitigac¢ao dos efeitos gerados pela RUV.
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Resumo

Carpésporos de Pyropia acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll sao
unidades de dispersdo e reproducdo responsaveis por dar origem a estrutura filamentosa
diploide do ciclo de vida desta alga. O presente trabalho forneceu informagdes do impacto
da acdo antropica, analisando a influéncia da radiagao ultravioleta (RUV) e do nitrato
(NOs3") na morfologia, na viabilidade dos esporos e na autofluorescéncia dos cloroplastos
durante a germinacdo de carposporos de P. acanthophora. Carpésporos foram cultivados
a24°C £ 1 °C, 40 £10 pmol.fotons.m™s-! com fotoperiodo de 12 h, e expostos a 0, 25,
50 ¢ 100 mM de NOs", e a PAR+RUVA+RUVB (PAB) por 3 h por dia, durante 2 dias,
com dose diéria de 5,05 J.cm™ para RUVA e de 0,095 J.cm™ para RUVB. Ap6s o periodo
experimental, amostras expostas a [5S0] foram cultivadas sem os tratamentos por mais 5
dias, somente expostas a radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) com o objetivo de
verificar sua viabilidade apds o periodo de exposi¢do inicial. Carpdsporos de P.
acanthophora mostraram significativa sensibilidade a exposi¢do a RUV, em apenas 48 h,
com alteragdes negativas na taxa de desenvolvimento, na morfologia geral, na
organizagdo celular e autofluorescéncia do cloroplasto. A RUV inibiu e impediu a
formacao do tubo germinativo nos carpdsporos, que em sua maioria estavam inviaveis
e/ou alterados, com retragdo do citoplasma e contetudo citoplasmatico desorganizado. A
radiagdo também afetou a distribuicao dos polissacarideos acidos e neutros, bem como a
diminui¢do da intensidade de fluorescéncia dos cloroplastos. Ultraestruturalmente, a
RUV reduziu a divisdo celular e a formagdo de parede celular. Além disso, o estresse
causado pela RUV fez com que aumentasse a quantidade de espécies reativas de oxigénio
(ERO) nos carposporos. Mesmo apos a auséncia da RUV os esporos permaneceram
colapsados, indicando um dano irreversivel. J& em relacdo ao NOj3", este interferiu na
autofluorescéncia do cloroplasto, onde a auséncia deste nutriente fez com que a
autofluorescéncia diminuisse, por outro lado nas concentragdes de [50] e [100] observou-
se maiores comprimentos de tubo germinativo. Conclui-se que a RUV foi, na dose
utilizada, um fator limitante para o desenvolvimento de carposporosde P. acanthophora
var. brasiliensis, enquanto que o NO3  influenciou, mas ndo limitou, este
desenvolvimento.

Palavras-chave: desenvolvimento; espécies reativas de oxigénio; esporo; microscopia

confocal; microcopia eletronica de transmissao
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Abstract

Carpospores of Pyropia acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll are
dispersion and reproduction units responsible for giving rise to the diploid filamentous
structure of this alga's life cycle. The present study assesses the anthropogenic impact,
analyzing the influence of ultraviolet radiation (UVR) and nitrate (NO3") on morphology,
spore viability and autofluorescence of chloroplasts during P. acanthophora carpospores
germination. Carpospores were cultivated at 24°C + 1°C, 40 + 10 umol photons m2s™!
with photoperiod of 12 h, exposed to 0, 25, 50 and 100 mM of NO3 and to
PAR+UVRA+UVRB (PAB) for 3 h per day for 2 days with a daily dose of 5.05 J.cm™
for UVAR and 0.095 J.cm™ for UVBR. After the experimental period, samples exposed
to [50] were cultivated without treatments for another 5 days, only exposed to PAR with
the objective of verifying their viability after the initial exposure period. P. acanthophora
carpospores showed significant sensitivity to UVR exposure after only 48 hours, with
negative changes in development rate, overall morphology, cell organization and
chloroplast autofluorescence. UVR exposure inhibited germ tube formation in
carpospores, which were mostly nonviable and/or altered, showing retracted cytoplasm
and disorganized cytoplasmic content. Radiation also affected the distribution of acid and
neutral polysaccharides, as well as decreased chloroplast fluorescence intensity.
Ultrastructurally, UVR reduced the cell division and cell wall formation. In addition, the
stress of URR increased the amount of reactive oxygen species (ROS) in carpospores.
Even in the absence of UVR exposure, carpospores remained collapsed, indicating
irreversible damage. As for NOs, this interfered with the autofluorescence of the
chloroplast, where the absence of this nutrient induced decrease in autofluorescence, on
the other hand in the concentrations of [50] and [100] larger germination lengths were
observed. It can be concluded that UVR was a limiting factor for the development of P.
acanthophora, whereas NO3™ influenced, but does not limit, this development.
Keywords: confocal microscopy; development; oxigen-reactive species; spore;

transmission electronic microscopy

47



1. INTRODUCAO

Porphyra é um género de macroalga vermelha pertencente a ordem Bangiales
(BLOUIN et al., 2011), encontrado na zona intertidal e com tolerdncia ao estresse
ambiental (CHAN et al., 2012). Recentemente, estudos moleculares dos genes da
subunidade maior da proteina RuBisCo e da subunidade menor ribossomal, concluiram
que todas as espécies do género Porphyra, encontradas no Brasil, tratam-se de espécies
do género Pyropia (MILSTEIN et al., 2015). Ambos os géneros pertencem a ordem
Bangiales e possuem as mesmas caracteristicas morfologicas e de desenvolvimento,
apenas com pequenas alteragdes genéticas. O género Pyropia também ja foi encontrado
no Japao, Australia, México e Mar Mediterraneo (MILSTEIN et al., 2015).

Pyropia ¢ considerado o género de macroalga marinha mais domesticada no
mundo (SCHWEIKERT et al., 2011) e ¢ conhecida como Nori, a alga utilizada no sushi
(ZHANG et al., 2003; ZHOU et al., 2012). Este género ¢ caracterizado pela alternancia
de geragdes entre gametofitos (n) macroscopicos, os quais sdo utilizados para o consumo
alimenticio, e esporéfitos (2n) microscopicos (BLOUIN et al., 2011). Cada geragao libera
um tipo de esporo diferente, onde gametofitos liberam carpdsporos, os quais formardo a
fase 2n, enquanto os esporoéfitos liberam conchodsporos, que formardo a fase n (BLOUIN
et al., 2011). Dependendo das condigdes, geralmente estresse, as duas fases também
podem liberar mondsporos, esporos que regeneram a sua propria fase (BLOUIN et al.,
2011).

Observa-se que, com o passar do tempo, o impacto da agdo humana sobre o meio
ambiente vem aumentando. As liberacdes de poluentes atmosféricos e aquaticos sdo as
que mais chamam a atengdo por causarem a destrui¢do da camada de ozbnio e da
qualidade da 4gua dos oceanos, respectivamente. A destruigdo da camada de ozo6nio leva
a um aumento da incidéncia da radiagdo ultravioleta (RUV) sobre a superficie da Terra
(KERR; MCELRQY, 1993), e em doses altas, esta radiagdo pode causar fotoinibicao e
alteragdes em proteinas, DNA, tecidos e metabolitos primdrios e secundarios dos
organismos atingidos (BISCHOF et al., 2000; WIENCKE et al., 2000; POPPE et al.,
2003; HEO et al., 2010, ROLEDA et al., 2010; FREITAS, 2012; FIGUEROA et al., 2014;
PEREIRA et al., 2014). A degradacdo da qualidade da 4gua dos oceanos leva a um
aumento, principalmente, da quantidade de nitrato (NO3") solavel em agua. O NO3™ € um
ion que ocorre naturalmente no ambiente como um nutriente, proveniente de
decomposi¢ao aerdbia (VESILIND; MORGAN, 2013), porém sua origem pode estar

relacionada a agdo antrdpica, como a aplicacdo de fertilizantes organicos e inorganicos, e
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0 uso de sistemas de saneamento in situ (BARBOSA, 2005; BAIRD; CANN, 2011).
Concentra¢des de NO3™ podem gerar producao de aminoécidos tipo micosporina (MAA)
(ZHENG; GAO, 2009; BARUFTI et al., 2011) e de pigmentos fotossintetizantes (BARUFI
etal., 2011), aumentar a taxa de crescimento (JEANFILS et al., 1993; L1 et al., 2008) ¢ a
viabilidade celular (DO; CORMIER, 1991). Além disso, o favorecimento da producao
destas moléculas pela presenca de nitrogénio pode mitigar os efeitos da RUV (BARUFI
etal. 2011).

Pyropia acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll ¢ uma alga com
grande interesse comercial, porém existem poucas informagdes sobre os primeiros
momentos do desenvolvimento de seus esporos, bem como o quanto a RUV e o NO3"
podem influenciar neste momento decisivo para propagacao da espécie. Alguns estudos
relatam que a influéncia da RUV na fase inicial do desenvolvimento causa um decréscimo
da taxa de germinagdo (DRING et al., 1996; WIENCKE et al., 2000; SIMIONI et al.,
2014), de ficobiliproteinas e da fluorescéncia da clorofila (DRING et al., 1996; SIMIONI
et al., 2014), e um aumento de carotenoides (SIMIONI et al., 2014) em algas vermelhas
e pardas; porém o efeito do NO3™ em esporos jovens de algas ndo ¢ relatado na literatura.
Assim, pretendemos fornecer informagdes sobre o desenvolvimento de carpdsporos da
macroalga P. acanthophora sob influéncia da PAR+RUVA+RUVB (PAB) e do NOs",
verificando se estes agentes causam alteragdes na morfologia, na viabilidade dos esporos
e na autofluorescéncia dos cloroplastos, visto que a liberacdo de carpdsporos ¢ crucial
para a manutencao do ciclo de vida da alga em estudo. Além disso, verificar se 0 NO3”
minimiza os efeitos causados pela RUV, e se mesmo ap6s a agdo da RUV os carpdsporos
conseguem se desenvolver gerando uma nova plantula, favorecendo a producgao desta alga

de grande importincia econdmica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e Processamento do Material Bioldogico

Os gametofitos de P. acanthophora foram coletados no costdo rochoso da Praia
de Sambaqui, Floriandpolis-SC, Brasil, (27°29'S e 48°32'0), nos meses de julho a
setembro de 2016. Os talos das algas foram transportados até o Laboratério de Biologia
Celular Vegetal (LABCEV) em recipientes plasticos contendo agua do mar. No
laboratorio, os talos foram lavados com 4agua do mar filtrada e triados para remog¢ao dos
contaminantes.

Logo apos a coleta, por¢des férteis de P. acanthophora com aproximadamente 1.0
+ 0,05 cm foram selecionadas, através de microscopia de luz em aumento de 100 vezes,
cultivadas em placas de Petri forradas com papel toalha imido contendo laminas de vidro
com gotas de d4gua do mar filtrada, acrescida de meio von Stosch 50 % modificado sem
NO3" (EDWARDS, 1970), por uma noite (12 h), no escuro e temperatura do ar de 24 °C

+ 1 °C, para liberagao de carpdsporos (cada lamina continha 3 porgdes férteis).

2.2 Condicoes de Cultivo

Apbs a liberagdo, os carpdsporos obtidos foram cultivados em temperatura do ar
de 24 °C £ 1°C, irradiancia de 40 £10 umol.fétons.m™s-! (Iampadas florescentes, Philips
C-5 Super 84 16W/840,Brasil) com fotoperiodo de 12 h. As RUVA e RUVB artificiais
foram fornecidas pela lampada Vilber Lourmat VL-6L.M, Marne La Vallée - France, que
emite picos nos comprimentos de onda de 312 nm (RUVB) e de 365 nm (RUVA). A dose
diaria foi de 5,05 J.cm™ para RUVA e de 0,095 J.cm™ para RUVB (Light Radiometer
Model PMA 2100, usando PMA 2107B-UW (underwater) UV sensor (UVA+UVB) e
PMA 2102 (UVB) (Solar Light, USA). As doses de RUVA e RUVB ocorreram
simultaneamente, e foram baseadas nas intensidades que estas radiagdes ocorrem durante
o inverno de Florianopolis (PEREIRA et al., 2019b), j& que esta fase do ciclo de vida
desta alga ocorre no inverno.

Foram realizados experimentos com RUV e diferentes concentracdes de NOs,
totalizando oito grupos experimentais:

1) PAR 0 mM de NOs3™ (PAR [0]);

2) PAR 25 mM de NOs™ (PAR [25]);

3) PAR 50 mM de NOs™ (PAR [50]);
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4) PAR 100 mM de NO3™ (PAR [100]);

5) PAR+RUVA+RUVB 0 mM de NO3™ (PAB [0]);

6) PAR+RUVA+RUVB 25 mM de NO3™ (PAB [25]);

7) PAR+RUVA+RUVB 50 mM de NO3™ (PAB [50]);

8) PAR+RUVA+RUVB 100 mM de NOs™ (PAB [100]) (Fig. 12).

