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RESUMO

Os efeitos da radiagdo ultravioleta nos organismos biolégicos s@o relevantes nos comprimentos
de onda UV-A (315-400 nm) e UV-B (280-315 nm). Nas algas tornaram-se uma questdo
importante como um efeito da deplecio a camada de ozonio. No entanto, modelos
experimentais para investigar esse problema sdo miltiplos e os organismos estudados sdo
extremamente diversificados. Os organismos estudados incluem desde cianobactérias,
diatoméceas, algas marrons, algas verdes e algas vermelhas. Estes estudos envolvem
organismos de diferentes habitats: litoral marinho, mar aberto, lagoas, lagos e campos com
neve. Kappaphycus alvarezii ¢ uma macroalga vermelha que apresenta varias cores (vermelho,
marrom, amarelo e verde). E natural de ambientes recifais do Indo-Pacifico, China, Japao ilhas
do sudeste da Asia, Africa e Oriente regido até Guam. No Brasil foi introduzida na tltima
década na regido sudeste e recentemente na regido sul. Apresenta interesse econdmico, devido
principalmente a producdo de kappa carragenana. Esta carragenana apresenta grande
importancia econdmica para a alimentacdo (leite e produtos derivados, sobremesas e produtos
enlatados), farmacéutica, t€xtil, cosméticos e industrias por causa de suas propriedades como
espessante, emulsificante, estabilizador e gelificante. A presente investigac@o foi realizada para
ampliar o conhecimento dos possiveis efeitos bioldgicos da radiacio UVB, na fisiologia, na
bioquimica, na morfologia e na organizacao celular de K. alvarezii linhagens verde e vermelha.
Foram cultivadas duas variantes pigmentares (verde e vermelha) a 24 ° C (2 °C), fotoperiodo
de 12h, irradidncia fotossinteticamente ativa (PAR) ao dia foi de 704 kJ/m™ ?, dgua do mar
enriquecida com 4% de meio von Stosch e salinidade de 34 ups. Para os tratamentos estas
variantes foram expostas a RUVB 3h didrias, irradiancia de 1,2 kJ/m™* por 28 dias. Observou-se
a diminui¢do das taxas de crescimento nos dois segmentos apicais das duas variantes expostos a
RUVB. A morfologia também foi alterada, com um enrolamento nas por¢des distais do talo. Os
segmento apicais da variante vermelha apresentaram processo de necrose e despigmentacgdo nas
extremidades dos ramos. Os pigmentos fotossintetizantes sofreram alteracdes nas concentragdes
ap0s exposi¢do a RUVB, especialmente nas ficobiliproteinas (FE, FC e AFC) onde as mesmas
apresentaram diminui¢des, enquanto a concentracdo de Cl a aumentou apds a exposi¢do a
RUVB. As variantes pigmentares, em corte transversal, apresentaram a regido cortical com uma
camada de células pequenas, a subcortical possuiu células maiores. Estas células grandes
apresentaram paredes celulares espessas. A metacromasia com AT-O, nas paredes de todos os
tipos celulares indicaram a presenca de carboidratos dcidos. Com PAS a reacdo foi intensa no
citoplasma das células corticais e das células subcorticais, marcando os grios de amido.
Entretanto nas células dos segmentos expostos 8 RUVB foi observada a diminui¢do no nimero
de grdos de amido. As paredes celulares PAS positivas indicaram a presenca de celulose, que
tornaram mais evidente nos segmentos expostos 8 RUVB. Com azul brilhante de Coomassie
reagiu com as células corticais marcando o citoplasma e as conexdes intercelulares. Com SB-B
a reacdo foi mais intensa na cuticula. A RUVB provocou altera¢des também na ultra-estrutura
nas células corticais, com o aumento da espessura da parede celular e alteracdo do contorno
celular. A desestruturacdo da organizacdo interna dos cloroplastos das células corticais e das
células subcorticais, juntamente com o aumento no numero de ribossomos livres e de
plastoglobulos foi observada. Houve redugdo dos espagos intracelulares e formacdo de corpos
membranosos com vesiculas concéntricas no citoplasma e no cloroplasto. Entretanto, as
mitocOndrias, os dictiossomos e nucleos das células corticais € das células subcorticais nao
apresentaram alteracdes ultraestruturais.



