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RESUMO

A intensa urbanizagdo nas areas costeiras aumentou o volume de efluentes depositados em rios
e mares induzindo o monitoramento intensivo a fim de analisar como os organismos, que vivem
nesses ambientes, reagem com este aumento de matéria organica. O rompimento da barragem
de tratamento esgoto da CASAN em janeiro de 2021, ocasionou derramamento de dejetos
organicos e inorganicos na Lagoa da Conceicdo, Ilha de Santa Catarina, Florianopolis, afetando
de forma negativa a biota local. Diante do problema, percebeu-se a necessidade de estudos para
minimizar o impacto ambiental. Um dos métodos possiveis prevé o uso de macroalgas no
processo de biorremediacdo. O presente estudo teve como objetivo avaliar possiveis alteragdes
morfofisiolégicas em espécimes de Ulva ohnoi (Linnaeus) submetidas a processo de
biorremediacdo. Foram selecionadas duas areas na lagoa para a coleta de agua: P1 - Ponta das
Almas, e P2 CASAN (4gua coletada na regido do derramamento de efluentes). Os espécimes
foram cultivados com a dgua do ambiente e 4gua do mar filtrada e enriquecida com meio Von
Stoch para o grupo controle. Nos experimentos foram avaliados a taxa de crescimento,
pigmentos fotossintetizantes, organizagdo celular (microscopia de luz e eletronica) e a
quantificacdo de nitrito, nitrato e fosfato na dgua no inicio e no final dos experimentos. Apos as
analises, os resultados obtidos foram comparados entre os grupos experimentais e controle
através de testes estatisticos indicando que houve alteragdes morfofisiologicas nos espécimes
dos grupos cultivados com agua da lagoa. As algas dos grupos cultivados com agua da lagoa
demonstraram menor taxa de crescimento. Porém alta produ¢do de amido e agucares soluveis
quando comparados ao controle. Foram observadas também alteragdes no formato e
fluorescéncia dos cloroplastos dos grupos tratados, com reducdo nos niveis de fluorescéncia,
resultante da reducdo do sistema de tilacéides e acimulo de amido no interior dos cloroplastos.
Este impacto negativo no desenvolvimento da alga possivelmente esta relacionado com a baixa
disponibilidade de nitrito, nitrato e fosfato, que dentre outros, sdo nutrientes indispensaveis para
sintese de biomoléculas. Como a coleta de dgua para o cultivo foi realizada na estagdo do verao
em regides rasas com ciclagem constante da agua, fatores que segundo a literatura podem
justificar a redugdo da disponibilidade dos nutrientes mensurados. Em conclusdo, os resultados
mostram que o cultivo de U. ohnoi com agua da lagoa provoca alteragdes significativas na
morfologia dos espécimes. Assim, o entendimento se torna relevante para aspectos que podem
ter implicagOes para a qualidade e a aplicabilidade da alga para fins de biorremediagdo nas
condi¢des da lagoa. Porém, serdo necessarios estudos complementares que busquem entender os
mecanismos envolvidos nas respostas da alga e as possibilidades de otimizagdo do processo.

Palavras-chave: Macroalga. Lagoa da Conceigdo. Morfofisiologia. Biorremediagao.



ABSTRACT

Intense urbanization in coastal areas has increased the volume of effluents deposited in rivers
and seas, prompting intensive monitoring to analyze how organisms living in these
environments react to this increase in organic matter. The collapse of CASAN's sewage
treatment dam in January 2021 caused organic and inorganic waste to spill into Lagoa da
Conceigdo, Florian6polis SC, negatively affecting the local biota. Faced with this problem, there
was a need for studies to minimize the environmental impact. One of the possible methods is the
use of macroalgae in the bioremediation process. The aim of this study was to evaluate possible
morphophysiological changes in specimens of Ulva ohnoi (Linnaeus) submitted to a
bioremediation process. Two areas in the lagoon were selected for water collection: P1 - Ponta
das Almas, and P2 CASAN (water collected in the region of the effluent spill). The specimens
were cultivated with water from the environment and filtered seawater enriched with Von Stoch
medium for the control group. The experiments assessed growth rate, photosynthetic pigments,
cell organization (light and electron microscopy) and the quantification of nitrite, nitrate and
phosphate in the water at the beginning and end of the experiments. After analysis, the results
obtained were compared between the experimental and control groups using statistical tests,
indicating that there were morphophysiological changes in the specimens from the groups
cultivated with lagoon water. The algae from the groups cultivated with lagoon water showed a
lower growth rate. However, they produced more starch and soluble sugars than the control.
Changes were also observed in the shape and fluorescence of the chloroplasts in the treated
groups, with a reduction in fluorescence levels, resulting from a reduction in the thylakoid
system and an accumulation of starch inside the chloroplasts. This negative impact on the
algae's development is possibly related to the low availability of nitrite, nitrate and phosphate,
which, among other things, are essential nutrients for the synthesis of biomolecules. As the
water was collected for cultivation during the summer season in shallow regions with constant
water cycling, factors which according to the literature may justify the reduced availability of
the nutrients measured. In conclusion, the results show that the cultivation of U. ohnoi with
lagoon water causes significant changes in the morphology of the specimens. This
understanding is relevant to aspects that may have implications for the quality and applicability
of the algae for bioremediation purposes in lagoon conditions.

Key words: Macroalgae. Lagoa da Concei¢do. Morphophysiology. Bioremediation.
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1 INTRODUCAO

A urbanizacdo rapida e desordenada, devido ao crescimento exponencial da
populagdo humana, vem se tornando um fator preocupante quando se trata de condigdes
ambientais. As mudancas, devido a ocupagdo e uso do solo, retirada de matas ciliares,
substitui¢do da vegetacdo por superficies impermeaveis, somados com poluentes antropicos
depositados no meio, sem passar antes por um processo de tratamento adequado, formam um
cenario propicio para danificar a satide dos corpos hidricos (Bega et al., 2021; Inyinbor et al.,
2018).

A poluigdo dos ambientes aquaticos por agdo antrdpica representa um problema
alarmante devido a estes serem o destino final da maioria dos poluentes soliveis em agua,
tanto aqueles langados no solo quanto no ar. Assim, a polui¢do das aguas se torna um problema
de saude publica (Bega et al., 2021; Inyinbor ef al., 2018).

Relatorios de monitoramento das &guas continentais brasileiras indicam que
atualmente apenas 10% da cobertura aqudtica terrestre se encontram em boas condigdes,
quanto ao restante, 73% sdo consideradas de qualidade regular e 17% de qualidade ruim
(Goncharuk, 2018; Kansakar; Hossain, 2016). Em ambientes litoraneos, desde a década de 70,
existem registros de polui¢do nos ambientes marinhos brasileiros, e em 2020 foi estimado que
o Brasil despeja aproximadamente oito milhdes de toneladas de lixo plastico por ano nos
oceanos. O lixo plastico representa 70% da poluigdo e o restante 30% sao representados pelo
esgoto, petréleo, dentre outros (Grechinski, 2020; Hiroki, 1971; Sul; Costa, 2007).

A contaminacdo por poluentes aquaticos, especialmente pelo elemento quimico
nitrogénio, ¢ considerado um dos maiores problemas ambientais, principalmente nas regides
em que ha influéncia direta das atividades humanas (Savage, 2005). Além de que, os efeitos
desta contaminagdo acabam por implicar em saude publica, pois os poluentes, muitas vezes,
permanecem durante um longo periodo de tempo na natureza, resultando em exposi¢do
ambiental via cadeia alimentar, sendo encontrados em concentragdes mais altas para
consumidores de niveis troficos elevados, dos quais fazem parte os seres humanos (Rossato;
Oliveira; Sagrillo, 2021).