Foram feitas cinco réplicas para cada grupo experimental, cada réplica era
formada por 4 laminas. Os carpdsporos foram expostos a PAB durante 3 h por dia (das
12:00 as 15:00 h, horarios com maior pico de RUV no ambiente). Foi realizado um rodizio
das laminas aleatoriamente, a cada 1 h de exposicdo, para que todas as laminas
recebessem intensidade luminosa similar. O periodo experimental teve duragdo de 2 dias.
Ap6s este periodo, amostras de PAR [50] e PAB [50] foram cultivadas durante mais 5
dias, somente expostos @ PAR e meio von Stosch 50 % modificado sem NO3™ acrescido
de 50 mM de NO3’, com o objetivo de verificar sua viabilidade ap6s o periodo de
exposicdo inicial. Estas amostras foram selecionadas, pois verificamos, visualmente, que
as laminas do PAR [50] eram as melhores.

No término do experimento as amostras da PAR e da PAB foram processadas para
as andlises citologicas. Todas as andlises foram realizadas 24 e 48 h apds a liberacdo de

carpOsporos.
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Figura 12. Desenho experimental do experimento com carpésporos de P. acanthophora var. brasiliensis
com oito grupos experimentais: quatro concentragdes de NO3 (0, 25, 50 e 100 mM) e expostos a PAR e
PAB. Cada grupo experimental tinha 5 réplicas composta por placa de Petri com 4 laminas de vidro para

liberacdo dos carpdsporos.
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2.3 Analise da Morfologia e Processos de Germinacio

As caracteristicas morfologicas foram analisadas e fotografadas com um
microscopio epifluorescente (Leica DM500, Suiga) equipado com sistema de captura de
imagens OPTHD 3.7 Software (Estados Unidos da América) do LABCEV. A anélise foi
realizada através da avaliacdo das seguintes caracteristicas: esporos viaveis, viaveis com
formagdo de tubo germinativo, alterados e invidveis. As caracteristicas morfologicas
foram analisadas em quintuplicata (n =5 laminas, 1 foto por l1amina). As contagens foram
apresentadas como porcentagem, sendo calculadas através da propor¢do entre o nimero

de carposporos de cada classe e o numero total de carpdsporos para cada tratamento.

2.4 Microscopia de Luz (ML)
As amostras foram fixadas em solu¢do de glutaraldeido a 3 %, tampao cacodilato
de so6dio a 0,1 M com pH 7,2 e sacarose a 2 %. A pré-fixagao foi realizada durante uma

noite (12 h) a 4 °C e seguida por uma lavagem no tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH
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7,2 (SCHMIDT et al., 2009). Foram feitas quintuplicatas (n = 5 laminas) para cada grupo
experimental, e duas delas foram examinadas. Semelhancas baseadas na comparacio
entre as réplicas sugeriram que as analises foram confidveis. As imagens foram adquiridas
no sistema de captura OPTHD 3.7 Software do microscépio epifluorescente do

LABCEV. Apo6s foram realizados os seguintes testes citoquimicos:

2.4.1 Citoquimica

O material foi submetido as seguintes reagdes citoquimicas:

Azul de Toluidina (AT-O): Este corante foi utilizado para identificar polissacarideos
acidos através da reagdo de metacromasia. As laminas contendo os carpdsporos foram
tratadas com solu¢do aquosa de AT-O a 0,5 %, acidificada com HCI 1 N para pH 3,0, por
5 seg, lavadas em d4gua destilada e secas ao ar (MCCULLY, 1970; GORDON;
MCCANDLESS, 1973).

Acido Periddico Schiff (PAS): Este corante foi utilizado para identificar a presenca de
polissacarideos neutros. As laminas contendo os carposporos foram oxidadas com
solugdo aquosa de 4cido periddico a 1 % durante 3 minutos no escuro, lavados com agua
destilada e reagidos com reativo Schiff por 3 minutos. Foram, entdo, lavadas com agua

destilada e secas ao ar (GAHAN, 1984).

2.5 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As amostras com 48 h foram pré-fixadas em solucao de glutaraldeido a 2,5 %,
tampao cacodilato de sodio 0,1 M com pH 7,2 e sacarose 0,2 M. A pré-fixagdo foi
realizada por uma noite (12 h) a 4 °C, seguida por trés lavagens no tampao cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,2. Apds, as amostras foram pds-fixadas em tetréxido de 6smio (OsO4)
a 1 % em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2 (PUESCHEL, 1979). Posteriormente, o
material foi lavado trés vezes no mesmo tampao cacodilato e em seguida desidratado em
concentragdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100 %). Apos a desidratacdo, o
material foi raspado para dentro de um eppendorf e infiltrado em resina LR White
(Sigma). O material foi polimerizado em eppendorfs em estufa a 55 °C por 24 h. As
seccOes ultrafinas foram feitas com navalha de diamante em ultramicrotomo Power Tome
XL e contrastadas com acetato de uranila (o qual se liga ao OsOs, contrastando estas
regides) e citrato de chumbo (com objetivo de preservar a amostra), de acordo com os

procedimentos de Reynolds, (1963). As amostras foram observadas e fotografadas em
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microscopio eletronico de transmissao modelo Jeol (JEM)1011 do Laboratorio Central
de Microscopia Eletronica (LCME). Foram feitas quintuplicatas (n = 5 blocos
provenientes de 5 laminas) para cada grupo experimental, ¢ as duas melhores foram
examinadas. Semelhangas baseadas na comparacdo entre as réplicas sugeriram que as

analises foram confiaveis.

2.6 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MC)

As amostras, na lamina, foram fixadas em paraformaldeido a 3,7 % em tampao
fosfato salino (PBS). O material em lamina e laminula foi observado em microscopio
confocal (Leica TCS SP-5; Wetzlar, Germany) no LCME da UFSC. Autofluorescéncia
do cloroplasto foi excitada no comprimento de onda de 488 nm e emitida de 510 a 750
nm (vermelho) (ZITTA et al., 2013). Para analisar a presenga de parede celular, as
amostras foram incubadas com 10 mgmL' de Calcofluor White M2R
(18909 Calcofluor White Stain - Sigma) por 15 min (KIM; FRITZ, 1993). A
fluorescéncia da parede celular foi observada através da excitagdo no comprimento de
onda de 405 nm e emissdo de 410 a 490 nm (ciano). O programa LAS-AF Lite (Leica)
foi utilizado para o processamento final das imagens. Foram feitas quintuplicatas (n =5
laminas) para cada grupo experimental, e as duas melhores foram examinadas.
Semelhangas baseadas na comparacgao entre as réplicas sugeriram que as analises foram

confiaveis.

2.7 Medida do Esporo e do Tubo Germinativo apos 7 Dias de Desenvolvimento

Os carposporos previamente expostos a PAR [50] e PAB [50] foram mantidos em
cultivo, apenas com PAR, durante mais 5 dias apos o experimento. No quinto dia de
desenvolvimento o comprimento (um) dos carpdsporos foram medidos pelo software
Imagel (versdo 1.43) (n = 50 carpdsporos de 5 laminas diferentes), com o objetivo de
verificar se a RUV influencia, a longo prazo, no desenvolvimento destes carposporos.

Paralelamente, apds 7 dias de desenvolvimento o comprimento (um) do tubo
germinativo dos carpdsporos tratados apenas com NO3™ (0, 25, 50 e 100 mM de NO3)
foram medidos pelo software ImageJ (versdo 1.43) (n = 50 carpdsporosde 5 laminas
diferentes), com o objetivo de verificar se o NO;3 influencia, a longo prazo, no

desenvolvimento destes carposporos.
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2.8 Detec¢do de ERO por DCFH-DA

Apos as 48 h, as amostras vivas expostas a PAR [50] e PAB [50] foram raspadas
das laminas com 1 mL de agua do mar esterilizada, colocadas em microplaca de 24 pocos
e lidas por espectrofotometria de fluorescéncia (excitagdo em 488 nm e emissao em 525
nm) em multileitora SpectraMax Paradigm Molecular Devices do Laboratorio
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB), sendo esta medida considerada o
branco, para desconsiderar a autofluorescéncia de metabdlitos da alga. Apos a leitura, as
amostras, foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, no escuro, com 1,5 mL
por poco da molécula nao fluorescente DCFH-DA 50 uM (2°,7’-diclorodiidro
fluoresceina diacetato) (HE; HADER, 2002a). Quando esta molécula entra em contato
com ERO, ocorre uma clivagem e oxidacdo, gerando a molécula fluorescente DCF (2’-
7’-diclorofluoresceina fluorescente). O composto gerado (DCF) fica retido no ambiente
intracelular e emite fluorescéncia verde, a qual pode ser mensurada. A quantidade de
fluorescéncia de DCF foi determinada por espectrofotometria de fluorescéncia, uma vez
que este ¢ proporcional a quantidade de ERO intracelular. Para tanto, utilizou-se a
multileitora SpectraMax com excitagdo em 488 nm e emissdo em 525 nm. As andlises
foram realizadas com n = 5 (laminas por grupo) e a quantificacdo de ERO foi calculada
em porcentagem, considerando o PAR [50] como 100 %, de acordo com Saison et al.
(2010).

O material incubado com DCFH-DA também foi colocado entre ldmina e
laminula e observado em microscépio confocal (Leica TCS SP-5; Wetzlar, Germany) no
LCME. A fluorescéncia do DCF foi excitada no comprimento de onda de 488 nm e
emitida em 525 a 550 nm (verde), enquanto a autofluorescéncia do cloroplasto foi
excitada no comprimento de onda de 488 nm e emitida de 600 a 750 nm (vermelho). O
programa LAS-AF Lite (Leica) foi utilizado para o processamento final das imagens.
Foram feitas quintuplicatas (n = 5 laminas grupo) para cada grupo experimental, e trés
delas foram examinadas. Semelhancas baseadas na comparagdo entre as réplicas

sugeriram que as analises foram confiaveis.

2.9 Analise e Interpretaciao dos Dados
Os dados passaram pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk, e em alguns grupos
os dados ndo estavam dentro da curva normal. Todos os dados foram transformados

através do logl0. Apds a transformagdo, os dados passaram pelo teste de normalidade
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Shapiro-Wilk e foram aprovados. Assim, os dados foram submetidos a Andlise de
Variancia Bifatorial (MANOVA), sendo os fatores independentes a radiagdo (PAR e
PAB) e a concentragao de NOs', seguida do teste a posteriori de Tukey para verificar as
significancias das diferencas (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas no Programa
Statistica (versao 10.0). Além disso, os dados foram testados para analise de componentes
principais (PCA) a fim de inspecionar o conjunto de varidveis analisadas e procurar
padrdes relacionados aos tratamentos testados. Todos os desenhos graficos foram
realizados utilizando-se scripts escritos em linguagem R (versao 3.1.1). Os dados ¢ os
relatorios HTML gerados a partir da analise (utilizando recursos de R Markdown) para

determinar semelhancas de variaveis fisiologicas foram analisadas no presente trabalho.
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3. RESULTADOS

3.1 Desenvolvimentos dos Carposporos

Nas primeiras 24 h de desenvolvimento, os carpoésporos foram distribuidos em 3
grupos: viaveis, vidveis com presenca do tubo germinativo e inviaveis. Os esporos de
todos os tratamentos foram visualizados com coloragdo amarronzada e em torno de 10
um de diametro (Fig. 13a-h), porém percebeu-se uma polarizagdo desorganizada nos
carposporos tratados com RUV (Fig. 13e-h). Com o tratamento PAR as células
alongaram-se para formac¢ao de uma protuberancia em um dos poélos, para formagao de
tubo germinativo (Fig. 13a-d-setas). Esta tentativa de formagdo de tubo também foi
verificada nas amostras PAB [50] e [100], porém de uma forma desorganizada (Fig.
13g,h-setas). Todos os tratamentos apresentaram esporos viaveis, porém sem diferencas
estatisticas entre eles (Tab. 6). Por outro lado, somente as amostras expostas a PAR e a
PAB [50] e [100] apresentaram carpdsporos vidveis com presencga do tubo germinativo.
Dentre eles, PAR [25] e [100] apresentaram as maiores quantidades destes esporos,
aproximadamente 36 % e 30 %, respectivamente (Tab. 7). Com excecdo de PAR [25],
PAB [0] e [50], todos apresentaram esporos inviaveis, sendo PAB [25] o que apresentou
a maior taxa de mortalidade, 17 % (Tab. 6).