ABSTRACT

The effects of ultraviolet radiation in the biological relevant wavebands of UV-A (315-400 nm)
and UV-B (280-315 nm) on algae have become an important issue as a man-made depletion of
the protecting ozone layer has been reported. However, experimental designs to investigate this
issue are manifold and the target organisms are extremely diverse. Data are included from the
prokaryotic cyanobacteria, diatoms, brown algae, green algae and red algae. Including different
habitats from marine littoral and open ocean to freshwater ponds, lakes and snow fields. A
broad overview on UV effects on algae is given, with a focus on structurally visible changes.
Kappaphycus alvarezii is a red macroalgae that presents several colors (red, brown, yellowish
and green). It is natural from reef environments of the Indo-Pacific, China, Japan Islands of
South East Asia, and East Africa region until Guam. This species was introduced in Brazil in the
last decade, in Sao Paulo and Rio de Janeiro. This specie also currently being cultivated in the
southern region of Brazil. It is of economical interest mainly due to the production of kappa
carrageenans. This phycocolloids presents a great economical importance for food (milk and
derived products, desserts and canned products), pharmaceutical, textile, and cosmetic industries
because of its properties as thickener, emulsifier, stabilizer and gelling agent. The present
investigation was undertaken to expand the knowledge of possible biological effects of UVB-
radiation in physiology, morphology and cellular organization of K. alvarezii green and red
strains. Two strains (green and red) were grown to 24 °C (x 2 ° C), photoperiod of 12h,
photosynthetically active irradiance (PAR) was the day of 704 kJ/m- 2, sea water enriched with
medium with 4 % of medium von Stosch and salinity of 34 ups. For the treatments were
exposed to these variants RUVB for 3 h daily, irradiance of 1.2 kJ/m- 2 for 28 days. There was a
decrease in growth rates in the two apical segments of the two strains exposed to RUVB. The
morphology was also changed, with a winding in the distal portions of the stalk. The apical
segment of the red variant showed necrosis and depigmentation of the process ends of the
branches. The pigments change in concentrations after exposure to RUVB especially
phycobiliproteins (FE, FC and AFC) where they showed decreases, while the concentration of
Cla increased after exposure to RUVB. The strains in cross section, show the cortical region
with a layer of small cells, the cells have more subcortical. These large cells have thick cell
walls. The metachromatic with AT-O, on the walls of all cell types indicates the presence of
carbohydrates acids. With the PAS reaction was intense in the cytoplasm of the cells of cortical
and subcortical cells, marking the grains of starch. Meanwhile in cells exposed to the segments
RUVB was a decrease in the number of grains of starch. The PAS positive cell walls indicate
the presence of cellulose, which became more evident in the segments exposed to RUVB. CBB
reacted cortical cells marking the cytoplasm and intercellular connections. SB with the reaction
was more intense in the cuticle. The RUVB also caused changes in ultrastructure in cortical
cells, with increasing thickness of the cell wall and change the contour cell. The destruction of
the internal organization of the chloroplasts of the cells and cortical cells subcortical, along with
the increase in the number of free ribosomes and plastoglobuli was observed. There was a
reduction of intracellular spaces and formation of vesicles with concentric membranous bodies
in the cytoplasm. However, the mitochondria, the cell nuclei and dictyosomes cortical and
subcortical cells showed no ultrastructural alterations.



