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RESUMO

Uma maior liberação de gases do efeito estufa na atmosfera tem resultado

em um aumento na temperatura média global, enquanto que a liberação de

compostos tóxicos tem resultado em um aumento na concentração de metais

pesados nos ambientes aquáticos. Fatores ambientais e agentes estressores

podem  interagir  e  resultar  em  alterações  na  ecologia  e  fisiologia  dos

organismos  marinhos.  O  presente  trabalho investigou  os  efeitos  da

temperatura  e  do  cobre  sobre  tetrasporófitos  e  tetrásporos  da  macroalga

vermelha  Gelidium  floridanum.  Após  cultivo,  foram  realizadas

quantificações  dos  pigmentos  fotossintetizantes,  dos  compostos

antioxidativos  e  carboidratos,  análises  da  viabilidade  celular,  da  taxa  de

crescimento e germinação, além de observações em microscopia de luz e

microscopia  eletrônica  de  transmissão.  Os  tetrasporófitos  apresentaram

redução na clorofila a e carotenoides após 7 dias de cultivo e aumento após

14 dias, indicando aclimatação aos tratamentos. Os fenólicos apresentaram

redução após os tratamentos com cobre, assim como os grãos de amido nas

amostras cultivadas com cobre sob elevada temperatura.  Um aumento na

espessura  da  parede  celular  e  nos  plastoglóbulos  e  a  adsorção  de  cobre

também foram observados, assim como redução na viabilidade celular e na

taxa  de  crescimento  das  amostras  tratadas.  Os  tetrásporos  apresentaram

alterações  no  desenvolvimento  e  nos  tilacoides,  extravasamento  do

conteúdo celular,  redução dos pigmentos acessórios,  da germinação e da

viabilidade celular. Os resultados indicam que, em tetrasporófitos, cobre e

temperatura interagem de forma sinérgica,  enquanto que, em tetrásporos,

estes estressores interagem de forma aditiva.

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

Gelidium floridanum





ABSTRACT

The  increasing  release  of  greenhouse  gases  has  resulted  in  a  higher

global  mean  temperature,  while  the  release  of  toxic  compounds  has

resulted in an increasing metal concentration in aquatic environments.

Environmental factors and stressors can interact and result in changes in

the  ecology  and  physiology  of  marine  organisms.  The  present  work

investigated the effects of temperature and copper in tetrasporophytes

and tetraspores of the red seaweed Gelidium floridanum. Quantifications

of  photosynthetic  pigments,  antioxidative  compounds  and

carbohydrates, cell viability analyzes, growth and germination rates, as

well  as  morphological  and  ultrastructural  observations  in  light

microscopy and transmission electron microscopy were performed after

cultivation. Tetrasporophytes presented a reduction in chlorophyll a and

carotenoids after 7 days of cultivation, with an increase after 14 days

that  indicated  acclimation  to  the  treatments.  Phenolics  presented  a

reduction  after  treatments  with  copper,  as  well  as  starch  grains  in

samples  cultivated  with  copper  with  an  elevated  temperature.  An

increase in cell  wall  thickness and plastoglobuli  and the adsortion of

copper were also observed,  as  well  as  reduction in  cell  viability and

growth rates of treated samples. Tretaspores presented changes in the

development  and  thylakoids,  cellular  content  extravasation  and

reduction in accessory pigments, germination and cell viability. These

results indicate that, in tetrasporophytes, copper and temperature interact

synergistically, while in tetraspores their interaction is additive.

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

Gelidium floridanum
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Mudanças climáticas e o aquecimento dos oceanos

O chamado 'efeito estufa' ocorre naturalmente e é essencial para a

manutenção da temperatura do planeta em condições favoráveis à vida.

Este efeito é resultante da absorção e re-irradiação de parte da energia

termal  irradiada  pelo  sol  em nossa  atmosfera.  O dióxido  de  carbono

(CO2) está entre os mais importantes gases do efeito estufa, seguido do

metano (CH4), óxido nítrico (NO), ozônio (O3) e demais gases. A adição

de uma maior quantidade destes gases na atmosfera, porém, intensifica o

processo do efeito estufa e contribui para um aumento na temperatura do

planeta (Koch et al., 2012; Laffoley & Baxter, 2016). 

Atividades  industriais  e  agropecuárias  estão  entre  as  grandes

responsáveis  pela  recente  intensificação  do  efeito  estufa  e  de  suas

consequentes  alterações  climáticas.  As  concentrações  atmosféricas  de

CO2 aumentaram em cerca de 25% nos últimos 100 anos, enquanto que

o gás metano teve sua concentração atmosférica aumentada em duas

vezes no mesmo período de tempo (IPCC, 2007).  Como resultado, a

temperatura  média  anual,  registrada  há  pelo  menos  130  anos,  tem

indicado um aumento na anomalia da temperatura da superfície global

(Figura 1), resultando em efeitos deletérios ao metabolismo das mais

variadas espécies (Laffoley & Baxter, 2016).
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Os ambientes aquáticos absorvem energia de forma mais eficiente

que a atmosfera e, por este motivo, representam as maiores reservas de

calor  do  planeta  (IPCC,  2013).  Desde  o  início  do  século  XX,  a

temperatura  da  região  superficial  dos  oceanos  tem  apresentado  um

aumento  constante  de  aproximadamente  0,13  °C  por  década,  e  as

temperaturas registradas nas últimas três décadas foram mais altas que

qualquer outra temperatura já registrada (Laffoley & Baxter, 2016). 

A temperatura é um fator crucial para a homeostase de células e

organismos (Mathur et al., 2014), sendo a fotossíntese e diversos outros

processos  metabólicos  dependentes  da  temperatura  ambiente.  As

macroalgas,  em geral,  apresentam tolerância  à  pequenas variações na

temperatura a qual são submetidas, uma vez que, diariamente, sofrem as

consequências das variações na maré dos costões em que vivem (Hanelt

et al., 2004). Um incremento na temperatura da água muito acima do

Figura  1: Anomalias da temperatura registradas  anualmente desde 1880,

com  anomalias  negativas  em  azul  e  anomalias  positivas  em  vermelho.

Imagem modificada a partir de dados publicados por National Centers for

Environmental Information (NCEI, 2017).
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limite de tolerância da espécie, porém, pode levar ao estresse térmico e

reduzir a produtividade dos organismos.  Proteínas e enzimas são alvos

primordiais do estresse térmico, dentre eles enzimas do Ciclo de Calvin

e  a  Ribulose-1,5-Bisfosfato  Carboxilase  Oxigenase  (RuBisCO),  cuja

desnaturação  pode  levar  a  redução  na  assimilação  de  carbono  e  na

fotossíntese,  respectivamente  (Allakhverdiev  et  al., 2008).  A

organização  morfológica  das organelas  celulares  também pode  sofrer

modificações.  A fluidez das membranas celulares, por exemplo,  pode

ser alterada com um aumento na temperatura, levando a insaturação das

moléculas  lipídicas  e  desintegração  da  bicamada  em casos  extremos

(Los & Murata, 2004).

1.2 Metais pesados e o Cobre

Qualquer substância que resulte na redução da qualidade de vida

dos  organismos  pode  ser  considerada  um  poluente.  Para  tal,  esta

substância precisa estar presente em concentrações acima de um limite

de  tolerância,  o  qual  pode  variar  com as  espécies  e  o  nível  trófico

analisado (Duruibe  et al., 2007). Um poluente pode ser encontrado de

forma aumentada em determinado ambiente em resposta à uma alteração

natural, tal como podemos observar em casos de blooms de microalgas,

geralmente resultantes de alterações naturais na quantidade e qualidade

de  nutrientes  encontrados  no  ambiente  aquático.  Metais  pesados,  por

outro  lado,  fazem  parte  dos  elementos  que,  apesar  de  naturalmente

encontrados no ambiente, costumam ser observados em concentrações

elevadas em reflexo à atividades humanas (Rai & Gaur, 2011).

O termo metal pesado refere-se à elementos metálicos com uma

densidade  atômica  relativamente  alta  (Lenntech,  2004).  Atividades
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mineradoras e o despejo de rejeitos industriais estão entre os principais

responsáveis  pelo  aumento  na  concentração  de  metais  pesados  em

ambientes  aquáticos,  porém  a  aglomeração  urbana  resultante  destas

atividades  e  o  consequente  despejo  de  esgoto  doméstico  também

possuem sua parcela  de culpa  no aumento  da poluição  de ambientes

costeiros do planeta (Rai & Gaur, 2011). A expansão industrial iniciada

no  Brasil  nos  anos  1950,  por  exemplo,  promoveu  um  rápido  e

desordenado crescimento, principalmente na região costeira do país, e

atualmente  quase  metade  da  população  brasileira  vive  em  regiões

litorâneas (Pagliosa et al., 2006). Como resultado, diversos registros de

contaminação  em  áreas  costeiras  têm  sido  relacionados  aos  efeitos

causados pela urbanização. Áreas urbanas geralmente apresentam maior

contaminação  por  metais  pesados  (Pagliosa  et al.,  2006),  e  regiões

contaminadas por metais pesados já foram registradas em todo o mundo

(Wang et al., 2013, Zrelli et al., 2015, Tóth et al., 2016), assim como no

Brasil (Bidone  et al., 2001, Pagliosa  et al., 2006,  Pereira  et al., 2007),

onde o recente rompimento de uma barragem mineradora resultou no

despejo de aproximadamente 35 milhões de litros de lama contaminada

com metais pesados (Santos et al., 2015).

Apesar  de  essenciais  à  rotas  metabólicas  e  enzimáticas  e

responsáveis pela estabilização de proteínas e ácidos nucléicos (Vallee

&  Ulmer,  1972),  os  metais  pesados  tornam-se  tóxicos  quando  em

concentrações  elevadas.  A  contaminação  por  metais  pode  levar  à

inibição  de rotas  metabólicas,  através  da ruptura  de estruturas  ou do

deslocamento de elementos essenciais, resultando em estresse oxidativo

e  consequente  inibição  do  crescimento  (Dietz  et  al., 1999).  Estes

elementos podem entrar na cadeia trófica através dos alimentos, do ar e
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da água,  e podem ser bio-acumulados ao longo do tempo (Lenntech,

2004).

O cobre é um exemplo de metal essencial para o crescimento e

desenvolvimento  natural  das  plantas  (Hall,  2002),  participando  de

processos bioquímicos e fisiológicos (Raven  et al., 1999). Porém, este

também é considerado um dos  metais  mais  tóxicos  para  as  algas,  e,

quando  em concentrações  elevadas,  pode  causar  redução  na  taxa  de

crescimento  e  concentração  de  pigmentos  (Rijstenbil  et  al., 1994;

Schmidt  et  al.,  2014),  danos  aos  cloroplastos  e  redução  da  taxa

fotossintética (Vidotti & Rollemberg, 2004; Santos et al., 2014), afetar a

permeabilidade  da  membrana  plasmática  (de  Filippis,  1979),  a

mobilidade  celular  (Anderson  &  Morel,  1978)  e  a  distribuição  de

compostos como proteínas e lipídios (Smith et al., 1985; Gouveia et al.,

2013).

A  concentração  de  cobre  dissolvido  em  águas  marinhas  é

geralmente  muito  baixa,  porém  em  regiões  litorâneas  próximas  a

grandes  centros  urbanos  este  metal  pode  ser  encontrado  em

concentrações  elevadas  (Gledhill,  1997).  O aumento  na concentração

ambiental deste metal pesado está diretamente relacionado à atividade

antropogênicas, dentre elas o uso de pesticidas e o despejo de rejeitos

minerais e industriais, e indiretamente relacionado ao despejo de rejeitos

resultantes da urbanização (He et al., 2005).  Casos de contaminação por

metais  pesados já foram relatados na Baía  da Ilha de Santa  Catarina

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

Fatores  ambientais  e  agentes  estressores  podem  interagir  e

resultar em alterações na ecologia e fisiologia dos organismos marinhos.

Quando no ambiente natural, as algas são frequentemente submetidas

simultaneamente a mais de um elemento estressor (Rai & Gaur, 2011).

Desta  forma,  pesquisar  os  efeitos  cumulativos  resultantes  destas

interações  é  de  extrema  importância,  pois  os  organismos  marinhos

enfrentam diariamente uma complexa combinação de fatores, os quais

podem resultar  em efeitos intensificadores ou mitigadores de estresse

(Crain et al., 2008).

A  interação  entre  elementos  estressores  pode  resultar  em  três

diferentes condições: o efeito sinérgico é observado quando a soma dos

efeitos  simultâneos  é  maior  que  os  efeitos  produzidos  pelos  dois

elementos de forma isolada. Quando os efeitos simultâneos de ambos

elementos estressores é similar aos efeitos observados de forma isolada,

diz-se que a interação resultou em um efeito aditivo. Por fim, quando a

observação simultânea de dois ou mais elementos estressores resulta na

redução  da  condição  estressante,  quando  comparada  aos  estresses

observados  de  forma  isolada,  a  interação  é  considerada  antagônica

(Crain et al., 2008).

A necessidade  de  estudos  sobre  as  interações  resultantes  entre

fatores  ambientais  e  elementos  estressores  passou  a  ser  amplamente

difundida apenas ao final da década de 1990 (Breitburg  et al.,  1999).

Com a publicação de pesquisas demonstrando a grande quantidade de

interações sinérgicas ocorrendo nos mais variados cenários, a ideia de

que  os  impactos  ambientais  geralmente  resultariam  em  interações

aditivas passou a perder espaço. Estudos sobre a interação de fatores
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ambientais continuam a receber atenção por todo o planeta, porém suas

conclusões  permanecem  de  difícil  interpretação,  dada  a  enorme

variedade  de  condições  observadas.  Além  disso,  padrões  temporais

(estresse agudo ou crônico), a intensidade dos elementos estressores e as

variáveis  mensuradas  também  possuem  grande  importância  em

trabalhos de interação ambiental (Crain et al., 2008).

Certas  espécies  possuem  capacidade  de  aclimatação  a

determinado aumento na temperatura ambiental. Esta tolerância, porém,

pode ser prejudicada com a exposição a outro elemento estressor (Noyes

et al., 2009). Neste caso, um aumento na temperatura pode atuar como

co-estressor, afetando processos fisiológicos e reduzindo a capacidade

de  manutenção  da  homeostase  celular  (Broomhall,  2004).  Por  outro

lado,  o  aumento  na temperatura  do ambiente  pode ser  o  responsável

direto  pelo  aumento  na  toxicidade  de  um determinado  contaminante

(Gaunt & Barker, 2000). Além disso, um aumento nas precipitações em

decorrência  das  mudanças  climáticas  tem  resultado  em  um  maior

escoamento da água terrestre (IPCC, 2013), amplificando a entrada de

elementos tóxicos nos oceanos, dentre eles os metais pesados.

