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RESUMO

Ulva ohnoi (M. Hiraoka & S. Shimada) ¢ uma alga verde de importancia econdmica e ambiental
na biotecnologia de produtos e na absor¢ao de macronutrientes em ambientes eutrofizados. O
nitrato € um ion naturalmente presente no ambiente, mas quando liberado em grandes
quantidades por atividades antrdpicas ¢ causador de processos de eutrofizagdo. Além disso, ¢
constituinte importante de varios processos e estruturas celulares, sendo crucial em processos
biotecnoldgicos. Este trabalho objetivou avaliar os efeitos do nitrato de sddio no cultivo de U.
ohnoi, com foco nas mudangas morfofisiologicas celulares induzidas por diferentes
concentragdes desse composto, visto a necessidade de esclarecer as respostas especificas a esse
macronutriente. Foram cultivados 1.0 g de alga fresca em frascos Erlenmeyer (IL), em
concentracgoes de 0; 4; 25; 50 e 100 mM de nitrato de so6dio ao longo de 7 dias. Apds o cultivo,
foram realizadas andlises de taxa de crescimento, pigmentos fotossintetizantes, citoquimica
(microscopia de luz), fluorescéncia dos cloroplastos (microscopia confocal), organizacao
subcelular (microscopio eletronico de transmissao) e quantificacdo de amido e agucares totais.
Os resultados revelaram que as concentragdes de 25 ¢ 50 mM de nitrato proporcionaram um
aumento na taxa de crescimento, produgdo de pigmentos fotossintetizantes e autofluorescéncia
dos cloroplastos, os quais apresentavam um elevado nimero de tilacéides. Em contraste, a
produgdo de graos de amido foi reduzida nessas condi¢des. Na auséncia de nitrato (0 mM),
observou-se uma maior produc¢do de graos de amido e um espessamento na parede celular,
indicando respostas ao estresse celular. Conclui-se que as concentragdes intermediarias (25 e
50 mM) favorecem o incremento na biomassa de U. ohnoi e a eficiéncia fotossintética, sendo o
tratamento com 25 mM o que apresenta melhores resultados para otimizagao destes pardmetros.
Entretanto, para a produ¢do de amido, a auséncia de nitrato ¢ mais eficaz. Estes achados
fornecem informagdes valiosas para otimizar o cultivo de U. ohnoi em contextos tecnoldgicos,
como a producdo de alimentos e bioprodutos bem como em ambientes afetados pela poluigao

de nitrato, ou ainda, processos integrados em que a alga possa ser aplicada em ambas as

finalidades.

Palavras-chave: Citoquimica, Microscopia eletronica de transmissdao, Cloroplasto, Amido,

Morfologia subcelular.



ABSTRACT

Ulva ohnoi (M. Hiraoka & S. Shimada) is a green alga of economic importance in
biotechnology for product development and the absorption of macronutrients in eutrophic
environments. Nitrate is a naturally occurring ion in the environment, but when released in
large quantities due to human activities, it causes eutrophication. Moreover, it is a crucial
component in various cellular processes and structures, making it vital in biotechnological
applications. This study aimed to evaluate the effects of sodium nitrate on the cultivation of U.
ohnoi, focusing on the cellular morphophysiological changes induced by different
concentrations of this compound, given the need to clarify the specific responses to this
macronutrient. Fresh algae (1.0 g) were cultivated in 1L Erlenmeyer flasks with sodium nitrate
concentrations of 0, 0.4, 25, 50, and 100 mM over seven days. After cultivation, analyses were
conducted on growth rate, photosynthetic pigments, cytochemistry (light microscopy),
chloroplast fluorescence (confocal microscopy), subcellular organization (transmission
electron microscopy), and quantification of starch and total sugars. The results showed that
nitrate concentrations of 25 and 50 mM led to increased growth rates, production of
photosynthetic pigments, and chloroplast autofluorescence, with chloroplasts exhibiting a
higher number of thylakoids. In contrast, starch grain production was reduced under these
conditions. In the absence of nitrate (0 mM), there was a higher production of starch grains
and a thickening of the cell wall, indicating cellular stress responses. It was concluded that
intermediate concentrations (25 and 50 mM) enhance the biomass and photosynthetic efficiency
of U. ohnoi, with 25 mM being the most effective for optimizing these parameters. However, for
starch production, the absence of nitrate proved to be more effective. These findings provide
valuable information for optimizing the cultivation of U. ohnoi in biotechnological contexts,
such as food and bioproduct production, as well as in environments affected by nitrate

pollution, or in integrated processes where the algae could be applied for both purposes.

Key-words: Cytochemistry, Transmission Electron Microscopy, Chloroplast, Starch, Subcellular

Morphology.
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1. INTRODUCAO

As condic¢des ambientais, incluindo fatores bidticos e abidticos, t€ém um papel crucial
na abundancia, distribuicdo e comportamento dos organismos, influenciando sua estrutura e
ecologia. Estudam-se as respostas as variacdes dessas condigdes para entender como os
organismos se adaptam as mudangas naturais. Por exemplo, a disponibilidade de nutrientes
pode determinar o sucesso ou fracasso no desenvolvimento dos organismos, afetando seu
equilibrio. Em pesquisas com algas, as respostas obtidas nessas investigagdes, podem oferecer

um alto potencial biotecnologico e de sustentabilidade.

Os nutrientes mais utilizados e que podem representar limitagdes no crescimento das
algas marinhas sdo o nitrogénio e o fosforo (Ribeiro, 2013; Hurd et al., 2014). Desta forma, a
presenga ou auséncia desses elementos desempenha um papel crucial na regulacdo do
desenvolvimento desses organismos. O nitrogénio ¢ considerado um macronutriente envolvido
no crescimento ¢ desenvolvimento de organismos fotossintetizantes. Sendo o principal
constituinte de macromoléculas tais como aminoacidos, acidos nucleicos € moléculas como a
clorofila, e ¢ essencial na formagao de estruturas celulares e no funcionamento dos organismos
bioldgicos. (Lewis, 1986; Raina & Mazahar, 2022). Desta forma, o nitrogénio assume uma
posicao de destaque como o principal nutriente que regula o desenvolvimento das macroalgas,
exercendo um impacto significativo na produtividade primaria dos ecossistemas marinhos.
Além disso, a disponibilidade de nitrogénio, particularmente na forma de nitrato e amonio,
exerce uma influéncia direta na sintese de diversos componentes nas algas, incluindo acidos
nucleicos, proteinas, enzimas, pigmentos fotossintetizantes e moléculas de energia (Lewis,
1986; Barsanti & Gualtieri, 2005).

No ambiente marinho, o nitrogénio apresenta diversas formas, tais como nitrato, nitrito,
amonio, dinitrogénio e nitrogénio organico dissolvido (Barsanti & Gualtieri, 2005). Entretanto,
nos oceanos, a forma predominante € o gas dinitrogénio dissolvido (N2), compreendendo cerca
de 95% do nitrogénio disponivel. Essa configuracdo ¢ considerada inerte para as macroalgas,
que nao utilizam essa forma em seu metabolismo. Em vez disso, esses organismos marinhos
dependem principalmente dos ions nitrato e amoénio como fontes de nitrogénio (Kim et al.,

2007).

O nitrato ¢ predominantemente encontrado em areas de ressurgéncia e em plumas de
efluentes na regido costeira. Devido a sua alta solubilidade na agua, contribui para a

contaminagdo dos corpos d'dgua, sendo o principal agente causador de eutrofizacdo em
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ecossistemas costeiros (Howarth & Marino, 2006). Nas aguas oceanicas, sua concentragdo ¢
estimada entre 7-31 uM (Gruber, 2008; Ouyang et al., 2016) Embora o nitrato seja absorvido,
ele ndo pode ser diretamente assimilado pelas algas, sendo necessaria sua conversao em
amonio. Esse processo envolve duas etapas, a reducao do nitrato a nitrito por meio da acao da
enzima nitrato redutase e posteriormente, o nitrito ¢ transformado em amoénio pela enzima
nitrito redutase, tornando-se assimildvel pela macroalga (Cai et al., 2013; Sanz-Luque et al.,

2015).