LISTA DE TABELAS

Capitulo 2

Tabela 1: Andlise da variancia-bifatorial das taxas de crescimento do controle e do tratamento
da variante verde de K. alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro semanas................ 40

Tabela 2: Andlise da variancia-bifatorial das taxas de crescimento do controle e do tratamento
da variante vermelha de K. alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro semanas.......... 40

Tabela 3: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia-bifatorial das taxas
de crescimento do controle e do tratamento da variante verde de K. alvarezii cultivada em meio
VON StOSCh POT QUALIO SEIMAMAS. ......ceiutiiuieeutieteeteerttetterte et eerteenbtesteeabeesbeebeebeesbeesbeeasesaeesaseenseens 41

Tabela 4: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da variancia-bifatorial das taxas
de crescimento do controle e do tratamento da variante vermelha de K. alvarezii cultivada em
MEi0 VON StOSCh POI QUALTO SEIMANAS. .. .ccuteruieeiieiiertierie et et e it et ente et e sbtebeesbeesaeesaeeabeesseebeens 41

Tabela 5: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da variancia-bifatorial comparagdo
das quatro semanas de cultivo das taxas de crescimento do controle e do tratamento da variante
verde de K. alvarezii cultivada em meio von StOSCh........cocciviiiiiniiiiiniieeiceceeecec e 41
Tabela 6: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da variancia-bifatorial comparagao
das quatro semanas de cultivo das taxas de crescimento do controle e do tratamento da variante

vermelha de K. alvarezii cultivada em meio vOn StOSCh. ......ccccoeeirirnencninicenenencceceeene 42
Tabela 7: Médias da concentragdo e erro padrdo de Cl. a (ug/g massa fresca + EP) da variante
pigmentar verde de K. alvarezii exposta 28 RUVB..........cocccoiiiniiiiniiniiicccseceeecee 43
Tabela 8: Médias da concentracdo e erro padrdo de Cl. a (ug/g massa fresca) da variante
pigmentar vermelha de K. alvarezii exposta a RUVB. .......cccooiiiiiiniiiieeecceeeens 43

Tabela 9: Andlise da variancia unifatorial da concentrag@o de Cl. a dos tratamentos controle e
de exposicio a RUVB da variante verde de K. alvarezii cultivada em meio von Stosch por
QUALTO SEIMIATIAS. ...euveeutteuteetteteesuteeuteeuteeateeuseeaseeueeeseenbeabeeabeeaateesbeaabesaseeaseembeeaseeubeenbesbeenneesuseeseens 43
Tabela 10: Andlise da variancia unifatorial da concentracdo de Cl. a dos tratamentos controle e
de exposicdo a RUVB da variante vermelha de K. alvarezii cultivada em meio von Stosch por
QUALTO SEIMIANAS. ...veeeiiieeuiieetteeeuteeeite ettt eetaeeeneesaraeesuneesseeeneeesaseesreessaeeesaseenneeenneeenneeenseeeanneennnes 43
Tabela 11: Teste a posteriori do tipo Tukey referente a andlise da variancia unifatorial da
concentracdo de Cl. a dos individuos controle e expostos a RUVB, da variante vermelha de K.

alvarezii cultivada em meio von Stosch por qUAtIO SEMANAS. ........ccueveerverrereereenrereneneeneeneeennes 44
Tabela 12: Médias da concentracdo e erro padrdo de AFC (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar verde de K. alvarezii exposta 28 RUVB. ........ccccoiiiniiiiiiiiceecieecececeen 44
Tabela 13: Médias da concentracdo e erro padrao de FC (ug/g massa fresca + EP) da variante
pigmentar verde de K. alvarezii exposta a RUVB. ........cccociiiiiiniiiineecneeseeee 44
Tabela 14: Médias da concentragdo e erro padrdo de FE (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar verde de K. alvarezii exposta a RUVB. ........ccociiiiiiiiiiicecneeeeees 44
Tabela 15: Médias da concentracdo e erro padrdo de AFC (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar vermelha de K. alvarezii exposta a RUVB. ...t 45
Tabela 16: Médias da concentracdo e erro padrdo FC (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar vermelha de K. alvarezii exposta a RUVB. ......cccocviiiiiiininiiinicceieeneeee, 45
Tabela 17: Médias da concentragdo e erro padrdo de FE (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar vermelha de K. alvarezii exposta a RUVB. ......cccocviiiiiiininiiiinicceiccneeeen 45