Em relacdo a morfologia dos esporos ap6s 48 h, percebeu-se que aqueles expostos
a PAR apresentaram-se bem desenvolvidos, formando tubos germinativo maiores que 20
pum de comprimento (Fig. 13i-1). Todos os expostos a RUV estavam bem alterados e com
um retardo do desenvolvimento, sem forma¢do de tubo germinativo, com retracio e
conteudo citoplasmatico desorganizado (Fig. 13m-p), além da presen¢a de carposporos
com coloragdo esverdeada indicando inviabilidade (Fig. 130-p setas). Para as primeiras
48 h de desenvolvimento, os carpdsporos foram classificados em 4 grupos: vidveis,
vidveis com presenca do tubo germinativo, alterados e inviaveis. Nos tratamentos com
PAR observou-se esporos viaveis ainda sem tubo, porém sem diferencas estatisticas entre
eles (Tab. 7), como também esporos vidveis com presenga do tubo germinativo,
novamente sem diferengas estatisticas entre os grupos (Tab. 7). Por outro lado, as
amostras expostas & PAB ndo apresentaram carposporos vidveis e carpdsporos com tubo
germinativo. Os carposporos em sua maioria estavam alterados, sendo que a amostra PAB
[100] apresentou aproximadamente 40 %, contra 81 %, 91 % e 89 % dos expostos a PAB
[0], [25] e [50], respectivamente (Tab. 7). Todos os tratamentos apresentaram esporos

inviaveis, porém as porcentagens destes esporos foram menores, estatisticamente, nas
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amostras expostas a PAR, quando comparadas com as amostras expostas a RUV (Tab.
8). O tratamento com PAB [100] foi o que mais apresentou carposporos inviaveis, com
aproximadamente 59 % (Tab. 7). Todas as amostras expostas a PAR se equivaleram nas
porcentagens de esporos de cada classe, portanto todas as amostras expostas a PAR foram
estatisticamente iguais (Tab. 7).

Para 24 h de desenvolvimento, a jungdo do fator NOs3™ e tratamento com radia¢ao
(PAR ou PAB) é 0 que possui um efeito maior na taxa de esporos inviaveis [1° = 43,9
%, F332)=16,02, p <0,001], enquanto o fator radiacao foi o que mais influenciou na taxa
de esporos viaveis com presenca do tubo germinativo [17° = 61,6 %, Fa.32 = 97,51, p <

0,001], para os carposporosviaveis sem tubo nao foi observado um p significativo para
nenhum fator. Para 48 h de desenvolvimento, o fator radiagdo (PAR ou PAB) foi o que

possui um efeito maior no atraso do desenvolvimento, bloqueando a formagao de tubo

germinativo e mantendo os esporos vidveis sem tubo [ n°=94.2 %, F32 = 560,30, p <
0,001], viaveis com presenca do tubo germinativo [7722 94,9 %, Fa32 = 611,56, p <

0,001], alterados [17° = 34,5 %, Fa.32 = 1674,15, p <0,001] e invidveis [7°=23,1 %, F(1.32)

=13,08, p<0,001].
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Figura 13. Carpdsporos da macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis observados ao
microscopio de luz (barras de escala = 10 um) expostos 2 PAR ¢ a PAB ¢ a diferentes concentragdes de
NOs™ (0, 25, 50 e 100 mM) em laboratdrio por 24 ¢ 48 h. a-h. Esporos com 24 h de desenvolvimento, de
todos os tratamentos, foram visualizados com coloragdo amarronzada e em torno de 10 pm de didmetro. a-
d. Células do PAR com uma protuberancia em um dos pélos da célula, para formacdo de tubo germinativo
(sctas). e-h. Células do PAB com uma polarizacdo desorganizada nos pdlos (setas). i-l. Esporos com 48 h
de desenvolvimento e expostos 8 PAR apresentaram-se bem desenvolvidos, com tubo germinativo maiores
que 20 pm de comprimento. m-p. Células expostas a PAB e 48 h de desenvolvimento apresentaram-se bem
alterados e com um retardo do desenvolvimento, sem formagao de tubo germinativo, com retracdo do
citoplasma ¢ com o contetdo citoplasmatico desorganizado, além da presenga de carpdosporos com

coloragdo esverdeada indicando sua inviabilidade (setas).
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Tabela 6. Taxas de germinacao expressas em % de esporos dos experimentos com carpdsporos com 24 h
apos a liberacdo de P. acanthophora var. brasiliensis expostos a PAR e a PAB e a diferentes concentracdes
de NOs™ (0, 25, 50 e 100 mM) por 24 h. Valores apresentados com média (n = 5; média £ DP). Letras
diferentes indicam diferencas significativas de acordo com a andlise de variancia bifatorial e teste de Tukey

(p <0,05).

24 h

Tratamento Viaveis Viaveis com Tubo Alterados Inviaveis
PAR [0] 74,6+3,9° 24 ,4+2 6% - 0,9+0,4°
PAR [25] 63,5+9,0? 36,4+4,0? - -
PAR [50] 70,5+5,6% 25,1+1,9% - 42+1,1°

PAR [100] 69,3+3,6% 29,8+2.6° - 0,7+0,4°
PAB [0] 100+9,72 - - -
PAB [25] 83,0+4,3? - - 17,0£2,12
PAB [50] 93,0+2,6° 7,0+0,5° - -

PAB [100] 83,2+15,7° 15,144,2% - 1,640,4°
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Tabela 7. Taxas de germinacao expressas em % de esporos dos experimentos com carpdsporos com 48 h
apos a liberacdo de P. acanthophora var. brasiliensis expostos a PAR e a PAB e a diferentes concentracdes
de NOs™ (0, 25, 50 e 100 mM) por 48 h. Valores apresentados com média (n = 5; média + DP). Letras
diferentes indicam diferencas significativas de acordo com a andlise de variancia bifatorial e teste de Tukey

(p <0,05).

48 h
Tratamento Vidveis Viaveis com Alterados Inviaveis
Tubo
PAR [0] 45,9+4,1° 41,6+3,5 - 12,4+4,0
PAR [25] 44,9497 50,7+6,32 - 4,3+0,8°
PAR [50] 46,141 .4° 46,143.2° ) el
PAR [100] 42,646,0° 49,447 6° ) 8017
PAB [0] - - 81,6+5,5% 18,4+3,1%
PAB [25] - - 91,8+3,5° 8,241,1%
PAB [50] - - 89,4+3,7° 10,6:£1,22
PAB [100] - - 40,6+4,8° 59,4+7 42

3.2 Citoquimica dos Carposporos

Quando reagidas com o corante AT-O, amostras dos tratamentos PAR (Fig. 14a-
d), ap6s o periodo de 24 h, apresentaram uma reagao metacromatica para roxo na regiao
central, com maior quantidade de polissacarideos acidos e acidos nucleicos, € uma reagao
mais fraca na periferia do citoplasma. Neste mesmo periodo, as amostras expostas a PAB
(Fig. 14e-h) também apresentaram este mesmo padrdo. J4 apds as 48 h de
desenvolvimento, as amostras PAR (Fig. 14i-1), que apresentaram esporos com tubo
germinativo, foram visualizadas com rea¢do metacromatica para roxo na parede celular,
visualizado tanto na célula do carpdspororo, como no tubo formado. Ja as amostras
tratadas com PAB (Fig. 14m-p), apresentaram fraca reacdo por todo o citoplasma dos

carposporos, com reduzida marcagdo na regido central.
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Figura 14. Carposporos da macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis, observados ao
microscopio de luz (barras de escala = 10 um), corados com AT-O e expostos a PAR e a PAB e a diferentes
concentragdes de NOs™ (0, 25, 50 ¢ 100 mM) em laboratoério por 24 e 48 h. a-h. Amostras expostas 8 PAR
(a-d) e a PAB (e-h), apds 24 h de desenvolvimento, apresentaram uma reagdo metacromatica para roxo,
com maior quantidade de polissacarideos acidos, e uma rea¢do mais fraca na periferia do citoplasma. i-1.
Amostras expostas a PAR e 48 h de desenvolvimento, apresentaram esporos com tubo germinativo, ¢ com
reacdo metacromatica para roxo na parede celular e no tubo formado. m-p. Amostras expostas a PAB e 48
h de desenvolvimento, apresentaram fraca reagcdo por todo o citoplasma dos carposporos, ndo sendo
evidenciada marcag¢do na regido central.
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Na reagao com o PAS, as amostras dos tratamentos PAR [0] e [25] (Fig. 15a-b),
apos o periodo de 24 h, apresentaram uma reagao positiva na regido central, e uma reagao
mais fraca pelo citoplasma, indicando a presenca de polissacarideos neutros. Neste
mesmo periodo as amostras expostas a PAR [50] e [100] (Fig. 15c-d) também
apresentaram este padrao de coloracao, porém com maior intensidade quando comparado
com as outras duas amostras. Para as amostras expostas a PAB (Fig. 15e-h), percebeu-se
uma reagdo positiva do PAS, porém visualizou-se uma reacdo homogénea por todo o
citoplasma. Em especial, a amostra PAB [100] apresenta uma polariza¢ao para formagao
de tubo germinativo, porém este aparece nao corado, diferente da polarizagdo verificada
nas amostras expostas 8 PAR (Fig. 15a, h-seta).

Apds as 48 h de desenvolvimento, as amostras PAR (Fig. 15i-1), que ja
apresentaram esporos com tubo germinativo, também apresentaram uma reagao positiva
por todo o esporo, especialmente na espessa parede celular (Fig. 151,1-setas). As amostras
PAR [50] e [100] apresentaram uma coloragcdo mais intensa, como observado em 24 h,
porém a parede celular ndo apresentou-se muito espessa, quando comparado com PAR
[0] e [25] (Fig. 15m,n). J& as amostras tratadas com PAB (Fig. 15m-p), apresentaram
fraca reagao por todo o citoplasma dos carposporos, sendo evidenciada uma leve

marcagdo na regido central e um citoplasma granuloso.
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Figura 15. Carpdsporos da macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis, observados ao
microscopio de luz (barras de escala = 10 um), corados com PAS e expostos a PAR ¢ a PAB ¢ a diferentes
concentragdes de NOs™ (0, 25, 50 ¢ 100 mM) em laboratério por 24 e 48 h. a-b. Amostras PAR [0] e [25],
com 24 h de desenvolvimento, coradas com PAS apresentaram uma reagdo positiva na regido central, e
uma reagdo mais fraca pelo citoplasma. Polarizacdo para o tubo germinativo corado com o PAS (seta). c-
d. Amostras expostas a PAR [50] ¢ [100], com 24 h, também apresentaram o padrdo anterior, porém com
uma intensidade muito mais forte. e-h. Amostras expostas a PAB e 24 h de desenvolvimento, com uma
reacdo positiva e homogénea do PAS. Polariza¢do para o tubo germinativo ndo corado com o PAS (seta).
i-l. Amostras PAR, com 48 h de desenvolvimento, apresentaram uma reacdo positiva do PAS por todo o
esporo, especialmente na espessa parede celular (setas). m-p. Amostras tratadas com PAB e 48 h,
apresentaram fraca reag@o por todo o citoplasma dos carposporos, sendo evidenciada uma leve marcagéo

na regido central e um citoplasma granuloso.
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3.3 Autofluorescéncia dos Cloroplastos e Formacao da Parede Celular

Quando analisadas em microscopia confocal, amostras de 24 h de
desenvolvimento e tratadas com PAR apresentaram um cloroplasto central, nico e
estrelado, com autofluorescéncia (Fig. 16a-d). Observou-se que a intensidade de
autofluorescéncia do cloroplasto foi a mesma para as quatro concentragdes de NOs3",
porém o tamanho dos bragos do cloroplasto foi menor na PAR [0]. Apds a exposicdo a
PAB, foi visualizada uma fraca autofluorescéncia dos cloroplastos dos carpésporoscom
[0] (Fig. 16e), porém PAB [25], [50] e [100] apresentaram intensa autofluorescéncia (Fig.
16f-h). Uma reacdo positiva da parede celular foi evidenciada por todo o esporo e na
mesma intensidade para todos os tratamentos (Fig. 16a-h).