Nos tultimos anos, a produgdo de algas marinhas tem mostrado um crescimento
significativo, alcangando cerca de 36 milhdes de toneladas em 2020, com um valor estimado
em 16,5 bilhdes de dolares, de acordo com dados da FAO (2022). Dentre estas, as algas verdes
sdo empregadas em diversas areas, como biocombustiveis, nutracéuticos, medicamentos e
aditivos alimentares (Ferrara, 2020). Além disso, estdo sendo estudadas para o desenvolvimento
de produtos que possam ajudar no tratamento de doencas metabolicas e relacionadas ao estilo
de vida, como as dislipidemias (Mohan et al., 2023). Diversos fitoquimicos extraidos das
macroalgas verdes do género Ulva demonstram atividades anticancerigenas, anticoagulantes,
anti-inflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes e antivirais (Mantri et al., 2020). Também, a
biomassa de algas abrange uma diversidade de elementos bioquimicos, incluindo carboidratos,
lipidios e proteinas, conferindo-lhes uma base adequada para serem utilizadas como matéria-
prima na producdo de biocombustiveis (Kooh et al., 2019). Além disso, estas macroalgas
apresentam outra caracteristica notavel, que ¢ a habilidade de absorver ions do ambiente,
especialmente valiosa em situacdes de eutrofizacao de corpos d'dgua, ou ainda, aguas residuais,

um fendomeno conhecido como biorremediacao (Lawton et al., 2013).

As macroalgas verdes pertencentes ao género Ulva (Chlorophyta) estdo entre as formas
de algas marinhas mais prevalentes, sendo amplamente encontradas em comunidades costeiras
ao redor do mundo (Wichard et al., 2015). Apresentam caracteristicas distintas, incluindo um
talo composto por uma lamina flexivel composta por duas camadas celulares, um cloroplasto
por célula e um disco adesivo formado por expansdes rizoidais nas cé€lulas inferiores,
desempenhando fungdes de fixacdo (Raymundo et al., 2004; Pereira, 2009). Sdo essenciais aos
ecossistemas marinhos, sendo habitat e alimento para varias espécies, além de ajudar na
ciclagem de nutrientes. Sao tolerantes a mudangas de salinidade, temperatura e se adaptam
rapidamente, consideradas oportunistas com crescimento rapido, podendo dominar a regiao

onde se encontra (Lobban & Harrison, 1994; Mantri et a/, 2020).
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Sob uma perspectiva econdmica, a biomassa de Ulva spp. ha muito tempo ¢
reconhecida como uma fonte sustentdvel e de grande valor por abrigar metabdlitos valiosos,
incluindo compostos bioativos, que podem ser aplicados nas industrias alimenticia,

farmacéutica, nutracéutica ou em processos de biorrefinaria (Simon et al., 2022).

A espécie Ulva ohnoi (M.Hiraoka & S.Shimada) possui talos folhosos de cor verde-
claro. Em corte transversal, o talo exibe duas camadas de células, geralmente com bordas
arredondadas e formato quadrado ou retangular. Na superficie, as células quadraticas estdo
dispostas de maneira irregular, evidenciando um tnico cloroplasto caliciforme ocupando a
superficie apical celular. Pirenoides aparecem de 1 a 3 por cloroplasto (Carneiro, 2021;
Gabrielson, 2023). U. ohnoi tem sido objeto de investigacdes detalhadas, revelando éxito na
busca por alternativas como a produ¢do de amido, o desenvolvimento de métodos integrados
para a fragmentacdo da biomassa e a extracdo de componentes como sais minerais, lipidios,
ulvana, proteinas e celulose (Prabhu et al., 2019; Prabhu et al., 2020; Lee et al., 2024). Além
disso, seu potencial se estende a produgdo de ragdes para animais, € a aplicagdo em processos
de biorremedia¢dao ambiental e como biofiltro na aquacultura multitrofica integrada (Lawton et
al.,2013; Magnusson et al., 2019; De Moraes, 2023). Compreender os mecanismos e respostas

celulares desta espécie podera propiciar uma melhoria nesses processos.

Apesar das pesquisas mencionadas, ainda existem lacunas no conhecimento sobre as
respostas morfofisiologicas da espécie em relagdo a diferentes niveis de disponibilidade de
nutrientes, como o nitrato. E necessario mais conhecimento de ciéncia basica para que futuras
descobertas possam ser aplicadas em pesquisas praticas. Portanto, este estudo visa analisar as
potenciais alteragdes bioquimicas ¢ morfoldgicas em individuos de U. ohnoi submetidos a
diferentes concentragdes de nitrato de sodio durante o cultivo em laboratorio, com o objetivo
de melhorar estratégias ambientais e de cultivo. Hipotetizamos que diferentes concentragdes de
nitrato de sodio afetardo as taxas de crescimento e a sintese de pigmentos, com um aumento
dessas taxas conforme a concentragao do macronutriente aumenta. Além disso, acreditamos que
o acumulo de graos de amido ocorrerd na auséncia do nutriente, assim como o aumento da

espessura da parede celular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar as respostas morfologicas e bioquimicas em células de U. ohnoi em resposta a

exposicao a diferentes concentragdes de nitrato de sodio.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar as taxas de crescimento dos espécimes da macroalga;
2.2.2. Caracterizar a morfologia e a organizacgdo celular e subcelular das macroalgas;

2.2.3. Quantificar e analisar comparativamente os pigmentos fotossintetizantes, a taxa de

fluorescéncia dos cloroplastos, a producdo de amido e agucares totais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento experimental

Apos serem aclimatadas em ambiente laboratorial, as algas foram divididas em cinco
grupos experimentais. A esses grupos, foram administradas doses de 0 mM (controle negativo),
4 mM (controle positivo/von Stoch 50%), 25 mM, 50 mM e 100 mM de nitrato de sédio,

incorporadas ao meio de cultura em frasco erlenmeyer durante um periodo de sete dias.

Ao término do experimento, as taxas de crescimento foram avaliadas e comparadas.
Para as analises morfoldgicas, especialmente das estruturas celulares como os cloroplastos, as
amostras passaram por processamento para posterior analise através de microscopia de luz e

eletronica de transmissao.

Foram conduzidos ensaios bioquimicos para mensurar os niveis de pigmentos, amido e
acucares totais. A analise de pigmentos também foi avaliada através da microscopia confocal

de varredura a laser. Todos os dados obtidos foram submetidos a analises estatisticas.
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Figura 1 - Representacdo esquematica do delineamento experimental do estudo
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Figura 1.Diagrama ilustrativo da estrutura do experimento realizado na pesquisa. Criado com Canva e Biorender.

Fonte: A autora

3.2. Coleta e cultura das amostras

Amostras da alga U. ohnoi, provenientes do banco de algas do Laboratorio de Camardes
Marinhos (LCM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA), localizado no campus Barra da Lagoa, Florianopolis, foram transportadas para
o Laboratério de Biologia Celular Vegetal (LABCEV) no Centro de Ciéncias Biologicas,

campus Trindade, Floriandpolis, da mesma instituicao.
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No laboratorio, as algas foram limpas para eliminar macroepifitas e invertebrados e, em
seguida, aclimatadas por 7 dias a uma temperatura média de 24°C, com um fotoperiodo de 12
horas, uma intensidade luminosa de 80 pmol fotons m-?s-! e meio de cultura contendo 4gua do
mar estéril suplementada com von Stoch (VS) 50% (von Stoch, 1963). A cultura foi mantida
sob constante acracao (Pereira et al., 2020).

Posteriormente, sob as mesmas condig¢des, foram definidos cinco grupos experimentais,
aos quais foram adicionados 1,0 g de alga fresca para cada litro de meio de cultura, por um
periodo de 7 dias. Os grupos experimentais foram: 0 mM de NaNo3(50% VS sem nitrato de
sodio), controle positivo (50% VS - 4 mM de nitrato de sédio), 25 mM de nitrato de sodio, 50
mM de nitrato de s6dio e 100 mM de nitrato de so6dio. O nitrato de soédio utilizado foi do

fabricante Exodo Cientifica com peso molecular 84,989. Cada grupo foi replicado quatro vezes.

3.3. Identificagcdo molecular dos espécimes coletados

A fim de confirmar geneticamente a espécie, as amostras foram secas em silica gel e enviadas
ao Laboratério de Algas Marinhas Edison José de Paula, localizado no departamento de
Botanica da Universidade de Sao Paulo (USP). No Laboratério, as amostras seguiram as etapas
de extracdo, amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction), purificacdo e

sequenciamento do gene plastidial tufA.

3.4 Estudos morfoldgicos e citoquimicos

3.4.1. Taxa de crescimento e observa¢ao macroscopica

Ao final do periodo experimental, as taxas de crescimento (TCs) foram determinadas
por meio da aplicacdo da seguinte equacdo: TC [% dia-1] = [(Pf/P1)"(1/t) - 1] x 100, onde Pi
representa o peso fresco inicial, Pf ¢ o peso fresco apds 7 dias e t corresponde ao tempo
decorrido em dias experimentais (Penniman et al., 1986). As amostras foram fotografadas no

inicio e no final do experimento para avaliagdo macroscopica de coloracdo e desenvolvimento.