Nos ambientes marinhos, a intensificagdo da descarga de residuos por fontes
antropicas, como através da liberacdo de efluentes domésticos e industriais, pode causar
degradagdo destes ecossistemas, tornando-os areas vulnerdveis ao impacto da poluig¢do

(Sharma et al., 2022). Como algumas possiveis consequéncias tém-se a escassez de fontes de
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abastecimento e a mortalidade de diversos organismos (Sharma et al., 2022). Na Ilha de Santa
Catarina, ocorreu um agravamento desse problema na Lagoa da Conceigdo em janeiro de 2021
devido ao rompimento da barragem de tratamento de esgoto da Companhia Catarinense de
Aguas e Saneamento (CASAN) (UFSC, 2021). Além disso, o grande aporte de nutrientes e
matéria organica ¢ um dos principais responsaveis pela eutrofizacdo dos ambientes marinhos,
contribuindo com o aumento da produtividade primaria e causando desequilibrio em toda a
estrutura e dinamica das comunidades e ecossistemas marinhos (Wang et al., 2020). Também
pode ocasionar floragdo de algas e cianobactérias, que caso sejam toxicas, podem se tornar um
problema de saude publica (Hartman et al., 2021).

Com o intuito de amenizar esse problema ambiental, estudos envolvendo processos de
biorremediacdo com organismos aquaticos vém se tornando frequentes (Bugs et al., 2018;
Dapper et al., 2014; Rossato; Oliveira; Sagrillo, 2021). A biorremedia¢ao ¢ uma técnica de
gerenciamento de residuos que envolve o uso de organismos para remover ou neutralizar
poluentes de ambientes contaminados, utilizando organismos naturais para decompor
substincias perigosas em substancias menos toxicas ou atoxicas. Esses organismos usados para
desempenhar a fun¢do de biorremediacao sdo conhecidos como “biorremediadores” (Coutinho
etal.,2015).

Os biorremediadores apresentam capacidade de remover ou degradar diversos
componentes do ecossistema utilizando-se de processos metabolicos com dependéncia hidrica,
componentes esses que podem estar presentes no solo, lodo, sedimento, aguas subterraneas,
aguas da superficie e dguas residuais, sendo que a espécie biorremediadora mais eficiente no
processo ira variar de acordo com as caracteristicas do ambiente e tipo de componente presente
(Coutinho et al., 2015). Para ambientes aquaticos, o grupo de biorremediadores mais comuns a
serem utilizados sao as algas (Bugs et al., 2018).

A utilizagdo de macroalgas no processo de biorremediacao tem sido objeto de estudo
em trabalhos cientificos como por exemplo a capacidade de absorver e acumular metais
pesados (Sweetly, 2014), compostos organicos e nutrientes os transformando em matéria algal,
reduzindo assim a concentragdo desses poluentes na agua (Mawi et al., 2020). Além disso, a
atividade fotossintética das macroalgas promove a liberagdo de oxigénio para o ambiente, o
que pode auxiliar na degradacdo de contaminantes organicos, ressaltando assim o potencial das
macroalgas como agentes biorremediadores eficientes (Mawi ef al., 2020).

As algas sdo um grupo diverso de organismos aquaticos que além de serem
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diretamente tteis para os humanos como na industria de alimentos e produ¢do de farmacos (El
Gamal, 2010), sdo também essenciais para a existéncia da vida como um todo em nosso
planeta, decorrente de serem responsaveis pela producdo da maior parte de oxigénio (Vidotti &
Rollemberg, 2004) ¢ a base de diversas cadeias alimentares (Bold; Wynne, 1984).

Para a aquicultura multitréfica integrada (IMTA) as espécies indicadas para processos
de biorremediagdo, sdo aquelas com taxas de crescimento relevantes, alto acumulo de
nitrogénio (N) e fosfato (P) no talo, alta assimilacao de nutrientes e de importancia econdomica
(Ribeiro et al., 2017), caracteristica presente nas espécies de algas pertencentes ao género
Ulva, divisao Chlorophyta (Ribeiro et al., 2013).

As algas da divisdo Chlorophyta sdo caracterizadas por possuirem coloragdo verde,
clorofila a e conterem como substancia de reserva o amido intra-plastidial (acumulado nos
plastos). Elas também apresentam absor¢cdo de nutrientes tanto pelo transporte passivo quanto
ativo, sendo os fatores fisicos, quimicos, bioldgicos e concentracdo na coluna d’4dgua os
principais influentes que afetam as taxas de absor¢do e assimilagcdo de nutrientes (Carneiro,
2007).

O género Ulva (Chlorophyta, Classe Ulvophyceae, Ordem Ulvales, Familia Ulvaceae)
(Figura 1) possui espécies cujo talo € constituido por uma lamina flexivel formada por apenas
duas camadas de células, um cloroplasto por célula e um disco adesivo formado por expansodes
rizoidais nas células inferiores, com funcdes de fixagdo (Algario online, 2021; Pereira, 2009;
Raymundo; Horta; Fett, 2012). Além de que os espécimes de Ulva costumam ser oportunistas,
0 que as tornam boas filtradoras em ambientes com disponibilidade excessiva de nutrientes,
caracteristica essa que ¢ favoravel em processos de biorremediagao (Ramos; Gallardo, 2021;

Ribeiro et al., 2017; Pires, 2017).
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Figura 1 - Vista geral e microscopica de um espécime de Ulva spp.

Legenda: Figigura a. Detalhe de um espécime. Figura b. Foto da alga fixada no substrato.
Figura c. Corte transversal da fronde com duas camadas de células.

Fonte: http://ficoherb.fciencias.unam.mx/RecursoslibrosEpub/Verdes/Tesauro/Ulva.html.
Texto modificado pelo autor.

Segundo Sode et al. (2013) a Ulva spp. pode ser utilizada para tratar as aguas
residuais provenientes tanto da aquicultura quanto da agricultura, proporcionando redugdo nas
concentragdes de nutrientes antes de serem devolvidas aos rios € oceanos. Porém, Caines e
seus colaboradores (2014) contrapdem o uso de Ulva spp. em larga escala no sistema IMTA
devido a necessidade de constante aeragao acarretando em alto custo. Além disso, ¢ importante
analisar a capacidade das espécies de Ulva em absorver nitrito (NO2-N) e nitrato (NO3-N),
que estdo frequentemente presentes nas aguas residuais da aquicultura, sendo a absor¢do
desses elementos (NO3-N e NO2-N) reduzida devido a preferéncia pela assimilagdo de amonia
(NH3, NH4+ e amoniacal total - TAN) (Li et al., 2015).

Apesar da capacidade de biorremediagdo das algas pertencentes ao género Ulva ser

bem descrita e apresentar aspectos relevantes que as tornam espécies promissoras nos


http://ficoherb.fciencias.unam.mx/RecursoslibrosEpub/Verdes/Tesauro/Ulva.html
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processos de biorremediacdo em ambientes aquaticos de aguas salgadas, atualmente ainda
existe uma caréncia de trabalhos que busquem avaliar a resposta morfofisioldgica de
individuos desse género submetidos a processos de biorremediagdo com concentragdes
distintas de nutrientes. Desta forma, a proposta do presente trabalho foi avaliar o
comportamento das estruturas celulares (parede celular, cloroplastos, pigmentos e estocagem
de amido) em espécimes de Ulva ohnoi (Hiraoka et al. 2004) cultivados em condi¢des de

laboratorio com distingdo na disponibilidade de nutrientes entre os grupos .
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento das estruturas celulares (parede celular, cloroplastos,

pigmentos e estocagem de amido) em espécimes de Ulva ohnoi cultivados em condi¢des de

laboratério com distingdo na disponibilidade de nutrientes entre os grupos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar a taxa de crescimento dos espécimes da macroalga U. ohnoi.
Caracterizar comparativamente a morfologia e organizagao celular dos grupos.
Analisar a morfologia e quantificar a fluorescéncia dos cloroplastos.
Quantificar os pigmentos fotossintetizantes.