Apds 48 h de desenvolvimento, as amostras PAR (Fig. 16i-1), as quais ja
apresentavam esporos com tubo germinativo, possuiam uma autofluorescéncia do
cloroplasto tanto na célula do esporo, como no tubo germinativo (Fig. 161,1). Uma rea¢do
positiva da parede celular também foi evidenciada por toda a célula e no tubo germinativo
do carpospororo (Fig. 16i-1). J& as amostras tratadas com PAB (Fig. 16m-p),
apresentaram fraca autofluorescéncia, principalmente na amostra PAB [0], entretanto,
notou-se que cloroplastos das amostras PAB [25], [50] e [100] localizavam-se em um dos
polos da célula (Fig. 16n-p). Também foi observada uma reagao positiva na parede celular

(Fig. 16m-p).
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Figura 16. Carpdsporos da macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis, observados ao
microscopio confocal (barras de escala = 10 um), expostos a PAR e a PAB e a diferentes concentragdes de
NOs (0, 25, 50 e 100 mM) em laboratorio por 24 e 48 h. a-d. Amostras expostas & PAR e com 24 h de
desenvolvimento, apresentaram um cloroplasto central, tnico e estrelado, e com mesma intensidade de
autofluorescéncia (vermelho). O tamanho dos bragos do cloroplasto foi menor na PAR [0]. e-h. Amostras
expostas a PAB e com 24 h, apresentaram uma fraca autofluorescéncia dos cloroplastos dos carpdsporos
com [0], porém PAB [25], [50] e [100] apresentaram intensa autofluorescéncia. i-l. Amostras expostas a
PAB e com 48 h de desenvolvimento, apresentavam esporos com tubo germinativo, uma autofluorescéncia
do cloroplasto tanto na célula do esporo, como no tubo germinativo. m-p. Amostras expostas a PAB e 48
h, apresentaram fraca autofluorescéncia, principalmente na amostra PAB [0]. a-p.Uma reacdo positiva da

parede celular foi evidenciada por todo o esporo (azul) e na mesma intensidade para todos os tratamentos.
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3.4 Alteracoes na Ultraestrutura dos Carposporos

Quando analisadas em microscopia eletronica de transmissao (MET), amostras do
tratamento PAR [0], apés 48 h de desenvolvimento, apresentaram um carpdsporo
esférico, sem polarizacao para formagao de tubo germinativo e, em seccao transversal,
muitas mitocondrias (M) e bracos dos cloroplastos (C), e parede celular (PC) pouco
desenvolvida (Fig. 17a-c). Ja na amostra tratada com PAR [25], pode-se observar mais
de uma célula, indicanto que houve divisdes celulares (Fig. 17d-seta), cloroplasto com
um pirenoide (P1) bem desenvolvido, tilacoides bem organizados (Fig. Se, f-seta) e parede
celular formada (Fig. 17f). O tratamento [50] apresentou carpésporo com polarizagao, a
fim de desenvolver o tubo germinativo (Fig. 17g-seta). H& presenca de plastoglobulos (P)
(Fig. 17h), tilacoides organizados e desenvolvimento de PC (Fig. 17i). Para o tratamento
[100] também se observa polarizagdo do carposporo (Fig. 17j-seta), presenga de Pi, de
vesiculas com material para formagao de parede celular (V), presenca da parede celular e
de tilacoides organizados (Fig. 17j-1).

Ja as amostras de 48 h de desenvolvimento e tratadas com PAB apresentaram
células individuais, sem divisdes celulares, com formato alterado, sem presenca de parede
celular (PC), e com presenca de grande quantidade de graos de amido (A) e vesiculas com
conteudo elétron denso no seu interior (V) (Fig. 18a,b). Nota-se também a presenca de
graos de amido ja utilizados (Fig. 18c, setas). O cloroplasto apresentou-se com tilacoides
organizados, porém sem formagdo de pirenoide e com presenca de plastoglobulos (P)

(Fig. 18d). Mitocondrias também foram observadas (M) (Fig. 18d).
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Figura 17. Microscopia eletronica de transmissdo dos carposporos da macroalga vermelha P. acanthophora
var. brasiliensis expostos a PAR e a diferentes concentracdes de NOs™ (0, 25, 50 e 100 mM) em laboratério
por 48 h. a-c. Carposporos tratados com [0] com formato esférico, com cloroplastos (C) e mitocondrias (M)
e com parede celular (PC) pouco desenvolvida. d-f. Carposporos tratados com [25], com divisdo celular
(seta), pirenoide (Pi), tilacoides organizados (setas) e presenca de PC. g-i. Carposporos tratados com [50]
com polarizacdo (seta), plastoglobulos (P) e PC. j-1. Carposporos tratados com [100] com polarizagdo (seta),

Pi, vesiculas (V) com material para formagdo de PC, e uma PC desenvolvida.
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Figura 18. Microscopia eletronica de transmissdo dos carposporos da macroalga vermelha P. acanthophora
var. brasiliensis expostos a PAB e a diferentes concentracdes de NOs™ (0, 25, 50 e 100 mM) em laboratério
por 48 h. a-b. Carpdsporo sem divisdes celulares e parede celular, com formato irregular e presenca de
graos de amido (A) e vesiculas eletroén desnsas (V). c. Presenca de graos de amido ja utilizados (setas). d.
Cloroplasto (C) com tilacoides organizados, porém com presenca de plastoglobulos (P). Mitocondrias

também foram observadas (M).

PAB

3.5 Morfologia dos CarpdsporosApos 5 Dias sem Exposicao a RUV

Os carposporos previamente expostos a PAR [50] e PAB [50] foram mantidos em
cultivo, apenas com PAR, durante mais 5 dias apds o experimento. Os carposporos com
1 dia de desenvolvimento na PAR [50] apresentaram estrutura filamentosa tipica de
Pyropia (Fig. 19a) e, no quarto e quinto dias de desenvolvimento, continuaram o
desenvolvimento normalmente (Fig. 19b-d) tendo uma média de comprimento de
75,65£10,76 um. Ja para a amostra PAB [50], no primeiro dia de desenvolvimento
observou-se uma célula com citoplasma desorganizado e colapsado, de coloragdo marrom
claro (Fig. 19e), e no quarto e quinto dias do desenvolvimento, os carpOsporos
continuaram a se colapsar, tornando-se esverdeados e uma célula vazia (Fig. 19f-h), o
comprimento desta célula vazia foi bem menor, estatisticamente, quando comparado com

a célula em pleno desenvolvimento da amostra do PAR, em torno de 8,79+2,05 um.
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Figura 19. Microscopia de luz dos carpdsporos da macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis
expostos a PAR [50] e a PAB [50] tratados por mais 5 dias somente com PAR. a-d. Os carpdsporos da PAR
[50] apresentaram estrutura filamentosa tipica de Pyropia. e. No primeiro dia de desenvolvimento do
carposporo exposto a PAB [50] apresentou uma célula com citoplasma desorganizado e colapsado, de
coloragdo marrom claro. f-h. No quarto e quinto dias do desenvolvimento, os carposporos continuaram a

se colapsar, tornando-se esverdeados e uma célula vazia.
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3.6 Medida do Tubo Germinativo apds 7 dias de Desenvolvimento

Apds 7 dias de desenvolvimento, os carpdsporos expostos a PAR [50] e [100]
foram os que apresentaram maior comprimento do tubo germinativo, com uma média de
65,88 e 64,85 um, respectivamente; e os carposporos do tratamento [0] foram os que
apresentaram menor comprimento do tubo germinativo, com média de 36,15 pm (Fig.

20a-e).
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Figura 20. Carpdsporos da macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis expostos a diferentes
concentragcdes de NOs3™ (0, 25, 50 e 100 mM) em laboratorio por 7 dias e observados ao microscopio de luz
(barras de escala = 10 um) (a-d) ¢ média dos comprimentos dos tubos germinativos das mesmas amostras
(e). Valores apresentados com média (n = 5; média + DP). Letras diferentes indicam diferengas

significativas de acordo com a analise de varidncia unifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).
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3.7 Formacao de ERO nos Carpodsporos

Apo6s 48 h de exposicao a PAB [50], os carpdsporos apresentaram um aumento de
220 % na quantidade de ERO, detectada por espectrofotometria de fluorescéncia, quando
comparado com a amostra exposta a PAR [50] (Fig. 21A). Quando observados em
microscopia confocal, os carposporos do tratamento PAR apresentaram-se com formacao
de tubo germinativo, autofluorescéncia do cloroplasto (vermelho) e alguma fluorescéncia
do DCF (verde), indicando a presenca de ERO (Fig. 21B-a). Ja para os carpdsporos

expostos a PAB apresentaram auséncia de tubo germinativo, baixa autofluorescéncia do
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cloroplasto e intensa e pontuada fluorescéncia do DCF, indicando existéncia de ERO (Fig.

21B-b).

Figura 21. A) Taxas de ERO expressas em % dos experimentos com carposporos com 48 h ap6s a liberagdo
de P. acanthophora var. brasiliensis expostos 8 PAR [50] e a PAB [50] por 48 h. Valores apresentados com
média (n = 5; média + DP). Asterisco indica diferenca significativa de acordo com o teste T independente
(p £0,05). B) Microscopia confocal (barras de escala = 10 pm) dos carposporos da macroalga vermelha P.
acanthophora var. brasiliensis expostos a PAR (a) e a PAB (b) em laboratorio por 48 h e incubados com
DCFH-DA. Fluorescéncia verde indica presenga de ERO e fluorescéncia vermelha indica autofluorescéncia

do cloroplasto.
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3.8 Analise de Componentes Principais de Variaveis Fisiologicas dos Carpodsporos
de P. acanthophora var. brasiliensis Expostos a Altas Concentracoes de NO3 e de
RUV

Levando em conta a concentragdo de NOs3 (0, 25, 50 e 100 mM) (Fig. 14a,c), ndo
se percebe a formacgdo de grupamentos distintos, tanto para 24 h como para 48 h de
desenvolvimento. Porém, esta técnica apresentou bom poder de discriminagdo dos grupos

ao se considerar o tratamento com radiagcao (PAR ou PAB) como fator discriminante (Fig.
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22b,d). Percebeu-se a formagao de dois grupos distintos, principalmente nas amostras

com 48 h de desenvolvimento.

Portanto, observou-se que o tratamento com radiagao ¢ o fator que mais diferencia

as amostras entre si, quando comparadas com a concentracdo de NO3", € ndo se percebe

uma tendéncia das amostras tratadas com diferentes concentragcdes de NO3™ se

distinguirem das demais concentragdes.

Figura 22. Analise de componentes principais (PCA) de P. acanthophora var. brasiliensis (esporos viaveis,

vidveis com tubo, alterados e inviaveis) levando em consideragdo a concentragdo de NOj; (a,c) € o

tratamento (b,d) apds 24 e 48 h de desenvolvimento.
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4. DISCUSSAO

Carpdsporos jovens de P. acanthophora mostraram significativa sensibilidade a
exposicdo a RUV, em apenas 48 h, com alteragdes na taxa de desenvolvimento, na
morfologia geral, na organizagdo celular e autofluorescéncia do cloroplasto.

Em relagdo ao desenvolvimento dos carposporos de P. acanthophora percebeu-se
que a RUV inibiu e impediu o desenvolvimento inicial da espécie. Estes dados
corroboram com o estudo de Scariot et al. (2013), com tetrasporos de Gelidium
floridanum W.R. Taylor expostos a RUV, que demostraram uma baixa taxa de
crescimento, perda de pigmentagao e uma diferenciagdo alterada na regido apical. Estes
autores apontaram que a RUV ¢ crucial para o desenvolvimento da espécie. Os efeitos da
RUV também foram observados em esporos de Grateloupia filicina (J.V.Lamouroux)
C.Agardh que apresentaram uma taxa de crescimento baixa (ZHAO; LIXIA, 2014), e na
germinacdo de conchosporos de Porphyra haitanensis T.J.Chang & B.F.Zheng, onde a
RUVB causou efeitos negativos no crescimento e na divisao celular, atrasando a formagao
de novas plantulas (JIANG et al. 2007).

O padrao de distribuicdo dos componentes citoplasmaticos, tanto os
polissacarideos neutros como os acidos, visualizados através do PAS e AT-O,
respectivamente, foram alterados apods a exposicao a RUV. Os principais polissacarideos
neutros de algas vermelhas sdo a celulose, manose e xilose, na parede celular, e os graos
de amido, no citoplasma, tendo a funcdo de ser uma substancia de reserva (LANG, 2006).
Com a inviabilidade dos esporos expostos a RUV, a parede celular e os graos de amido
tendem a se degradar, visualizados com aspecto granular e menos intenso no PAS.
Normalmente, estudos com RUV em talos de macroalgas apontam aumento de graos de
amido, onde a energia proveniente da fotossintese ¢ armazenada e ndo utilizada para
produzir novas células (SIMIONI et al., 2014). Em nosso estudo, ndo ocorreu nem a
formagdo de novas células, nem o acimulo de graos de amido no citoplasma, sugerindo
um dano no sistema fotossintetizante, ja que a RUVB tem um grande potencial de causar
danos, principalmente, ao DNA e ao processo fotossintetizante (WIENCKE et al., 2000,
HEO et al., 2010, GOMEZ; HUOVINEN 2011, FIGUEROA et al., 2014). Segundo
Takahasi e Bagder, (2011) quando a taxa de danos excede a taxa de fotorreparo ocorre a
fotoinibicao, isto acontece quando o dano as proteinas no centro de reacdo excede a
capacidade do Fotossistema Il em ativar mecanismos de fotorreparacao, corroborando ao
observado neste estudo, onde o cloroplasto teve diminui¢do de sua autofluorescéncia,

como também diminui¢do de componentes acidos.
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Com apenas 48 h de desenvolvimento, os carpdsporos jovens de P. acanthophora
ndo apresentaram significativa sensibilidade a exposi¢do as concentracdes de NOj3,
apresentando mesmos resultados na taxa de desenvolvimento, na morfologia geral, na
organizacdo celular e autofluorescéncia do cloroplasto. Porém, com um aumento no
tempo de observagdo para 7 dias, notou-se que quanto maior a concentragao de NO3,
maior o tamanho do tubo germinativo, evidenciando o auxilio no desenvolvimento dos
carpOsporos.