A compreensão dos efeitos resultantes de múltiplos estressores

tem  se  tornado  mais  urgente  com  o  agravamento  das  mudanças

climáticas.  Um aumento  na  temperatura  média  do  planeta  e  de  seus

ambientes aquáticos resulta  não apenas em alterações na estrutura de

comunidades e ecossistemas, como também impacta a distribuição e a

toxicidade de elementos poluentes,  aumentando a vulnerabilidade das

espécies impactadas (Noyes et al., 2009). Metais pesados possuem uma

maior  solubilidade  em  águas  mais  quentes,  devido  ao  aumento  no

oxigênio dissolvido (Fritioff  et al., 2003). Além disso, um aumento na
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temperaturado  ambiente  aquático  pode  levar  a  uma  maior

permeabilidade  das  membranas  (Marschner,  2012),  aumentando  a

absorção de metais pelo organismo. Como resultado, a concentração e o

acúmulo de metais em macroalgas tende a ser aumentado em ambientes

mais quentes (Fritioff et al., 2003).

Apesar dos recentes esforços em relação aos potenciais efeitos

resultantes do aquecimento e  da poluição de ambientes  aquáticos,  as

respostas  de grande  parte  dos  organismos marinhos  ainda  são  pouco

conhecidas (Rosenzweig  et al., 2008). Dados relacionados à interação

entre  um aumento na temperatura da água marinha e  seus elementos

poluidores  encontram-se  ainda  mais  escassos.  O  resultado  desta

interação depende do tempo de exposição, da intensidade dos elementos

estudados e da fase do ciclo de vida em que se encontra o organismo-

modelo.  Atualmente,  poucos  estudos  preocupam-se  em  analisar

diferentes fases do ciclo de vida (Russell et al., 2012), especialmente em

se tratando de trabalhos que utilizem macroalgas e demais macrófitas

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

1.4 Macroalgas

As macroalgas constituem um grupo polifilético de organismos

fisiologicamente  similares  as  plantas.  Os  pigmentos  fotossintetizantes

(clorofilas, carotenoides e ficobiliproteínas), as estruturas reprodutivas

sem proteção  e  a  ausência  de  um sistema vascular  são  as principais

características destes organismos (van den Hoek et al., 1989; Graham et

al., 2009). As macroalgas possuem grande importância ecológica e são

essenciais  à  manutenção  da  estabilidade  dos  ecossistemas,  sendo

responsáveis por boa parte da produção de energia primária (Charpy-
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Roubaud  &  Sournia,  1990).  Além  de  participarem  da  ciclagem  de

compostos  orgânicos  e  inorgânicos  (Field  et  al., 1998),  constituem

substrato  para  o  assentamento,  abrigo  e  refúgio  de  invertebrados  e

demais organismos e representam importante função na base da cadeia

alimentar dos ambientes aquáticos (Lee, 2008).

A produção de polissacarídeos, minerais, agentes estabilizantes,

espessantes  e  compostos  antioxidativos,  antivirais,  antibacterianos  e

antifúngicos  (Anggadiredja  et  al., 1997;  Matsukawa  et  al., 1997;

Oliveira,  1997;  Hudson  et  al., 1999),  confere  às  macroalgas  grande

importância  econômica,  sendo  estas  utilizadas  pelas  indústrias

alimentícia, química e farmacêutica.

Estes organismos são,  ainda,  bons indicadores biológicos,  com

eficiente  aplicação  em técnicas  de  biorremediação  e  demais  técnicas

biotecnológicas  (Oliveira,  1997).  Macroalgas  podem  bioacumular

metais pesados, propiciando sua entrada na cadeia alimentar (Vallee &

Ulmer,  1972).  Além  disso,  são  organismos  sésseis,  submetidos

diariamente as variações de temperatura e demais condições aquáticas, e

fazem parte da base da cadeia alimentar, servindo, portanto, como bons

organismos para o trabalho de alterações ambientais.

As macroalgas formam um conjunto heterogêneo de organismos

extremamente abundantes em nosso planeta. Estima-se que mais de 150

mil espécies de macroalgas possam ser encontradas em todos os oceanos

(Sousa et al., 2008). As macroalgas são classificadas em três filos (Lee,

2008):  Chlorophyta  (algas  verdes),  Rhodophyta  (algas  vermelhas)  e

Heterokontophyta / Phaeophyceae (algas pardas).
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1.5 Filo Rhodophyta e Classe Florideophyceae

O  Filo Rhodophyta é o mais diverso grupo de macroalgas, com

aproximadamente 6 mil espécies descritas dentro de cerca de 20 ordens

(Graham  et  al.,  2009).  As  macroalgas  vermelhas  são  essencialmente

marinhas, encontradas desde a região entre marés até profundidades de

200 metros, principalmente na região equatorial do planeta. A ausência

de flagelos e centríolos por todo seu ciclo de vida são características

únicas específicas do grupo, que também podem possuir características

como a presença de  pit  connections  entre  as  células,  a  produção e o

acúmulo de grãos de amido das florídeas no citoplasma celular e o ciclo

de  vida  trifásico,  especialmente  entre  as  espécies  da  Classe

Florideophyceae (Lee, 2008).

Os  cloroplastos  das  algas  vermelhas  são  formados  por  dupla

membrana  e  constituídos  por  tilacoides  paralelos  envolvidos  por  um

tilacoide periférico (Oliveira, 2003). A clorofila a é o principal pigmento

presente  nos  tilacoides.  Os  pigmentos  acessórios  ficocianina,

aloficocianina e ficoeritrina localizam-se na superfície destes tilacoides

e organizam-se em estruturas em formato de antena, os ficobilissomos

(Yoon et al., 2010). Os ficobilissomos auxiliam na absorção de energia

luminosa, transferindo-a a partir dos pigmentos acessórios para o centro

do fotossistema II, possibilitando um maior fluxo de elétrons e um maior

rendimento energético para as células (Gantt, 1981; Zuber, 1986).

A parede celular  das macroalgas vermelhas é  formada por um

esqueleto de celulose impregnado por galactanas sulfatadas, sendo estas

as  substâncias  responsáveis  pela  grande  importância  alimentícia,

biomédica e farmacêutica deste grupo (Lee, 2008). Algumas rodófitas

da família Corallinaceae podem depositar, ainda, carbonato de cálcio ou
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carbonato de magnésio em suas paredes (Oliveira, 2003). As macroalgas

vermelhas são bentônicas, vivendo presas à rochas, substratos calcáreos,

paredes oceânicas ou sobre conchas de moluscos ou outras algas (van

den Hoek et al., 1989).

A  classe  Florideophyceae  subdivide-se  nas  subclasses

Hildenbrandiophycidae,  Nemaliophycidae,  Ahnfeltiophycidae  e

Rhodymeniophycidae. Predominantemente marinha, esta classe agrupa

organismos  com  ciclo  de  vida  altamente  especializados,  por  vezes

trifásicos, e com estruturas reprodutivas femininas distintivas analisadas

como marcadores taxonômicos (Yoon  et al., 2010). As macroalgas da

classe  Florideophyceae  incluem  espécies  de  importância  econômica

cultivadas para a produção de ficocoloides como o ágar, a agarose e a

carragenana (Yu et al., 2002).

1.6 Gelidium floridanum W.R. Taylor

Gelidiales  constitui  uma  das  cinco  ordens  da  subclasse

Rhodymeniophycidae,  caracterizada  principalmente  pela  presença  de

um  ciclo  de  vida  trifásico  isomórfico  e  esporos  com  padrão  de

germinação  Gelidium-type  (Bouzon  et  al.,  2006).  A  ordem  possui

apenas 140 espécies classificadas, porém sua diversidade relativamente

pequena não reduz sua importância, com espécies produtoras de agar de

qualidade (Hommersand & Fredericq, 1988). O  gênero  Gelidium  é  o

mais  difundido  dentre  as  Gelidiales,  sendo  constituído  por

aproximadamente 100 espécies distribuídas em comunidades intertidais

e subtidais de águas temperadas e tropicais de praticamente todos os

continentes (Santelices, 1991). As espécies de Gelidium fazem parte da

alimentação de peixes e invertebrados marinhos, além de também serem
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consumidas  diretamente  por  comunidades  indígenas.  A  produção  de

ágar  de  alta  qualidade  e  de  compostos  bactericidas  impulsionou  a

aplicação destas algas para aplicação industrial e tecnológica (Scariot,

2010), porém atualmente toda a sua comercialização é realizada a partir

de bancos naturais, especialmente em países como Espanha, Portugal,

Indonésia, Japão, Coréia, México e Chile (Friedlander, 2008).

A espécie  Gelidium floridanum W.R. Taylor possui talos de até

1,5 mm de largura e 15 cm de altura (Cordeiro-Marinho, 1978), com

ramos eretos e achatados e uma coloração vermelho-violácea (Figura 2),

podendo  ser  encontrada  no  mesolitoral  de  costões  rochosos  entre  os

estados do Espírito Santo e Rio Grande do Sul. Em Santa Catarina, a

espécie  distribui-se  entre  os  municípios  de  Itajaí  e  Laguna.  Seu

desenvolvimento  ocorre  em  grande  intensidade  durante  a  primavera,

com  maior  liberação  de  tetrásporos  entre  os  meses  de  setembro  e

novembro (Scariot, 2010).

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

Os espécimes  de  G.  floridanum reproduzem-se  através  de  um

ciclo de vida com três fases – gametofítica (n), carposporofítica (2n) e

tetrasporofítica (2n) – sem distinção morfológica entre os talos, portanto

trifásico  e  isomorfo,  do  tipo  Polysiphonia (Santelices,  1988).  Os

gametófitos representam a fase haploide e sexuada do ciclo, enquanto

que  carposporófitos  e  tetrasporófitos  representam  a  fase  diploide  e

assexuada (Figura 3).

Os  gametófitos  masculinos  produzem  e  liberam  gametas

haploides  aflagelados  (espermácios)  que  fecundam  os  gametófitos

femininos em estruturas denominadas carpogônios. Após fecundados, os

carpogônios  permanecem  aderidos  aos  gametófitos  fermininos,

Figura  3:  Representação esquemática do ciclo de vida de  G. floridanum,

com imagens modificadas de Scariot (2010) e Simioni (2014).`
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formando uma estrutura denominada cistocarpo e dando início a fase

carposporofítica  do  ciclo.  O  carposporófito  maduro  produz  e  libera

carpósporos  diploides  aflagelados  que  se  fixam  ao  substrato  e

desenvolvem-se  na  terceira  fase  do  ciclo,  a  fase  tetrasporofítica.  Os

tetrasporófitos são talos diploides e sofrem meiose na região reprodutiva

– tetrasporângios –, dando origem a tetrásporos haploides que também

se fixam ao  substrato  e  desenvolvem-se  em gametófitos  femininos  e

masculinos (Santelices, 1990; Scariot, 2010).

Os tetrásporos  não possuem parede  celular  e  são  envoltos  por

uma matriz mucilaginosa de natureza glicoproteica, importante para sua

adesão ao substrato. Após fixação, o desenvolvimento dos tetrásporos

em talos  gametofíticos  ocorre  a  partir  de germinação unipolar  e  tem

início  com  a  formação  do  tubo  germinativo  (Figura  4).  Um

desorganização  polarizada  do  conteúdo  citoplasmático  permite  a

expansão do tetrásporo, culminando na formação de um protuberância

que da origem ao tubo germinativo, formado a partir da secreção de

vesículas derivadas de corpos de Golgi que se aglomeram próximos ao

tubo. Então, todo o conteúdo citoplasmático do tetrásporo migra através

do  tubo  germinativo,  ao  mesmo  tempo  em  que  este  começa  a  ser

recoberto por uma fina camada de parede celular (Bouzon et al., 2005).

O tetrásporo original permanece como elemento de fixação da plântula,

até que a formação de um septo separe o esporo do tubo germinativo,

quando este inicia uma série de sucessivas divisões celulares que darão

origem à plântula (Simioni et al., 2014).
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Para ampliar o conhecimento acerca dos efeitos interativos entre

um  aumento  na  temperatura  e  uma  elevada  concentração  do  metal

pesado  cobre,  além  das  diferenças  toxicológicas  entre  os  referidos

elementos em diferentes fases do ciclo de vida das algas vermelhas, este

trabalho investigou os efeitos isolados e interativos da temperatura e do

cobre  sobre  a  fisiologia,  a  organização  e  a  viabilidade  celular  de

tetrasporófitos e tetrásporos da macroalga vermelha G. floridanum.

Figura 4:  Formação do tubo germinativo em tetráporos de G. floridanum.

Os corpos de Golgi, que inicialmente encontram-se espalhados ao longo da

membrana celular (a), migram para um dos pólos, enquanto vacúolos são

formados no pólo oposto (b). O acúmulo de corpos de Golgi indica o início

da  formação  do  tubo  germinativo  (c),  para  onde  as  demais  organelas

migrarão (d-e). O tetrásporo inicial é preenchido por um grande vacúolo (f),

que permanece como elemento de fixação. Imagem traduzida e modificada

de Simioni et al. (2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Comparar os efeitos isolados e interativos da temperatura e do

metal pesado cobre sobre a organização celular e aspectos fisiológicos

de  tetrasporófitos  e  o  desenvolvimento  de  tetrásporos  da  macroalga

vermelha Gelidium floridanum.

2.2 Objetivos Específicos

- Avaliar os efeitos isolados e interativos da temperatura e do

metal pesado cobre sobre a taxa de crescimento de tetrasporófitos da

macroalga vermelha G. floridanum.

-  Analisar  a  concentração  de  pigmentos  fotossintetizantes

(clorofila a e ficobiliproteínas) em tetrasporófitos e tetrásporos após os

tratamentos realizados.

-  Verificar  as  alterações  nos  compostos  antioxidativos

(carotenoides  e  compostos  fenólicos)  de  tetrasporófitos  após  os

tratamentos realizados.

- Quantificar a concentração de carboidratos (açúcares solúveis

totais e amido das florídeas) em tetrasporófitos após os tratamentos.

-  Caracterizar  as  alterações  morfológicas  e  ultraestruturais  de

tetrasporófitos e tetrásporos após os tratamentos realizados.