Quantificar o consumo dos principais nutrientes organicos.

Quantificar os agticares soltiveis e amido.
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2 METODOLOGIA
2.1AREA DE ESTUDO

A Lagoa da Conceigdo constitui uma extensdo de aproximadamente 20,7 km?, sendo
em formato alongado com 13,4 km de comprimento e largura variavel entre 0,15 ¢ 2,5 km. A
profundidade varia entre centimetros a 8,7 m, sendo a profundidade média 1,7 m (Silva, 2013).

Os locais onde foram coletadas as amostras de dgua sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Localizacao geografica dos locais de coletas de agua
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2.2 ANALISE DE NUTRIENTES DA AGUA DO MAR

Foram selecionados 2 pontos de coleta da dgua Lagoa da Conceigdo: Proximo ao
derramamento de esgoto ocorrido em janeiro de 2021 (P1) e Ponta das Almas (P2), na Ilha de

Santa Catarina, Floriandpolis. Os nutrientes quantificados foram nitrato, nitrito e fosfato


https://earth.google.com/web
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utilizando a metodologia descrita em "Standard Methods For The Examination Of Water And
Wastewater" (Federation, 2005). Vale ressaltar, que as analises dos nutrientes foram feitas no

inicio e no final dos experimentos.

2.3COLETA DAS AMOSTRAS E CONDICOES DE CULTIVO

Os espécimes de U. ohnoi foram provenientes do Laboratério de Cultivo de Algas —
LCA/UFSC Barra da Lagoa - Florianopolis SC. Posteriormente o material foi acondicionado
em caixas térmicas e transferidos para o Laboratorio de Biologia Celular Vegetal (LABCEV),
Departamento de Biologia Celular, Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFSC.

No laboratério, as amostras foram lavadas com dgua do mar filtrada e removidos
possiveis contaminantes. Posteriormente os talos foram aclimatados as condi¢des do
laboratério durante 7 dias com irradidncia de 80 umol fotons m2s™, temperatura de 24 ° C (+2
°C), fotoperiodo de 12 h, salinidade da 4gua a 30 ppm (partes por milhdo), com aeracio
continua.

Apos a aclimatagdo, foram selecionados 2,0 g de massa fresca da alga e cultivada em
erlenmeyer de 1000ml, com agua do mar filtrada para o grupo controle enriquecida com 4ml
de von Stosch. Para os grupos experimentais foi utilizado a agua coletada na Lagoa da
Conceicdo, nestas ultimas sem a adicdo de nutrientes. Todos os grupos foram feitos em
quadruplicata, e cultivados durante 7 dias. No final do experimento foram avaliadas as taxas de
crescimento. Para as analises morfoldgicas as amostras foram processadas para microscopia de
luz e eletronica de transmissdo. Para as analises dos parametros fisiologicos as amostras foram
estocadas em freezer -80°C. Também no final do experimento, para avaliar a absor¢do de
nutrientes, as amostras da agua de cada tratamento foram coletadas e avaliadas as

concentragoes finais remanescentes de nitrato, fosfato ¢ amonia, conforme Ribeiro (2017).

2.4 TAXA DE CRESCIMENTO
As taxas de crescimento (TCs) foram calculadas utilizando a seguinte equacao: TC
[% dia-1 ] = [(Pf/P1)1/t - 1 ] x 100 , onde Pi = peso fresco inicial , Pf = peso fresco depois 7

dias, e t = tempo em dias experimentais (Penniman et al. 1986).
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2.5 PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA DE LUZ (ML) DE CAMPO CLARO

Os materiais tratados e os controles foram processados para andlises citoquimicas e
morfologicas em microscopia de luz. As amostras foram fixadas em solugdo de
paraformaldeido 2.5 % em tampao fosfato 0.1 M, pH 7.2, a temperatura de 4° C, overnight.
Apos a fixacdo, em temperatura ambiente, o material foi lavado com tampao fosfato, duas
vezes, por 25 minutos em cada troca, ¢ em seguida desidratado, com uma série de
concentragdes crescentes de etanol. A pré-infiltragdo das amostras foi realizada com uma
mistura de 1:1 de etanol a 100% e historesina glicolmetacrilato (GMA), durante 12 h,
posteriormente o material foi infiltrado em historesina pura. As amostras foram seccionadas
em microtomo manual de parafina modelo Leica RM 2135, com navalhas de tungsténio. As
sec¢Oes com espessura de 2- 4 um foram distendidas em laminas de vidro sobre gotas de agua

destilada e secos a 37°C por 30 minutos.

2.6 TESTES CITOQUIMICOS

As amostras tanto dos grupos controle e tratados foram submetidos aos seguintes
testes histoquimicos:

A) Azul de toluidina (AT-O). Este corante foi utilizado para identificar
polissacarideos acidos através da reacdo de metacromasia. As ldminas contendo as secgdes
foram tratadas com solucao aquosa de AT-O 0,5%, acidificada com HCI 1IN para pH 3,0, por
30 segundos a 2 minutos, lavadas em agua destilada e secas ao ar a 37°C (Gordon;

Mccandless, 1973).

B) Acido Periodico de Schiff (PAS). Este teste ¢ utilizado para identificar a
presenca de polissacarideos neutros. As secgdes foram oxidadas com solugdo aquosa de acido
periddico a 1% durante 20 minutos, lavados em agua corrente e corados com reativo de Schiff

por 20 minutos, posteriormente lavadas em agua corrente, secos ao ar a 37°C (Gahan, 1984).

2.7  PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
(MET)

Para o processamento do MET, as amostras foram pré-fixadas em solucdo de
glutaraldeido 2,5% e sacarose 2%, tamponada com cacodilato de so6dio 0,1 M (pH 7,2) a 4°C

por 12h, seguida por quatro lavagens de 30 minutos cada, no mesmo tampao. Posteriormente,



24
as amostras foram pos-fixadas em tetréxido de dsmio (OsO,) a 1% em tampao cacodilato de
sodio 0,1M (1:1), durante 4 h a temperatura ambiente (Ouriques; Bouzon, 2003). Apds esse
periodo, o material foi lavado duas vezes em tampao cacodilato de so6dio 0,1M, sendo mantido
por 30 minutos em cada lavagem. A desidratagdo ocorreu por meio de uma série de solugdes
aquosas de concentragdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), sendo o
material mantido 30 minutos em cada etapa. A Ultima série de acetona 100% foi trocada duas
vezes. O material foi entdo infiltrado com resina Spurr em séries graduais de acetona-resina
Spurr durante cinco dias, seguido de duas infiltragdes em resina pura por 12 horas, e
polimerizados em estufa a 70°C por 24 horas. Os cortes ultrafinos foram feitos com navalha de
diamante em ultramicrotomo e, posteriormente, contrastados com acetato de uranila 1% e
citrato de chumbo 1%. Os cortes foram observados e fotografados no microscopio eletronico
de transmissdo JEM 2100 do Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da
UFSC.