A auséncia de NO3™ fez com que o carposporo atrasasse seu desenvolvimento,
retardando a polarizagdo da célula para formagdo de tubo germinativo e,
consequentemente, formacao de parede celular. J& os carposporos em concentragdes de
NOs3™ e os expostos a PAR, apresentaram polarizagdo celular, parede celular bem
desenvolvida e presenca de pirenoides, regido onde ocorre o acimulo da enzima
RuBisCo, evidenciando um bom e rapido desenvolvimento dos carposporos. Foi possivel
notar presenca de plastoglobulos, acumulo de lipideo, indicando um pequeno estresse
celular (TEVINI, STEINMULLER, 1985), talvez pelo rapido desenvolvimento, mas que
ndo interferiu no desenvolvimento pleno da alga. Presenca de vesiculas vazias também
foram observadas, evidenciando producao e utilizagdo de material para construgdo de
parede celular, como observado em Bouzon et al. (2005). A ultraestrutura dos esporos
também foi muito afetada com a exposi¢do a RUV. A parede celular nao foi formada,
indicando uma inviabilidade celular. Porém, observou-se grande presenca de vesiculas
com material para formagao de parede celular (BOUZON et al., 2005), mas com o estresse
e degradacao de partes da cé€lula, estas vesiculas ndo conseguem seguir para seu destino
final, ficando acumuladas no citoplasma, como observado em G. floridanum tratado com
baixa salinidade (FILIPIN et al., 2016). Além da parede celular ausente, o pirenoide
também ndo foi formado. A proteina RuBisCO, responsavel por assimilar CO; para o
ciclo de Calvin (RECUENCO-MUNOZ et al., 2015), ¢ uma das proteinas que mais sofre
com a presenca da RUVB (GALMES et al., 2013), como visto em Alaria esculenta,
Laminaria solidungula, Monostroma arcticum, Palmaria palmata, Phycodrys rubens
(BISCHOF et al., 2000) e Oryza sativa L. (YU et al., 2013).

Organelas como cloroplasto e mitocondrias, que trabalham com cadeia
transportadora de elétrons e oxigénio, produzem ERO. Portanto, estas moléculas toxicas
para a célula estdo presentes durante o metabolismo aerdbio celular normal das células
vegetais, sendo produzidas em taxas controladas (MITTLER, 2002). Geralmente, em

condi¢des de estresse a homeostase celular ¢ quebrada ocorrendo a produgdo excessiva
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de ERO, como ¢ o caso do estresse salino (LESHEM et al., 2007; LIU; PANG., 2010),
de metais pesados (TSUJI et al., 2003; KNAUERT; KNAUER, 2008; LIU; PANG, 2010;
SAISON et al., 2010), de alteracdes na temperatura (LIU; PANG, 2010), e presenc¢a da
RUV (HE; HADER, 2002b). Elevadas quantidades de ERO podem oxidar proteinas,
lipideos, acidos nucléicos e polissacarideos, levando a uma morte celular (MITTLER,
2002), que pode ser observado no presente trabalho.

Mesmo apds a auséncia da RUV os esporos permaneceram colapsados, indicando
um dano irreversivel. Os esporos nao conseguiram se desenvolver, o citoplasma
continuou se colapsando e a coloragdao passou de marrom para verde, indicando que a
presenca de RUV nos primeiros dois dias de desenvolvimento dos carpdsporos foi
deletéria para a alga. A compreensao da sensibilidade da espécie ao RUVB durante o
desenvolvimento precoce ¢ crucial, uma vez que os estagios microscopicos podem
produzir um efeito gargalo no processo de adaptacdo das comunidades de macroalgas
num cendrio de incidéncia crescente de RUVB (ALTAMIRANO et al., 2003).

Mesmo nao tendo uma diferenca estatistica, nas concentracdes 0 e 100 mM de
NOs’, observamos uma tendéncia a terem uma maior quantidade de esporos inviaveis,
sugerindo que estas sdo concentragdes limitantes deste nutriente para o desenvolvimento
dos esporos da espécie em questdo. Segundo Barufi et al. (2011), concentragdes de NO3”
favorecem o aumento de conteido de MAA, aumentando a atividade antioxidante,
eliminando as ERO decorrentes da fotoinibicdo causada por estressores, porém altas
concentragdes de NOj;™ levam a saturagdo da producdo de moléculas fotoprotetoras,
corroborando a satura¢ao observada em nosso estudo.

Vivemos em um planeta coberto por grandes extensdes de aguas, doces e salgadas,
o que favorece a produgdo em grande escala de algas, seres aquaticos que necessitam de
agua, luz e nutrientes para sobreviver (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). O genéro
Pyropia é famoso por ser utilizado no sushi e gerar bilhdes de dodlares por ano, portanto
conhecer como agilizar o desenvolvimento dos seus esporos pode ampliar a obtencao de
renda obtida com esta alga. Ao mesmo tempo que buscamos maior producao, sofremos
com a poluicdo dos oceanos, influenciando diretamente o ciclo de vida desses
organismos. As alteragdes climaticas, naturais e antropicas, sdo um fenomeno global que
pode ser considerado uma ameaga a ecossistemas. De acordo com os Ultimos relatorios
do Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), a concentracdo dos gases de
efeito estufa na atmosfera é a mais alta desde os ultimos 800 mil anos, € se nenhuma

providéncia for tomada, a temperatura média global deve aumentar 5 °C, os niveis dos
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oceanos devem aumentar 0,7 metros até 2100 (IPCC, 2013) e, como consequéncia, terao
altos indices de RUV. Aliado a isto, a poluicdo dos oceanos vem crescendo, afetando
ainda mais este rico ecossistema. Portanto, compreender as respostas que 0s carposporos
apresentam frente as alteragdes em concentracdes de NO3™ e elevadas doses de RUV, nos
leva a entender o que podera ocorrer com esta alga no ambiente. Assim como, a

compreensdo destas respostas pode favorecer o cultivo desta alga.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que diferentes concentragdes de NO3™ ndo
influenciam no desenvolvimento, na morfologia, na viabilidade e ultraestrutura dos
esporos, como também ndo interferiram na morfologia e autofluorescéncia dos
cloroplastos nos primeiros dois dias de desenvolvimento. Mas a auséncia deste nutriente
atrasa o desenvolvimento do carposporo, diminuindo a autoflorescéncia do cloroplasto, e
um retardo na formagao da parede celular e do pirendide. Porém, com um periodo de sete
dias, quanto maior a concentracao do nutriente, maior o tamanho do tubo germinativo,
indicando um auxilio no desenvolvimento dos carposporos de P. acanthophora. Além
disso, a RUV impediu a formacdo de tubo germinativo, afetando a organizagdo dos
componentes acidos e neutros da célula, resultando no bloqueio do seu desenvolvimento
mesmo apods a eliminagdo do agente estressor. Assim, concluiu-se que a RUV ¢ um fator
limitante para o desenvolvimento de carposporos de P. acanthophora var. brasiliensis,
enquanto o NOs™ influencia, mas ndo limita, este desenvolvimento, como nao contribuiu
para mitigar os efeitos da RUV. Estes efeitos tornaram-se evidentes apds pouco tempo de

desenvolvimento.
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CAPITULO 111

EFEITOS DE FATORES ABIOTICOS NAS RESPOSTAS
OXIDATIVAS E NA PRODUCAO DE MONOSPOROS NA
MACROALGA VERMELHA Pyropia acanthophora var. brasiliensis

Resumo

Conhecida pela grande importincia econdmica, Pyropia ¢ o género de alga mais
domesticado no mundo. Este género é caracterizado pela alternancia de geragdes entre
gametofitos (n) macroscopicos, os quais sdo utilizados para o consumo alimenticio, e
esporofitos (2n) microscopicos. Esta alga ¢ encontrada na zona de supra litoral e com
tolerancia ao estresse ambiental, como alta luminosidade, estresse osmotico e dessecagao,
porém estes fatores podem estar alterados e causar um grande estresse celular, afetando
vias metabolicas, induzindo a liberagdo de mondsporos. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar quais alteragdes de fatores abidticos, isoladamente, sdo os mais
estressores para a alga, e se estes estresses sdo capazes de fazer com que a alga P.
acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll libere monosporos. Para tanto,
por¢des saudaveis e nao férteis de P. acanthophora foram selecionadas e cultivadas em
aquarios com adgua do mar esterilizada nos seguintes tratamentos: salinidade (15, 35 e 55
ups), temperatura (15, 25 e 30 °C), fotoperiodo (16:8, 12:12 e 8:16 h), dessecacao (24 h
seco € 24 h molhado, 48 h seco e 24 h molhado, e sem desseca¢do), von Stoch (0, 50 e
100 %), e radiagdo (PAR, PAR+RUVA+RUVB [PAB] e PAR+RUVB) durante 14 dias.
Ap0s o tempo experimental foram observados em microscopia de luz a morfologia dos
talos, o tipo de esporo liberado, a presenca de espécies reativas de oxigénio (ERO) através
do DCFH-DA, e a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POX). O tratamento com radiagdo ultravioleta
(RUV) foi que causou o maior dano ao talo, apresentanto um maior estresse oxidativo.
Os talos expostos a RUV e 30 °C foram os mais alterados ficando amolecidos e
fragmentados. Em relacdo a atividade das enzimas antioxidativas, ndo houve alteracao
em relagdo ao controle, porém a maior quantidade de ERO foi verificada nos talos
expostos a RUV. Justamente nestes Unicos tratamentos (PAB ¢ PAR+RUVB) que se

encontrou a liberagdo de mondsporos, indicando que quanto maior o estresse oxidativo,
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maior o desequilibrio metabolico e como forma de sobrevivéncia rapida da espécie ocorre
a reprodugdo assexuada.

Palavras-chave: estresse oxidativo; radiagdo ultravioleta; salinidade; temperatura

Abstract

Known for its great economic importance, Pyropia is the most domesticated genus of alga
in the world. This genus is characterized by the alternation of generations between
macroscopic gametophytes (n), which are used for food consumption, and microscopic
sporophytes (2n). This algae is found in the supra-littoral zone and is tolerant to
environmental stress, such as high luminosity, osmotic stress and desiccation, but these
factors may be altered and cause a cellular stress, affecting metabolic pathways, inducing
the release of monospores. Therefore, the objective of this work is to assess which
changes in abiotic factors are the most stressors to the algae, and whether these stresses
are capable of causing the algae P. acanthophora var. brasiliensis E.C. Oliveira & Coll
release archeospores. For this purpose, healthy and non-fertile portions of P.
acanthophora were selected and cultured in aquaria with sterilized seawater in the
following treatments: salinity (15, 35 and 55 psu), temperature (15, 25 and 30 °C),
photoperiod (16:8, 12:12 and 8:16), desiccation (24 hours dry and 24 hours wet, 48 hours
dry and 24 hours wet, and without desiccation), von Stoch (0, 50 and 100%), and radiation
(PAR, PAR+UVRA+UVRB [PAB] and PAR+UVRB) for 14 days. After the
experimental time, the morphology of the thalli, the type of spore released were observed
under light microscopy, the detection of reactive oxygen species (ROS) through DCFH-
DA, and quantification of the activity of antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and guaiacol peroxidase (POX). The treatment with ultravioleta
radiation (UVR) is that it caused the greater damage to the thalli, presenting a higher
oxidative stress. The thalli exposed to the UVR and 30 °C were teh most affected and
became soft and fragmented. In relation to the activity of the antioxidative enzymes, there
was no change in relation to the control, however, the higher amount of ROS was verified
in the thalli exposed to the UVR. It is precisely in these unique treatments (PAB and
PAR+RUVB) that we find the release of archeospores, indicating that the higher the
oxidative stress, the higher the metabolic imbalance and as a way of rapid survival of the

species asexual reproduction occurs.

Keywords: oxidative stress; salinity; temperature; ultraviolet radiation
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1. INTRODUCAO

Pyropia ¢ um género de macroalga vermelha pertencente a ordem Bangiales
(BLOUIN et al., 2011), com grande importancia econdmica, girando bilhdes de dolares
todo ano por conta da producdo do sushi. Esta alga ¢ encontrada na zona de supra litoral
e com tolerdncia ao estresse ambiental, como alta luminosidade, estresse osmotico €
dessecacao (CHAN et al., 2012). Este género € caracterizado pela alternancia de geragoes
entre gametofitos (n) macroscopicos, os quais sao utilizados para o consumo alimenticio,
e esporofitos (2n) microscopicos (BLOUIN et al., 2011). Cada geragdo libera um tipo de
esporo diferente, onde gametofitos liberam carposporos, os quais formardo a fase 2n,
enquanto os esporofitos liberam conchodsporos, que formardao a fase n (BLOUIN et al.,
2011; PEREIRA et al., 2019¢). Dependendo das condi¢des, geralmente estresse, as duas
fases também podem liberar monosporos, anteriormente conhecidos por mondsporos,
esporos que regeneram a sua propria fase (BLOUIN et al., 2011).