- Determinar a taxa de germinação de tetrásporos e a viabilidade

celular de tetrasporófitos e tetrásporos após os tratamentos realizados.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Coleta e aclimatação do material biológico

Segmentos  apicais  tetrasporófitos  de  G.  floridanum  foram

coletadas  na  praia  da  Ponta  do  Sambaqui (27°29'18.8  "S  e

48°32'12.9"W),  em  Florianópolis,  Santa  Catarina,  Brasil,  onde  as

temperaturas variam entre 15 a 28 °C dependendo da estação do ano. As

coletas foram realizadas entre a primavera e o verão dos anos 2016 e

2017. Após a coleta, as algas foram imediatamente transportadas para o

laboratório  em  recipientes  escuros  para  evitar  a  ocorrência  de

fotooxidação, em tempo máximo de 30 minutos, onde foram limpas e

aclimatadas durantes 7 dias. As algas foram mantidas em Erlenmeyers

com água  do  mar  esterelizada,  pH de  8,0  ± 1,  salinidade  de  35‰,

temperatura de 24 ± 2 °C, irradiância de 70 ± 10 µmol photons m -2s-1, e

4 mL.L-1 de meio de cultura von Stosch sem EDTA (Edwards, 1970), em

câmaras BOD com aeração contínua e fotoperíodo de 12 horas.

3.2 Desenho experimental

Dois  experimentos  foram realizados  de  forma  independente,  o

primeiro com tetrasporófitos e o segundo com tetrásporos. Seis grupos

experimentais foram analisados em um design fatorial com temperaturas

de  24  °C  e  30  °C  e  cobre  nas  concentrações  1,5  e  3  µM

(aproximadamente 200 e 400 µg/L), com análises após 7 e 14 dias de

experimento com tetrasporófitos e após 24 horas de experimento com

tetrásporos (Figura 5). As amostras cultivadas sob temperatura de 24 °C

sem adição de cobre foram consideradas o controle.
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As concentrações de cobre utilizadas no presente trabalho foram

definidas  a  partir  de  um  experimento  piloto.  A  temperatura  foi

determinada a partir de predições de um aquecimento global moderado

(IPCC, 2014). Após os experimentos, todo o material contaminado com

cobre passou por procedimento de descontaminação em ácido nítrico

(HNO3,  10%)  por  pelo  menos  2  dias,  seguido  de  procedimentos

convencionais de lavagem com detergente e água destilada e secagem

em estufa a 200 °C por pelo menos 2 horas.

3.3 Cultivo dos tetrasporófitos

Segmentos apicais tetrasporófitos de G. floridanum pesando 0,5 g

±0,01 foram cultivados em Erlenmeyers de 250 mL com água do mar

esterilizada  em condições semelhantes  as  do período de aclimatação.

Câmaras BOD foram utilizadas para controle da temperatura ambiente, e

o metal  pesado foi adicionado diretamente na água do cultivo,  sob a

forma de cloreto de cobre II (CuCl2).

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

tetrásporos (b) de G. floridanum utilizados no presente trabalho.
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3.4 Obtenção e cultivo de tetrásporos
Segmentos  apicais tetrasporófitos  de  G.  floridanum  foram

selecionados e incubados em Berzelius com água do mar coletada na

praia da Ponta do Sambaqui (temperatura de 24 ± 2 °C, salinidade 32 ±

1 ‰) no escuro  overnight  para liberação dos tetrásporos.  Os esporos

obtidos foram transferidos para lâminas de vidro, onde permaneceram

por  um  período  aproximado  de  3  horas  para  fixação.  Cada  lâmina

recebeu 0.5 mL de esporos, correspondendo a aproximadamente 47 mil

esporos  (Filipin  et  al.,  2016).  Após  este  período,  as  lâminas  foram

imersas em placas de Petri com água do mar com as concentrações de

cobre e incubadas sob as temperaturas analisadas, onde permaneceram

por um período de 24 horas.

3.5 Análises realizadas em tetrasporófitos

Após  finalização  dos  experimentos,  os  tetrasporófitos  de  G.

floridanum  foram  retirados  do  cultivo  e  o  excesso  de  água  foi

delicadamente  seco  com  papel.  As  amostras  foram  então  pesadas  e

processadas  de  acordo  com a  análise  realizada.  As  análises  a  seguir

foram realizadas em triplicata.

3.5.1 Taxa de crescimento

As taxas de crescimento foram obtidas a partir  do aumento da

massa  fresca  das  amostras  e  apresentadas  como  porcentagem  de

crescimento  diário,  calculadas  de  acordo  com  fórmula  de  Lignell  e

Pedersén (1989):
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TC [% dia-1] = [(Mf/Mi)1/t - 1] x 100, sendo:

Taxa de crescimento (TC) em %.dia-1;

Massa final (Mf) em gramas;

Massa inicial (Mi) em gramas;

Tempo (t) em dias.

 

3.5.2 Pigmentos fotossintetizantes

A  extração  dos  pigmentos  fotossintetizantes  foi  realizada  no

Laboratório de Morfogênese e Bioquímica Vegetal (UFSC, Itacorubi –

Florianópolis). Amostras de aproximadamente 1 g foram congeladas e

maceradas em nitrogênio líquido. As ficobiliproteínas (aloficocianina -

AFC, ficocianina - FC e ficoeretrina - FE) foram extraídas em 3 mL de

tampão  Fosfato  de  Sódio  0,05  M  (pH  6,4)  a  4  °C  no  escuro.  O

homogenato foi centrifugado a 223 xg durante 20 minutos. Alíquotas de

250 μL do sobrenadante foram lidas em leitora de microplacas Tecan

(Infinite M200), e a concentração das ficobiliproteínas foi determinada

nos  comprimentos  de  498,  614  e  651  nm.  A  concentração  de

ficobiliproteínas foi determinada utilizando-se as equações descritas por

Kursar  et  al.  (1983).  A  clorofila  a  foi  extraída  do  mesmo  material

macerado em 4 mL de acetona 90%, segundo metodologia de Jeffrey &

Humphrey (1975). O homogenato foi centrifugado a 223 xg durante 20

minutos a 4 °C. Alíquotas de 250 μL do sobrenadante foram lidas em

leitora  de  microplacas  Tecan  (Infinite  M200),  e  a  concentração  da

clorofila foi determinada em 630, 647 e 664 nm.  A quantificação dos

pigmentos  fotossintetizantes  também  foi  utilizada  para  o  cálculo  da

proporção entre os pigmentos (AFC:Chl a, FC:AFC e FE:AFC) – citar

artigo.
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3.5.3 Compostos antioxidantes

Os carotenoides totais  foram extraídos a  partir  de metodologia

descrita  por  Aman  et  al. (2005),  no  Laboratório  de  Morfogênese  e

Bioquímica  Vegetal  (UFSC,  Itacorubi  –  Florianópolis).  Amostras

pesando aproximadamente 1 g foram congeladas em nitrogênio líquido e

mantidas  em refrigeradores  -80  °C  até  a  realização  da  extração.  As

amostras foram então maceradas em nitrogênio líquido e incubadas em

10 mL de metanol PA por 1 hora no escuro, com posterior centrifugação

do  extrato  durante  10  minutos  a  223  xg.  Alíquotas  de  250  μL  do

sobrenadante  foram  lidas  em  leitora  de  microplacas  Tecan  (Infinite

M200), e a concentração dos carotenoides foi determinada em 450 nm.

Para  extração  dos  compostos  fenólicos,  seguiu-se  o  protocolo

estabelecido por Waterman & Mole  (1994).  As amostras  maceradas

foram incubadas em 10 mL de metanol 80% durante 1 hora no escuro.

Então, 30 mL de cada extrato foi incubado em 225 μL de reativo Folin-

Ciocalteau  e  2,5  mL  de  carbonato  de  sódio  2% durante  1  hora  em

temperatura ambiente. Alíquotas de 250 μL do sobrenadante foram lidas

em leitora de microplacas Tecan (Infinite M200), e a concentração dos

compostos fenólicos foi determinada em 750 nm.

3.5.4 Compostos carboidratos

A extração dos açúcares solúveis totais foi realizada de acordo

com  Shannon  (1968),  no  Laboratório  de  Morfogênese  e  Bioquímica

Vegetal  (UFSC,  Itacorubi  –  Florianópolis).  Amostras  de

aproximadamente  1  g  foram  maceradas  em  nitrogênio  líquido,

incubadas em 2 mL de solução MCW 12:5:3 (metanol:clorofórmio:água

destilada)  e  centrifugadas  a  894  xg  durante  5  minutos.  Este
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procedimento  foi  realizado  duas  vezes,  e  os  sobrenadantes  foram

coletados  e  adicionados  a  1  mL  de  clorofórmio  e  1,5  mL  de  água

destilada e centrifugados novamente a 894 xg durante 5 minutos. Então,

os sobrenadantes foram adicionados a 2 mL de antrona e aquecidos a

100 °C durante 3 minutos. Alíquotas de 250 μL do sobrenadante foram

lidas em leitora de microplacas Tecan (Infinite M200), e a concentração

dos açúcares solúveis foi determinada em 630 nm. A extração de amido

das florídeas foi realizada a partir do resíduo do extrato dos açúcares,

segundo  metodologia  estabelecida  por  McCready  et  al. (1950).  O

extrato foi adicionado a 2 mL de ácido perclórico 30% e centrifugado a

894 xg durante 5 minutos. O procedimento foi realizado duas vezes, e os

sobrenadantes  foram  coletados  e  adicionados  a  2  mL  de  antrona  e

aquecidos  a  100  °C  durante  3  minutos.  Alíquotas  de  250  μL  do

sobrenadante  foram  lidas  em  leitora  de  microplacas  Tecan  (Infinite

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

3.5.5 Microscopia de luz

Secções  de  amostras  foram  fixadas  em  solução  de

paraformaldeído 2.5%, tampão fosfato 0,1 M e pH 7,2, em temperatura

média de 4 °C, overnight. As amostras fixadas foram então lavadas em

temperatura ambiente com tampão fosfato, duas vezes, por 10 minutos.

Em  seguida,  o  material  foi  desidratado  em  séries  de  concentrações

crescentes de etanol (30 %,      50 %, 70 %, 90 % e 100 %). A pré-

infiltração das amostras ocorreu em historesina glicolmetacrilato (GMA)

1:1 em álcool 100%, com posterior infiltração em resina pura (Leica

Historesin, Heidelberg, Alemanha). Após a secagem das amostras, estas

foram seccionadas em micrótomo manual de parafina modelo Leica RM
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2135, em secções de 3 μm. As secções foram secas em lâminas de vidro

a 37 °C durante 30 minutos, sendo submetidas aos testes histoquímicos

de  Ácido  Periódico  de  Schiff  (PAS),  para  observaçao  dos  grãos  de

amido, seguido do teste de Azul de Toluidina (AT-O), para observação

da morfologia geral das células. Para PAS, as lâminas foram oxidadas

com solução  de  ácido  periódico    1  % durante  20  minutos.  Após  a

oxidação, as amostras foram coradas com reativo de Schiff por mais 20

minutos, sendo posteriormente lavadas em água corrente. Em seguida,

as lâminas foram coradas com Azul de Toluidina, durante 10 segundos,

sendo então lavadas em água corrente. As lâminas coradas foram então

secas  ao  ar  e  montadas  com bálsamo do  Canadá,  de acordo  com as

metodologias de Gahan (1984) e Schmidt  et al. (2009), analisadas em

microscópio  Leica  DM500  e  fotografadas  com  software  de  captura

Opticam.

3.5.6 Microscopia eletrônica de transmissão

Para  obsevação  em  Microscopia  Eletrônica  de  Transmissão,

secções das amostras foram pré-fixadas em solução de glutaraldeído 2,5

% com sacarose 2 % e tampão cacodilato 0.1 M, com pH resultante em

7,2. A pré-fixação foi realizada em overnight, em temperatura média de

4 °C. Após a pré-fixação, foram feitas quatro lavagens das amostras, em

tampão cacodilato 0,1 M e sacarose 2 % (Ouriques & Bouzon, 2003), e

as  lavagens  foram  seguidas  da  pós-fixação,  que  foi  realizada  em

tetróxido de ósmio (OsO4) a 1 % em tampão cacodilato 0,1 M, com pH

7,2, durante 4 horas à temperatura ambiente (Pueschel, 1979). Após a

pós-fixação, o material foi lavado três vezes em tampão cacodilato 0,1

M e pH 7,2, sendo em seguida  desidratado em concentrações crescentes
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de acetona (30 %, 50 %, 70 %, 90 % e 100 %), durante 30 minutos em

cada solução. Finalizada a desidratação, o material foi infiltrado com

resina Spurr (Spurr, 1969). Esta infiltração foi realizada em sete etapas

diárias,  com  resina  Spurr  diluída  em  concentrações  crescentes  de

acetona. O material foi então polimerizado em moldes horizontais em

estufa a 70 °C durante 24 h. As secções ultrafinas foram realizadas em

ultramicrótomo  Leica  e  contrastadas  em  acetato  de  uranila  (1  %)  e

citrato  de  chumbo  (1  %)  por  10  minutos  cada,  de  acordo  com  os

procedimentos  de Reynolds  (1963).  As  amostras  foram observadas  e

fotografadas  no  microscópio  eletrônico  de  transmissão  modelo  Jeol

(JEM) 1011 do Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME)

da UFSC.

3.5.7 Ensaio do MTT

Aproximadamente 0,12 g de amostras frescas foram incubadas

em  3  mL  de  água  do  mar  esterilizada  com  30  μL  de  3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (0,17 g.L-1 MTT,

Sigma-Aldrich), durante 3 horas a uma temperatura de 37 °C. Então, os

fragmentos  das  algas  foram lavados  com água  destilada,  transferidos

para Epperndorf  contendo 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO, Merck,

Darmstadt, FRG) e centrifugados a 503 xg durante 5 minutos. Alíquotas

de 250 μL foram lidas em leitora de microplaca Tecan (Infinite M200) a

570  nm.  De  acordo  com  Mendes  et  al. (2013),  a  absorbância  final

baseia-se  na  conversão  do  MTT  em  formazan  por  desidrogenases

mitocondriais  e  é  proporcional  ao  número  de  mitocôndrias  ativas,

correspondendo, portanto, a quantidade de células viáveis nas amostras.
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3.6 Análises realizadas em tetrásporos

Após os experimentos, as lâminas contendo os tetrásporos de G.

floridanum foram retiradas do cultivo e delicadamente raspadas com o

auxílio de lamínulas. As análises a seguir foram realizadas em triplicata.

3.6.1 Contagem dos esporos

As lâminas  foram analisadas  em microscópio  Leica  DM500 e

fotografadas  com software  de  captura  Opticam.  Cinco  regiões  foram

fotografadas em cada lâmina, a partir das quais se realizou a contagem

total  dos  esporos  viáveis,  com  divisões,  com rizoide  e  inviáveis.  A

contagem foi realizada com o plugin Cell Counter do programa ImageJ

(National Institutes of Health, USA).