3.4.2. Microscopia de Luz Campo Claro

Para analise da morfologia superficial celular, fragmentos de todas as amostras frescas
foram colocados entre laminas e laminulas e fotografados. A estas amostras foi adicionado lugol
para identificagdo de graos de amido, fotografadas utilizando microscopio de luz de campo

claro (Olympus BX 41, Téquio, Japao) equipado com o software Image J Capture Pro 5.1
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(QImaging Corporation, Austin, TX, EUA), disponivel no Laboratério Multiusudrio de Estudos
em Biologia (LAMEB) da UFSC - Florian6polis.

Todos os grupos foram submetidos a analises citoquimicas e morfologicas através do
uso de microscopia de luz de campo claro. Para essa finalidade, as amostras foram fixadas em
uma solucdo de paraformaldeido a 2,5% em um tampao fosfato 0,1 M, com pH 7,2, a uma
temperatura de 4°C, por 12h. Apds o processo de fixagdo, a temperatura ambiente foi
restaurada, e o material submetido a duas lavagens com tampao fosfato, 10 minutos cada, com

subsequente desidratacdo em etanol em concentragdes crescentes (50-100%).

Uma pré-infiltragdo das amostras foi conduzida utilizando uma mistura de etanol 100%
e historesina glicolmetacrilato (GMA) na propor¢ao de 1:1, durante um periodo de 12 horas.
Posteriormente, o material foi completamente infiltrado com resina pura (Bouzon, 2006) e
posteriormente polimerizado em moldes horizontais. Para a sec¢do das amostras, um
micrétomo manual de parafina, modelo Leica RM 2135, equipado com laminas de tungsténio,
foi empregado. As seccdes com uma espessura variando entre 2-5 um foram distendidas em
uma placa de Petri contendo dgua a temperatura ambiente. Em seguida, foram transferidas para
laminas de vidro ou dispostas sobre gotas de dgua destilada em laminas, e entdo secas a 37°C

durante um periodo de 30 minutos.

3.4.2.1. Testes citoquimicos
Os materiais foram submetidos a testes citoquimicos especificos, da seguinte maneira:
Azul de toluidina (AT-O): Esse corante foi empregado para a identificacdo de
polissacarideos acidos através da reagdo de metacromasia. As sec¢des nas laminas foram
tratadas com uma solu¢do aquosa de AT-O a 0,5% pH 3,0 por um periodo de 30 segundos a 2
minutos. Posteriormente, as secgcoes foram lavadas com agua destilada e deixadas secar ao ar

conforme descrito por Gordon & McCandless (1973).

Acido Periédico de Schiff (PAS): Esse teste foi empregado para identificar a presenca
de polissacarideos neutros. As sec¢des passaram por uma oxidagdo utilizando uma solucao
aquosa de acido periddico a 1% por um periodo de 20 minutos. Em seguida, foram lavadas com
agua corrente e submetidas a coloragao com o reativo de Schiff por um periodo de 20 minutos.
Apos este periodo, lavados em agua corrente, os cortes foram secos ao ar conforme o método

proposto por Gahan (1984).
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Apobs os testes histoquimicos as secgdes de todas as laminas foram cobertas com

laminulas coladas com o meio de montagem balsamo do Canada.

Apbs os procedimentos citoquimicos, as laminas coradas foram examinadas e
fotografadas utilizando microscépio de luz de campo claro (Olympus BX 41, Toéquio, Japao)
equipado com o software Image J Capture Pro 5.1 (QImaging Corporation, Austin, TX, EUA),
disponivel no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) da UFSC -

Florianopolis.

3.5. Microscopia confocal de varredura a laser

Para examinar a morfologia dos cloroplastos, amostras frescas, de U. ohnoi, foram
empregadas. As amostras foram observadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser
(MCVL) DMI6000B (Leica TCS SP-5, Alemanha) localizado no Laboratorio Multiusudrio de
Estudos em Biologia (LAMEB), onde foram realizadas fotomicrografias. A autofluorescéncia
dos cloroplastos e da parede celular foi visualizada utilizando uma excitacdo a laser com
comprimento de onda de 488 nm (violeta), ¢ a gama de emissdo observada estendeu-se de 510
a 750 nm (Zitta et al., 2013). As imagens geradas foram analisadas através do software Image

J.

3.6. Microscopia eletronica de transmissao

No processo de preparacao para a Microscopia Eletronica de Transmissao (MET), as
amostras passaram por uma série de etapas sequenciais. Inicialmente as amostras foram fixadas
em uma solucdo de glutaraldeido (2,5%) e sacarose (2%), tamponada com cacodilato de sodio
0,1 M a um pH de 7,2, em temperatura de 4°C por 12 horas. Posteriormente, o material foi
lavado no mesmo tampao por 3 vezes (30 minutos cada) e pos-fixado em tetroxido de ésmio
(2%) e o tampao na propor¢do de 1:1, por 4 horas em temperatura ambiente. Apds lavagem no
mesmo tampao, as amostras foram desidratadas em uma série de concentragdes crescente de
acetona (30 minutos cada) e submetidos a infiltragdo em séries graduais de acetona-resina Spurr
(12 horas cada) ao longo de trés dias, seguido por duas infiltragdes em resina pura (12 horas
cada), e finalmente polimerizados em uma estufa a 70 °C por 24 horas (Ouriques & Bouzon,
2003; Bouzon, 2006). Os cortes ultrafinos foram realizados utilizando uma navalha de diamante
em ultramicrétomo com espessura de 70 nm. Estes, foram contrastados utilizando acetato de

uranila a 5% e citrato de chumbo a 1% (Reynolds, 1963). Por fim, foram observados e
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fotografados no microscopio eletronico de transmissao JEM 2100, localizado no Laboratorio

Central de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.7. Extragdo e dosagem dos pigmentos fotossintetizantes

Para extrair e quantificar os pigmentos fotossintetizantes clorofila a e carotenoides,
foram utilizados 0,500 mg de alga fresca de cada tratamento, que foram separadas e colocadas
em tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionados 3 mL de DMSO (90%) a cada tubo. O
material foi incubado em estufa a 40°C por 45 minutos (Hiscox & Israelstam, 1979). O extrato
obtido foi transferido para uma microplaca e a quantificagao dos pigmentos, foi realizada por
meio de um espectrofotometro (Multileitora Infinite - M200 TECAN) nos comprimentos de
onda de 665 e 480 nm (Wellburn, 1994) no Laboratorio Multiusuério de Estudos em Biologia
(LAMEB). Os dados gerados foram submetidos a seguinte equagao:

Clorofila a: (12,47 x abs 665) - (3,62 x abs branco)
Carotenoides: (1000 x abs 480) - (2,14 x abs 665) /220)

3.8. Extragdo e dosagem de acucares e amido

Os experimentos foram conduzidos em quadruplicata no Laboratério de Morfogénese e

Bioquimica Vegetal (LMBYV), do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC.

3.8.1. Agucares

De acordo com o protocolo de Shannon (1968), 25mg de biomassa seca de cada amostra
foi macerada em nitrogénio liquido. Em seguida, 2ml de MCW (metanol; cloroférmio; dgua
destilada - 12;5;3) foi adicionado, seguido por centrifugagao a 4000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e os pellets foram submetidos a uma segunda centrifugacdo apds
adi¢ao de mais 2 ml de MCW. Os sobrenadantes foram combinados e ajustados para 4 ml com
MCW. Para o branco, utilizou-se 4 ml de MCW. Apds a extragdo, 1 ml de cloroféormio e 1 ml
de dgua destilada foram adicionados aos volumes de 4 ml para a primeira reacao. Para a segunda
reacdo, 1 ml da fase superior (aquosa) de cada amostra foi recolhido e misturado com 2 ml de
antrona (0,2%). Apds agitacdo em voértex e aquecimento em banho-maria a 100°C por 3

minutos, a leitura em espectrofotometro foi realizada a 630 nm (Shannon, 1968).
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3.8.2. Amido

Apos a extragdo dos actcares soluveis, os pellets resultantes foram tratados com 2 ml
de 4cido perclorico a 30% em H»O. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e
reservado, repetindo-se o processo para os pellets. Os sobrenadantes foram combinados e
centrifugados novamente. Em seguida, 1 ml de cada amostra foi misturado com 2 ml de antrona
a 0,2%, agitado em vortex e aquecido em banho-maria a 100°C por 3 minutos para leitura em

espectrofotometro a 630 nm (Mccready et al., 1950).

3.9. Analise dos dados

Os dados foram avaliados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, e
havendo normalidade, foi utilizado o teste One-way ANOVA, complementado com o teste
post-hoc de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. As

analises foram feitas através do software STATISTICA 6.0.

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo

4.1.1. Identificacdo morfologica estrutural
Ulva ohnoi FOI caracterizada por apresentar talo folidceo, diestromatico, levemente ondulado
de cor verde brilhante (Fig. 2a) Em cortes transversais exibe duas camadas de células ctibicas com um

cloroplasto caliciforme localizado na superficie apical celular (Fig. 2).
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Figura 2 - Vista superficial macroscépica e transversal em microscopia de luz de campo claro

de um espécime de U. Ohnoi do estudo.