Tabela 18: Andlise da varidncia unifatorial da concentragdo de AFC dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante verde de K. alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro
SEIMAIAS. ..uvereeurererueentetesserteestensesseessestesaeeseemtestes toseemtententesstestensenseasteseeaseasesbtenseasesseaseebeennennennnes 46
Tabela 19: Andlise da varidncia unifatorial da concentracdo de FC dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante verde de K. alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro
SEIMMANIAS. ..vuveureenreereenterreesterteenseenseesstebeesseesatesseesaeeemtebe s bt eabeeabeeaueenbeenbeesabenbeesbeesuteneeenneenneeneenas 46



Tabela 20: Andlise da variincia unifatorial da concentracdo de FE dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante verde de K. alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro
SEIMAIAS. ..uvereeurerrerueesetenserteestesseseestestesaeeseemtestesaeeseestemtemtessteseease bt bt ebeeas e besbtenteaseeneas e bt et ennennnes 46
Tabela 21: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de AFC dos individuos controle e expostos a RUVB da variante verde de K.
alvarezii, cultivada em meio von Stosch por qUAtro SEMAaNAs. .........cccevereeverereererneereenieneeneens 46
Tabela 22: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de FC dos individuos controle e expostos a RUVB da variante verde de K.
alvarezii, cultivada em meio von Stosch por qUatro SEMANAS. .........cccevereeverrereerereereenerieennens 46
Tabela 23: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de AFC dos individuos controle e expostos a2 RUVB da variante verde de K.
alvarezii, cultivada em meio von Stosch por qUAtro SEMANAS. .........cccevereeieriereerereeeenieneeneens 47
Tabela 24: Andlise da variancia unifatorial da concentragdo de AFC dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante vermelha de K. alvarezii, cultivada em meio von Stosch por
QUALTO SEIMIATIAS. ..euveeutterutertterueestteeateeuteaateeuteaateeueeeteenbeabeeabeeaateesbeaabesabeeaseembeeaseembeebesbeanneesuseanseens 47
Tabela 25: Anélise da varidncia unifatorial da concentracdo de FC dos individuos controle e
expostos @8 RUVB da variante vermelha de K. alvarezii, cultivada em meio von Stosch por
QUALTO SEITIATIAS. ..euveeutteutertterutestteeateeuteeateauteeaeeeuteeseenbeabeeabeeaateesbeeabeehbeeaseembeeabeembeebesbeenaeesuseanseens 47
Tabela 26: Andlise da variancia unifatorial da concentracdo de FE dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante vermelha de K. alvarezii, cultivada em meio von Stosch por
QUALTO SEIMMANAS. ....vveeirieeuiieeireeeutee ettt ettt e suaeeeaneesanaeesuneesseeeanneesaseesseesaaeeesaseeaneeeaneeenneesnneeeanneennnes 48
Tabela 27: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de AFC dos individuos controle e expostos a RUVB da variante vermelha de K.
alvarezii, cultivada em meio von Stosch por qUatro SEMANAS. .........cccerereeeverereerereereererreenuens 48
Tabela 28: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de FC dos individuos controle e expostos a RUVB da variante vermelha de K.
alvarezii, cultivada em meio von Stosch por qUAro SEMANAS. ..........ecverveeriervereereereeieienieeneennes 48
Tabela 29: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de FE dos individuos controle e expostos 8 RUVB da variante vermelha de K.

alvarezii, cultivada em meio von Stosch por qUAtro SEMANAS. .........cccevereeierereerereeneeneneennens 48
Tabela 30: Razdes entre os pigmentos (fotossintetizantes) da variante pigmentar verde de K.
alvarezii exposta a RUVB comparagao com 0 CONLIOLE. .......cceevuereerieeienienieniienieieeeieneeeneenenaes 50

Tabela 31: Razdes entre os pigmentos (fotossintetizantes) da variante pigmentar vermelha de K.
alvarezii exposta a RUVB comparagdo com 0 CONLrole..........cooveviienieeiecnieenennieeieenieenneenees 50