2.8 EXTRACAO E DOSAGEM DOS ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS E AMIDO

Para a extragdo dos pigmentos fotossintetizantes, as amostras foram congeladas e
posteriormente processadas no Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (Itacorubi-
Florianopolis). As anélises foram realizadas em quadruplicatas.

Seguindo o protocolo proposto por Shannon (1968), para a extracdo dos aglcares
totais foram maceradas 25mg biomassa seca de cada amostra em nitrogénio liquido, em
seguida a adi¢dao de 2ml de MCW (metanol; cloroférmio; agua destilada na propor¢ao 12;5;3)
e centrifugadas a 4000 rpm por minuto por 10 minutos em seguida coletado o sobrenadante.
Com os pellets foram adicionados 2 ml de MCW e centrifugados novamente. Entdo juntou-se
os sobrenadantes da primeira e segunda extragdo os quais foram reajustados para 4mL com
MCW. Para o branco foram utilizados 4 ml de MCW.

Ap0s a extragdo, para a primeira reacao foi adicionado aos volumes de 4 ml, 1 ml de
cloroférmio mais 1 ml de 4gua destilada. Para a segunda reagdo, na capela, foram recolhidas
da fase superior (aquosa) 1 ml de cada amostra e adicionados 2 ml de antrona 0,2%. As
amostras foram entdo agitadas em vortex e aquecidas em banho maria a 100°C por 3 minutos.
Ap0s esfriar em temperatura ambiente, foi realizada a leitura em espectrofotdometro a 630 nm
(Shannon, 1968).

Para o amido foram recolhidos os pellets resultantes da extracdo dos aglcares

soluveis, adicionados 2 ml de acido perclorico a 30% em H,O e centrifugados a 4000 rpm por
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10 minutos, em seguida o sobrenadante foi recolhido e reservado e repetido o procedimento
para os pellets. Posteriormente foram juntados os sobrenadantes e centrifugados 4000 rpm por
10 minutos, foram recolhidas 1 ml de cada amostra adicionados 2 ml de antrona a 0,2%,
agitado em vortex, aquecido em banho maria a 100° C por 3 minutos, esfriado em temperatura

ambiente e lidas em espectrofotometro a 630 nm (Mccready et al., 1950).

2.9 PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES - CLOROFILA ¢ E CAROTENOIDES

Foram separados 0,300g de amostra de cada tratamento. Clorofila a foi extraido em
3ml de DMSO a 40°C, durante 30 minutos, usando um homogeneizador de tecidos de vidro
(Hiscox; Israelstam, 1979), e Multi Leitor Infinite M200 TECAN (Hitachi, Co, Japao) em

comprimento de onda 470 e 480 nm com leitura pontual de acordo com Wellburn (1994).

2.10 MICROSCOPIA CONFOCAL

Utilizando microscopio confocal Leica TCS SP-5 (Wetzlar, Alemanha), as amostras
de U. ohnoi foram observadas através de cortes transversais e examinadas com laser de
argdnio que emitia luz nos comprimentos de onda 440, 488 e 514 nm. A estrutura do
cloroplasto foi observada pela auto fluorescéncia da clorofila, usando uma objetiva de 6leo de
imersdao 63x/1.4-0.6 (HCX PLAPO lambda). As imagens foram processadas no programa
LAS-AF Lite (Leica). Ap6s fotografadas, a autofluorescéncia dos cloroplastos foi quantificada

utilizando o programa de computador Imagel.

2.11 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados por Analise de Variancia Bifatorial (ANOVA) e o teste
Tukey a posteriori. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando programa Statistic
(versao 10.0), considerando significativo p < 0,05. A formula numérica utilizada para os

célculos e comparago dos resultados foi microgramas por grama elevado a menos 1 (ug.g").
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3 RESULTADOS
3.1 TAXA DE CRESCIMENTO

Durante os sete dias de cultivo, foi observado que todas as plantas nos diferentes
grupos de tratamento aumentaram sua massa. No entanto, as plantas do grupo controle
mostraram uma média de biomassa maior, com um valor de 7,04 (+ 0,45) % dia™' gramas. Isso
contrasta com as plantas cultivadas com agua da lagoa, onde o grupo P1 teve uma média de
crescimento de 2,85 (+ 1,30) % dia "' € o grupo P2 teve uma média de biomassa de 4,99 (+
0,90)% dia . Ao analisar os resultados estatisticos, verificou-se uma diferenga significativa
entre o grupo controle e os grupos de tratamento P1 e P2. No entanto, ndo foram identificadas

diferencas estatisticas entre os grupos de tratamento P1 e P2 (Figura 3).

Figura 3 - Taxa de crescimento da U. ohnoi ap6s o tratamento de 7 dias em comparativo entre
os trés grupos.
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Legenda: o grafico de barras indica o ganho de biomassa umida de U. ohnoi nos diferentes
tratamentos, sendo 7,04 (+ 0,45) % dia para o grupo controle; 2,85 (+ 1,30) % dia ™' para o grupo
experimental P1 e 4,99 (+ 0,90) % dia "' para o tratamento P2. Acima das barras, as letras se
diferem quando ha diferenca significativa no ganho de biomassa entre os grupos.

Fonte: O autor (2023).

3.2 MORFOLOGIA EXTERNA DO TALO
Apos a realizagdo do experimento, tornou-se evidente que a amostra de controle exibiu
uma pigmentacao verde significativamente mais intensa. A sequéncia de intensidade pigmentar

foi observada da seguinte maneira: amostra P1 seguida por P2, sendo esta ultima (P2) a que
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apresentou a menor intensidade de pigmentacdo. Além disso, no grupo controle, foi notado que

os espécimes apresentaram talos mais densos, como ilustrado na figura 4.

Figura 4 - Morfologia externa do talo de U. ohnoi ap6s os cultivos em comparativo entre os
trés grupos,
Controle

Legenda: Figura a representa um espécime de U. ohnoi do grupo controle. Figura b representa um

espécime de U. ohnoi do grupo tratado P1. Figura c representa um espécime de U. ohnoi do grupo

tratado P2. Estas sdo fotos em tamanho real com intuito de demonstrar as diferencas visiveis a olho
nu entre os grupos.

Fonte: O autor (2023).

3.3PIGMENTOS

A avaliacdo das taxas de concentragdo dos pigmentos fotossintetizantes revelou
resultados de relevancia marcante. Tanto para a clorofila a conforme representado na figura 5
quanto para os carotenoides conforme ilustrado na figura 6, o grupo controle demonstrou uma
concentracdo significativamente superior em comparagdo aos grupos sujeitos a tratamentos
especificos. Surpreendentemente, entre os grupos que foram submetidos a diferentes
tratamentos (P1 e P2), ndo foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significativa em
relacdo a concentragdo tanto da clorofila a quanto dos carotendides. Isso indica que, apesar das
variagdes nos tratamentos aplicados, esses grupos apresentaram respostas fotossintéticas

semelhantes em termos de concentraciao de pigmentos.
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Figura 5 - Taxa de concentragdo de clorofila @ em microgramas por grama (pg.g-1) em
comparativo entre os trés grupos.
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Legenda: o grafico indica a taxa de clorofila @ em microgramas por grama (ug.g"') medidos apds

os sete dias de cultivo. A taxa de clorofila a para o grupo controle foi de 21,26 (+0,9), para o
grupo tratado P1 foi de 12,1 (x1,1) e para o grupo tratado P2 foi de 12,8 (£1,7). Acima das barras,
letras se diferem quando ha diferenca significativa na taxa de clorofila a entre os grupos.