Figura 2. a. Vista macroscopica superficial do talo foleaceo de U. ohonoi. b. Corte transversal do talo observado
em microscopia de campo claro, mostrando duas camadas de células com cloroplasto na superficie celular. Fonte:

A autora

4.1.2. Identificagdo molecular

A sequéncia obtida do gene tufA, foi submetida a uma busca na plataforma NCBI
(National Center for Biotechnology Information) para confirmar a espécie geneticamente. Foi
encontrada uma similaridade de 100% entre esta sequéncia e a do holdtipo AP018696
identificado como Ulva ohnoi, cujo genoma do cloroplasto foi sequenciado e depositado na

plataforma.

4.2. Taxa de crescimento

Todos os tratamentos apresentaram uma taxa de crescimento ao dia positiva, calculada
em porcentagem (Fig. 3). Diferencas estatisticas foram observadas entre todos os tratamentos.
O tratamento com 50 mM de nitrato de sodio foi o que apresentou maior taxa de crescimento
(61,97% £ 9,25) em comparagdo com os outros grupos. A auséncia de nitrato de sodio no 0

mM de NaNo3resultou na menor taxa de crescimento (18,09%+1,2).
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Figura 3 - Taxa de crescimento da U. ohnoi apds a exposicdo por sete dias a diferentes

concentragdes de nitrato de sodio
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Figura 3. Taxas de crescimento positivas (porcentagem de crescimento por dia™” de talos de U. ohnoi expostos a
diferentes concentracdes de NaNOs. (0, 0.4, 25, 50 e 100 mM). Observou-se diferenca estatistica significativa
entre os tratamentos. O grupo tratado com 50 mM de nitrato de sédio apresentou a taxa de crescimento mais
elevada. A auséncia de nitrato de s6dio no 0 mM de NaNo3resultou na menor taxa de crescimento. Valores
apresentados com média (n=4, média + desvio padrao). Letras diferentes indicam diferengas significativas de

acordo com a analise de variancia unifatorial seguida de teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: A autora

4.3. Morfologia externa dos talos de Ulva ohnoi

Através de avaliagdo macroscopica, foi possivel observar que as algas nos tratamentos
com 25 ¢ 50 mM de nitrato de soédio apresentaram uma morfologia mais exuberante,
acompanhada de uma pigmentacao mais intensa, em comparacao com os demais tratamentos
(Fig. 4). Destaca-se que o tratamento com 0 mM de nitrato de so6dio apresentou uma
pigmentacdo menos intensa, ao final do tratamento quando comparado ao inicio do

experimento.
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Figura 4 - Morfologia externa do talo de U. ohnoi apds o periodo experimental

C- C+ 25mM NO3 50mM NO3 100mM NO3

Figura 4. Morfologia externa dos talos de U. ohnoi antes e apds o tratamento com NaNOs. (0, 0.5, 25, 50 e 100
mM). O tratamento sem nitrato de sédio (0 mM) reduziu a intensidade da pigmentacdo em U. ohnoi. Os
tratamentos contendo 25 ¢ 50 mM de nitrato de sédio promoveram um aumento no crescimento e pigmentagao

das algas. Fonte: A autora

4.4. Clorofila a

Os dados sobre a clorofila a (Fig. 5), mostraram uma maior concentragdo deste
pigmento nos tratamentos com 25 ¢ 50 mm de nitrato de sédio (27,12+2,09 e 27,26+2,24
ng/g), que nao apresentaram diferenga estatistica entre si, mas diferem estatisticamente do

controle negativo. A menor concentragao ocorreu no tratamento com 0 mM de nitrato de sodio

(8,2+1,93 ng/g).
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Figura 5 - Taxa de concentragdo de clorofila a em microgramas por grama (ug.g-1) ao final do

experimento.
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Figura 5. Contetdo de clorofila @ em U. ohnoi apds o tratamento com diferentes concentragdes de NaNOs. (0,
0.4, 25, 50 e 100 mM). Clorofila foi detectada em todos os grupos. Os grupos tratados com 25 ¢ 50 mM de nitrato
de sodio exibiram uma concentracdo significativamente maior de clorofila a. O grupo tratado com 0 mM de
nitrato de sddio demonstrou menor concentra¢do do pigmento. Valores apresentados com média (n=16, média +
desvio padrdo). Letras diferentes indicam diferengas significativas de acordo com a andlise de varidncia

unifatorial seguida de teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: A autora

4.5. Carotenoides

Na produgdo dos pigmentos secundarios de fotoprotecdo, foi observado um aumento
dos carotenoides em relagdo as maiores dosagens de nitrato de so6dio. O tratamento com 25 mM
de nitrato de sodio destacou-se por produzir mais carotenoides (2,817 = 0,08 pg/g),
apresentando uma diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o0s outros
tratamentos. No entanto, esse resultado esta estatisticamente relacionado aos tratamentos com
50 mM (2,807 £ 0,06 ng/g) e 100 mM (2,760 + 0,08 ng/g de nitrato de sédio. Assim como na
analise de clorofila, o tratamento com 0 mM de nitrato de sodio foi o que apresentou o menor

teor de pigmento (1,210 + 0,28ug/g) (Fig. 6).
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Figura 6 - Taxa de concentragdo de carotenoides em microgramas por grama (ug.g-1) ao final

do experimento.
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Figura 6. Contetido de carotenoides em U. ohnoi ap6s o tratamento com diferentes concentragdes de NaNOs. (0,
0.4, 25, 50 ¢ 100 mM). Os carotenoides foram encontrados em todos os grupos. O grupo tratado com 25 mM foi
0 que apresentou maior produgdo do pigmento mas esta estatisticamente relacionado os grupos com 50 ¢ 100
mM de nitrato de sodio. O grupo com 0 mM de nitrato de sédio demonstrou menor concentragdo do pigmento.
Valores apresentados com média (n=16, média + desvio padrdo). Letras diferentes indicam diferencas
significativas de acordo com a analise de varidncia unifatorial seguida de teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: A

autora

4.6. Morfologia estrutural e ultraestrutural - vistas superficiais do talo - material fresco

Em vista superficial do talo membranoso, em todos os tratamentos (Fig. 7), observou-
se as c¢lulas como formatos diversos (alongadas, ovais, quadraticas ou irregulares). Nestas
células, a organela que se destacou foi o cloroplasto, preenchido por muitos ou poucos graos
de amido e pirenoides. Em vista superficial, nas amostras cultivadas na auséncia de nitrato de
sodio, foi possivel observar uma grande quantidade de grandes graos de amido preenchendo

praticamente todo o cloroplasto (Fig. 7a), dados estes corroborados com a coloragdo de lugol



31

(Fig. 7b). Além disso, a parede celular, na auséncia de nitrato de sddio, tornou-se mais espessa
evidenciada pelos espagos claros entre as células. As amostras do controle positivo também
apresentaram graos de amido, porém menores € em menor quantidade do que o observado no
0 mM de NaNo3(Fig. 7c,d). Nestas c¢lulas foram observados alguns pirenoides. As células
das plantas cultivadas com 25 e 50 mM de nitrato de sédio (Fig.7 e - h) apresentaram
cloroplasto grande, ocupando toda a superficie celular, com 2 a 4 pirenoides. Os graos de
amido, quando presentes, envolvem os pirenoides. As células das plantas tratadas com 100
mM de nitrato de sodio (Fig. 71) também apresentaram cloroplasto ocupando a parte superior
do citoplasma, com varios pirenoides maiores € pequenos graos de amido ora envolvendo o

pirenoide ora dispersos no estroma (Fig. 7j).
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Figura 7 - Vista superficial em microscopia de luz de campo claro do talo de U. ohnoi com

material fresco e material fresco tratado com lugol.
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Figura 7. Microscopia de luz campo claro, vistas superficiais do talo de U. ohnoi de material fresco (a,c,e,g,h),
e material fresco corado com lugol (b,d,f,h,j) no final do experimento a,b.- As células do tratamento com 0 mM
de NaNOs, apresentaram grande quantidade de volumosos grios de amido (setas. letra A) que ocupam quase
todo o cloroplasto, além de um aumento na espessura da parede celular. ¢,d- No controle positivo (4 NaNOs)
ocorre uma diminui¢do na producdo e tamanho dos graos de amido quando comparado ao 0 mM de NaNo3e
pode-se observar alguns pirenoides. e-h- Amostras tratadas com 50 e 100 mM de nitrato de sédio apresentaram
grandes cloroplastos ocupando a superficie celular com poucos graos de amido que envolvem os pirenoides. i,j-
O tratamento com 100 mM de nitrato de sddio apresentou pequenos grios de amido e alguns envolvendo os

pirenoides. Escala= 20 um. Fonte: A autora

4.7. Morfologia estrutural e ultraestrutural - Testes citoquimicos com Azul de Toluidina e
Acido periodico de Schiff- secgdes transversais do talo

Ao realizar testes citoquimicos, as seg¢des transversais do talo coradas com AT-O
revelaram uma rea¢do metacromatica na parede celular e nos vactolos, indicando a presenga
de polissacarideos acidos, com alteracdes estruturais nas células em respostas as diferentes
concentracdes de nitrato de sodio (Fig. 8 a-e). Essa reacdo revelou que a parede celular,
densamente corada, ¢ mais espessa no 0 mM de NaNo3(Fig. 8b) tanto nas paredes entre
células, como na parede superficial quando comparadas aos outros tratamentos (Fig. 8 a,c-¢).
Em todos os tratamentos foi possivel observar uma regido nao reativa que corresponde ao
cloroplasto, localizado na porcao apical celular como uma fina regiao (Fig. 8a-e), exceto na
figura 8b, onde o cloroplasto ocupa a maior parte do citoplasma. Na maioria das células, com
a presencga de nitrato de sodio, o vacuolo ocupa a maior parte do citoplasma, e ¢ preenchido

por granulagdes metacromaticas (Fig. 8a,c-e).