3.6.2 Pigmentos fotossintetizantes

As  extrações  de  clorofila  a  e  ficobiliproteínas  dos  tetrásporos

foram realizadas de forma semelhante às extrações em tetrasporófitos

(seção  4.5.1),  após  centrifugação  das  amostras  a  5585  xg  durante  5

minutos para quebra da parede e extravasamento dos pigmentos.

3.6.3 Microscopia eletrônica de transmissão

O processamento dos tetrásporos para análise em MET ocorreu

de  forma  semelhante  ao  processamento  utilizado  para  tetrasporófitos

(seção  5.5.5),  com  a  adição  de  centrifugações  a  503  xg  durante  2

minutos entre cada um dos passos para sedimentação dos esporos. As

amostras foram observadas e fotografadas no microscópio eletrônico de

transmissão  modelo  Jeol  (JEM)  1011  do  Laboratório  Central  de

Microscopia Eletrônica (LCME) da UFSC.
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3.6.4 Ensaio do MTT

O  processamento  dos  tetrásporos  para  análise  de  viabilidade

celular  ocorreu de forma semelhante  ao processamento utilizado para

tetrasporófitos (seção 5.5.6). As lâminas contendo os tetrásporos foram

incubadas em 20 mL de água do mar esterilizada com 200 μL de 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (0,17 g.L-1 MTT,

Sigma-Aldrich), durante 3 horas a uma temperatura de 37 °C. Então, as

lâminas foram lavadas em água destilada, delicadamente raspadas com o

auxílio  de  lamínulas  e  seus  conteúdos  foram  transferidos  para

Epperndorfs com 1 mL de DMSO. Após centrifugação a 503 xg durante

5 minutos, alíquotas de 250 μL foram lidas em leitora de microplaca

Tecan a 570 nm.

3.7 Análises estatísticas

Todos os dados  quantitativos  foram analizados  por  Análise  de

Variância Fatorial (ANOVA), e teste  a posteriori  de Tukey, realizados

no Software Statistica 13 (nível de significância considerando p ≤ 0,05).

O teste do ETA quadrado (η2) também foi realizado, com o intuito de

aferir  o  efeito  dos  tratamentos  sobre  as  análises  realizadas.  ETA

quadrado pode ser definido como a proporção de variância associada a

cada  um  dos  efeitos,  interações  e  erros  resultantes  da  ANOVA

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

η2 = (SSefeito) / (SStotal), sendo

SSefeito = a soma dos quadrados do efeito de interesse

SStotal = a soma total dos quadrados de todos os efeitos, interações

e erros da ANOVA



45

4 RESULTADOS

4.1 Efeitos  da  temperatura  e  do  cobre  sobre  tetrasporófitos  de

Gelidium floridanum

A  seguir  serão  apresentadas  as  alterações  na  morfologia  dos

segmentos  apicais,  na  concentração  de  compostos  fotossintetizantes,

antioxidativos e carboidratos, na ultraestrutura, na viabilidade celular e

na taxa de crescimento das amostras de tetrasporófitos de G. floridanum

após cultivo com o metal pesado cobre e/ou sob temperatura de 30 °C. A

análise  de  Variância  Fatorial,  os  valores  de  significância  e  ETA

quadrado encontram-se na tabela 1.

4.1.1 Morfologia dos segmentos apicais

Ao  final  dos  14  dias  de  experimento,  as  amostras  do  grupo

controle de G. floridanum apresentaram coloração e ramificações típicas

da  espécie  (Figura  6a).  Já  a  exposição  dos  segmentos  apicais  da

macroalga  ao  cobre  e/ou  à  elevada  temperatura  resultou  no

desenvolvimento de diversos pontos de despigmentação ao longo dos

talos, indicados pelas setas nas figuras 6b-f.
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4.1.2 Taxa de crescimento

Após 7 dias de cultivo, as macroalgas cultivadas com cobre 3 µM

a 24 °C e 30 °C apresentaram diferenças significativas em relação ao

controle, com redução de 80 % e 88 %, respectivamente (Figura 7). O

cobre foi  o maior responsável  pelos efeitos observados (η2 = 80 %).

Após 14 dias, nenhuma diferença significativa pode ser observada entre

as amostras. 

Figura  6: Morfologia  dos  segmentos  apicais  de  tetrasporófitos  de  G.

floridanum após 14 dias de cultivo. a.  Controle.  b-c. Amostras cultivadas

com  cobre  1,5  e  3  µM,  respectivamente.  d.  Amostra  cultivada  sob

temperatura  de  30  °C.  e-f.  Amostras  cultivadas  com cobre  1,5  e  3µM,

respectivamente,  sob temperatura  de 30 °C.  As setas  indicam pontos  de

despigmentação. Escala = 1 cm
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4.1.3 Pigmentos fotossintetizantes

A  exposição  dos  segmentos  apicais  de  G.  floridanum  aos

elementos  estressores  resultou  em  alterações  significativas  na

composição e proporção de pigmentos fotossintetizantes. Após 7 dias de

cultivo,  todos  os  tratamentos  apresentaram  significativa  redução  na

concentração  de  clorofila  a (Figura  8).  As  amostras  cultivadas  sob

temperatura de 30 °C apresentaram a menor concentração do pigmento,

com 46 % menos clorofila em relação ao controle. Dentre as amostras

cultivadas com o cobre ou com o cobre simultaneamente à temperatura

de 30 °C, a redução variou entre 20 % e 38 %. O teste de ETA 2, porém,

revelou que a interação entre o cobre e a elevada temperatura respondeu

por 62 % do efeito sobre as amostras. Após  14  dias  de  cultivo,  as

amostras  apresentaram  um  aumento  na  concentração  de  clorofila  a,

quando comparadas as amostras cultivadas durante 7 dias. Ainda que

menos acentuada, uma redução na concentração deste pigmento ainda

pode ser observada quando comparados os tratamentos ao controle. A

Figura 7: Taxa de crescimento de tetrasporófitos de G. floridanum (%.dia-1)

após  7  e  14  dias  de  cultivo.  Valores  representados  em média  ±  desvio

padrão (n = 3). As letras indicam diferenças significativas de acordo com o

teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey.
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maior  redução  foi  obtida  após  cultivo  com  cobre  1,5  µM  sob

temperatura de 24 °C (-22 %), seguida do cultivo com cobre 3 µM a 30

°C (-11 %). Novamente, o teste de ETA2 indicou um maior efeito do

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

A  concentração  de  aloficocianina  (Figura  9a)  apresentou  um

aumento significativo de 13 %, 14 % e 16 % nas amostras cultivadas

com  cobre  3  µM  a  24  °C  e  cobre  1,5  µM  e  3  µM  a  30  °C,

respectivamente, após 7 dias de cultivo. A temperatura respondeu pelo

maior efeito sobre as amostras (η2 = 26 %). Após 14 dias de cultivo,

nenhum  dos  tratamentos  resultou  em  alterações  significativas  na

concentração deste pigmento acessório. Após  7  dias,  o cultivo  com

cobre  1,5  µM  e   3  µM  a  24  °C  reduziu  em  36  %  e  21  %,

respectivamente, o conteúdo de ficocianina (Figura 9b). Já o cultivo sob

temperatura de 30 °C com ou sem o metal pesado levou a reduções entre

10 % e 14 %. Os tratamentos com cobre a 24 °C e 30 °C tiveram os

Figura 8: Concentração de clorofila  a de tetrasporófitos de G. floridanum

(μg.g-1)  após 7 e  14 dias  de cultivo.  Valores  representados  em média ±

desvio padrão (n = 9). As letras indicam diferenças significativas de acordo

com o teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey.
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maiores efeitos sobre as amostras (η2 = 36 % e 40 %, respectivamente).

Após  14  dias  de  cultivo,  as  amostras  apresentaram  aumentos

significativos  entre  15  %  e  24  %  na  concentração  deste  pigmento

acessório em resposta ao cobre 3 µM a 24 °C e cobre 1,5 µM e 3 µM a

30 °C, sendo o cobre o maior responsável pelas alterações (η2 = 31 %).

A ficoeritrina foi o pigmento acessório mais afetado pelos tratamentos

(Figura  9c).  Após  7  dias  de  cultivo,  sua  concentração  apresentou

reduções significativas de 48 % e 37 % nas amostras cultivadas com

cobre 1,5 µM e 3 µM a 24 °C. Já as amostras cultivadas sob temperatura

de 30 °C apresentaram reduções entre   22 % e 28 % em relação ao

controle. Segundo o teste de ETA2, o metal pesado cobre apresentou o

maior efeito sobre as  amostras (η2 = 56 %).  Porém a interação entre

cobre  e  temperatura  também apresentou  expressivo  efeito  sobre  este

pigmento acessório (η2 = 38 %). Após 14 dias de cultivo, as amostras

cultivadas sob temperatura de 30 °C apresentaram a maior redução em

relação ao controle (-22 %), enquanto que o cultivo com o metal pesado

cobre 1,5 µM sob temperatura de 30 °C resultou em um aumento de

10 % em relação ao controle. Após 14 dias de cultivo, os tratamentos

com cobre sob temperatura de 30 °C apresentaram maior efeito sobre

este pigmento acessório (η2 = 67 %).
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Figura  9: Concentração  de  ficobiliproteínas  de  tetrasporófitos  de G.

floridanum (μg.g-1)  após  7  e  14  dias  de  cultivo. a.  Aloficocianina.

b. Ficocianina.  c.  Ficoeritrina.  Valores  representados em média ± desvio

padrão (n = 9). As letras indicam diferenças significativas de acordo com o

teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey. 
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Os tratamentos também levaram a alterações na proporção entre

clorofila a e os pigmentos acessórios (Figura 10). Após 7 dias, a razão

entre  aloficocianina  e  clorofila  a apresentou-se  elevada  em todos  os

tratamentos, em relação ao controle, com aumentos de 41 % e 50 % nos

tratamentos com cobre 1,5 µM e 3 µM a 24 °C e de 55 % e 80 % nos

tratamentos com cobre 1,5 µM e 3 µM a 30 °C, respetivamente (Figura

10a). As amostras cultivadas sob 30 °C apresentaram o maior aumento

em  relação  ao  controle  (+105  %),  sendo  a  temperatura  a  maior

responsável pelos efeitos observados nas amostras (η2 = 52 %). Após 14

dias  de  cultivo,  a  razão  entre  AFC:Chl  a  apresentou  significativa

redução, quando comparada à primeira semana de cultivo. Ainda assim,

um aumento significativo entre AFC e Chl  a  pode ser observado nas

amostras cultivadas com cobre a 24 °C e nas amostras cultivadas com

cobre 3 µM a 30 °C, sendo o cobre o maior responsável pelos efeitos

observados (η2 = 30 %). 

A  razão  entre  ficocianina  e  aloficocianina  (Figura  10b)

apresentou redução de 30 % nas amostras cultivadas com cobre a 24 °C,

em  relação  ao  controle.  Já  as  amostras  cultivadas  sob  30  °C

apresentaram reduções entre 21 % e 26 %. Segundo teste de ETA2, o

cobre respondeu por 47% dos efeitos observados nas amostras, enquanto

que o cultivo com cobre sob temperatura de 30 °C respondeu por 36 %

dos efeitos. Após 14 dias, apenas as amostras cultivadas com cobre 1,5

µM e 3 µM a 30 °C apresentaram diferenças significativas em relação

ao controle, com aumentos de 12 % e 8,5 %, respectivamente, sendo o

cobre o maior responsável pelos efeitos observados (η2 = 19 %).
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A  razão  entre  ficoeritrina  e  aloficocianina  também  foi

significativamente reduzida após os tratamentos (Figura 10c).  Após 7

dias de cultivo, a razão entre estes pigmentos apresentou reduções entre

33 % e 45 % para as amostras cultivadas com o cobre sob 24 °C ou

30 °C, enquanto que as amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C,

sem cobre, apresentaram redução de 29 %. O teste de ETA2 indicou o

cobre como o maior responsável pelos efeitos observados nas amostras

(η2 = 57 %), seguido do cultivo com cobre sob temperatura de 30 °C

(η2 = 32 %). Após 14 dias, o cultivo sob temperatura de 30 °C levou à

maior  redução  observada  nas  amostras  (-23  %),  enquanto  que  as

amostras  cultivadas  com  cobre  em  ambas  concentrações  de  cobre  a

24 °C apresentaram redução de 15 % e as amostras cultivadas com cobre

3 µM a 30 °C apresentaram redução de 13 %. Após 14 dias, o cultivo

com cobre sob temperatura de 30 °C respondeu por 60 % dos efeitos

observados nas amostras.
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Figura  10: Razão entre os pigmentos de tetrasporófitos de G. floridanum

após 7 e  14 dias  de cultivo.  a.  Razão entre  aloficocianina  e clorofila  a.

b. Razão entre ficocianina e aloficocianina.  c. Razão entre ficoeritrina e

aloficocianina. Valores representados em média ± desvio padrão (n = 9). As

letras  indicam diferenças  significativas  de  acordo  com o  teste  bifatorial

ANOVA e o teste de Tukey. 
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4.1.4 Compostos antioxidativos

O  cultivo  de  G.  floridanum com  o  cobre  e/ou  sob  elevada

temperatura  resultou  em alterações  significativas  na  concentração  de

compostos  antioxidativos  (Figura  11).  Após  7  dias  de  cultivo,  a

concentração de carotenoides totais (Figura 11a) apresentou reduções de

44  %  e  73  %  após  cultivo  com  cobre  1,5  µM  e  3  µM  a  24  °C,

respectivamente. O cultivo com cobre 1,5 µM e 3 µM sob temperatura

de  30  °C  resultou  em reduções  de  36  %  e  32  %,  respectivamente,

enquanto que o cultivo das amostras a 30 °C, sem o cobre, resultou em

um aumento de 15 % em relação ao controle. O metal pesado cobre foi o

maior responsável pelos efeitos observados nas amostras (η2 = 81 %).

Após  14  dias  de  cultivo,  a  concentração  de  carotenoides  totais

encontrou-se reduzida em 26 % e 18 % após cultivo com cobre 1,5 µM e

3 µM a 24 °C. O cultivo das amostras sob temperatura de 30 °C e com

cobre  1,5  µM  a  30  °C  resultou  em  redução  de  33  %  e  71  %,

respectivamente,  enquanto  que  o  cultivo  com  cobre  3  µM  a  30  °C

resultou em um acréscimo de 39 % em relação ao controle. Após 14 dias

o cultivo com cobre a  30 °C respondeu pela  maior parte  dos efeitos

observados sobre as amostras (η2 = 57 %), seguido do cultivo com cobre

sob temperatura de 24 °C (η2 = 40 %).