Fonte: O autor (2023).

Figura 6 - Taxa de concentragdo de carotendides em microgramas por grama (ug.g-1) em
comparativo entre os trés grupos.
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Legenda: o grafico indica a taxa de carotendides em microgramas por grama (pg.g™') medidos apos

os sete dias de tratamento. A taxa de carotendides para o grupo controle foi de 10,37 (+0,23), para
o grupo tratado P1 foi de 6,68 (£0,22) e para o grupo tratado P2 foi de 7,18 (£0,21). Acima das
barras, as letras se diferem quando hé diferenca significativa na taxa de carotendides entre os
grupos.

Fonte: O autor (2023).
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3.4 MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER

Na andlise através da microscopia confocal (Figura 7), destacou-se a observacao da
autofluorescéncia dos cloroplastos. Esse destaque ¢ especialmente relevante devido a
caracteristica desse género (Ulva), no qual cada célula possui um cloroplasto que ocupa uma
parcela significativa do espago intracelular. O propdsito subjacente a essa técnica era duplo:
observar a distribuicdo da fluorescéncia e quantificar suas taxas. Nesse contexto, torna-se
notavel que as taxas de fluorescéncia se mostraram distintas entre os grupos avaliados. O
grupo controle revelou a taxa mais alta, seguido pelos tratamentos P2 e PI, conforme ¢
possivel correlacionar com os dados apresentados na figura 8. Vale mencionar que a
quantifica¢do precisa da autofluorescéncia foi realizada por intermédio do software Image J,

reforgando a fidedignidade desses resultados.

Figura 7 - Autofluorescéncia dos cloroplastos de U. ohnoi no microscopio confocal de
varredura a laser
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Legenda: Observe que o controle (a) apresentou intensa fluorescéncia em toda superficie celular.
Quando comparado aos tratados (b e c)U. ohnoi.
Fonte: o autor (2023).
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Figura 8 - Densidade de pixels por um2 de cloroplasto de U. ohnoi através de analise das
imagens pelo programa Image J.
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Legenda: Densidade de pixels por um? de cloroplasto de U. ohnoi através de analise das imagens
pelo programa Image J. Valores apresentados de acordo com a média da intensidade de
fluorescéncia de cloroplasto (n=100) e intervalo de confianga para o nivel de significancia de
p<0,05. As barras verticais indicam os valores maximo ¢ minimo observados. Acima das barras,
as letras se diferem quando ha diferenca significativa na densidade de pixels entre os grupos.

Fonte: o autor (2023).

3.5 MICROSCOPIA DE LUZ

As secoOes transversais de U. ohnoi exibiram a caracteristica estrutural do talo da
espécie, que consiste em duas camadas simples de células cubicas. Ao realizar testes
histoquimicos, as sec¢des transversais dos talos que foram coradas com ATO revelaram uma
reagdo metacromatica na parede celular, indicando a presenca de polissacarideos acidos. Em
contraste, o citoplasma apresentou predominantemente uma reagdo ortocromdtica com um
aspecto granuloso (Figura 9 a - ¢). A parede celular das amostras tratadas com dgua dos pontos
P1 e P2 demonstrou um notavel espessamento em comparagdo com o grupo controle.

Nas se¢des transversais dos talos corados com PAS, uma reacdo positiva foi observada
na parede celular das células de todos os grupos, devido a presenca de polissacarideos neutros
que constituem a celulose. Porém, a coloragdo ficou mais intensa no grupo P1 e P2 (Figuras 9
d - ). Além disso, essa mesma reag¢do foi evidente no citoplasma, com a presenca de graos de
amido nos cloroplastos (Figuras 9 d - f). Ficou evidente que os graos de amido nos grupos
tratados possuiam um didmetro maior, distribui¢do irregular e uma quantidade superior em

compara¢do com o grupo controle.
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Figura 9 - Microscopia de Luz (ML) das seccoes transversais de U. ohnoi coradas com ATO e
PAS ap0s os tratamentos.
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Legenda: Figuras 9 a — c. representam os cortes transversais corados com ATO, das quais figura
representando o grupo controle, b o grupo tratado P1 e ¢ o grupo tratado P2. As setas pretas
indicam a parede celular interna e externa, letras v indicam o vactiolo com granulosidade
distribuida. Amostras coradas com PAS Figuras 9 d - f. apresentaram reagao positiva na parede
celular e principalmente o acimulo de graos de amido preenchendo maior parte do contetdo
citoplasmatico que sao indicados pelas setas brancas. Escalas de 50 um.

Fonte: o autor (2023).
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3.6 AMIDO E ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS

A andlise dos graficos referente aos aglicares soltveis totais oferece informacgdes
reveladoras sobre os efeitos do cultivo de plantas com &gua proveniente da Lagoa,
especificamente nos pontos P1 e P2 que também mostraram diferenca significativa entre si,
com concentragdo maior em P2 (Figura 10). Além disso, observou-se que a quantidade de
acucares soluveis totais também apresentou uma variagdo significativa (Figura 11) onde a
concentracdo foi maior nos espécimes dos grupos P1 e P2. Ambos os resultados revelaram
diferencas estatisticas altamente relevantes entre os trés grupos analisados, indicando que os
efeitos das diferentes fontes de agua sobre a concentragdo de amido e acucares soluveis sdo

estatisticamente significativos.

Figura 10 - Taxa de concentragao de amido em miligramas por gramas do peso seco das
amostras

CONTROLE Pl P2

Legenda: quantificacdo de amido de acordo com peso seco, demonstrado em miligramas por gramas. O grupo
controle apresentou uma média de 7,15 (+ 0,87) mg/g de amido, seguido em ordem crescente pelo grupo tratado
P1 com média de 10,92 (+ 0,64) mg/g e tratado P2 com média de 18,63 (+ 0,41) mg/g de amido. As barras
verticais indicam os valores maximo e minimo observados. Acima das barras, as letras se diferem quando
ha diferenca significativa na concentragdo de amido entre os grupos.

Fonte: o autor (2023).
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Figura 11 - Taxa de concentracdo de aglicares soliveis totais em miligramas por gramas
considerando o peso seco das amostras
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Legenda: quantificacdo dos agucares soluveis totais levando em consideracdo o peso seco das amostras. O grupo
controle apresentou uma média de 1,22 (+ 0,15) mg/g obtendo diferenca significativa quando comparado com os
grupos trata dos P1 e P2 que apresentaram uma média de 3,55 (+ 0,60) e 3,39 (+ 0,40) respectivamente. Os
grupos tratados P1 e P2 ndo apresentaram diferenga significativa entre si. As barras verticais indicam os valores
maximo e minimo observados. Acima das barras, as letras se diferem quando ha diferenca significativa
na concentra¢do de amido entre 0s grupos.
Fonte: o autor (2023).

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA

A anélise ultraestrutural das células das amostras do grupo controle, quando observadas
em se¢do transversal, revelou a presenca de paredes celulares periféricas espessas (Figura 12a).
Essas paredes sdo compostas por microfibrilas dispostas de forma concéntrica e imersas em
uma matriz amorfa. Esta parede celular ¢ coberta por uma fina camada de mucilagem amorfa
(Figuras 12 c-e), a qual envolve a superficie do talo. Nessas células, ¢ perceptivel a presenga
de duas regides nitidamente diferenciadas no citoplasma. A regido apical ¢ destacada pela
presenca proeminente de um Unico cloroplasto de dimensdes consideraveis, enquanto a por¢ao
basal ¢ ocupada por um grande vacuolo (figura 12a). O nucleo, encontra-se situado entre o
cloroplasto e o vactolo (Figura 12 b). Este nucleo revela uma organiza¢do na qual o nucléolo
ocupa uma posi¢ao central, cercado por uma cromatina densa e homogénea (Figura 12 b).