Nas seccoes transversais dos talos coradas com PAS (Fig. 8f,j) evidenciou-se um
aumento na sintese e tamanho dos graos de amido no tratamento com 0 mM de NaNOs (Fig.
8g), estes, presentes no interior dos cloroplastos ocupando quase a totalidade do seu volume.
Os tratamentos de 25 ¢ 50 mM de NaNOs (Fig.8 h,i) apresentaram uma diminuicdo deste
parametro quando comparados com os outros tratamentos (Fig. 8f,g,j). As amostras tratadas

com 100mM de NaNOj3, apresentaram um resultado semelhante ao controle positivo (Fig. 6f,

X



Figura 8 - Microscopia de luz de campo claro de sec¢des transversais do talo de U. ohnoi,

submetidas aos testes citoquimicos Azul de Toluidina e Acido Periddico de Schiff.
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Figura 8. Microscopia de luz campo claro das secgdes transversais dos talos de U. ohnoi apds o tratamento com
diferentes concentragdes de NaNOs.(0, 0.4, 25, 50 e 100 mM). a-e- Células coradas com Azul de toluidina (ATO)
com paredes celulares metacromaticas. a- Na auséncia de nitrato de sddio observa-se espessamento das paredes
celulares e citoplasma preenchido pelo cloroplasto (setas) com reducdo do volume citoplasmatico. b-e- Na
presenga de nitrato de sodio o vacuolo (V) exibe granulagdes metacromaticas e ocupa a maior porgdo do
citoplasma deslocando o cloroplasto para a superficie. f-j- Células coradas com acido perioddico de Schiff (PAS),
evidenciando graos de amido. f- Na auséncia de nitrato de sddio (0 mM) as células apresentaram maior sintese e
maior varia¢do no tamanho e forma dos grios de amido. g e j- O controle positivo e o tratamento com 100 mM
apresentam semelhancga na produ¢do de graos de amido. h e i- Os tratamentos com 25 e 50 mM de nitrato de
sodio apresentaram a menor quantidade de amido, estando estes em algumas células, presentes apenas

envolvendo os pirenoides. Escala= 20 um. Fonte: A autora

4.8. Autofluorescéncia do cloroplasto

Ao serem observados superficialmente no microscopio confocal de varredura a laser,
os talos de U. ohnoi permitiram a avaliagdo da intensidade da autofluorescéncia dos
cloroplastos (Intensidade de pixels por pm? sob os diferentes tratamentos (Fig. 9). As células
do 0 mM de NaNo3apresentaram baixa intensidade de fluorescéncia (282,42 +20,93) e um
aspecto granular, provavelmente associado a uma maior producao de amido (Fig. 9). As
células do controle positivo mostraram uma fluorescéncia um pouco mais intensa (383,46
+51,02) do que as do 0 mM de NaNo3(Fig. 9), porém sem diferenga estatistica significativa
entre estes tratamentos, conforme evidenciado na figura 10. O tratamento com 25 mM de
NaNOjs apresentou a maior média de intensidade média (1247,87 £266,06), diferenciando-se
estatisticamente de todos os outros tratamentos (Fig. 10), o que corrobora com os dados de
quantifica¢do bioquimica de clorofila, onde este tratamento também apresentou o maior indice
de producdo. Os tratamentos com 50 mM (795,29 £181,31) e 100 mM (781,74 £160,07)

apresentaram valores médios semelhantes, sem diferengas estatisticas entre eles.
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Figura 9 - Autofluorescéncia dos cloroplastos de U. ohnoi no microscopio confocal de
varredura a laser.

Ctr- Ctr+ 25mM 50mM 100mM

Figura 09. Autofluorescéncia dos cloroplastos de U. ohnoi avaliada em microscopio confocal de varredura a

laser. Observa-se uma autofluorescéncia mais intensa no tratamento com 25 mM de nitrato de s6dio € com a

menor intensidade no controle negativo. Escala = 20 um Fonte: A autora

Figura 10 - Representacao grafica da média da densidade de pixels por pum2 em cloroplastos

de U. ohnoi ao final do periodo experimental.
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Figura 10. Média da densidade de pixel por um? em cloroplastos de U. ohnoi. Valores apresentados com média
(n=7, média + desvio padrdo). Os dados confirmam as analises de microscopia confocal onde o tratamento com
25 mM apresenta maior taxa de intensidade. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos

de acordo com a analise de varidncia unifatorial seguida de teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: A autora
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4.9. Microscopia eletronica de transmissao

4.9.1. Controle negativo

Alteragdes na organizagao celular foram observadas nas amostras submetidas a redugao
de nitrato de sédio. Em corte longitudinal, o cloroplasto ocupa quase metade do espago
intracelular (Fig. 11a). O vacuolo exibe contetido irregular denso e parece estar comprimido
devido ao aumento do volume do cloroplasto decorrente do acumulo de graos de amido (Fig.
11a). Nota-se que a auséncia de nitrato de sddio resultou em um incremento na sintese de graos
de amido, que ocupam todo o volume plastidial (Fig. 11a). Esta evidéncia corrobora os
resultados da andlise bioquimica de quantificagao de amido, esperado como resposta a falta de
nutrientes. Além do aumento no niimero de graos, esse tratamento exibiu uma diversidade de
tamanho e forma dos graos de amido (Fig. 11a,b), que sdo maiores em comparagcdo com 0s
demais tratamentos. Nestes cloroplastos poucos pirenoides foram observados (Fig. 11a,b). As
membranas dos tilacoides, entre os graos de amido, apresentaram pouca defini¢ao, estando em
nimero reduzido ou ausentes (Fig. 11c). Por outro lado, ocorreu também um aumento no
numero de plastogldbulos (Fig. 10b,d). Nestas células, observou-se um pequeno nicleo com o
nucléolo, corroborando com a pouca atividade e reproducao celular (Fig. 11e). Nestas células,
foi evidente a presenca de parede celular espessa com uma alta deposi¢do de microfibrilas
dispostas de forma concéntrica. A por¢ao superficial € revestida por uma camada de mucilagem

(Fig. 11a-f,g).



Figura 11 - Microscopia eletronica de transmissao das secc¢des transversais de U. ohnoi do

grupo controle negativo.
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Figura 11. Microscopia eletronica de transmissdo das secgdes transversais dos talos de U. ohnoi ap6s o tratamento
com 0 mM de NaNOj;_(controle negativo). a- Célula com vactolo comprimido devido ao aumento do cloroplasto
ocupado por uma grande quantidade de graos de amido. b- Detalhe de um grupo de graos de amido, e pirendide
envolvido por grio de amido. c- Membranas dos tilacoéides com formato irregular. d- Plastoglobulos agrupados
entre os graos de amido. e- Nucleo e nucléolo de tamanho reduzido. f,g- Nota-se uma parede celular espessada
envolta por uma camada de mucilagem. GA - Grao de Amido. Mu- Mucilagem. Nu- Nucleo. Pi- Pirenoide. PC-

Parede Celular. Pi- Pirenoide. P- Plastoglobulos. T - Tilacéides. V - Vacuolo. Fonte: A autora