Os compostos fenólicos (Figura 11b) apresentaram padrão similar

após 7 e 14 dias de cultivo.  As amostras cultivadas sob 30 °C, sem

cobre, não apresentaram alterações significativas. O cultivo com cobre a

24 °C resultou em reduções de 21 % e 36 %, enquanto que o cultivo

com  cobre  a  30  °C  resultou  em  decréscimos  de  21  %  e  37  %,

respectivamente.  O  cobre  foi  o  maior  responsável  pelos  efeitos

(η2 = 94 % e 93 %, respectivamente, após 7  e 14 dias de cultivo).
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4.1.5 Compostos carboidratos

Após 7 dias de cultivo, a concentração de açúcares totais (Figura

12a)  apresentou redução significativa de 17 % e 18 % nas  amostras

cultivadas  com  cobre  1,5  µM  e  3  µM  sob  temperatura  de  30  °C,

respectivamente, em relação ao controle. A temperatura e o cobre, de

Figura 11: Concentração de compostos antioxidativos de tetrasporófitos de

G. floridanum após 7 e 14 dias de cultivo. a. Carotenoides totais (mg.g-1).

b. Compostos fenólicos (μg.g-1). Valores representados em média ± desvio

padrão (n = 3). As letras indicam diferenças significativas de acordo com o

teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey. 
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forma isolada, foram os principais responsáveis pelos efeitos observados

nas amostras (η2 = 34 % e 23 %, respectivamente).  Após 14 dias,  a

concentração  de  açúcares  apresentou-se  reduzida  no  controle  e

aumentou 34 % nas amostras cultivadas a 30 °C e 89 % nas amostras

cultivadas  com  cobre  3  µM  a  30  °C.  A  temperatura  foi  a  maior

responsável pelos efeitos observados (η2 = 52 %).

As amostras cultivadas por 7 dias com cobre 1,5 µM e 3 µM a

24 °C, cobre 1,5 µM a 30 °C e 30 °C sem cobre apresentaram aumentos

entre 33 % e 42 % na concentração de amido das florídeas (Figura 12b).

O cultivo das amostras com cobre sob elevada temperatura foi o maior

responsável pelos efeitos observados nas amostras (η2 = 52 %). Após 14

dias,  as  amostras  cultivadas  sob  temperatura  de  30  °C  sem  cobre

apresentaram aumento significativo de 34 % em relação ao controle. O

cultivo com cobre sob temperatura de 30 °C foi considerado o maior

responsável pelos efeitos observados nas amostras (η2 = 54 %).
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4.1.6 Microscopia de Luz

A observação das amostras de G. floridanum sob microscopia de

luz (Figura 13) indicou um padrão de concentração amido das florídeas

similar ao padrão obtido na quantificação deste composto. Após 7 dias

de tratamento, as amostras cultivadas com cobre ou sob temperatura de

30  °C  apresentaram  um  aumento  nos  grãos  de  amido  das  florídeas

(Figura 13b-c),  quando comparadas  ao controle  (Figura  13a).  Porém,

amostras expostas a ambos os elementos estressores apresentaram uma

redução no conteúdo destes grãos (Figura 13d). 

Figura  12: Concentração  de  carboidratos  de  tetrasporófitos  de  G.

floridanum (mg.g-1) após 7 e 14 dias de cultivo. a. Açúcares solúveis totais.

b. Amido das florídeas. Valores representados em média ± desvio padrão (n

=  3).  As  letras  indicam diferenças  significativas  de  acordo  com o  teste

bifatorial ANOVA e o teste de Tukey. 
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Após  14  dias  de  cultivo,  as  amostras  do  grupo  controle

apresentaram  uma  reduzida  concentração  de  grãos  de  amido  das

florídeas  (Figura  13e),  em  relação  aos  tratamentos  (Figura  13f-g).

Novamente, a exposição da macroalga a ambos os elementos estressores

levou a uma redução na concentração de grãos de amido (Figura 13h),

em  relação  aos  demais  tratamentos.  A  coloração  das  amostras  com

AT-O não revelou diferenças importantes entre os tratamentos.
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Figura  13: Micrografia  de luz de tetrasporófitos  de  G. floridanum,  com

grãos  de  amido  das  florídeas  (A)  evidenciados  pelo  PAS.  a. Corte

transversal  do  controle  após  7  dias  de  cultivo. b.  Corte  transversal  de

amostra  cultivada  sob temperatura  de 30 °C durante  7 dias. c-d. Cortes

transversais de amostras cultivadas com cobre 3 µM sob temperatura de 24

°C e 30 °C, respectivamente, durante 7 dias. e. Corte transversal do controle

após  14  dias  de  cultivo.  f. Corte  transversal  de  amostra  cultivada  sob

temperatura de 30 °C durante 14 dias. g-h. Cortes transversais de amostras

cultivadas  com  cobre  3  µM  sob  temperatura  de  24  °C  e  30  °C,

respectivamente, durante 14 dias. Escala = 40 µm.
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4.1.7 Microscopia Eletrônica de Transmissão

Quando  observadas  sob  MET,  as  amostras  controle  de

tetrasporófitos  de  G.  floridanum  (Figura  14a)  apresentaram  células

corticais com 5 a 8 µm de diâmetro, circundadas por uma parede celular

e  com citoplasma compactado.  Nestas  amostras,  grãos  de  amido das

florídeas  de  tamanhos  diversos  foram  observados,  especialmente  na

região  central  das  células.  Os  cloroplastos  encontram-se  na  região

periférica das células, com tilacoides dispostos paralelamente e alguns

plastoglóbulos  dispersos  no  interior  destas  organelas.  As  células

corticais de amostras cultivadas com cobre (Figura 14b) apresentaram

um aumento na espessura da parede celular, principalmente na região

apical, próxima ao meio externo, além de uma elevada concentração de

plastoglóbulos nos cloroplastos.  Poucos grãos de amido das florídeas

foram  observados  nestas  amostras.  O  cultivo  de  G.  floridanum  sob

temperatura de 30 °C (Figura 14c) também resultou em um aumento na

espessura  da  parede  celular  e  em  uma  maior  quantidade  de

plastoglóbulos. Grãos de amido das florídeas puderam ser observados

em grande quantidade nestas amostras, em diferentes tamanhos. Grãos

de grande porte, com tamanho aproximado de 1 µm, foram observados

na  região  apical  das  células,  enquanto  que  grãos  de  pequeno  porte,

variando  entre  0,1  e  0,5  µm,  foram observados  na  região  distal  das

células  corticais.  Já  as  amostras  cultivadas  com  cobre  sob  elevada

temperatura  (Figura  14d)  apresentaram,  além  de  um  aumento  na

espessura da parede celular e no número de plastoglóbulos, uma forte

deposição de material particulado elétron-denso na parede celular.
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Figura 14: Micrografia Eletrônica de Transmissão de tetrasporófitos de G.

floridanum. a. Célula cortical  de amostra controle. Na periferia da célula

encontram-se os cloroplastos, enquanto que no interior pode-se observar os

grãos de amido das florídeas.  b. Célula cortical de amostra cultivada com

cobre 3 µM sob temperatura de 24 °C, com uma espessa parede celular e

grande quantidade de plastoglóbulos, além de poucos grãos de amido das

florídeas c. Célula cortical de amostra cultivada sob temperatura de 30 °C,

com parede celular espessa e grande quantidade de plastoglóbulos, além de

grãos de amido das florídeas de tamanhos variados.  d. Célula cortical de

amostra cultivada com cobre 3 µM sob temperatura de 30 °C, com grande

espessamento da parede celular, elevado número de plastoglóbulos e forte

deposição  de  material  particulado  elétron-denso.  A,  amido das  florídeas.

C, cloroplasto. P, plastoglóbulo. PC, parede celular. 
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4.1.8 Viabilidade celular – MTT

A análise de viabilidade celular revelou um padrão inverso entre

as amostras de tetrasporófitos cultivadas por 7 e 14 dias, com diferenças

significativas  entre  todos  os  tratamentos  (Figura  15).  Após  7  dias

(Figura 15a), as amostras cultivadas com cobre 1,5 µM e 3 µM a 24 °C

apresentaram redução de 33 % e 27 %, respectivamente, em relação ao

controle. As amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C e com cobre

1,5 µM e 3 µM a 30 °C apresentaram, por sua vez, reduções de 21 %,

47 % e 38 %, respectivamente. De acordo com o teste de ETA2, o cobre

foi o maior responsável pelos efeitos observados (η2 = 69 %). Após 14

dias  (Figura  15b),  um  aumento  na  viabilidade  celular  de  todas  as

amostras tratadas pode ser observado em relação ao controle. O cultivo

com cobre 1,5 µM e 3 µM a 24 °C resultou em aumentos de 15 % e

21 %. Já as amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C e com cobre

1,5 µM e 3 µM a 30 °C apresentaram aumentos de 40 %, 82 % e 91 %.

Após este período, a temperatura foi a maior responsável pelos efeitos

observados (η2 = 75 %).

Figura 15: Viabilidade celular de tetrasporófitos de G. floridanum após 7 e

14 dias de cultivo. Valores representados em média ± desvio padrão (n = 4).

As letras indicam diferenças significativas de acordo com o teste bifatorial

ANOVA e o teste de Tukey. 
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Tabela 1:  Análise de Variância Fatorial e valores de significância para os

efeitos da temperatura, do cobre e da interação entre temperatura e cobre

sobre  os  compostos  metabólicos,  a  viabilidade  celular  e  a  taxa  de

crescimento de tetrasporófitos de G. floridanum.
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4.2 Efeitos da temperatura e do cobre sobre esporos tetrásporos de 

G. floridanum

A  seguir  serão  apresentadas  as  alterações  na  morfologia  e

contagem,  na  concentração  de  pigmentos  fotossintetizantes,  na

ultraestrutura e na viabilidade celular de tetrásporos de  G. floridanum

após cultivo com o metal pesado cobre e/ou sob temperatura de 30 °C. A

análise  de  Variância  Fatorial,  os  valores  de  significância  e  ETA

quadrado encontram-se na tabela 3.

4.2.1 Morfologia e Contagem

Observadas sob microscopia de luz após 24 horas de cultivo, as

amostras  do  grupo  controle  apresentaram  uma  grande  quantidade  de

tetrásporos  em  estágio  inicial  do  desenvolvimento  (Figura  16a).  A

contagem revelou uma taxa de 71 % de viabilidade (Figura 20), e os

tetrásporos viáveis apresentaram morfologia típica da ordem Gelidiales,

com formato esférico e tamanho entre 25 e 30 μm de diâmetro, com

coloração  interior  vermelho-escuro  devido  à  grande  quantidade  de

ficobiliproteínas  nos  cloroplastos.  As  amostras  do  grupo  controle

apresentaram,  ainda,  16  %  de  tetrásporos  com  divisões  e  29  %  de

tetrásporos com formação de rizoide (Figura 21, Tabela 2), nos quais

uma célula distal tornou-se alongada e estreita (Figura 16c). Dentre as

amostras do grupo controle, apenas 29 % dos tetrásporos observados

apresentaram-se inviáveis (Figura 20).
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As  amostras  cultivadas  com  cobre  1,5  e  3  μM  a  24  °C

apresentaram  53  %  e  43  %  de  tetrásporos  viáveis,  respectivamente

(Figura  20).  O  cultivo  com  cobre  1,5  μM  a  24  °C  não  alterou

significativamente  a  contagem dos  tetrásporos  com divisões  ou  com

formação do  rizoide.  Já  o  cultivo  com cobre  3  μM a  24  °C alterou

significativamente  a  porcentagem  de  tetrásporos  com  formação  do

rizoide,  que  foi  reduzida  para  14  %  (Figura  21,  Tabela  2).  Nestes

tratamentos  foi  possível  a  observação  de  diversas  alterações

morfológicas,  como  a  presença  de  tetrásporos  com  conteúdo

citoplasmático  polarizado  (Figura  17a),  tetrásporos  com formação de

tubo germinativo porém com reduzido conteúdo citoplasmático (Figura

17b),  ou  sem  migração  do  conteúdo  citoplasmático  e  de  coloração

esverdeada indicando sua inviabilidade (Figura 17c), e tetrásporos com

formação de rizoide com células sem conteúdo citoplasmático (Figura

17d). O cultivo com cobre 1,5 e 3 μM a 24 °C resultou em 46 % e 57 %

de tetrásporos inviáveis, respectivamente (Figura 21, Tabela 2).

Figura  16:  Micrografia de Luz de amostras controle de tetrásporos de  G.

floridanum após 24 horas de cultivo. a. Tettrásporo viável, não germinado.

b. Tetrásporo germinado, com divisões. c. Tetrásporo com rizoide.
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As amostras cultivadas sob temperatura de 30 °C, sem o metal

pesado  cobre,  apresentaram 66  % de  tetrásporos  inviáveis,  13  % de

tetrásporos viáveis não germinados, 9 % de tetrásporos com divisões e

10 % de tetrásporos com formação do rizoide (Figura 21, Tabela 2).

Além  dos  tetrásporos  inviáveis  (Figura  18a),  muitos  tetrásporos

encontravam-se em processo inicial de formação do tubo germinativo

Figura  17: Micrografia de Luz de tetrásporos de G. floridanum após 24

horas de cultivo com o metal pesado cobre 1.5 e 3 μM. a. Tetrásporo com

citoplasma polarizado.  b. Tetrásporo  com formação do tubo germinativo

incompleta  e  redução  do  conteúdo  citoplasmático.  c. Tetrásporo  com

formação do tubo germinativo porém inviável.  d. Tetrásporo com rizoide

sem conteúdo citoplasmático.
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(Figura 18b), enquanto outros já apresentavam divisões porém sem a

formação do tubo (Figura  18c).  Outros,  ainda,  apresentaram divisões

mas seu conteúdo citoplasmático encontrava-se esverdeado, indicando

sua inviabilidade (Figura 18d).

Figura  18: Micrografia de Luz de tetrásporos de  G. floridanum após 24

horas  de  cultivo  sob  temperatura  de  30  °C.  a. Tetrásporo  inviável.

b. Tetrásporo  em  fase  inicial  da  formação  do  tubo  germinativo.

c. Tetrásporo  com  divisões  sem  formação  do  tubo  germinativo.

d. Tetrásporo com divisões porém inviável.
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Por fim, o cultivo dos tetrásporos com cobre  1,5 e 3 μM sob

temperatura de 30 °C resultou em taxas de inviabilidade de 63 % e      83

%, com 13 % e 6 % de tetrásporos viáveis, 10 % e 5 % de tetrásporos

com divisões e 13 % e 3 % de tetrásporos com formação do rizoide,

respectivamente (Figura 21, Tabela 2). Dentre as alterações observadas

nestas  amostras,  podem  ser  destacadas  a  grande  quantidade  de

tetrásporos  com  formação  do  tubo  germinativo  sem  a  correta

polarização do conteúdo citoplasmático (Figura 19a-b), os tetrásporos

com  divisões  com alterações  no  padrão  de  desenvolvimento  (Figura

19c-f), além de muitos tetrásporos com coloração esverdeada indicativa

de inviabilidade (Figura 19d).