O cloroplasto, sem duvida, emerge como a organela proeminente nesses tipos celulares,
apresentando uma estrutura rica em detalhes (Figuras 12 a, c, e - f). Sua morfologia ¢

caracterizada por inumeros tilacoides que se estendem de forma paralela ao longo de toda a
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extensdo do cloroplasto (Figuras 12 e-f). Frequentemente, esses tilacoides se agrupam
formando granum. Em meio aos tilacdides, é possivel visualizar plastoglobulos e diversos
graos de amido (figuras 12 a, g).

Uma caracteristica notavel ¢ a presenga marcante de um pirendide proeminente,
cercado por graos de amido. Essa configuragdo ¢ observada na maioria dos cloroplastos
analisados, destacando a importancia do pirendide no armazenamento e mobiliza¢ao de amido

dentro da célula (Figura 12 g).
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Figura 12 — Microscopia eletronica de transmissdo das sec¢des transversais de U. ohnoi do grupo
controle.
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Legenda: A figura 12 a apresenta uma vista geral da célula, na qual € possivel observar a parede
celular (Pc¢), o cloroplasto (Cl), os graos de amido (A) e o pirenodide (Pi). A figura b indica o
nucleo celular (Nu), sendo a porgao central mais escura o nucléolo. As figuras c-e fornecem uma
visdo mais ampliada da parede celular (Pc), o vactolo (V) e a membrana dos tilacoides, indicada
pela seta branca na figura e. A figura f mostra as membranas dos tilacdides, indicadas pelas setas
brancas, e os plastoglobulos, indicados pelas setas pretas. A figura g fornece uma visdo ampliada
de uma porc¢ao do cloroplasto (Cl), na qual ¢ possivel observar de forma mais detalhada os
pirenoides (Pi) envoltos por graos de amido (A).

Fonte: o autor (2023).

Quando observadas no microscopia eletronica de transmissdo (MET) as sec¢des
transversais das amostras do grupo tratado P1 apresentaram células com paredes celulares
espessas (Figura 13 a). Estas paredes sdo compostas por microfibrilas dispostas de forma
concéntrica e cobertas por uma camada espessa de mucilagem amorfa (Figura 13 b). Esta
camada de mucilagem envolve toda a superficie do talo. Entre as células a parede celular ¢
mais fina (Figura 13 c). Quando observado o interior celular, ¢ perceptivel a presencga de duas
regides nitidamente diferenciadas no citoplasma (Figura 13 a), na qual a regido apical
destaca-se pela presenca proeminente de um unico cloroplasto de dimensdes consideraveis
(Figuras 13 a e d), enquanto a porc¢ao basal ¢ ocupada por um grande vacuolo (Figura 13 a).
Nestes cloroplastos predominaram numerosos graos de amido, de tamanhos variaveis, que
preenchem a maior parte do conteudo plastidial, com pouco espaco disponivel para os
tilacdides e o estroma (Figuras 13 a, e). Os tilacoides sdo reduzidos em numero e quando
observados apresentaram distribui¢ao paralela levemente ondulada, raramente formando
granum. (Figuras 13 e, f). Em meio aos tilacoides, foi possivel observar grupos de
plastoglobulos (Figuras 13 e, f). Os vactolos apresentaram conteido levemente granular
(Figuras 13 d) Corpos esféricos, homogeneamente elétron densos, foram observados no

interior dos vactiolos (Figuras 13 a, c, d).
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Figura 13 — Microscopia eletronica de transmissao das secgdes transversais de U. ohnoi do grupo
tratado P1.
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Legenda: A figura a apresenta uma vista geral da célula, na qual € possivel observar a parede
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celular (Pc¢), o cloroplasto (Cl), os graos de amido (A) e o vacuolo (V). A figura b indica a
presenca de mucilagem (Mu) logo acima da parede celular (Pc). As figuras ¢, d, e e
f fornecem uma visdo mais ampliada da parede entre as membranas (Pc¢), o vactiolo (V), os graos
de amido grandes (A) e a membrana dos tilacoides, indicada pelas setas brancas. No interior dos
tilacoides, as setas pretas indicam os plastoglobulos.
Fonte: o autor (2023).

Observou-se em MET que as secdes transversais das amostras do grupo tratado P2
também apresentaram paredes celulares espessas (Figuras 14 a-b), compostas por microfibrilas
dispostas de forma concéntrica (Figura 14 b). Nessas células, também foi perceptivel a
presenca de duas regides nitidamente diferenciadas no citoplasma (Figura 14 a), na qual a
regido apical destaca-se pela presenga proeminente de um tUnico cloroplasto de dimensdes
consideraveis (Figuras 14 a, c), enquanto a por¢ao basal ¢ ocupada por um grande vacuolo com
aspecto granuloso (Figura 14 a). O cloroplasto apresenta inimeros tilacdides que se estendem
de forma irregular com rica quantidade de plastoglébulos em seu interior (Figuras 14 e-f). Em
alguns cloroplastos foram observados pirendides envoltos por graos de amido (Figuras 14 c, e).
O nucleo também foi possivel de ser visualizado com um nucléolo localizado na regido central

(Figuras 14 d). Nesta amostra o nucleo apresentou aspecto granular (Figura 14 d).
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Figura 14 — Microscopia eletronica de transmissao das secc¢oes transversais de U ohnoi do grupo
tratado P2

-

Legenda: A figura a apresenta uma vista geral da célula, na qual € possivel observar o cloroplasto
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(C1), o vacuolo (V) e o ntcleo (Nu). A figura b indica a organizagdo da parede celular (Pc). As
figuras ¢, e e f fornecem uma visdo ampliada do cloroplasto (Cl) indicando os pirendides (Pi)
envoltos por graos de amido, e as setas pretas indicam os plastoglobulos que se encontram em
grande quantidade. A figura d mostra o nucleo com seu nucléolo na regido central.
Fonte: o autor (2023).

3.8 ANALISE DE NUTRIENTES
3.8.1 Fosfato

Por meio das analises de nutrientes presentes na dgua, os quais foram quantificados em
microgramas por litro (ng/L), foi possivel perceber que o fosfato esteve presente em maior
quantidade no grupo controle, tanto no inicio dos experimentos (69,43 pg/L) quanto no final
(50,97 pg/L) indicou que houve um consumo de fosfato. No grupo tratado P1, inicialmente
apresentou 29,50 pug de fosfato por litro e apds os experimentos 45,38 ug de fosfato por litro,
indicando assim que houve liberacdo de fosfato na 4dgua por parte das algas. J& no grupo
tratado P2 que inicialmente apresentou 49,99 ng de fosfato por litro e no final dos
experimentos 33,47 ng de fosfato por litro, indicou que houve um consumo de fosfato, porém,

esse consumo ¢ mais baixo quando comparado ao grupo controle (Figura 15).

Figura 15 - Quantificagdo do fosfato comparando os trés grupos (controle e tratados) em pg/L
antes e depois dos experimentos.
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3.8.2 Nitrito

Quanto as andlises de nitrito, também indicaram uma quantidade maior no grupo
controle inicialmente, com 16,54 ng/L, porém apos os experimentos o nivel de concentracio
de nitrito baixou para 2,36 ug/L, indicando alta taxa de absor¢do de nitrato no grupo controle.
Nos grupos tratados, P1 obteve 2,73 ug/LL de nitrato e P2 2,14 pg/L de nitrato, apos o
tratamento P1 teve 4,44 pg/L e P2 3,03, indicando uma leve liberacdo de nitrito na agua em
ambos os tratamentos (Figura 16).