4.9.2. Controle positivo

As amostras que receberam uma dosagem de 50% de meio von Stoch (4mM de nitrato
de sédio), considerado adequado para a manutencao da cultura, serviram como parametro de
comparagdo (Fig. 12a-f). As células, destas amostras, em cortes longitudinais, sao
homogeneamente alongadas apresentando duas regides citoplasmaticas distintas: a regido
plastidial e a vacuolar (Fig. 12a). A regido plastidial formada por unico cloroplasto por célula,
caracteristico do género Ulva, ocupa a periferia apical celular (Fig. 9b). Nestes cloroplastos,
numerosas membranas tilacoidais foram observadas, estas sao bem definidas podendo formar
granum (Fig. 12c¢). Os graos de amido foram vistos em menor quantidade quando comparados
aos observados nos cloroplastos do controle negativo. Estes graos estdo dispersos entre os
tilacoides e envolvendo o pirenoide (Fig. 12a-d,b). Um grande vacuolo que preenche quase toda
a porg¢ao citoplasmatica deslocou o restante do citoplasma para a periferia apical (Fig. 12a,b,).
Este vacuolo ¢ preenchido por um material pouco elétron denso. Observou-se, também, um
nucleo com nucléolo adjacente a uma possivel por¢do citoplasmatica abaixo do cloroplasto.
Estruturas vesiculadas, provavelmente reticulo endoplasmatico, foram observadas (Fig. 12b).
A parede celular, mais espessa, que reveste a superficie do talo, exibiu fibrilas paralelamente
organizadas, que se prolongam entre as células vizinhas (Fig. 12a). Sendo esta parede
intercelular menos espessa, podendo apresentar plasmodesmos (Fig. 12a). A superficie do talo,

acima da parede celular, ¢ coberta por uma delicada camada de mucilagem (Fig. 12e,f).
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Figura 12. Microscopia eletronica de transmissao das secc¢des transversais dos talos de U. ohnoi apds o tratamento
com 4 mM de NaNO; (v.S. 50%/controle positivo). a- Células com citoplasma parietal um grande vactiolo. b -
Porgdo do citoplasma mostrando cloroplasto com gréos de amido e pirenoide. Nucleo evidente ¢ pequenas
vesiculas de RE. c. Detalhe do cloroplasto com tilacoides bem preservados. d- Pirenoide envolvido por grdos de
amido. e,f- A parede celular é composta por fibrilas organizadas, com maior deposi¢@o na superficie do que entre
as células e é coberta por uma camada de mucilagem. g- Mitocondrias adjacentes ao cloroplasto. CI- Cloroplasto.
GA- Grao de Amido. Mi- Mitocondrias. Mu- Mucilagem. N- Nucleo. PC- Parede Celular. Pi- Pirenoide. Ti-

Tilacoides. V- Vacuolo. Fonte: A autora

4.9.3. 25 mM de nitrato de sodio

Com uma concentragdo intermediaria de 25 mM de nitrato de sédio, as células de U.
ohnoi mantiveram a organizagao celular caracteristica da espécie, com um cloroplasto em forma
de calice mantendo localizagdo periférica e um grande vactolo voltado para a regido central
(Fig. 13a). Nos cloroplastos, os pirenoides estavam bem definidos e em alguns cortes foi
possivel observar dois ou mais no mesmo cloroplasto (Fig 13b). Nesta organela as membranas
tilacoidiais bem definidas e organizadas de forma paralela, agregadas em alguns pontos
formando granum (Fig.13c,g). Entre estas membranas, foi possivel identificar poucos graos de
amido, muitas vezes envolvendo o pirenoide (Fig. 13b,c). Estas células, na regido superficial,
sdo envolvidas por parede celular constituida de microfibrilas concéntricas mergulhadas em
uma matriz amorfa (Fig 13a,d). A parede entre células ¢ mais fina e apresentou uma distribui¢ao
mais dispersa das microfibrilas, as vezes irregularmente organizadas especialmente proximo a
membrana plasmatica (Fig. 13e,f). Além disso, observou-se que a parede externa esta coberta
por mucilagem, como nos demais tratamentos (Fig. 13d). Pequenas mitocondrias foram
observadas proximas ao cloroplasto (Fig. 13f). Um nucleo com nucléolo bem desenvolvido,

indicando atividade celular intensa, foi observado na maioria das células analisadas (Fig. 13g).
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Figura 13 - Microscopia eletronica de transmissdo das secc¢des transversais de U. ohnoi do

grupo tratado com 25 mM de nitrato de sodio.

Figura 13. Microscopia eletronica de transmissdo das sec¢des transversais dos talos de U. ohnoi apds o tratamento

com 25 mM de NaNOs. a- A organizacdo celular foi mantida, revelando um cloroplasto na superficie apical
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celular junto com um grande vacutolo. b- Dois pirenoides sdo observados no mesmo cloroplasto envoltos por
graos de amido que sdo observados em pouca quantidade. c- Membranas tilacoides bem definidas e organizadas
podem ser observadas. d, e- A parede celular apresenta fibrilas levemente desorganizadas e tem distribuicdo
dispersa, sendo a parede externa coberta por uma camada de mucilagem. f- Mitocondrias foram observadas
adjacentes ao cloroplasto. g- Nota-se um nucleo com nucléolo. Cl- Cloroplasto. GA- Grao de Amido. Mi-
Mitocondrias. Mucilagem. Nu- Nucléolo. PC- Parede Celular. Pi- Pirenoide. Ti- Tilacoides. V- Vactiolo. Fonte:

A autora

4.9.4. 50 mM de nitrato de s6dio

Este tratamento também exibiu a morfologia subcelular caracteristica de Ulva, onde o
cloroplasto ocupa a periferia celular e um grande vactolo ¢ evidente (Fig. 14a). O vactolo, rico
em material elétron transparente, ocupa a maior por¢ao do citoplasma deslocando as demais
organelas para a periferia. O cloroplasto, em corte longitudinal, tem formato de calice onde
pirenoides foram observados sempre associados a graos de amido (Fig. l4a,c,d). Neste
cloroplastos, corroborando ao visualizado na microscopia de luz, poucos graos de amido, de
tamanho reduzido, foram vistos dispersos entre os tilacoides (Fig. 14c,d). Abaixo do
cloroplasto, em uma reentrancia, foi possivel observar um grande nticleo envolvido por por¢des
do reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 14b,c).

Um maior numero de mitocondrias foi observado adjacente ao cloroplasto (Fig. 14e),
sugerindo uma alta demanda energética. A parede celular superficial ¢ menos espessa quando
comparada a outros tratamentos També&m possui microfibrilas bem organizadas com densidades
diferentes (Fig. 14f,g). A porc¢do superficial da parede celular é revestida por uma delicada

camada de mucilagem (Fig. 14g).
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Figura 14 - Microscopia eletronica de transmissao das secc¢des transversais de U. ohnoi do

grupo tratado com 50 mM de nitrato de s6dio.

Figura 14. Microscopia eletronica de transmissao das sec¢des transversais dos talos de U. ohnoi ap6s o tratamento

com 50 mM de NaNO:s.. a- Célula em corte longitudinal com cloroplasto na superficie apical e grande vacuolo.
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b.c- Porcao do citoplasma com o nucleo, reticulo endoplasmatico rugoso e partes de cloroplasto. d- Parte de um
cloroplasto com grande pirenoide associado a graos de amido, grdos de tamanho reduzido dispersos entre
membranas tilacoidais. e- Mitocondrias podem ser vistas vizinhas ao cloroplasto. f,g- Detalhes da parede celular
entre as células e na superficie, que € coberta por mucilagem. Cl- Cloroplasto. GA- Graos de Amido. N- Nucleo.
Mi- Mitocondrias. Mu- Mucilagem. PC- Parede Celular. P- Pirenoide. RER- Reticulo endoplasmatico Rugoso.

Setas- Tilacoides. V- Vacuolo. Fonte: A autora

4.9.5. 100 mM de nitrato de sodio

Na dose maxima testada (00 mM) a microscopia eletronica de transmissdo evidenciou
que a ultraestrutura nao foi alterada. O vactolo e o cloroplasto caliciforme na superficie apical
celular seguiram suas conformacgdes tradicionais, como observado nas concentragdes
anteriores (Fig. 15a). Graos de amido estdo imersos entre as membranas do tilacoides e
envolvendo o pirenoide (Fig. 15a,d). Os cloroplastos com tilacoides bem definidos, associados
em alguns pontos, formando granum (Fig. 15b-d). Nestas células foi observado atividade
celular intensa evidenciada pela justaposi¢do de cloroplastos, reticulo endoplasmatico rugoso,
nucleo e mitocondria (Fig. 15b). Pequenas mitocondrias foram vistas sempre proximas ao
cloroplasto (Fig. 14b,c). A superficie do talo € revestida por uma fina camada de mucilagem
amorfa (Fig. 15d,e). Abaixo dessa mucilagem, observa-se a parede celular que reveste a
superficie do talo formada por duas camadas, a mais periférica € mais eletrondensa e mais fina
e ainterna ¢ mais espessa e formada por numerosas microfibrilas mergulhadas em uma matriz
amorfa. Nas paredes celulares, localizadas entre as cé¢lulas, foi possivel verificar algumas

regides onde as microfibrilas parecem estar colapsadas. (Fig. 15a,b).