Figura  19:  Micrografia  de Luz de tetrásporos de  G. floridanum após 24

horas  de  cultivo  com  cobre  1.5  e  3  μM  sob  temperatura  de  30  °C.

a-b. Tetrásporos  com  formação  do  tubo  germinativo  sem  correta

polarização  do  conteúdo  citoplasmático.  c. Tetrásporo  com alteração  no

padrão do desenvolvimento.  d. Tetrásporo dividido inviável.  e. Tetrásporo

com  rizoide  e  alteração  no  padrão  do  desenvolvimento.  f. Tetrásporo

dividido e com alteração no padrão do desenvolvimento.
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Segundo  teste  de  ETA2,  a  temperatura  foi  o  fator  de  maior

importância sobre a viabilidade dos tetrásporos, respondendo por 50%

dos efeitos observados, seguida do cobre, que respondeu por 25% dos

efeitos  observados  (Tabela  3).  A  temperatura  foi  também  a  maior

responsável pelas alterações observadas no número de tetrásporos com

divisões  e  tetrásporos  com  formação  do  rizoide  (η2 =  34  e  40  %,

respectivamente).

Figura  20:  Germinação de tetrásporos de  G. floridanum, com tetrásporos
viáveis (barras  escuras)  e inviáveis (barras  claras).  Valores  representados

em  média  ±  desvio  padrão  (n  =  3).  As  letras  indicam  diferenças
significativas de acordo com teste bifatorial ANOVA e teste de Tukey. 

Figura  21:  Contagem de tetrásporos de  G. floridanum de acordo com o

estágio do desenvolvimento. Valores representados em média (n = 3).
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4.2.2 Pigmentos fotossintetizantes

As análises realizadas no presente trabalho não possibilitaram a

quantificação  de  clorofila  a  nas  amostras  de  tetrásporos  de  G.

floridanum.  A  concentração  de  aloficocianina  foi  significativamente

alterada  apenas  nas  amostras  cultivadas  com  cobre  3  µM  sob

temperatura de 30 °C, sendo reduzida em 37 % em relação ao controle

(Figura 22a). O cobre foi o maior responsável pelos efeitos observados

neste pigmento (η2 = 22 %). O cultivo das amostras com cobre 1,5 e

3 µM a 24 °C e 1,5 µM a 30 °C reduziu a concentração de ficocianina

em 17 a 27 %, enquanto que a concentração deste pigmento acessório

foi reduzida em 72 % nas amostras cultivadas com cobre 3 µM a 30 °C

(Figura  22b).  A  temperatura  foi  a  maior  responsável  pelos  efeitos

observados neste pigmento (η2 = 47 %). Já o cultivo das amostras com

cobre 1,5 e 3 µM a 24 °C e 1,5 µM a 30 °C reduziu a concentração de

ficoeritrina em 16 a 30 %, enquanto que a concentração deste pigmento

acessório foi reduzida em 71 % nas amostras cultivadas com cobre 3

µM  a  30  °C  (Figura  22c).  Novamente,  a  temperatura  foi  a  maior

responsável pelos efeitos observados (η2 = 51 %).

Tabela  2: Contagem de  tetrásporos  de G.  floridanum após  24  horas  de

cultivo,  de  acordo  com  o  estágio  do  desenvolvimento.  Valores

representados  em  média  ±  desvio  padrão  (n  =  3).  As  letras  indicam

diferenças significativas de acordo com o teste bifatorial ANOVA e o teste

de Tukey. 
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Figura  22:  Concentração  de  ficobiliproteínas  de  tetrásporos  de  G.

floridanum  (μg.ml-1)  após  24  horas  de  cultivo.  a. Aloficocianina.

b. Ficocianina.  c. Ficoeritrina.  Valores representados em média ± desvio

padrão (n = 3). As letras indicam diferenças significativas de acordo com o

teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey. 
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4.2.3 Microscopia eletrônica de transmissão

A observação do controle em MET (Figura 23) revelou tetráporos

em fase avançada do desenvolvimento, já divididos e/ou com formação

de rizoide (Figura 23a). No rizoide, corpos de Golgi hipertróficos são

abundantes e apresentam cisternas formando inúmeras vesículas (Figura

23b).  Nos  tetrásporos  com divisões,  os  cloroplastos  encontram-se  na

periferia  das  células,  com grãos  de  amido  dispersos  pelo  citoplasma

(Figura  23c).  Os  cloroplastos  apresentaram  ultraestrutura  típica  de

macroalgas  vermelhas  (Figura  23d).  Mitocôndrias  e  corpos  de  Golgi

hipertróficos também puderam ser observados (Figura 23d-e).

Figura  23:  Micrografia  Eletrônica  de  Transmissão  do  controle  de
tetrásporos de G. floridanum após 24 horas de cultivo sob temperatura de

24 °C.  a. Visão longitudinal de um tetrásporo com rizoide.  b. Detalhe do
rizoide,  com  corpos  de  Golgi  e  vesículas.  c. Visão  transversal  de  um

tetrásporo  com divisões,  com cloroplastos  parietais  e  grãos  de amido na
região central do citoplasma. d-e. Detalhes do cloroplasto, grãos de amido,

corpos  de  Golgi  e  mitocôndrias.  A,  amido das  florídeas.  C,  cloroplasto.
G, corpos de Golgi. M, mitocôndria. PC, parede celular. Ve, vesículas.
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Após cultivo sob temperatura de 30 °C (Figura 25), os tetrásporos

com divisões apresentaram a mesma organização interna observada nas

amostras controle, e organelas como cloroplastos, mitocôndrias, corpos

de Golgi e grãos de amido das florídeas não apresentaram alterações

ultraestruturais  (Figura  25a-b).  Porém,  nestas  amostras,  vesículas

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

As  amostras  cultivadas  com  cobre  sob  temperatura  de  24  °C

apresentaram alterações ultraestruturais bastante evidentes (Figura 25).

Os tetrásporos  observados,  em sua maioria,  não apresentaram muitas

divisões (Figura 25a). Algumas células apresentaram grande quantidade

de grãos de amido das florídeas em seu citoplasma (Figura 25b). Corpos

de Golgi e mitocôndrias apresentaram ultraestrutura típica (Figura 25c),

porém,  alguns  cloroplastos  apresentaram  tilacoides  dilatados  e  uma

grande quantidade de vacúolos pode ser observada (Figura 25d-e).

Figura  24: Micrografia  Eletrônica  de  Transmissão  de  tetrásporos  de  G.

floridanum após 24 horas de cultivo sob temperatura de 30 °C.  a. Visão

geral  de  um  tetrásporo  dividido.  b. Detalhes  das  principais  organelas

celulares.  c. Detalhe  do  cloroplasto  e  da  parede  celular.   A,  amido das

florídeas.  C,  cloroplasto.  G,  corpos  de  Golgi.  PC,  parede  celular.

P, plastoglóbulo. Ve, vesículas.
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Figura  25:  Micrografia  Eletrônica  de  Transmissão  de  tetrásporos  de  G.

floridanum após 24 horas de cultivo com cobre 3 μM sob temperatura de

24  °C.  a. Visão  transversal  de  um  tetrásporo  em  fase  inicial  do

desenvolvimento.  b. Detalhe da grande quantidade de grãos de amido das

florídeas.  c. Detalhe  das  mitocôndrias  e  corpos  de  Golgi.  d-e. Visão

periférica  de  uma  célula,  com  detalhe  para  cloroplastos  com  tilacoides

alterados  e  grande  quantidade  de  vacúolos.  A,  amido  das  florídeas.

C,  cloroplasto.  G,  corpos de Golgi.  M, mitocôndria.  PC,  parede  celular.

P, plastoglóbulo. V, vacúolo.
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A  análise  das  amostras  cultivadas  com  cobre  sob  elevada

temperatura  permitiu  a  observação  de  alguns  tetrásporos  divididos  e

com grande quantidade de grãos de amido das florídeas,  cloroplastos

íntegros e vesículas associadas a parede celular (Figura 26a-b). Outros

tetrásporos,  porém,  apresentaram  ultraestrutura  celular  fortemente

alterada, com vesículas por todo o citoplasma e poucos cloroplastos na

periferia  das  células,  com  tilacoides  desestruturados  e  de  difícil

observação  (Figura  26c-d).  Além  disso,  uma  grande  quantidade  de

tetrásporos  apresentou-se  inviável,  sem  delimitação  celular  e  com

material degenerado ou extravasado (Figura 26e-f).
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Figura  26: Micrografia  Eletrônica  de  Transmissão  de  tetrásporos  de  G.
floridanum após 24 horas de cultivo com cobre 3 μM sob 30 °C. a. Visão
geral de um tetrásporo com divisões. b. Detalhe de um cloroplasto íntegro e
vesículas  associadas  a  parede  celular.  c-d. Visão  geral  e  detalhe  de  um
tetrásporo com grande quantidade de vesículas.  e-f.  Tetrásporos inviáveis,
degenerados  e  extravasados.  A,  amido  das  florídeas.  C,  cloroplasto.
PC, parede celular. P, plastoglóbulo. Ve, vesículas.
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Quando comparadas as paredes celulares ao final das 24 horas de

cultivo,  os  tetrásporos  dos  grupo controle  apresentaram paredes  com

espessura entre 0,3 e 0,4 μm (Figura 27a). Já nas amostras cultivadas

sob elevada temperatura, com o cobre, ou sob ambas as condições, a

espessura  da  parede  celular  apresentou  valores  entre  1,0  e  1,4  μm

(Figura 27b-d).

Figura 27: Detalhe da parede celular de tetrásporos de G. floridanum após

24 horas  de  cultivo.  a. Tetrásporo  controle.  b. Tetrásporo  cultivado sob

temperatura  de  30  °C. c. Tetrásporo  cultivado  com  cobre  3  μM.

d. Tetrásporo  cultivado  com  cobre  3  μM  sob  temperatura  de  30  °C.

A,  amido  das  florídeas.  C,  cloroplasto.  G,  corpos  de  Golgi.  N,  núcleo.

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

A  análise  de  viabilidade  celular  de  tetrásporos  revelou  uma

significativa redução na viabilidade de todas as amostras cultivadas com

cobre e/ou sob elevada temperatura, em relação ao controle (Figura 28).

Considerando-se o controle  como 100 % de viabilidade,  as  amostras

cultivadas com cobre 1,5 e 3 μM a 24 °C apresentaram viabilidades de

59 e 62 %, respectivamente, enquanto que as amostras cultivadas sob

temperatura de 30 °C apresentaram viabilidades entre 42 e 29 %, sendo

a menor delas apresentada pelas amostras cultivadas com cobre 3 μM a

30  °C.  Segundo  teste  de  ETA2,  a  temperatura  foi  o  fator  de  maior

importância  sobre  os  efeitos  observados  na  viabilidade  celular  das

amostras (η2 = 56 %), seguida do cobre (η2 = 21 %).

 

Figura  28: Viabilidade  celular  de tetrásporos  de G.  floridanum após 24

horas de cultivo. Valores representados em média ± desvio padrão (n = 3).

As letras indicam diferenças significativas de acordo com o teste bifatorial

ANOVA e o teste de Tukey. 
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Tabela 3:  Análise de Variância Fatorial e valores de significância para os

efeitos da temperatura, do cobre e da interação entre temperatura e cobre

sobre a contagem, os pigmentos fotossintetizantes e a viabilidade celular de

tetrásporos de G. floridanum.
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5 DISCUSSÃO

Habitantes  das  zonas  de  transição  entre  as  zonas  terrestre  e

oceânica, as macroalgas estão constantemente expostas às alterações no

ambiente  em  que  vivem.  Apesar  disto,  os  impactos  resultantes  da

interação entre estressores globais e locais ainda são pouco estudados

nestes organismos, especialmente nas fases inicias do desenvolvimento

(Coelho  et al.,  2000). No presente trabalho, a temperatura elevada e o

cobre  resultaram  em  efeitos  deletérios  na  macroalga  vermelha  G.

floridanum,  especialmente  no  início  do  desenvolvimento  dos

tetrásporos, alterando a fisiologia, o desenvolvimento e a ultraestrutura

dos espécimes.

De  acordo  com  Davison  &  Pearson  (1996),  a  realocação  de

compostos  protetores  sob  condições  de  estresse  pode  reduzir  o

crescimento de organismos fotossintetizantes. No presente trabalho,  o

cultivo  de  G.  floridanum  com cobre  resultou  em reduzidas  taxas  de

crescimento. Estudos anteriores demonstram uma redução na biomassa

de macroalgas vermelhas (Gouveia  et al.,  2013),  marrons (Nielsen &

Nielsen,  2010;  Roncarati  et  al.,  2015)  e  verdes  (Han  et  al.,  2009)

cultivadas  com  cobre.  As  amostras  cultivadas  a  30  °C  também

apresentaram  reduzidas  taxas  de  crescimento,  e  resultados  similares

foram  observados  nas  macroalgas  vermelhas  Pterocladia  capillacea

(Poore  et  al.,  2016),  Kappaphycus  alvarezii  (Araújo  et  al.,  2014),

Hypnea cervicornis  (Ding  et al.,  2013) e  Gracilaria tenuistipitata (Liu

& Dong, 2001). Um aumento na temperatura além do limite ao qual as

espécies  estão  adaptadas  pode  alterar  mecanismos  fotossintéticos  e

processos  bioquímicos  (Zou,  2014),  consequentemente  reduzindo  o

crescimento (Koch  et al.,  2012). As amostras cultivadas com cobre 3
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µM a 30 °C apresentaram a menor taxa de crescimento. Nielsen  et al.

(2014)  observaram  que  nem  a  temperatura  elevada  (22  °C),  nem  o

cobre, de forma isolada, refletiram em reduções significativas na taxa de

crescimento da macroalga parda  Fucus serratus;  porém o cultivo sob

ambas as condições reduziu pela metade a taxa de crescimento desta

espécie, indicando o efeito interativo da temperatura com o cobre. Esta

reduzida taxa de crescimento observada nos talos cultivados com ambos

os agentes estressores reflete, portanto, a maior toxicidade da interação

entre os agentes estressores sobre a fisiologia de G. floridanum.