LISTA DE FIGURAS

Capitulo 1

Figura 1: K. alvarezii (variante verde € vermelha)........c..ccocooevvienineninienienieneciencenceeeeee 5
Capitulo 2

Figura 1: Camara de cultura de K. @IVaAreZii..........ccccueceeeeiiiiiiniiiiiiiiiieiieieeeeieetee et 31
Figura 2: Aspectos dos segmentos apicais de K. alvarezii variante verde. ............cecceeeerereeennens 35
Figura 3: Aspectos dos segmentos apicais de K. alvarezii variante vermelha..............ccceccene. 36
Figura 4: Aspectos dos segmentos apicais das duas variantes (verde e vermelha) de K.
QUVATOZEL ettt ettt sttt et b et b e bttt e bt sh e e e e bt eabeeneenne 37
Figura 5: Aspectos dos segmentos apicais da variante vermelha K. alvarezii exposta a RUVB....
...................................................................................................................................................... 38

Figura 6: Taxas de crescimento dos segmentos apicais do controle e dos segmentos apicais
expostos a RUVB da variante verde de K. alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro
SEIMAIAS. c..cvveveeurenreeueententeteteeutesseseeateseesaeeseemtestesaeeseestemtemsesa e ebeeabe bt bt eb e eas e b nbe et ea st eneab e bt et ennenanen 38
Figura 7: Taxas de crescimento dos segmentos apicais do controle e dos segmentos apicais
expostos a RUVB da variante vermelha de K. alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro
SEIMATIAS. ... ettt ettt et e et et e et e easaeestaeeemneeesseeeaaaeeeaaeeaseeesuseeeaaeeeuneesasaeessaeenneeeusees e e esnneeeneeenane 39
Figura 8: Médias da concentragdo dos pigmentos fotossintetizantes (Cl.a , AFC, FC e FE - ug/g
massa fresca) da variante verde de K. alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro
SEIMAIAS. c..enveveeurenreeueertemteserteeutenteteemteseesaeeseemtestesateseeatemtemtesatebeease bt bt eb e ens e b nbe et ea bt eneab e bt et enneeanes 49
Figura 9: Médias da concentracdo dos pigmentos fotossintetizantes (Cl.a , AFC, FC e FE- ug/g
massa fresca) da variante vermelha de K. alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro

SEIMATIAS. ... ettt ettt eiteette et e eareeeetaeesnaeeeaneeesseeeamaeeeaaeesnetesuseeesaaeeeuntesanaeessaeenneeeuneesaeeesnneeeneeenane 49
Capitulo 3

Figuras 1-10: Seccdes transversais do controle das variantes pigmentares verde e vermelha de
KL QIVATEZIL. ..ottt sttt st bbb 79
Figuras 11-18: SeccOes transversais dos expostos a RUVB da variante pigmentar verde e
VErmMelNa de K. QIVATOZIi.......cc.eoceevuiriiriiiiniiiiiiiieiesieeiee ettt sttt st ettt naen 81
Figuras 19-27: Plantas controle das variantes pigmentares verde e vermelha de K. alvarezii
analisadas N0 MET .......c..coiiiiiiii ettt ettt sttt ene 84

Figuras 28-33: Plantas controle das variantes pigmentares verde e vermelha de K. alvarezii
analisadas N0 MET. ..ottt st ettt st s et 86
Figuras 34-40: Células subcorticais dos controles das variantes pigmentares vermelha e verde
de K. alvarezii analisadas N0 MET.........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiieece et 88
Figuras 41- 48: Plantas controle da variante pigmentar verde e vermelha de K. alvarezii
analisadas no MET ap0s 0 teste de Thi€ry. ......ccccoooieiiiiiiiiiiniieeeee et 90
Figuras 49-57: Plantas expostas a RUVB das variantes pigmentares verde e vermelha de K.
alvarezii analisadas N0 MET .........cccoooiiiiiiiiiiiiieee ettt st 92
Figuras. 58-65: Plantas expostas a RUVB das variantes pigmentar verde e vermelha de K.
alvarezii analisadas N0 MET. .......cccooiiiiiiiiiiiiiieee ettt sae e 94