46

Figura 15 - Microscopia eletronica de transmissao das secc¢des transversais de U. ohnoi do

grupo tratado com 100 mM de nitrato de sddio.

Figura 15. Microscopia eletronica de transmissio das sec¢des transversais dos talos de U. ohnoi apds o tratamento
com 100 mM de NaNO:s.. a- A ultraestrutura celular foi mantida, revelando um cloroplasto na superficie apical
celular junto com um grande vactiolo. b - Neste corte ¢ possivel observar a justaposicdo do nucleo, cloroplasto,
mitocondria e reticulo endoplasmatico rugoso. c- Detalhe do cloroplasto com tilacoides paralelos, e mitocondria
adjacente. d- Por¢do da célula com cloroplasto com grande pirenoide envolvido por grios de amido. Parede
celular externa formada por duas regides, revestida por mucilagem amorfa. Cl- Cloroplasto. GA- Gréo de amido.
Mi- Mitocondrias. Mu- Mucilagem. N- Ntcleo. PC- Parede Celular. Pi- Pirenoide. RE- Reticulo endoplasmatico.

V- Vacuolo. Fonte: A autora.



47

4.10. Amido e Agucares Soluveis Totais

4.10.1. Amido

A andlise bioquimica para dosagem de amido revelou resultados consistentes com as
analises microscopicas anteriores. Demonstrando uma maior producdo deste polissacarideo
utilizado como reserva energética, nas amostras sem nitrato de sodio (39,69+3,27). A analise
de variancia de um fator indicou diferenga estatistica entre todos os outros grupos (Fig. 15). Os
grupos, controle positivo (18,86+0,80) e 100 mM (15,74£1,69) produziram quantidade
intermediaria do carboidrato entre os tratamentos. O tratamento com 25 mM resultou na menor
producao de amido (9,95+ 1,72), aproximadamente 4 vezes menor do que o controle negativo,

seguido pelo tratamento com 50 mM de NaNOs3 (12,86+ 48).

Figura 16 - Taxa de concentragdao de amido
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Figura 16. Analise bioquimica de dosagem de amido apds o tratamento com diferentes concentracdes de nitrato
de sodio por um periodo de 7 dias. Todos os grupos produziram amido. A auséncia de NaNOj; culminou na maior
producdo de amido com diferengas estatisticamente significativas dos outros grupos. A dosagem de 25 mM de
NaNO; foi a que apresentou menor produgdo do polissacarideo, seguida das amostras com 50 mM. O controle
positivo e o tratamento com 100 mM de NaNOj; apresentaram propor¢des semelhantes. Valores apresentados
com média (n=8, média + desvio padrao) Letras diferentes indicam diferengas significativas de acordo com a

analise de variancia unifatorial seguida de teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: A autora
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4.10.2. Agucares Soluveis Totais

A dosagem dos agucares totais mostrou que este parametro nao foi significativamente
afetado pelas diferentes concentragdes de nitrato de sodio (Fig. 17), apresentando pouca
variacao no teor. O tratamento sem nitrato de sddio (43+0,02) foi estatisticamente similar ao
tratamento com 25 mM (44+0,06). Os tratamentos controle positivo (0,37+0,02) ¢ 50 mM
(0,38+0,00) também fora, estatisticamente similares. O grupo que apresentou a maior

produgdo foi o de 100 mM (49+0,11).

Figura 17 - Taxa de concentragao de agucares soluveis totais em miligramas por gramas

considerando o peso seco das amostras ao final do periodo experimental.
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Figura 17. Analise bioquimica de dosagem dos agucares totais apds o tratamento com diferentes concentragoes
de NaNOs3 por um periodo de 7 dias. Taxas positivas foram verificadas em todos os tratamentos sem grandes
variagdes. Valores apresentados com média (n=8, média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas
significativas de acordo com a andlise de variancia unifatorial seguida de teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: A

autora.
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5. DISCUSSAO

Apds a exposi¢do a varias concentracdes de nitrato de sodio, os talos de U. ohnoi
exibiram respostas distintas, demonstrando uma relagdo direta entre a concentragdo do
composto ¢ as alteragdes observadas nos niveis fisiologicos, estruturais e ultraestruturais.
Corroborando Sterner & Elser (2002) onde destacam que um dos fatores criticos que
influenciam no sucesso ecologico das macroalgas ¢ a habilidade em manter proporgdes
equilibradas de carbono, nitrato e fosfato. Conforme observado por Kumar e Bera (2020),
diferentes concentracdes de nitrogénio, em diferentes propor¢des, podem modificar as
condig¢des de crescimento em algas.

No que diz respeito a taxa de crescimento, os resultados deste experimento indicaram
uma menor produg¢do de biomassa em U. ohnoi quando cultivada em meio sem nitrato de sédio.
Um padrao semelhante foi observado por Prabhu ef al. (2019) utilizando o mesmo modelo, sob
privacao de nutrientes nitrato e fosfato. Isso evidencia que, mesmo na presenca de fosfato, a
auséncia de nitrato afeta o desenvolvimento da alga, destacando a importancia deste
macronutriente para a espécie. Ainda, em relagdo a taxa de crescimento, foi observado que as
concentracdes intermediarias de 25 ¢ 50 mM de nitrato de sodio, utilizadas nesta pesquisa,
resultaram nas taxas de crescimento mais elevadas. Esse padrao foi semelhante ao encontrado
por Carvalho (2019) na alga vermelha Gelidium floridanum, que também apresentou uma taxa
superior na concentragdao de 25 mM de NaNO;. Com base nestas observagdes pode supor que,
sendo uma espécie oportunista, U. ohnoi demanda um grande e rapido consumo de nutrientes
para desenvolvimento de biomassa algal.

Ao analisar a morfologia externa, além de um aumento significativo na biomassa,
observou-se que as algas dos grupos com concentracdes de 25 mM e 50 mM de nitrato de sodio
exibiram uma coloracdo verde mais intensa, especialmente quando comparadas as algas
cultivadas sem a adi¢ao de nitrato de sodio. Estes achados foram consistentes com os resultados
da quantificag¢do dos pigmentos fotossintéticos, revelando uma maior concentracao de clorofila
a nos tratamentos intermedidrios € uma menor concentragdo no tratamento sem nitrato de sédio.
Davidson et al. (2007) verificaram que, na macroalga marrom Laminaria saccharina (L.) J.V.
Lamour., a disponibilidade de nitrogénio estava fortemente relacionada ao conteudo de
pigmentos, apresentando valores mais baixos em algas com limitagdo de nitrogénio (N),
corroborando nossos achados. Na macroalga vermelha Pyropia acanthophora var. brasiliensis.
a presenca de nitrato também levou ao aumento dos pigmentos fotossintéticos (Pereira et al.,
2020), assim como visto neste estudo. A clorofila a ¢ o pigmento fotossintetizante primario das

algas verdes, sendo responsavel pela absor¢dao da luz e pela transferéncia de energia para o
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centro de reagdo fotossintético (Cabrera, 2023; Moustakas et al., 2021). O metabolismo do
nitrogénio e a atividade fotossintética sdo processos intimamente ligados, e uma escassez de
nitrogénio afeta a fotossintese, especialmente a absorcao de luz devido a reducao nos niveis de
clorofila (Geider et al., 1993).

A eficiéncia fotossintética também foi analisada por meio da microscopia confocal de
varredura a laser, que permite observar a autofluorescéncia da clorofila. Moléculas de clorofila
apresentam autofluorescéncia através de seus anéis de porfirina (Lamb et a., 2018). Esse
método evidenciou uma maior eficiéncia fotossintética no tratamento com 25 mM e somada as
descobertas descritas anteriormente, indicam que essa concentragdo ¢ a mais eficiente para esse
parametro. Em plantas, a autofluorescéncia ¢ utilizada para medir o estado fisiologico de
culturas ou parcelas experimentais por meio da fluorescéncia da clorofila, podendo ser aplicada
em bioquimica e biotecnologia vegetal (Donaldson, 2020). Além disso, observou-se a menor
taxa fotossintética no tratamento sem adi¢cdo de nitrato, corroborando com a clorose indicada
nas observagdes macroscopicas e com a quantificacdo bioquimica de pigmentos, o mesmo foi
observado por Pereira, ef al., 2020, que usou as mesmas concentragdes de nitrato na alga
vermelha P. acanthophora var. brasiliensis. Compreender essas nuances nas respostas
fotossintéticas das algas aos diferentes tratamentos ¢ crucial para identificar padrdes e
mecanismos subjacentes que impactam a concentragdo de pigmentos e a taxa de crescimento.
E importante notar que o tratamento com 100 mM de nitrato de sodio resultou em uma reducio
na producao de biomassa e na concentracao de clorofila a, comparado com as concentragoes
intermediarias, mostrando um padrao de desenvolvimento semelhante ao controle positivo. No
entanto, sdo necessarias investigagdes mais aprofundadas para entender completamente esse
fendomeno. Entretanto, pode-se sugerir que o excesso deste nutriente pode se tornar um fator
limitante em concentracdes mais altas.