Nas analises de nitrito, inicialmente, foi observada uma concentracdo maior no grupo
controle, com um registro de 16,54 ug/L. Ao longo do periodo experimental de 7 dias, houve
consumo de nitrito, atingindo 2,36 pg/L, resultando em uma remoc¢ao de 85,73% de nitrito no
meio.

Nos grupos tratados (P1 e P2), as concentragdes iniciais de nitrito foram relativamente
baixas, com P1 apresentando 2,73 pg/L e P2 registrando 2,14 pg/L. Ao final do experimento, o
grupo P1 apresentou um aumento leve para 4,44 pg/L, enquanto o grupo P2 atingiu 3,03 pg/L.
Estes resultados sugerem uma leve liberagdo de nitrito na 4gua em ambos os grupos tratados

no final do experimento.

Figura 16 - Quantificagcdo de nitrito comparando os trés grupos (controle e tratados) em pg/L
antes e depois dos experimentos.
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3.8.3 Nitrato

As andlises realizadas indicaram que, ao final dos experimentos, houve uma alta
absor¢do de nitrato por parte das algas, tanto nos grupos P1 e P2 quanto no grupo controle,
conforme ilustrado na figura 17. Notavelmente, foi possivel observar uma absor¢ao de 97,2%
do nitrato pelos espécimes do grupo P2 onde a concentracdo inicial de nitrato era de 69,78
ug/L e, apds 7 dias de cultivo a concentracao final foi de 1,98 ug/L. Seguido do grupo P1, que
apresentou uma remocao de 90,8%, com concentragdo inicial de 82,49 ng/L enquanto o grupo
de controle registrou uma absor¢cao de 74% apesar de ter uma concentragdo inicial de 90,0

pug/L mais alta.

Figura 17 - Quantificagdo do nitrato comparando os trés grupos (controle e tratados) em pg/L
no inicio e no final dos experimentos.
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento revelaram inibi¢do na produgdo de biomassa
de U. ohnoi quando se utilizou agua da lagoa como meio de cultivo. Este impacto se
manifestou por meio de uma reducdo significativa na taxa de crescimento das algas, em
comparacao com o grupo controle. Em um comparativo com o trabalho de Bews et al. (2021) ¢
possivel inferir que esse desequilibrio no crescimento pode ser atribuido a inadequagdo da
disponibilidade de macro e micronutrientes no meio cultivo proveniente da lagoa. Essas
constatagdes indicam a possibilidade de que a dgua da lagoa apresenta uma concentragao de
nutrientes inferior a necessaria para o crescimento desta espécie. Estes dados corroboram os
resultados de analise da dgua nos quais as taxas de nitrito, nitrato ¢ fosfato foram mais baixas
na agua da lagoa quando comparados ao meio de cultivo do controle. Cabe destacar que,
dentre outros nutrientes, nitrito, nitrato e fosfato sdo componentes indispensaveis para a sintese
de biomoléculas (Carneiro, 2021; Lovio-Fragoso, et al., 2021; Pilatti et al., 2016). Dentre os
nutrientes quantificados o nitrato foi o mais consumido pelas algas em todos os grupos
experimentais, seguido pelo fosfato nos grupos controle e P2, isso estd de acordo com a
literatura, que aponta que esses dois elementos sdo os mais requeridos pelas algas para o seu
crescimento (Garcia Rodriguez, 1999; Pereira; Branco, 2007). Segundo Kumar e Bera (2020)
diferentes concentragdes na fonte de nitrogénio, em diferentes proporcdes, podem alterar as
condic¢des de crescimento. No entanto, o nitrito apresentou um comportamento diferente, pois
aumentou nos grupos tratados e diminuiu no grupo controle. Uma possivel explicacdo para
1sso € que o nitrito ¢ um intermediario na nitrificagdao e desnitrificagdo, processos realizados
por bactérias presentes na agua da lagoa (Santos et al., 2020). Assim, o nitrito pode ter sido
produzido ou consumido por esses microrganismos, ou ainda, convertido em amonio.

E importante destacar que as concentragdes de nutrientes presentes na agua da lagoa,
abaixo dos parametros estabelecidos pelo CONAMA, podem estar associadas a fatores como
estacdo do ano (verdo) em que foi realizada a coleta de dgua, e a profundidade (£ 30 cm). De
acordo com os estudos realizados por Barros ef al. (2017), os niveis de fosfato e compostos
nitrogenados tendem a ser mais altos no outono e inverno reduzindo no verdo. Além disso,
Cabral, Bercovich e Fonseca (2019) mostram em seus trabalhos que mesmo com elevado
escoamento de nutrientes dos riachos urbanizados, os processos biogeoquimicos e fisicos
mantém a maior parte das aguas rasas da lagoa em boas condigdes.

Além do crescimento notou-se também que as algas do grupo controle apresentaram
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uma coloracdo verde mais intensa do que os espécimes tratados com 4gua da lagoa,
corroborados com os resultados de quantificagdo dos pigmentos fotossintetizantes, em que teve
maior concentracdo de clorofila @ e carotendides no grupo controle. Cabe destacar que a
clorofila a ¢ o principal pigmento fotossintetizante das algas verdes, responsavel pela absor¢ao
da luz e pela transferéncia de energia para o centro de reagdo (Cabrera, 2023; Moustakas;
Calatayud; Guidi, 2021), Desta forma, a menor concentracdo destes pigmentos nos grupos
tratados, pode ser decorrente de taxas menores de nutrientes, tais como nitrato e fosfato, sendo
um indicativo de que a agua da lagoa afeta negativamente a produgdo destes pigmentos
envolvidos com a fotossintese (Cabrera, 2023; Moustakas; Calatayud; Guidi, 2021; Sousa et
al., 2008). Os carotendides sdo pigmentos acessorios que auxiliam na captacdo de luz e na
protecdo contra o estresse oxidativo (Sousa et al., 2008). O metabolismo do nitrogénio e a
atividade fotossintetizante sdo processos interligados, e uma limitagdo de nitrogénio afeta a
fotossintese, especialmente a absor¢do de luz devido ao declinio no conteudo da clorofila
(Geider et al., 1993). A limitacdo de nitrogénio pode estar associada a ativagdo e inibigao de
genes envolvidos no metabolismo de carboidratos como o observado por Cheng et al. (2017).
No geral, foi encontrada uma correlagdo positiva entre a concentracdo de clorofila a e a
disponibilidade de nitrato e fosfato nos meios de cultura. Além disso, grupo de genes, tais
como os que codificam a nitrato redutase e os envolvidos nos fotossistemas, podem ter sido
regulados negativamente sob privacdo de nitrogénio e levando a mudangas significativas em
algumas vias metabolicas, incluindo metabolismo de nitrogénio, fotossintese e biossintese de
aminoacidos (Yu, ef al., 2017). A compreensdo dessas nuances nas respostas fotossintetizantes
das algas aos diferentes tratamentos ¢ fundamental para identificar padrdes e mecanismos
subjacentes que influenciam a concentragcdo de pigmentos. Isso contribui para uma visdo mais
completa dos efeitos dos tratamentos sobre a fotossintese e as taxas de crescimento.
Corroborando a quantificacdo dos pigmentos, foi constatado maior taxa de

autofluorescéncia nas algas do grupo controle, em seus cloroplastos, do que os espécimes
tratados com 4gua da lagoa, indicando um reflexo da maior concentracdo de clorofila a no
grupo controle, visto que esse pigmento ¢ responsavel pela emissdo de fluorescéncia quando
excitado por luz (Campostrini, 2001). A fluorescéncia ¢ um fendmeno que ocorre quando parte
da energia luminosa absorvida pelos pigmentos ¢ refletida na forma de luz de comprimento de
onda maior. Assim, a fluorescéncia pode ser usada como um indicador do estado funcional dos
cloroplastos e da fotossintese, pois maior a fluorescéncia indica maior quantidade de

pigmentos fotossintetizantes, consequentemente, mais eficiente serd a atividade fotossintética
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(Campostrini, 2001). Pode-se inferir que a combina¢do da reducdo do fosfato e nitrato na
utilizagdo de nitrogénio e fosforo levou a uma estrutura degenerada do cloroplasto, com
contetdo reduzido de pigmento e uma menor capacidade fotossintética na macroalga.