O cultivo de tetrasporófitos de  G. floridanum com cobre ou sob

elevada  temperatura,  bem  como  a  exposição  a  ambos  os  agentes

estressores,  resultou  em  segmentos  apicais  com  regiões  de

despigmentação, indicando a morte, por necrose, de porções dos talos.

Estudos  anteriores  já  apresentaram  alterações  morfológicas  como  a

despigmentação  dos  segmentos  apicais  de  amostras  de  talo  de  G.

floridanum  cultivadas com cobre (Santos  et al.,  2014) e outros metais

pesados (Simioni  et al.,  2014), assim como amostras de  Kappaphycus

alvarezii  cultivadas sob temperatura de 28 °C e 32 °C (Araújo  et al.,

2014).  Os  agentes  estressores  estudados  afetaram  também  as  fases

iniciais do desenvolvimento, alterando a morfologia e a germinação dos

tetrásporos.  Durante  a  germinação,  os  tetrásporos  sofrem uma rápida

sucessão de divisões celulares que demandam alto consumo energético

(Bouzon  et  al.,  2005).  A  temperatura  ambiente  e  os  metais  pesados

encontrados no meio aquoso são importantes fatores que podem afetar

este  processo  do  desenvolvimento  (Agrawal,  2009),  através  da

realocação  de  gastos  energéticos  para  a  produção  de  compostos

protetores  (Alestra  &  Schiel,  2015).  Além  disso,  agentes  estressores
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podem  afetar  componentes  celulares  como  proteínas  e  membranas

(Eggert, 2012), reduzindo ou impedindo o correto desenvolvimento dos

tetrásporos. Alterações no padrão de germinação e desenvolvimento de

esporos em resposta a temperatura e ao cobre também foram observados

especialmente em zoósporos e esporófitos de macroalgas pardas (Bond

et al., 1999; Contreras et al., 2007; Gaitan-Espitia et al., 2014; Muller et

al., 2008), refletindo a maior sensibilidade dos estágios iniciais do ciclo

de vida.

A despigmentação dos talos está diretamente relacionada a perda

de  pigmentos  fotossintetizantes,  indicando alterações  na  maquinaria

fotossintética (Luder  et al.,  2001). Os resultados do presente trabalho

revelam que  os  pigmentos  fotossintetizantes  de  G. floridanum  foram

significativamente  afetados  pela  temperatura,  pelo  cobre  ou  pela

interação destes agentes estressores, evidenciando a sensibilidade destes

compostos  aos  agentes  estressores  estudados.  A  clorofila  a  foi  o

principal pigmento afetado pelos tratamentos após 7 dias de cultivo. Os

pigmentos possuem conhecida sensibilidade à temperatura e elementos

tóxicos, e danos a estas moléculas podem resultar em uma inibição do

processo  fotossintético  (Ashraf  &  Harris,  2013). A  clorofila  a,  em

particular,  é  muito  sensível  a  temperatura,  devido  a  desnaturação

enzimática  (Efeoglu  & Terzioglu,  2009),  e  ao  cobre  (Bačkor  et  al.,

2007),  que,  uma  vez  absorvido,  pode  substituir  o  átomo  central  de

magnésio da molécula  de clorofila,  formando complexos  metálicos  e

prejudicando  suas  funções  fotossintéticas  (Petrovic  et  al.,  2006).

Nielsen  &  Nielsen  (2010)  também  observaram  uma  redução  no

conteúdo de clorofila a da macroalga parda Fucus serratus após 12 dias

de  cultivo  com  cobre.  Já  Wernberg  et  al.  (2016)  observaram  uma
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reduzida concentração de pigmentos em macroalgas de regiões de água

quentes, quando comparadas a macroalgas de águas frias. Após 14 dias,

a clorofila a apresentou um conteúdo elevado em relação ao observado

após 7 dias de cultivo.  Além disso,  a  redução na concentração deste

pigmento  em  relação  ao  controle  apresentou-se  de  forma  menos

acentuada,  indicando  uma  menor  sensibilidade  deste  pigmento  as

condições  estudadas  e  uma  aclimatação  às  condições  de  cultivo.  De

acordo com Rym (2012), um aumento na concentração de pigmentos em

resposta  a  um estresse  crônico  pode  ser  considerado  um mecanismo

adaptativo,  de  forma  que  um aumento  na  eficiência  da  captação  de

energia  luminosa  e  consequentemente  uma maior  geração  de  energia

química  venham  a  ser  utilizados  para  a  produção  de  componentes

antioxidativos.

Os pigmentos  acessórios  apresentaram diferentes  respostas  aos

agentes estressores, sendo a ficoeritrina o pigmento mais sensível aos

tratamentos. Os ficobilissomos consistem em um complexo hexamérico

em formato de antena cujas hastes são formadas pelo empilhamento das

ficobiliproteínas (Miller, 2007). Em algas vermelhas, cada um dos três

pigmentos forma uma camada nos ficobilissomos, sendo a camada mais

interna constituída  por um núcleo  de aloficocianinas,  a  camada mais

externa constituída por ficoeritrinas, e a camada mediana constituída por

ficocianinas (Glazer, 1989). Agentes estressores também podem induzir

a  dissociação  de  ficobiliproteínas  do  complexo  antena  (Rym,  2012).

Desta forma, a ficoeritrina é o pigmento mais externo do complexo e

também o mais  sensível  as  alterações  ambientais,  tal  como pode  ser

observado  no  presente  trabalho.  Além  disso,  a  ficoeritrina  também

possui  uma  alta  capacidade  de  dissociação,  sendo  degradada  em
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situações  de  estresse  para  redução  de  gastos  e  liberação  de  energia

durante o processo de aclimatação (Luder & Wiencke, 2002).

A dissociação de pigmentos do complexo antena pode alterar as

suas proporções,  as  quais  podem indicar  mudanças na estrutura e  no

tamanho dos ficobilissomos (Gantt, 1981). Alterações na concentração e

na  proporção  de  pigmentos  já  foram  observadas  em  cianobactérias

(Grossman et al., 2001), bem como em macroalgas vermelhas (Luder &

Wiencke, 2002; Schmidt et al., 2014) submetidas a diferentes condições

ambientais. Neste trabalho, o aumento na proporção entre AFC:Chl a e

as reduções nas proporções entre FC:AFC e FE:AFC em amostras de

tetrasporófitos  indicam uma  maior  ativação  dos  fotossistemas  e  uma

redução no tamanho das hastes do complexo antena, respectivamente.

Tais alterações sugerem uma redução no uso dos ficobilissomos, uma

vez que antenas menores continuarão a transferir luz ao mesmo tempo

em que requerem uma menor quantidade de energia (Kübler & Davison,

1993).

Os pigmentos acessórios foram observados em menor proporção

nos  tetrásporos,  quando  comparados  aos  tetrasporófitos,  tal  como

observado para a macroalga vermelha Grateloupia doryphora (Rodrigo

&  Robaina,  1997).  De  acordo  com  estes  autores,  uma  elevada

concentração  de  ficobiliproteínas  reflete  a  maturação  do  aparato

fotossintético de tetrasporófitos em relação aos esporos e talos jovens.

Em relação aos tratamentos, as ficobiliproteínas apresentaram-se mais

sensíveis nos tetrásporos, especialmente ficocianina e ficoeritrina, cujas

concentrações foram reduzidas por todos os tratamentos em relação ao

controle.  Mesmo  a  aloficocianina,  cujas  concentrações  foram

aumentadas pelos tratamentos em tetrasporófitos,  apresentou reduzida
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concentração  após  cultivo  com  cobre  sob  elevada  temperatura  em

tetrásporos. A redução na concentração das ficobiliproteínas foi ainda

mais  acentuada  nas  amostras  cultivadas  com  cobre  3  µM  sob

temperatura  de  30  °C,  indicando  uma  interação  sinérgica  entre  os

estressores. Rodrigo & Robaina (1997), por sua vez, encontraram uma

maior tolerância dos esporos de  G. doryphora à temperatura, quando

comparados aos tetrasporófitos. Sugere-se, portanto, que a sensibilidade

dos  esporos  em relação  aos  agentes  estressores  e  aos  tetrasporófitos

varia de acordo com a espécie analisada.

Carotenoides  e  compostos  fenólicos  são  agentes  antioxidativos

que normalmente apresentam alterações após cultivo sob condições de

estresse.  As  concentrações  intracelulares  destes  compostos  em

tetrasporófitos de G. floridanum cultivados com cobre e/ou sob elevada

temperatura revelaram diferentes padrões. Inicialmente, a exposição das

amostras  ao  cobre  resultou  em  uma  redução  na  concentração  de

carotenoides. De acordo com Bačkor & Vaczi (2001), os carotenoides

são compostos sensíveis ao estresse oxidativo causado pela exposição a

metais  pesados,  sendo  ainda  considerados  marcadores  sensíveis  a

presença de cobre (Bačkor et al.,  2003). Resultados semelhantes foram

observados em trabalhos com as clorófitas  Scenedesmus quadricauda

(Piovar  et al.,  2011) e  Cladophora prolifera  (Bačkorova  et al.,  2016),

bem como nas macroalgas vermelhas Gracilaria domingensis (Gouveia

et al., 2013) e Hypnea musciformis (Santos et al., 2015). Porém, após 14

dias de cultivo, as amostras expostas ao cobre 3 µM sob temperatura de

30 °C apresentaram uma elevada concentração deste composto. Além de

sua função como pigmentos auxiliares na captação de energia luminosa,

os  carotenoides  também  participam  em  processos  de  detoxificação,
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sinalizam  moléculas  envolvidas  no  metabolismo  anti-estresse  (de

Pascale  et al., 2001; Li  et al., 2008), e são responsáveis pela proteção

das moléculas de clorofila contra danos térmicos (Wahid, 2007). Um

aumento  na  concentração  de  carotenoides  pode  ser  observado  na

macroalga verde  Ulva pertusa  (Kakinuma  et al.,  2006), bem como em

amostras de cana-de-açúcar (Wahid 2007) cultivadas sob uma elevada

temperatura. Supõe-se, portanto, que as referidas concentrações de cobre

refletem em uma redução  inicial  no conteúdo de carotenoides de  G.

floridanum,  porém,  a  exposição  crônica  ao  cobre  sob  elevada

temperatura reflete em um maior estresse e, consequentemente, em uma

maior produção deste composto antioxidativo. 

Os  compostos  fenólicos  apresentaram  concentrações  reduzidas

nas amostras de tetrasporófitos de G. floridanum cultivadas com cobre,

não  sendo  influenciados  pela  temperatura.  Estudos  anteriores

demonstraram  um  aumento  na  concentração  de  polifenois  e  demais

compostos fenólicos em macroalgas vermelhas (Hammann et al., 2016)

e  outros  organismos  fotossintetizantes  (Rivero  et  al.,  2001;  Wahid,

2007). Outros estudos, porém, observaram uma redução no conteúdo de

compostos  fenólicos  em macroalgas  vermelhas  cultivadas  com cobre

(Connan  & Stengel,  2009;  Nielsen  & Nielsen,  2010).  Os  compostos

fenólicos  possuem  uma  alta  afinidade  aos  íons  de  cobre  e  agem

primariamente após serem secretados, quelando as moléculas de cobre

extracelularmente (Nielsen & Nielsen, 2010). Assim, uma redução na

concentração intracelular destes compostos pode indicar sua secreção ao

ambiente  extracelular  após  exposição  ao  metal  pesado.  Além  disso,

Connan & Stengel (2011) observaram uma alta concentração de cobre

em frações fenólicas de macroalgas expostas ao cobre, confirmando sua
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afinidade  a  este  metal.  Ainda,  Nielsen  & Nielsen  (2010)  observaram

uma  coloração  amarelada  na  água  de  cultivo  da  macroalga  Fucus

serratus com baixa concentração de compostos fenólicos após exposição

ao cobre. A mesma coloração pode ser observadas nas amostras de água

de cultivo de G. floridanum expostas ao cobre neste trabalho, indicando

uma maior secreção de compostos fenólicos (dados não apresentados).

Açúcares  e  carboidratos  complexos  estão  envolvidos  em  vias

energéticas e de detoxificação (Pilatti et al., 2016), e genes responsáveis

por  seu  metabolismo  podem ser  regulados  pela  temperatura  ou  pelo

cobre  (Ruan  et  al.,  2010;  Ritter  et  al.,  2014).  No  presente  trabalho,

tetrasporófitos de G. floridanum cultivados sob temperatura de 30 °C ou

com o cobre sob elevada temperatura apresentaram reduções similares

no conteúdo de açúcares solúveis. Assim, infere-se que a temperatura

possui  maior  efeito  sobre  a  produção  e  o  acúmulo  de  metabólitos

primários  nesta  espécie.  Estudos  anteriores  demonstraram  que  uma

elevada temperatura pode levar a desnaturação de enzimas e a regulação

negativa de genes do metabolismo de carboidratos (Mathur et al., 2014).

A redução no conteúdo de clorofila  a  após 7 dias de cultivo também

reflete  em  uma  menor  atividade  fotossintética,  consequentemente

limitando a produção de carboidratos. Após 14 dias de cultivo, porém,

as  amostras  cultivadas  sob  temperatura  de  30  °C  apresentaram  um

aumento na concentração de açúcares. Estudos anteriores demonstram o

acúmulo  destes  compostos  sob  condições  de estresse  (Wahid,  2007),

uma vez que transcritos para genes da síntese de carboidratos podem

responder a elevadas temperaturas (Hurkman et al., 2003). Além disso,

danos a membranas e enzimas podem impedir a passagem de açúcares
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solúveis  através  da  cadeia  respiratória,  levando  ao  acúmulo  destas

substâncias no citoplasma (Pilatti et al., 2016).