Outros pigmentos investigados nesta pesquisa foram os carotenoides totais, que
apresentaram um perfil de resposta semelhante ao da clorofila. As concentra¢des foram maiores
nos tratamentos que continham nitrato de sddio, com o tratamento de 25 mM apresentando o
maior conteudo. Isso evidencia a influéncia da disponibilidade de nitrato também sobre esses
pigmentos, corroborando os achados de Pereira et al. (2020) em P. acanthophora var.
brasiliensis e de Korbee et al. (2010) na macroalga Heterocapsa sp em respostas a diferentes
concentragdes de NaNOs. Além de atuarem como fotoprotetores, os carotenoides também estao
intrinsecamente relacionados a fotossintese, pois ampliam a faixa de comprimentos de onda de
luz que a estimula, absorvendo a regido azul-esverdeada do espectro solar e transferindo essa

energia para as clorofilas (Hashimoto et al., 2016). Portanto, pode-se supor que os niveis
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semelhantes dos pigmentos quantificados estdo relacionados a uma maior eficiéncia
fotossintética, uma vez que as algas deste estudo ndo estavam sob estresse luminoso, nao
necessitando dos carotenoides como fotoprotecao.

Neste estudo, foi observado, por meio do teste citoquimico com azul de toluidina, e
confirmado pela microscopia eletronica de transmissdo, um aumento na espessura da parede
celular nas algas cultivadas na auséncia de nitrato de sddio. Este dado pode ser interpretado
como uma resposta da alga a baixa disponibilidade deste macronutriente. Visto que, o
nitrogénio € essencial e atua como um fator limitante para a produtividade e o crescimento das
algas marinhas (Suthar et al., 2019). A parede celular € uma estrutura que proporciona prote¢ao
e suporte as células vegetais, sendo principalmente composta por polissacarideos € o seu
espessamento pode ser uma estratégia para reforgar a integridade celular contra possiveis danos
fisicos ou quimicos (Le Gall et al., 2015). Alguns dos polissacarideos presentes na parede
celular do género Ulva incluem celulose, ulvana e xiloglucano. A ulvana é composta por
ramnose, xilose, acido glucurénico e 4cido idurdnico (Wahlstrom et al, 2020). Esses
componentes acidos podem ser identificados por meio de uma reacao metacromatica com azul
de toluidina (Epstein et al., 1992). Desta forma, avalia-se que a reagdo metacromatica mais
intensa nos espécimes cultivados com O0mM de nitrato de sddio foi resultado de uma maior
concentracdo de compostos acido na parede celular. Além da parede celular, granulagdes
metacromaticas também sdo observadas no vacuolo, indicando a presenga de componentes
acidos, como mecanismo de reserva.

A variagdo na quantidade de graos de amido foi outra resposta fisioldgica observada nos
tratamentos, evidenciada pelo teste citoquimico com dacido periddico de Schiff, pela
microscopia de luz de campo claro, com e sem tratamento com lugol, que cora os graos de
amido, e pela microscopia eletronica de transmissao. Nas algas cultivadas sem a presenca de
nitrato de sodio, foi observado um aumento significativo no nimero de graos de amido nos
cloroplastos, juntamente com uma variedade de tamanhos e formas. Esse achado ¢ consistente
com o que foi descoberto por Prabhu e colaboradores (2019) quando cultivaram U. ohnoi sem
nutrientes. O amido ¢ composto por polissacarideos de glicose e serve como uma forma de
armazenamento de energia para periodos de escassez ou alta demanda (Prabhu ef al., 2019). As
concentragdes de 25 mM e 50 mM, que demonstraram taxas de crescimento mais elevadas e
maior producdo de pigmentos fotossintéticos, apresentaram os niveis mais baixos de produgao
de amido. Sugerindo rotas metabdlicas distintas, onde o investimento energético foi utilizado
na proliferagdo celular. Corroborando esses resultados, observou-se que a quantificacao

bioquimica revelou concentragdes menores de graos de amido nas algas cultivadas com 25 e 50
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mM de nitrato de sodio. Esses dados sugerem que os compostos fotossintetizados nestes
tratamentos, estdo sendo direcionados para a formagao de biomassa.

Apesar da quantificacdo dos agucares soluveis totais revelar taxas positivas para todos
os tratamentos, com diferencga estatistica entre o tratamento com 100 mM e os grupos controle
e 50 mM, este pardmetro ndo parece estar correlacionado com os diferentes niveis de nitrato, j&
que nao foi observado um padro no teor de agucares relacionado aos tratamentos. Em plantas,
0s acucares soluveis estdo envolvidos em diversos mecanismos metabdlicos, inclusive na
sinalizagdo celular, onde regulam diferentes genes, principalmente envolvidos no processo
fotossintético, metabolismo do actcar e na producao de osmolitos (Rosa et al., 2009). Isso pode
indicar que o agtcar disponivel estava sendo utilizado em vias alternativas, uma vez que tanto
os tratamentos com alta taxa fotossintética quanto aqueles sob estresse apresentaram niveis
variados dessas moléculas.

Em termos gerais, o cloroplasto foi a organela que experimentou as maiores mudangas
em resposta aos diferentes niveis de nitrato. Além das flutua¢des na concentragdo de graos de
amido e clorofila a, os tilacoides também foram impactados. Através da microscopia eletronica
de transmissao foi possivel observar que na auséncia de nitrato, os cloroplastos mostraram
degradacdo do sistema de tilacoides, a0 mesmo tempo em que houve um aumento no nimero
de grdos de amido indicando que o sistema membranar foi convertido para estruturas de
reserva. Essas observagdes foram também relatadas em um estudo conduzido com Chlorella
vulgaris por Liu et al. (2022). Em contraste, na presenca de nitrato, as algas apresentaram
tilacoides intactos e organizados, corroborando a maior concentracao de clorofila, pigmentos
estes inseridos nas membranas dos tilacoides. Além do aumento da quantidade e tamanho dos
graos de amido sob condi¢des de privacdo de nitrogénio, o aumento do numero dos
plastoglobulos também representou resposta do metabolismo do cloroplasto a este nutriente.
Plastoglobulos sdo estruturas lipoprotéicas fixadas as membranas dos tilacoides, que participam
do metabolismo do cloroplasto e respostas ao estresse como a privacao de nitrogénio (Arzac et
al., 2022). A proporcao de granulos de amido e plastoglobulos na matriz do estroma aumentou
e o sistema de membrana interna foi bastante reduzido. Parece que o nitrogénio desempenha
um papel importante na formagdao da estrutura do cloroplasto e, portanto, na intensidade
fotossintética. De acordo com a andlise de Mantri e colaboradores (2020), no género Ulva, ¢
comum encontrar apenas um cloroplasto parietal em forma de taca em cada célula,
acompanhado por um pirenoide. Esses achados estdo em consonadncia com os resultados deste
estudo. Entretanto, as amostras com maior disponibilidade de nitrogénio apresentaram 2 a 4

pirenoides por célula indicando grande produgdo de fotossintetizados. O pirenoide ¢ uma
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estrutura densa que localizada no interior do cloroplasto, geralmente cercada por graos de amido
neste género, desempenha um papel central na concentragao da enzima rubisco, fundamental
para fixa¢ao de carbono (Prabhu, et al., 2019). Sendo a rubisco uma proteina, mudangas na
disponibilidade de nitrogénio, levaram a redu¢do ou o aumento do tamanho e quantidade de
pirenoides. Assim, mudangas nos compartimentos de assimilagdo e armazenamento foram
observadas com a flutuagdo dos niveis de nitrogénio indicando o envolvimento direto deste

macronutriente na fisiologia e organizagao celular na espécie alvo.

6. CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados indicaram que o nitrato desempenha um papel crucial em
varios processos morfofisiologicos nas células de U. ohnoi, como a sua morfologia, producao
de pigmentos e carboidratos de reserva, alterando significativamente a estrutura plastidial. As
diferentes concentracdes de nitrato podem ser selecionadas com base nos objetivos especificos
do cultivo, como remocao de excesso de nitrogénio, levando a uma intensa proliferacao celular
aumentando a biomassa algal. A auséncia do nitrato, pode ser considerada fator estressante, que
reduz o incremento de biomassa, enquanto pode ser positivo para produgdo de amido.
Concentragdes intermedidrias podem ser favoraveis em processos biotecnologicos em que
demandam um maior volume algal como a produgdo de diversos bioprodutos. Esses aspectos
podem ter implicagdes para a qualidade e a aplicabilidade da alga para fins industriais ou

ambientais.
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