Estas algas sdo caracterizadas ainda por possuirem uma parede celular, uma estrutura
que confere protecdo e sustentagdo as células vegetais e ¢ composta principalmente por
polissacarideos, espessa-se como estratégia para reforcar a integridade celular contra possiveis
danos fisicos ou quimicos (Le Gall, et al., 2015). Neste trabalho, foi observado, através do
teste citoquimico com azul de toluidina, e confirmado pela microscopia eletronica de
transmissao, um aumento na espessura da parede celular nas algas cultivadas com agua da
lagoa. Este dado, pode ser entendido como uma resposta da alga a baixa disponibilidade dos
macronutrientes nitrato e fosfato, evidenciada na andlise da dgua. Visto que, o nitrogénio € o
fosforo, sdo dois nutrientes essenciais e limitantes na produtividade e crescimento de algas
marinhas (Suthar et al., 2019).

Alguns dos polissacarideos encontrados na parede celular do género Ulva, sdo celulose,
ulvana e xiloglucano, sendo a ulvana constituida por ramnose, xilose, acido glucurdnico e
acido idurdonico (Wahlstrom et al., 2020). Tais componentes acidos sdo detectados por meio da
reacdo metacromatica com azul de toluidina (Epstein et al., 1992), o que corrobora com os
resultados citoquimicos encontrados neste estudo.

O aumento da espessura da camada de mucilagem nos grupos tratados pode indicar
uma resposta ao estresse ambiental junto a maior produgdo de ulvana, o polissacarideo
sulfatado que compde a mucilagem, atuando como barreira fisica contra ameagas mecanicas e
quimicas (Pilatti, 2016).

Além do espessamento da parede celular, a microscopia de luz de campo claro bem
como MET, revelou também aumento dos graos de amido nos cloroplastos em comparagao
com as do grupo controle, corroborando com os resultados de quantificagdo dos agucares
soluveis totais e amido. Foi possivel perceber uma diferengca expressiva destas reservas
energéticas maiores nos grupos tratados em detrimento ao controle. O amido ¢ formado por um
polissacarideo e representa uma forma de armazenamento energético, seu aumento indica uma
forma de acumular energia para situacdes de escassez ou demanda (Prabhu, et al., 2019).

Os vacuolos apresentaram, predominantemente, uma mistura de granulos com reacao
orto e metacromatica, indicando a possivel presengca de compostos neutros e acidos em seu
interior. Os resultados sugeriram a presenga de uma quantidade significativa de granulos nos

vacuolos das células dos grupos P1 e P2. De acordo com Ruiz et al. (2001) parte dessas
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granulagdes devem ser grupos polifosfatos com caracteristicas acidas. Uma vez que esses
vacuolos contendo polifosfato possuem uma pirofosfatase que bombeia prétons (Ruiz et al.,
2001), V-ATPase (Ruiz et al., 2001) e fosfatase acida (Matagne et al., 1976), os vacuolos
contendo polifosfato de Chlamydomonas representam o compartimento litico. O vactolo litico
¢ importante para a manutencdo da pressdo de turgescéncia, armazenamento de metabolitos,
sequestro de compostos xenobioticos e digestdo de constituintes citoplasmaticos (Park et al.,
2004). Esses vacuolos aparentemente também estdo envolvidos na degradacao de proteinas
plastidiais (Park et al., 1999). Apesar das amostras dos grupos P1 e P2 apresentarem redugdo
das membranas plastidiais indicando degradacao dos constituintes, possivelmente nos
vacuolos, a natureza destes vactolos em U. ohnoi ndo esta bem descrita.

Os cloroplastos das amostras controle apresentaram tipica estrutura das algas verdes
com ampla rede de tilacdides formando granum. Destacou-se a presenca de plastoglobulos e
graos de amido, e grande pirendide. Neste grupo de algas, esta organizagdo tipica dos
cloroplastos, ¢ decorrente da disponibilidade de nutrientes presente no meio de cultivo o que
resulta numa maior eficiéncia fotossintetizante. Porém, nas amostras dos grupos P1 e P2, os
cloroplastos foram as organelas com maior alteragdo, decorrentes da menor disponibilidade de
nutrientes. Supdem-se que sob condi¢des de estresse compostos ricos em nitrogénio como a
clorofila a e sistemas de membranas podem ser reutilizados na manutengdo celular. Sob
condi¢des de reducao de nitrato e fosfato os cloroplastos tiveram uma degradagdo do sistema
de tilacoéides ao mesmo tempo que ocorreu aumento do niumero de graos de amido, estas
observagdes também foram vistas em Chlorella vulgaris por Liu et al. (2022). Os
plastoglobulos sdo goticulas lipidicas que podem estar envolvidas na biossintese € no
transporte de lipidios no cloroplasto. A maior quantidade de plastoglobulos nas amostras do
grupo tratado P2 pode sugerir uma maior demanda ou aciimulo de lipidios nas cloroplastos,

possivelmente relacionados a degradagao do sistema de tilacoides.
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5 CONCLUSAO

A visualizagdo de caracteristicas morfologicas revelou que as células de U. ohnoi das
amostras controle, com a disponibilidade de nutrientes, sdo bem estruturadas. Entretanto, a
organizacdo estrutural e ultraestrutural das amostras P1 e P2 cultivadas com agua da lagoa,
sofreram alteragdes morfologicas quando comparadas com as amostras controle. Estas
mudangas morfofisioldgicas devem ser resultantes da privagdo de nutrientes especialmente
nitrato e fosfato. Além disso, o cultivo de U. ohnoi com agua da lagoa provocou alteragdes
significativas na taxa de crescimento, na pigmentagdo e consequentemente na fluorescéncia.
Por outro lado, ocorreu um aumento das reservas energéticas como graos de amidos e agucares
totais. Essas alteragdes podem ser interpretadas como efeito positivo, visto que o cultivo de
algas com menor disponibilidade de nutrientes induz as algas a aumentarem as reservas
energéticas que poderdo ser utilizadas economicamente. Por outro lado, a utilizagdo desta
macroalga como potencial biorremediadora ndo foi possivel caracterizar quando cultivada com
a agua da lagoa. Com base nos dados obtidos no presente estudo observou-se que ¢ importante
a realizacdo de estudos complementares para o entendimento dos processos metabolicos de U.
ohnoi com é4gua as condigdes semelhantes a da lagoa, buscando entender os mecanismos

envolvidos nas respostas a produgdo de carboidratos em condigdes de estresse.
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