As algas, por serem sésseis, sofrem com as alteragdes dos varios fatores abidticos
presentes no seu ecossistema, como por exemplo alteragdes na salinidade, temperatura,
fotoperiodo nutrientes, dessecacao e radiagdo ultravioleta (RUV). Estas alteragdes podem
causar um grande estresse celular e afetar vias metabdlicas (MALLICK; MOHN, 2000;
KALBINA; STRID 2006), como a liberagdo de mondsporos, como visto por Takahashi
e Mikami, (2017) onde o estresse oxidativo por peroxido de hidrogénio (H20:) causa a
liberacao de monosporos (monodsporos da fase folidcea). Porém, quais outros estressores
geram esta producao de monodsporos nao estdo descritos na literatura.

Os organismos aerdbicos apresentam vantagens energéticas usando oxigénio (O2)
como oxidante terminal na respiragdo, pois ¢ desta forma que se geram moléculas de
adenosina trifosfato (ATP), complexo organico que fornece energia celular. Embora o O»
seja uma molécula totalmente inofensiva, ele tem o potencial de ser parcialmente reduzido
e formar espécies reativas de oxigénio (ERO), como os radicais superoxido (O2), o
radical hidroxila (OH) e o H202, que sdo toxicos para o metabolismo celular. Nos
vegetais, as ERO sdo constantemente formadas pelo inevitavel vazamento de elétrons
para o O, das atividades de transporte de elétrons dos cloroplastos, mitocondrias e
membrana plasmatica (MALLICK; MOHN, 2000), por outro lado a formacdo das ERO
pode aumentar significativamente com o estresse que a célula estd passando.

Para resolver a existéncia e os problemas causados pelas ERO, a célula possui

enzimas antioxidantes que sequestram estas moléculas e as transformam em moléculas
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inofensivas (VALKO et al., 2007; MAIA et al., 2012; BATISTA et al., 2015). As
principais enzimas antioxidantes encontradas em algas sdo: catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POX). A SOD sequestra O, transformando em
0 + H20,2 (GIANNOPOLITIS; RIES 1977); enquanto a CAT e POX sdo capazes de
transformar H,O; em H2O + O (HAMMERSCHMIDT et al., 1982; AEBI, 1984).
Sabe-se que alteracdes em fatores abidticos causam grande desregulacdo celular,
gerando estresse oxidativo através das ERO. Discute-se também que estresse celular
favorece a liberagdo de monosporos na alga P. acanthophora var. brasiliensis E.C.
Oliveira & Coll, assim como observado em Pyropia yezoensis esposta a H»O»
(TAKAHASHI; MIKAMI, 2017). Porém, nao existem informag¢des na literatura sobre
quais outros fatores abioticos sdo os mais estressores para a alga em questao, e se eles sao
capazes de liberar monosporos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi responder a
seguinte pergunta: quais alteragdes de fatores abidticos geram maior quantidade de ERO
e influenciam na atividade das enzimas antioxidantes da macroalga P. acanthophora var.

brasiliensis? Estes estresses sdo capazes de fazer com que a alga libere mondsporos?
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Ponto de Coleta

Localizada no canal da Ilha de Santa Catarina com o Continente, a Praia de
Sambaqui possui aguas calmas. Encontra-se no norte de Floriandpolis, nas coordenadas:
27°29'S e 48°32'0. A praia possui 14,17 hectares € um volume de agua de 425.100 m3,
apresentando uma circulagdo intermedidria, com vento norte predominante, sedimento
areno-lodoso e uma profundidade de 2,5 a 3,5 metros (NUNES, 2010). A salinidade varia
pouco, com uma média de 33,8 £+ 0,8 psu (SANTOS, 2009). A temperatura da agua do
mar possui uma média minima de 16,8 + 0,8 °C e méxima de 25,4 = 1,1 °C (SANTOS,

2009), e a concentracao de nitrato (NOj3") € de 3,73 £ 0,01 uM (PEREIRA et al., 2019a).

2.2 Coleta e Processamento do Material Bioldgico

Os gametofitos de P. acanthophora var. brasiliensis foram coletados na por¢ado
mais alta da zona intertidal do costdo rochoso da Praia de Sambaqui, Florianépolis-SC,
Brasil, nos meses de agosto e setembro de 2017. Os talos das algas foram transportados
até o Laboratoiro de Biologia Celular Vegetal (LABCEV), em recipientes plasticos
contendo agua do mar. No laboratério, os talos foram lavados com dgua do mar filtrada

e esterilizada, e triados para remog¢ao dos contaminantes.

2.3 Condicoes de Cultivo

As porg¢des saudaveis e nao férteis de P. acanthophora (4,0 g) foram selecionadas
através de microscopia de luz com aumento de 100 vezes, e cultivadas em aquarios com
capacidade para 8 L de dgua do mar esterilizada (n = 3 aqudrios por tratamento) nos
seguintes tratamentos: salinidade (15, 35 e 55 ups) (HAYASHI et al., 2011), temperatura
(15,25 e30°C) (PEREIRA et al., 2006; SHI et al., 2017), fotoperiodo (16:8, 12:12 ¢ 8:16
h) (PEREIRA et al., 2006; SHI et al., 2017), dessecacao (24 h seco e 24 h molhado, 48 h
seco e 24 h molhado, e sem dessecacao) (ZOU; GAO, 2002), von Stoch (0, 50 e 100 %),
e radiacdo (PAR, PAR+RUVA+RUVB [PAB] e PAR+RUVB) (PEREIRA et al., 2019b).
Os experimentos tiveram duragdo de 14 dias em condi¢gdes controladas.

Havia uma rede de nylon presa em cima do aquério, onde a alga era colocada (com
esta rede a alga recebia respingos de agua, simulando o que ocorre no ambiente), e 10

laminas de vidro dispostas no fundo do aquério para a coleta dos esporos liberados. As
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condigdes gerais da sala de cultura foram: temperatura do ar de 25 £ 2 °C, aeragdo
constante, irradiancia de 80 + 10 umol.fotons.m™s-!' (lampadas florescentes, Philips C-5
Super 84 16W/840, Brasil), e fotoperiodo de 12 h, iniciando as 8:00 h. No inicio do quinto
e nono dias de tratamento, 50 % das 4dguas foram renovadas. Ao final do experimento,
todas as laminas foram observadas em microscopio de luz para a analise do tipo de esporo
liberado.

Para o tratamento com salinidades (15, 35 e 55 ups), baixas salinidades foram
obtidas com a adicao de dgua destilada, enquanto altas salinidades foram obtidas através
do congelamento e descongelamento gradual da agua do mar até a concentracgao final ser
alcangada (HAYASHI et al., 2011). Para o tratamento com temperatura (15, 25 e 30 °C)
e fotoperiodo (16:8, 12:12 e 8:16), camaras de BOD foram utilizadas.

Para o tratamento com dessecagao (24 h seco ¢ 24 h molhado, 48 h seco ¢ 24 h
molhado, e sem dessecacdo), as algas eram retiradas dos aqudrios manualmente e
colocadas em um papel absorvente do lado do seu aquério, mantendo todas as condi¢des
abidticas. Apos os periodos molhados e secos as algas eram pesadas. As taxas de
dessecacdo foram apresentadas em porcentagem de perda de agua (PA), sendo calculadas
segundo a formula de Zou e Gao, (2002): PA, % = (Mm-Md)/(Mm-Ms)*100; onde perda
de agua ¢ PA; massa molhada (Mm) em gramas, ou seja, alga totalmente hidratada; massa
dessecada (Md) em gramas, alga ap6s o periodo de secagem; e massa seca (Ms). As
analises foram realizadas com n = 3 (aqudrios). A taxa de dessecacgdo, tanto nos talos
secos por 24 h e por 48 h foi muito semelhante, em torno de 88 a 86 %, sem diferencas
estatisticas (Tab. 8). O mesmo nota-se em relagdo aos dias de experimento, onde nao foi

observada diferenga estatistica entre os primeiros e ultimos dias de pesagem.
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Tabela 8. Taxa de dessecagdo em % de perda de 4gua nos talos de Pyropia acanthophora var. brasiliensis
apos 24 h secos e 24 h molhados, e 48 h secos e 24 h molhados. Valores apresentados com média (n = 3,
média = DP). Letras diferentes indicam diferengas significativas de acordo com a andlise de variancia

multifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).

24 h seco e 24 h molhado 48 h seco e 24 h molhado

1" pesagem 88,76+1,36% 88,97+1,55?2
2" pesagem 86,05+1,31° 88,01:£0,24°
3% pesagem 86,25+1,39? 86,05+1,31?2
4" pesagem 85,89+0,15% 86,44+0,622
5% pesagem 84,48+0,47* -
6" pesagem 84,09+0,17% -
7" pesagem 82,74+4,82% -

Para o experimento com von Stoch (0, 50 e 100 %), a quantidade de nutrientes
adicionados foi alterada, seguindo o meio de cultivo composto por NaNO3, MnCl,
EDTA, NaHPOs, FeSOs4, biotina, cianocobalina e tiamina (EDWARDS, 1970). E para o
experimento com radiacdo (PAR, PAB e PAR+RUVB), as RUVA e RUVB artificiais
foram fornecidas pela lampada Vilber Lourmat VL-6L.M, Marne La Vallée - France, que
emite picos nos comprimentos de onda de 312 nm (RUVB) e de 365 nm (RUVA). A dose
diaria foi de 5,05 J.cm™ para RUVA e de 0,095J.cm™ para RUVB (Light Radiometer
Model PMA 2100, usando PMA 2107B-UW underwater UV sensor (UVA+UVB) e PMA
2102 (UVB) (Solar Light, USA)). A camara de cultivo contendo a lampada emissora de
RUVA e RUVB foi isolada externamente com plasticos transparentes espessos durante o
periodo de exposicdo, de forma que a RUV ficasse restrita aos tratamentos.

O controle foi considerado: 35 ups, 25 °C, fotoperiodo 12:12, sem dessecacao, von
Stoch 100 % e PAR.

Parte das amostras frescas foram utilizadas para analises morfologicas e
citologicas, e parte armazenadas em nitrogénio liquido para extragdo das enzimas

antioxidantes.
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2.4 Observaciao de Mondsporos

Apo6s os 14 dias de experimento, as laminas (n = 10 laminas por tratamento)
dispostas no fundo dos aquarios foram observadas em microscopio epifluorescente (Leica
DMS500, Suica) equipado com sistema de captura de imagens OPTHD 3.7 Software
(Estados Unidos da América) do LABCEV com objetivo de analisar o tipo de esporo

liberado por cada tratamento.

2.5 Deteccao de ERO in vivo usando DCFH-DA

Ap6s 14 dias de experimento, as amostras frescas foram cortadas em quadrados
de 1 cm, colocadas em microplaca de 24 pogos e lidas por espectrofotometria de
fluorescéncia (excitagdo em 488 nm e emissao em 525 nm) em multileitora SpectraMax
Paradigm Molecular Devices do Laboratério Multiusudrio em Estudos de Biologia
(LAMEB), sendo esta medida considerada o branco, para desconsiderar a
autofluorescéncia de metabdlitos da alga. Apos a leitura, as amostras foram incubadas por
1 hora a temperatura ambiente, no escuro, com 1,0 mL por poco da molécula nao
fluorescente DCFH-DA 50 uM (2°,7’-diclorodiidro fluoresceina diacetato) (HE; HADER
2002a). Quando esta molécula entra em contato com ERO, ocorre uma clivagem e
oxidacdo, gerando a molécula fluorescente DCF (2’-7’-diclorofluoresceina fluorescente).
O composto gerado (DCF) fica retido no ambiente intracelular e emite fluorescéncia
verde, a qual pode ser mensurada. A quantidade de fluorescéncia de DCF foi determinada
por espectrofotometria de fluorescéncia, uma vez que este € proporcional a quantidade de
ERO intracelular. Para tanto, utilizou-se a multileitora SpectraMax com excitagdo em 488
nm e emissdo em 525 nm. As andlises foram realizadas com n = 3 (fragmentos de alga
provenientes de aquarios diferentes) e a quantificagdo de ERO foi calculada em
porcentagem, considerando o controle como 100 %, de acordo com Saison et al. (2010).