Figuras 66-73: Detalhe de estruturas celulares da variante pigmentar verde e vermelha de K.
alvarezii expostas a RUVB analisadas n0 MET. ......cc..cccccoiiiniiiiininiicneeneccicceseece e 96



Figuras 74-77: Detalhe de estruturas celulares da variante pigmentar verde e vermelha de K.
alvarezii expostas a RUVB analisadas no MET, apds o teste de Thiéry. .......ccccoeevvveceneennne. 97



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Amido das florideas (A)

Amido das florideas jovem (Aj)

Azul de toluidina (AT-O)

Azul Brilhante de Coomassie (CBB)
Acido periddico de Schiff (PAS)
Aloficocianina (AFC)

Célula cortical (CC)

Célula subcortical (CS)

Clorofila a (Cl. a)

Cloroplasto (C)

Conexoes intercelulares (CI)

Corpos membranosos com membranas concéntricas (CM)
Dictiossomo (D)

Ficocianina (FC)

Ficoeretrina (FE)

Genoforo (G)

Microscopia de luz (ML)
Microscépio eletronico de transmissdao (MET)
Mitocondria (M)

Nicleo (N)

Nucléolo (Nu)

Parede celular (PC)

Plastoglobuli (P)

Reticulo endoplasmatico rugoso (Rer)
Radiacao fotossinteticamente ativa (PAR)
Radiacéo ultravioleta (RUV)
Radiacio ultravioleta-B (RUVB)
Ribossomos livres (R)

Sudan Black-B (SB-B)
Thiosemicarbazida (TSC)

Vactolo (V)
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

l. INTRODUCAO

1.1 Visao geral das algas

As algas constituem um grupo polifilético de organismos que apresentam um
histérico evolutivo muito diverso (Lobban & Harrison, 1994), compreendem um grupo
de organismos fotossintetizantes, ndo vasculares, dotados de estruturas reprodutivas sem
protecdo, produtoras de esporos e desprovidas de sementes e flores (South & Whittick,
1987). Este grupo inclui organismos eucaridticos, unicelulares a pluricelulares, com
grande variacdo morfoldgica (van den Hoek et al., 1989). Tanta diversidade também ¢é
observada nas formas de reprodugdo onde sdo observados processos vegetativos,
assexuais e sexuais e em muitas formas pode ocorrer alternincia de geracdes, ao ponto
da reproduc@o sexual na divisdo Rhodophyta ser considerada a mais complexa do reino
vegetal (South & Whittick, 1987).

Bioquimica e fisiologicamente as algas sdo similares em muitos aspectos as
plantas, possuindo as mesmas vias metabdlicas basicas de sintese de clorofila a como
principal pigmento fotossintético. Os polissacarideos e proteinas biossintetizados podem
ser comparados com os das plantas (South & Whittick, 1987).

As algas ocorrem em praticamente todos os ambientes, porém se mostram mais
abundantes nos ambientes aqudticos, onde sdao os maiores produtores de compostos
organicos com papel relevante na cadeia alimentar sendo também responsédveis por
grande parte da libera¢do de oxigénio necessdrio para o metabolismo dos consumidores
(Lee, 1989).

As algas sdo classificadas, utilizando-se critérios como: morfologia, a estrutura

celular, natureza quimica dos produtos de reserva e composi¢do da parede celular,



biologia molecular, bioquimica, pigmentos fotossintéticos e ciclo de vida (Graham &

Wilcox, 2000).

1.1.1 Relevancia das Macroalgas

As algas sdo de grande importancia nos ambientes marinhos por serem os
produtores primdrios dos oceanos e, desta maneira, compdem a biomassa e determinam
a produtividade primdria para os demais elos da cadeia tréfica (Dawes, 1981; Norton et
al., 1996). Sao alimentos para os herbivoros e os detritivoros, como também constituem
uma drea de bergdrio e habitat para peixes e invertebrados (Lippert et al., 2001). As
macroalgas representam também um importante recurso para a obtencdo de diferentes
compostos naturais (Liining, 1990). Nas dltimas décadas, grande importancia
econdmica foi atribuida as macroalgas marinhas devido aos seus compostos de parede:
alginatos, agaranas, carragenanas. Além destes, sdo conhecidos também os compostos
com agdo antioxidante, antibacteriana e antifingica (Anggadiredja et al., 1997; Hudson
etal., 1999).