O amido das florídeas representa a principal fonte de carbono em

macroalgas vermelhas (Viola et al., 2001), podendo ocupar até 80% do

volume celular total (Ekman  et al.,  1991). O aumento no conteúdo de

amido das florídeas nas amostras cultivadas com cobre e/ou sob elevada

temperatura indicam um maior acúmulo deste metabólito sob condições

de  estresse  em tetrasporófitos  de  G.  floridanum.  Respostas  similares

foram  observadas  em  amostras  de  trigo  (Hurkman  et  al.,  2003)  e

Arabidopsis thaliana  (Szymanska  et al.,  2015) cultivadas sob elevada

temperatura, assim como na Rhodophyta  Hypnea musciformis  (Santos

et al.,  2015) e na Chlorophyta Enteromorpha flexuosa (Andrade et al.,

2004)  cultivadas  com  cobre.  Amostras  de  Scenedesmus  obtsus

cultivadas  sob  elevada  temperatura  também  apresentaram  maior

acúmulo  de  grãos  de  amido  (Xia  et  al.,  2015).  Porém,  as  amostras

cultivadas  com cobre  3  µM  a  30  °C  durante  7  dias,  bem como  as

amostras  cultivadas  com cobre 1,5  e  3  µM a 30 °C durante  14 dias

apresentaram redução no conteúdo de amido. Infere-se, portanto, que a

exposição  de  tetrasporófitos  de  G.  floridanum ao  cobre  e/ou  a  uma

elevada temperatura pode resultar em uma maior conversão de açúcar

em grãos de amido; porém, quando um limite de estresse é ultrapassado,

a redução no conteúdo de açúcar não reflete em um acúmulo de grãos de

amido, sendo o açúcar possivelmente convertido na produção de demais

compostos  necessários  para  a  defesa  celular  destas  algas,  como  os

compostos antioxidativos anteriormente mencionados.

Alterações  ultraestruturais  também  foram  observadas  após  o

cultivo de tetrasporófitos e tetrásporos de G. floridanum com cobre e/ou
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sob  elevada  temperatura.  O  aumento  na  espessura  da  parede  celular

observado  nos  tetrasporófitos  de  amostras  cultivadas  com  cobre  no

presente  trabalho  já  foram registrados  anteriormente  (Bouzon  et  al.,

2012; Santos  et al.,  2014; Schmidt  et al.,  2014), e é considerado uma

estratégia  de  proteção  das  células,  uma vez que os  polissacarídeos  e

compostos  sulfatados  presentes  na  parede  celular  das  macroalgas

possuem a capacidade de ligar-se aos metais pesados presentes no meio

aquoso,  quelando-os  e  reduzindo  seus  efeitos  tóxicos  (Diannelidis  &

Delivopoulos, 1997). Os efeitos de um aumento na temperatura sobre a

parede  celular  de  macroalgas  ainda  foram  pouco  estudados,  porém

trabalhos  em  plantas  revelaram  alterações  na  composição  da  parede

celular,  notadamente  um  aumento  na  concentração  de  polímeros,

contribuindo para uma maior espessura da parede e, consequentemente,

maior tolerância a elevadas temperaturas (Le Gall et al., 2015). Porém, a

fluidez  das  membranas  encontra-se  diretamente  relacionada  a

temperatura ambiente (Los & Murata 2004). Dessa forma, a observação

de  uma  grande  quantidade  de  material  particulado  elétron-denso  na

parede  celular  das  células  corticais  de tetrasporófitos  cultivados  com

cobre sob elevada temperatura indica um maior acúmulo do metal na

parede celular, uma vez que a parede, mais espessa, e as membranas,

mais fluídas, acabam por facilitar a adsorção do metal.

Os  tetrásporos  cultivados  com  cobre  e/ou  sob  elevada

temperatura também apresentaram um aumento na espessura da parede

celular.  Nestas  amostras,  a  espessura  das  paredes  chegou  a  ser

encontrada entre três a cinco vezes maior que o controle. A formação da

parede celular em tetrásporos tem início imediatamente após sua adesão

ao  substrato  (Bouzon  et  al.,  2005;  Steinhoff  et  al.,  2007).  Neste
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contexto, a produção e liberação de compostos polissacarídeos pode ser

facilitada pela presença de uma grande quantidade de corpos de Golgi,

refletindo em uma rápida resposta de aumento da parede em relação às

condições de estresse.  Porém, diferentemente das células corticais  de

tetrasporófitos  cultivados  com  cobre  sob  elevada  temperatura,  os

tetrásporos  cultivados  nestas  condições  não  apresentaram  material

particulado elétron-denso em suas paredes, possivelmente em razão da

diferença na composição da parede celular de tetrásporos em relação a

tetrasporófitos (Bouzon et al., 2005).

Um  aumento  na  concentração  de  plastoglóbulos  pode  ser

observado nas células corticais de tetrasporófitos cultivados com cobre

e/ou  sob  elevada  temperatura.  Os  plastoglóbulos  são  glóbulos

lipoproteicos  com  tamanho  entre  30  nm  e  5  µm  e  alta  densidade

eletrônica diretamente ligados as membranas dos tilacoides (Rotter  et

al.,  2015).  Os  plastoglóbulos  possuem  grande  participação  no

dessarranjamento  de  cloroplastos  e  no  metabolismo  de  carotenoides

(Brehelin  et al.,  2007), tendo sido anteriormente observados em maior

concentração em células de macroalgas (Felix  et al.,  2014; Schmidt  et

al., 2014) e plantas (Sandalio et al., 2001; Daud et al., 2013) cultivadas

com metais pesados e em demais condições de estresse (Steinhoff et al.,

2007;  Schmidt  et  al.,  2014).  Portanto,  um  aumento  no  número  de

plastoglóbulos  nas  células  corticais  das  amostras  tratadas  indica  um

maior desorganização das membranas tilacoides e uma maior produção

de compostos antioxidativos, reflexo de um metabolismo em situação de

estresse. 

Os tetrásporos de G. floridanum cultivados sob temperatura de 30

°C  não  apresentaram  importantes  alterações  ultraestruturais.  Já  os
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tetrásporos  cultivados  com  cobre  apresentaram  cloroplastos  com

membranas tilacoides danificadas. O cultivo de esporos de macroalga

parda com cobre em concentrações aproximadas de 0.05 a 2  µM não

revelou alterações ultraestruturais  (Bond  et al.,  1999),  e a realocação

destes esporos para meio de cultivo sem adição de cobre possibilitou a

recuperação das amostras, indicando uma possibilidade de recuperação

para  os  tetrásporos  de  G.  floridanum  cultivados  neste  trabalho  com

cobre ou sob elevada temperatura. Porém, nas amostras cultivadas com

cobre sob temperatura de 30 °C, grande parte dos tetrásporos apresentou

ultraestrutura  danificada,  retardo  no  desenvolvimento  e  células

totalmente  deformadas  e  inviáveis,  de  forma  que  a  interação  entre

ambos  os  agentes  estressores  analisados  neste  trabalho  resultaria  em

uma impossibilidade de recuperação para estas amostras.

A redução na viabilidade celular das amostras tratadas durantes 7

dias reflete os efeitos tóxicos de uma elevada temperatura e do cobre

sobre as células de tetrasporófitos G. floridanum. Mendes et al.  (2013)

observou um padrão semelhante ao cultivar amostras de G. domingensis

com  diferentes  concentrações  de  zinco.  A  viabilidade  celular  dos

tetrásporos apresentou padrão semelhante ao encontrado nas amostras de

tetrasporófitos  cultivadas  por  7  dias.  Porém,  os  tetrásporos

apresentaram-se mais sensíveis aos efeitos do cultivo sob temperatura de

30  °C, sem diferenças significativas entre as amostras cultivadas com

cobre. De fato, a viabilidade celular dos tetrasporófitos apresentou maior

sensibilidade  ao  cultivo  com  o  cobre,  enquanto  que  as  amostras  de

tetrásporos apresentaram maior sensibilidade a elevação da temperatura.

Comparações  entre  as  respostas  de  indivíduos  jovens  e  adultos  da

macroalga parda  Ecklonia radiata  indicam que as temperaturas ótimas
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para a sobrevivência nem sempre coincidem entre as diferentes fases do

ciclo de vida destes organismos (Mohring et al., 2013). Estes resultados

indicam  a  importância  do  conhecimento  acerca  das  respostas  de

diferentes fases do ciclo de vida dos organismos,  uma vez que estes

podem apresentar maior ou menor sensibilidade em relação aos mesmos

parâmetros (Coelho et al., 2000).

Por outro lado, a viabilidade celular dos tetrasporófitos cultivados

durante 14 dias apresentou um padrão inverso, podendo ser observado

um aumento na absorbância para amostras cultivadas com cobre, sob

temperatura de 30 °C e em ambas as condições. Estes resultados podem

ser um indicativo das limitações do método MTT para quantificação da

viabilidade  celular,  como  explicado  por  Riss  (2014).  O  teste  MTT

geralmente demonstra uma correta correlação entre o número de células

viáveis e a taxa de redução do tetrazólio, porém, trabalhos recentes têm

demonstrado resultados contrários, com testes refletindo mais do estado

metabólico das células e menos de sua viabilidade. Isto se deve ao fato

de que, diferentemente do que se acreditava durante o desenvolvimento

da  técnica,  o  tetrazólio  não  é  reduzido  apenas  pela  maquinaria

mitocondrial, mas também por diversas outras enzimas localizadas no

citoplasma e associada aos compartimentos de membrana das células,

utilizando  NADH  como  co-fator  para  um  número  de  atividades

relacionadas ao metabolismo celular (Berridge et al., 2005). Assim, um

aumento na absorbância pode indicar não apenas a quantidade de células

viáveis em determinada amostra, mas a taxa de produção de NADH, a

qual  encontra-se  fortemente  ligada  aos  complexos  antioxidativos  dos

organismos. Portanto, pode-se sugerir que o aumento na absorbância das
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amostras  cultivadas  por  14  dias  refletem  o  aumento  da  atividade

antioxidativa das células com metabolismo estressado.

As  amostras  controle  de  tetrásporos  de  G.  floridanum

apresentaram a maior taxa de viabilidade após 24 horas de cultivo, com

apenas  um  terço  dos  tetrásporos  em  condições  de  inviabilidade.  Os

tetrásporos cultivados com cobre e/ou sob elevada temperatura, porém,

apresentaram  reduzida  viabilidade,  sendo  esta  indiretamente

proporcional  ao  nível  de estresse  aplicado as  amostras.  O cultivo  de

esporos das macroalgas pardas Durvillaea antarctica (Alestra & Schiel,

2015) e Macrocystis pyrifera  (Gaitan-Espitis  et al.,  2014) sob elevada

temperatura (14 °C e 18 °C, respectivamente) resultou em uma redução

de  cerca  de  30  % na  taxa  de  germinação.  Redmond (2013)  também

observou  drásticas  reduções  na  taxa  de  germinação  de  esporos  da

macroalga parda  Saccharina latissima  após cultivo sob temperatura de

22  °C.  O  cultivo  de  esporos  com  cobre  também  alterou  a  taxa  de

germinação de esporos das macroalgas Ecklonia radiata (Bidwell et al.,

1998)  e  Lessonia  nigrescens  (Contreras  et  al.,  2007)  e  Fucus

vesiculosus  (Andersson  & Kautsky,  1996),  com reduções  entre  40  a

90%. As amostras cultivadas com cobre 3 µM sob temperatura de 30 °C

apresentaram a menor taxa de viabilidade dentre as amostras, além de

reduzido número de tetrásporos em fases avançadas do desenvolvimento

(com divisões ou formação de rizoide). Garman et al.  (1994) observou

que o cultivo com cobre levou a inibição de importantes estágios do

desenvolvimento de gametas de M. pyrifera, dentre eles a formação do

tubo  germinativo  e  a  migração  nuclear.  Infere-se,  portanto,  que  a

exposição ao cobre e a uma elevada temperatura implica em alterações

no  padrão  de  desenvolvimento  de  tetrásporos  de  G.  floridanum,
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resultando  no  surgimento  de  aberrações  morfológicas  e,

consequentemente, reduzindo a viabilidade da população de tetrásporos.

Os  tetrásporos  de  G.  floridanum  apresentaram  maior

sensibilidade  aos  agentes  estressores,  especialmente  levando-se  em

conta o tempo de exposição de 24 horas para os tetrásporos e 7 a 14 dias

para tetrasporófitos. Os esporos representam estágios críticos do ciclo de

vida  e  possuem  evidente  importância  na  formação  das  comunidades

bentônicas  (Bouzon  et  al.,  2006),  sendo  considerados  os  gargalos

ecofisiológicos do início do desenvolvimento das macroalgas (Agrawal,

2009). Estudos indicam uma maior sensibilidade dos estágios iniciais do

desenvolvimento aos metais pesados (Coelho et al., 2000, Nielsen et al.,

2003),  porém,  neste  trabalho,  os  tetrásporos  apresentaram  maior

sensibilidade  a  temperatura,  enquanto  que  tetrasporófitos  da  espécie

apresentaram maior sensibilidade ao cobre. Esta variação demonstra a

importância  de  se  estudar  as  respostas  de  diferentes  espécies  e  da

comparação  entre  fases  do  ciclo  de  vida  de  uma  mesma  espécie,

especialmente  levando-se  em  conta  que  a  grande  maioria  das

macroalgas  utilizadas  para  trabalhos  dos  estágios  iniciais  do

desenvolvimento pertencem a Classe Phaeophyceae (Eklund & Kautsky,

2003). Além disso, um terço das análises realizadas com tetrasporófitos

apresentaram  um  maior  efeito  resultante  da  interação  entre  cobre  e

temperatura, enquanto que em tetrásporos nenhuma das análises indicou

interação entre os agentes estressores estudados. Assim, infere-se que a

interação  entre  o  cobre  e  a  temperatura  seja  do  tipo  sinérgica  para

tetrasporófitos e aditiva para tetrásporos de G. floridanum, evidenciando

as divergências nas respostas de uma mesma espécie quando analisados

diferentes estágios do desenvolvimento.



95

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

As espécies primárias estão entre as mais sensíveis às alterações

resultantes  das  mudanças  climáticas,  especialmente  nos  oceanos

(Hoegh-Guldberg & Bruno, 2010). Ainda que sobrevivam as interações

entre estressores globais e locais, como o aumento na temperatura da

água e na concentração de cobre dissolvido, um estresse subletal pode

levar  a  uma  redução  na  eficiência  fotossintética  e  fisiológica  destes

organismos,  consequentemente  reduzindo  sua  capacidade  de

aclimatação  (Davison  et  al., 1993)  e  alterando  as  dinâmicas

populacionais do ambiente. No presente trabalho, os tetrasporófitos de

G. floridanum apresentaram capacidade de aclimatação quando expostos

de forma crônica, porém os tetrásporos da mesma espécie apresentaram

considerável  sensibilidade  aos  agentes  estressores  aos  quais  foram

submetidos. Desta forma, conclui-se que, apesar de aditiva, a interação

entre o metal pesado cobre e uma elevada temperatura representa maior

risco aos tetrásporos que aos tetrasporófitos de  G. floridanum. Novos

estudos  devem  ampliar  o  conhecimento  acerca  dos  diferentes

mecanismos fisiológicos responsáveis pelas respostas das fases iniciais

do  desenvolvimento  de  macroalgas  às  interações  entre  alterações

climáticas e estressores locais.
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