O material incubado com DCFH-DA também foi colocado entre ldmina e
laminula e observado em microscépio confocal (Leica TCS SP-5; Wetzlar, Germany) no
LCME. A fluorescéncia do DCF foi excitada no comprimento de onda de 488 nm e
emitida em 525 nm (verde), enquanto a autofluorescéncia do cloroplasto foi excitada no
comprimento de onda de 488 nm e emitida de 600 a 750 nm (vermelho). O programa
LAS-AF Lite (Leica) foi utilizado para o processamento final das imagens. Foram feitas
triplicatas para cada grupo experimental, e duas delas foram examinadas. Semelhancas

baseadas na comparacao entre as réplicas sugeriram que as analises foram confiaveis.
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2.6 Enzimas Antioxidantes

As proteinas soltveis totais foram extraidas de acordo com o método de Choo et
al. (2004) e Barros et al. (2006), a partir de amostras congeladas de 0,150 g de massa
fresca (n = 3 fragmentos de alga provenientes de aquarios diferentes) utilizando um
tampao de extracdo (tampao de fosfato 50 mM, pH 7, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF
1 mM, PVP a1 %, Triton X-100) na propor¢ao de 0,150 g de massa fresca para 0,300 mL
de tampao. A solugdo foi misturada com ULTRA-TURRAX® e centrifugada a 2000 x g,
por 10 min a 4 °C.

2.6.1 Precipitacao e Quantificacao de Proteinas

Apbs a centrifugacdo das amostras (descrito acima), foram retirados 200 pL do
sobrenadante e armazenado em um eppendorf. A este sobrenadante foi acrescentado 1
mL de alcool isoamilico gelado (-20 °C) e mantido em -20 °C por 15 min. Apds, a amostra
foi centrifugada a 2000 x g, por 15 mim a 0 °C. Retirou-se todo o sobrenadante e no pellet
formado foram adicionados 100 uL de solugdo salina (NaCl a 3 %) a 4 °C. Em uma
microplaca foram adicionados 10 puL da precipitagdo de proteinas e 290 uL. de Bradford.
Apos 15 min de reacdo a leitura foi realizada em espectrofotometro (Multileitora

SpectraMax) do LAMEB a 595 nm (BRADFORD, 1976).

2.6.2 Catalase (CAT)

Em uma microplaca Greiner UV-Star® foram adicionados 20 pL de extrato de
proteinas precipitadas e 280 pL de tampao de reacdo (tampao fosfato de potassio 50 mM,
pH 7,0, e H202). O tampao de reacdo foi preparado para ter uma absorbancia entre 0,38 e
0,40 a 240 nm. A atividade de catalase foi medida em espectrofotometro (Multileitora
SpectraMax) do LAMEB a 240 nm durante 10 min a 20 °C, com leitura a cada 30 s
(AEBI, 1984).

2.6.3 Superodxido Dismutase (SOD)

Em uma microplaca foram adicionados 20 puL de extrato de proteinas precipitadas
e 280 pL de tampao de trabalho (tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8). Para
cada 120 mL de solug¢do de trabalho, foram adicionados: 0,2328 g de L-metionina, 0,0072
NBT (azul de tetrazolio), 10 mg de EDTA em 500 mL de agua destilada (apenas 228 uL

colocados na solu¢do de trabalho), 10 mg de riboflavina em 500 mL de dgua destilada
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(apenas 4,48 mL colocados na solugdo de trabalho protegida da luz). Apds a amostra e
tampao de trabalho plaqueados, uma placa foi exposta a luz e uma placa idéntica foi
exposta a escuriddo por 10 min. Ambas as placas foram prontamente lidas em
espectrofotometro (Multileitora SpectraMax) do LAMEB a 560 nm (GIANNOPOLITIS;
RIES, 1977).

2.6.4 Guaiacol Peroxidase (POX)

Em uma microplaca foram adicionados 20 uL de extrato de proteinas precipitadas
e 280 uL de tampao fosfato 50 mM (pH 6,0, contendo 24 pL de guaiacol e 29 pL de H>O»
em tampao fosfato). A mistura foi incubada a 30 °C e lida em espectrofotometro
(Multileitora SpectraMax) do LAMEB a 470 nm durante 2 min, com leituras a cada 30 s
(HAMMERSCHMIDT et al., 1982).

2.7 Analises Estatisticas

Os dados passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e todas as
amostras estavam dentro do intervalo normal. Posteriormente, os dados foram submetidos
a Analise de Variancia Unifatorial (ANOVA), sendo o fator independente o tratamento,
seguido do teste a posteriori de Tukey para verificar as significancias das diferengas (p <

0,05). Todas as andlises foram realizadas no Programa Statistica (versdao 10.0).
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3. RESULTADOS

3.1 Morfologia Externa

O talo inicial presente em todos os tratamentos (Fig. 23a, ¢, e, g, 1, k, m, 0, q, s, u,
w, y) era formado somente por células vegetativas, com coloragdo tipica da espécie, verde
amarronzada, sem porg¢des férteis, e talo com textura firme.

Apo6s o periodo experimental de 14 dias, o controle (Fig. 23b) apresentou bordas
avermelhadas indicando a presenga de células reprodutivas e manteve a mesma textura
firme inicial. Estes resultados também foram observados nos tratamentos 15 ups (Fig.
23d), 15 °C (Fig. 23h), von Stoch 50 % (Fig. 23n) e nos experimentos com dessecagdo
(Fig. 23p, r). Por outro lado, as amostras expostas a 55 ups (Fig. 23f), von Stoch 0 % (Fig.
231), e fotoperiodos (Fig. 23t, v) ndo apresentaram alteracdes entre o talo inicial e apds os
14 dias de experimento. J4 os talos da temperatura 30 °C (Fig. 23j) e das RUV (Fig. 23x,
z) apresentaram fragmentacao e alteracdo em sua textura, ficando amolecidos e delgados,

confirmando uma degradacao.
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Figura 23. Morfologia externa de talos de Pyropia acanthophora var. brasiliensis no inicio do experimento
(a,c,e g1,k m,o0,q,s,u, w,y) e apds 14 dias de exposi¢do aos tratamentos (b, d, f, h, j, 1, n, p, 1, t, v, X,
z) (n = 3, média + DP). Detalhe para a presen¢a de bordas avermelhadas, indicando a presenca de células
reprodutivas, no controle (b), 15 ups (d), 15 °C (h), von Stoch 50 % (n) e nos experimentos com dessecagdo
(p, r). Amostras expostas a 55 ups (f), von Stoch 0 % (1), e fotoperiodos (t, v) ndo apresentarm alteragdes
entre o talo inicial e apds os 14 dias de experimento. Enquanto amostras expostas a 30 °C (j) e das RUV (x,

z) apresentaram fragmentagdo e alteracdo em sua textura do talo.
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3.2 Presenca de Monosporos Observados sob Microscopia de Luz (ML)
A presenga de mondsporos, apds o periodo experimental de 14 dias, somente foi
obsevada nos tratamentos com RUV (Tab. 9) (Fig. 24), e em praticamente todas as

laminas.

Tabela 9. Auséncia ou presenca de carposporos e de monodsporos de acordo com os tratamentos com

diferentes fatores abioticos. E propor¢do de aquarios que apresentavam 0s esporos.

Tratamentos Carposporos Monésporos
Salinidade (15 e 55 ups) Presenca (3/3) Auséncia (0/3)
Temperatura (15 e 30 °C) Presenca (3/3) Auséncia (0/3)
Von Stoch (0 e 50 %) Presenca (3/3) Auséncia (0/3)
Dessecacio (24 e 48 h) Presenca (3/3) Auséncia (0/3)
Fotoperiodo (16:8 e 8:16) Presenca (3/3) Auséncia (0/3)
Radiaciao UV (PAB e PAR+RUVB)  Presenca (3/3) Presenca (3/3)

Figura 24. Esporos da macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis liberados apo6s 14 dias de
tratamentos. a,b. Carpoésporos liberados em todos os tratamentos. c-f. Mondsporos liberados quando

expostos por 14 dias a PAB e PAR+RUVB (barras de escala =20 pum).
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3.3 Deteccao de ERO in vivo usando DCFH-DA

Quando incubadas com DCFH-DA, para deteccdo de % de ERO (Fig. 25), as
amostras tratadas com PAR+RUVB foram as que mais apresentaram presenga de ERO,
557,45 %, seguida do tratamento PAB, com 339 % a mais que o controle. Os talos tratados
com 30 °C e com fotoperiodo 16:8 (escuro) apresentaram um aumento de 91,25 e 172,17
% de ERO em relagdo ao controle, respectivamente. Todos os outros tratamentos nao
apresentaram diferenga estatistica quando comparados ao controle.

Na microscopia confocal € possivel observar a presenga de ERO, através da
intensidade de fluorescéncia de DCF (verde), em todos os tratamentos (Fig. 26), porém
em maior quantidade de fluorescéncia nas amostras expostas a RUV (Fig. 261, m),
seguido da amostra exposta a dessecacdo por 48 h (Fig. 261). Nestes trés tratamentos
observou-se uma fluorescéncia do DCF em todas as células do talo, diferentemente do

restante dos tratamentos onde ndo se observa esta uniformidade.

Figura 25. Deteccdo de ERO in vivo utilizando DCFH-DA em Pyropia acanthophora var. brasiliensis
apos 14 dias de exposicdo aos tratamentos (n = 3, média £ DP). Letras diferentes indicam diferengas

significativas de acordo com a andlise de varidncia multifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 26. Microscopia confocal utilizando DCFH-DA em Pyropia acanthophora var. brasiliensis ap6s
14 dias de exposicao aos tratamentos (n = 3, média = DP). Em verde a fluorescéncia do DCF e em vermelho
a autofluorescéncia do cloroplasto. Nota-se maior presenga de fluorescéncia verde nos tratamentos com

RUV e exposicdo a dessecag@o por 48 h.
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3.4 Enzimas Antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT (U/mL/pg de proteina)),
superoxido dismutase (SOD (U/ug de proteina)), e guaiacol peroxidase (POX (U/mL/pg
de proteina)) sao apresentadas na tabela 10. Para a CAT, a maior atividade foi verificada
no controle, seguida do tratamento de fotoperiodo 16:8 enquanto as menores atividades
foram verificadas nas amostras com 48 h de dessecagdo, von Stoch 0 % e 50 %, e exposto
a PAR+RUVB. Para a SOD, a maior atividade foi encontrada no tratamento com 48 h de
dessecacdo, seguida do von Stoch 50 %, enquanto o controle e o fotoperiodo 16:8 tiveram
as menores atividades desta enzima. A POX mostrou-se com maior atividade nas
amostras tratadas com 48 h de dessecacdo e exposto & PAR+RUVB, e as menores

atividades em 30 °C, fotoperiodos, von Stoch 0 % e PAB.

Tabela 10. Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT (U/mL/pug de proteina)), superoxido
dismutase (SOD (U/ug de proteina)), e guaiacol peroxidase (POX (U/mL/ug de proteina)) de Pyropia
acanthophora var. brasiliensis apos 14 dias de exposi¢do aos tratamentos (n = 3, média + DP). Letras

diferentes indicam diferencas significativas de acordo com a andlise de varidncia multifatorial e teste de

Tukey (p < 0,05).
Tratamento CAT SOD POX
Controle (35 ups /25 °C /100 % / sem dessecagio / 0,00042i0,00023bc
12:12/ PAR) 8,78+1,03* 0,42+0,028
15 ups 2,83+0,93¢  1,50+0,04"  0,00020+0,000067"
55 ups 1,07£0,47% 2,03+0,12%  0,00029+0,00018
15°C 2,37+0,56°¢ 1,28+0,06°  0,00055+0,00026"
30 °C 1,17£0,22%  2,5420,16¢  0,000032+0,000010°
8 h claro: : 16 h escuro 1,4420,31°%  2,43+0,01¢ 0,0000034::0,0000007¢
16 horas claro: 8 horas escuro 5,89+1,40° 0,63+0,01% 0,0000156+0,0000034¢
24 horas seco : 24 horas molhado 1,2240,29%  3,99+0,29¢ 0,0007718+0,00018242
48 horas seco : 24 horas molhado 0,41+0,10° 11,93+1,35* 0,0013973+0,0006209%
0 % von Stoch 0,41£0,13°  1,40+0,02¢" 0,0000053+0,0000053¢
50 % von Stoch 0,43+0,09° 5,75+0,25° *
PAB 0,96+0,08% 2,65+0,11¢ 0,0000055+0,0000023°
PAR+RUVB 0,79+0,08° 2,94+0,52¢ 0,0006948+0,0001908"
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4. DISCUSSAO

Pyropia ¢ um género de macroalga com ciclo de vida bifasico, com fase
gametofitica (macroscopica) e fase esporofitica (microscopica). Até agora, sabe-se que a
temperatura e fotoperiodo sao os fatores abidticos que regulam o ciclo de vida normal da
alga. Normalmente, temperaturas mais baixas (5 a 20 °C) sdo as ideais para o gametofito
de Pyropia sp. se diferenciar em estruturas femininas (carpogonios) e masculinas
(espermatangios), a fim de ocorrer a fecundagdo e formacao de carposporos (IWASAKI
1961; CHEN et al., 1970; BIRD et al., 1972, AVILA et al., 1986); e um fotoperiodo de
8:16 também favorece essa maturacao (CHEN et al., 1970). Esta diferenciagdo sexual
ocorre nas bordas do talo, transformando-se de um talo marrom esverdeado para um talo
avermelhado (BLOUIN et al., 2011). Ja a fase conchocelis tem um bom crescimento ¢
desenvolvimento com fotoperiodo 12:12 e temperatura de 15 °C (AVILA et al., 1985),
sendo que temperaturas um pouco mais baixas (3 a 10 °C) e mais horas de escuro (8:16)
sdo ideais para a formagao e liberacao dos conchosporos (IWASAKI 1961; BIRD et al.,
1972; AVILA et al., 1985; NOTOYA et al., 1993). Os conchosporos germinam e
desenvolvem-se em fase foliacea de 5 a 15 °C com fotoperiodo 12:12 ou 16:8 (IWASAKI
1961; BIRD et al., 1972, AVILA et al., 1985). Além da temperatura, o fotoperiodo
também contribui para este ciclo de vida, por estes motivos que cada fase da espécie
ocorre em estagdes bem definidas (CHEN et al., 1970). Salinidade e dessecacdo sdo
fatores abioticos que ndo possuem tanto efeito sobre a Pyropia, visto que no habitat
natural esta alga fica totalmente exposta ao ar durante a maré baixa, secando com a luz
solar e acumulando sal da d4gua do mar sob seus talos, corroborando com os resultados
obtidos neste trabalho.

Alteragdes em fatores abidticos podem gerar estresse oxidativo e alterar as rotas
metabolicas da alga (BIANCHINI; CUNHA-SANTINO 2008; AMORIM 2018), e no
caso da macroalga Pyropia pode alterar o ciclo de vida, levando a produgdo de
mondsporos, esporos que regeneram a propria fase (BLOUIN et al., 2011). A temperatura
¢ um fator abidtico de grande influéncia no desenvolvimento de algas. Temperaturas
médias de 25 a 30 °C foram as ideais para liberacao e desenvolvimeto de tetrasporos nas
macroalgas vermelhas Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis, Pterocladia heteroplatos
(Boergesen) Umamaheswara Rao & Kaliaperumal e Geltiiopsis variabilis (Greville)
Schmitz (RAO et al., 1983). Porém, para Pyropia temperaturas mais baixas, de 5 a 20 °C
sdo as Otimas para o seu desenvolvimento (IWASAKI 1961; CHEN et al., 1970; BIRD et
al., 1972, AVILA et al., 1985, NOTOYA et al., 1993). Temperaturas elevadas, como a de
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30 °C utilizada, nao sdao encontradas no ciclo de vida normal para este género de alga,
fator esse que gerou também uma grande degrada¢do do talo da alga.

Outro importante fator abidtico ¢ a radiacdo ultravioleta (RUV), sabe-se que a
RUVB causa uma queda na taxa de desenvolvimento de jovens esporos na alga parda
Fucus serratus L. (ALTAMIRANO et al., 2003), assim como uma inibi¢ao e retardo na
germinagdo de conchdsporos de Porphyra haitanensis T.J.Chang & B.F.Zheng, enquanto
a RUVA aumentou a divisao transversal das células em esporos recém liberados (JIANG
2007). A RUVB também causa baixas taxas de crescimento no talo de P. acanthophora
(BOUZON et al., 2012).

Dentre os fatores abidticos testados, somente a RUV foi o fator que apresentou as
maiores alteragdes e o Unico a ter liberagdo de monodsporos. Diferentemente, Xu e
colaboradores (2019), verificaram a liberacao de mondsporos em diferentes temperaturas
(5, 10, 15 e 20 °C), dessecacao (1, 2, 3 ¢ 4 h) e irradiancia (0, 20, 60, 100 ¢ 210
umol.fétons.m™s-!), porém seu tempo experimental foi de apenas 5 dias e a sua
observagdo era de algumas gotas da dgua do cultivo em laminas. Ao fazer nossos
experimentos, percebemos que o talo de Pyropia demora alguns dias para sofrer
diferenciagdo e liberar mondsporos, € estes mondsporos sao muito semelhantes ou até
mesmo idénticos aos carposporos, esporos também liberados pelo talo e que dardo origem
a fase conchocelis, tendo que esperar alguns dias para o pleno desenvolvimento e
classificagdo do esporo. Esta mesma semelhanca entre carpdsporos € mondsporos
também foi visualizada por Takahashi e Mikami, (2017), portanto ndo concordamos com
os resultados descritos em Xu e colaboradores (2019). Além disso, em todos 0s nossos
tratamentos, até mesmo naqueles com RUV encontramos muitos carposporos, entao
sugerimos que os esporos facilmente encontrados por Xu e colaboradores possam ser
carpdsporos € ndo mondsporos como citado.

Como dito, a RUVB tem efeitos negativos na fisiologia, bioquimica e morfologia
das plantas, incluindo danos no DNA, proteinas ¢ membranas; alteragdes nas organelas,
tais como cloroplastos e mitocondrias; mudangas na respiracao, reproducdo, anatomia e
crescimento das plantas; e aumento da produ¢do de ERO (PESCHECK et al., 2014;
ZHAO; LIXIA, 2014; RAUTENBERGER et al., 2015). Esse aumento de ERO foi
verificado com a andlise do DCFH-DA, porém as enzimas antioxidantes (CAT, SOD e
POX) nao foram as mais expressivas nas amostras expostas a RUV. Este resultado, nos

leva a pensar que o estresse oxidativo gerado pela RUV, ndo afetou o aparato de enzimas
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antioxidantes e, pode ter afetado outras vias metabdlicas, como por exemplo a via dos
compostos volateis.

Os compostos volateis sdo compostos organicos produzidos pelo metabolismo
secundario das plantas e algas e atuam principalmente na reprodugdo destes organismos
(GARCIA-JIMENEZ; ROBAINA, 2017). Como principais compostos volateis descritos
em algas, temos o etileno e o acido jasmonico. Sabe-se que o etileno favorece e
incrementa o desenvolvimento de tetrasporangios em Pterocladiella capillacea
(S.G.Gmelin) Santelices & Hommersand (GARCIA-JIMENEZ; ROBAINA, 2017),
assim como na diferenciagdo de carpogonios e espermatangios € consequentemente na
formagao de carposporos em Pyropia yezoensis Ueda (UJI et al., 2016). O &cido
jasmonico tem suas concentracdes aumentadas durante o desenvolvimento de cistocarpos
em Grateloupia imbricata Holmes (GARCIA-JIMENEZ; ROBAINA, 2017), indicando
que também esta ligado diretamente com o amadurecimento reprodutivo de algas.

Além de auxiliar na reproducgdo de algas, a presenga de compostos volateis também
estéd ligada a tolerancia ao estresse oxidativo. Portanto quanto maior a concentracao destes
compostos, menor o estresse oxidativo e, assim, desencadeia-se o ciclo de vida normal da
alga (UJI et al., 2016). Sendo assim, quanto maior o estresse oxidativo sofrido pelas
células, menor a concentracao dos compostos volateis e assim o ciclo de vida ¢ alterado,
podendo justificar a liberagdo de monosporos.

As enzimas antioxidantes (CAT, SOD e POX) tiveram maiores atividades nas
amostras do controle, fotoperiodo 16:8 e dessecacdo por 48 h. Em todo metabolismo
celular encontramos ERO, moléculas constantemente formadas pelo inevitavel
vazamento de elétrons das organelas que possuem cadeia transportadora de elétrons
(MALLICK; MOHN, 2000), portanto at¢ mesmo nas condi¢des ideais encontramos estas
moléculas toxicas e o seu sequestro acontece para ndo causar danos a célula. Por estar
num ambiente com condi¢des Otimas e ter energia suficiente para producdo de enzimas
antioxidantes encontramos alta atividade da CAT na amostra controle. Por outro lado,
fotoperiodo com muitas horas de luz e dessecagdo por longo periodo (48 horas) sdo
condicdes que esta alga ndo estd acostumada, podendo gerar um estresse significativo.
Mesmo estando num ambiente estressante, a alga ainda tem energia suficiente para
construgdo de enzimas antioxidantes, justificando altas atividades destas enzimas nestes
tratamentos e baixas quantidades de ERO.

Por fim, podemos sugerir que a formagao de elevadas quantidades de ERO leva a

uma alteracdo no metabolismo celular, favorecendo a liberagdo de mondsporos.
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5. CONCLUSAO

A RUV foi o fator abidtico que mais afetou a morfologia de Pyropia
acanthophora var. brasiliensis, tornando os talos frageis, os quais apresentaram uma
grande quantidade de ERO alterando seu desenvolvimento normal, que além da liberagao
de carpdsporos liberou também monosporos. Isto indica que quanto maior o estresse
oxidativo, maior o desequilibrio metabolico e como forma de sobrevivéncia rapida da
espécie ocorre a reproducdo assexuada regenerando a forma folidcea, tornando-se uma

alternativa para a rapida produgao do Nori.
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CONSIDERACOES FINAIS

A ficorremediacao € o processo, também conhecido como tratamento verde, onde
usam-se algas para remover o excesso de nutrientes das aguas, impedindo que ocorra uma
grande poluicdo (Sharma & Khan, 2013). Sabe-se que algas podem realizar
ficorremediacdo de NO3°, algumas delas sdo: Chlorella vulgaris Beijerinck e
Scenedesmus quadricauda (Turpin) Breb (Kshirsagar, 2013), Chondrus crispus Stackh.
e Palmaria palmata (L.) Kuntze (Corey et al. 2013), e até mesmo uma alga do mesmo
género em questdo, a Pyropia yezoensis (Ueda) M.S.Hwang & H.G.Choi (Yu et al.,
2017). Ao falar em ficorremediagdo de NO3™ lembramos principalmente da limpeza de
esgotos e de fertilizantes presentes no mar, mas além disso, a ficorremediagdo pode estar
associada diretamente com outro ser vivo, s3o os chamados consorcios entre algas e frutos
do mar. No consodrcio os animais liberam seus dejetos (principalmente nitrato, nitrito e
amonia) que sao usados como nutrientes pelas algas, e as algas liberam oxigénio para a
respiragdo e desenvolvimento dos animais. Sabe-se que a macroalga vermelha
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P.C.Silva in P.C.Silva, Basson & Moe
desenvolve-se muito bem com os efluentes presentes no cultivo do camario Litopenaeus
vannamei Boone (Pires, 2014). Pires (2014) analisou a qualidade do efluente do camardo
e constatou a presen¢a de 1,91 mg L' de NOs (aproximadamente 31 uM de NOs’), ao
usar este efluente no cultivo de K. alvarezii, onde desenvolveu muito bem sem a
necessidade de meio von Stoch. Como vimos neste trabalho, P. acanthophora var.
brasiliensis, tanto a fase foliacea como os esporos, conseguiram desenvolver-se muito
bem em altas concentragdes de NOs3", indicando que pode ser cultivada em ambientes com
altos indices deste nutriente e, possivelmente, realizando ficorremediagcdo em locais com
despejo intenso desta molécula, ou em grandes fazendas de frutos do mar. Além disso, a
presenca deste nutriente deixa a alga mais “resistente” a RUV, favorecendo também a
producdo em baixas colunas d’agua. Por outro lado, se o objetivo for a produgdo de
metabodlicos secundarios, muito utilizados em industrias farmacéuticas, a presenca de
NOs e de RUV ¢ indicada, visto que a RUV causa um estresse celular e a disponibilidade
de nitrogénio vinda do NOs" livre na 4gua ¢ suficiente para a produgdo dos metabolicos
secundarios, sem a necessidade de degradar estruturas celulares a fim de disponibilizar

nitrogénio para a produgdo destas moléculas com importancia economica.
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Por outro lado, observamos que a RUV ¢ o fator abidtico que causa mais estresse
oxidativo as células da P. acanthophora var. brasiliensis, levando a uma produgdo e
liberagdo de mondsporos, o que poderia agilizar a produ¢do em massa desta espécie, que
apresenta alternancia de geracdo heteromorfica, favorecendo a regeneracdo da fase
foliacea tdo comercializada mundialmente para a producao do sushi.

Por fim, a macroalga vermelha P. acanthophora var. brasiliensis ¢ muito versatil
e resistente a varios fatores abidticos. Sua producdo ¢ de grande importancia mundial, e
conhecendo as respostas celulares frente aos fatores estudados neste presente trabalho

esta producao podera se tornar mais conhecida e facilitada.
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