Algumas algas s@o utilizadas como fonte de alimento humano ou de extratos
quimicos que sdo amplamente utilizados na manufatura de alimentos e muitos outros
produtos (South & Whittick, 1987). Apesar de seus carboidratos ndo serem digeridos
pelo homem, as algas representam excelentes fontes de vitaminas C (equivalente aos
frutos citricos), A, D, B1, B12 e E e ainda fornecem aminodacidos livres, carotendides e
diversos elementos tragos requeridos para a nutricdo humana (South & Whittick, 1987;
Graham & Wilcox, 2000).

1.2 A Divisao Rhodophyta

Na Divisdio Rhodophyta sd3o reconhecidas quatro classes: Classe
Rhodellophyceae, Classe Compsopogonophyceae, Classe Bangiophyceae e a Classe
Florideophyceae (Wynne, 2005), representam o grupo com maior diversidade de
espécies (Usov, 1992). Englobam cerca de 4000 a 6000 espécies (Woelkerling, 1990)
distribuidas em aproximadamente 700 gé€neros (Kraft, 1981), destes, 20 compreendem

representantes de dgua doce e 10 contém algas unicelulares. Os demais géneros contém



unicamente organismos pluricelulares de ambiente marinho (Lee, 1989; van den Hoek
et al., 1989). A coloragdo € variada, podendo ser vermelho-clara, roxa, vermelho-escura,
amarelada, esverdeada, azulada, amarronzada e mesmo enegrecida (Oliveira, 2003).

Ocorrem em todas as latitudes, sendo mais abundantes na regido equatorial.
Predominam nas regides entremarés, podendo também ser encontradas em
profundidades de aproximadamente 200 m (Lee, 1989). As algas vivem presas a rochas,
substratos calcérios, paredes ocednicas ou ainda sobre conchas de moluscos ou sobre
outras algas (van den Hoek er al., 1989). Sdo mais abundantemente encontradas em
regides quentes proximas ao Equador onde apresentam tamanho reduzido, porém
podem ser encontradas também em regides de dguas frias, atingindo nestas localidades
maiores proporcdes (van den Hoek et al., 1989; Lee, 1989). Poucas espécies de algas
vermelhas sdo encontradas em regides polares e sub-polares, onde as algas pardas e
verdes sdo mais abundantes (van den Hoek et al., 1989; Lee, 1989). Sdao comuns ao
longo da costa brasileira, sendo mais abundantes e diversificadas na costa nordeste do
pais. Outras areas de alta biodiversidade s@o os costdes rochosos do norte do estado do
Espirito Santo até a Ilha de Santa Catarina (Saito & Oliveira, 1990).

Estas algas sdo caracterizadas por apresentar clorofila a, ficobiliproteinas,
auséncia completa de flagelos em todos os seus representantes e fases do ciclo de vida,
amido das florideas como produto de reserva e tilacéides livres nos cloroplastos (Bold
& Wynne, 1985; Lee, 1989; Woelkerling, 1990). Os pigmentos fotossintetizantes das
algas vermelhas sdo clorofilas (clorofila a e clorofila d) sendo esta tltima tipica deste
grupo taxondmico e ficobiliproteinas. As ficobiliproteinas estdo organizadas em
estruturas denominadas ficobilissomos (Gantt, 1981; Zuber, 1986), existe trés tipos de
ficobiliproteinas: a ficoeretrina (pigmento vermelho), a ficocianina e a aloficocianina
(pigmentos azuis). Esses pigmentos t€ém como funcdo absorver energia transferindo-a
em seqiiéncia a partir da ficoeretrina, a ficocianina e a aloficocianina, para o centro de
reacdo do PSII (fotossistema II), onde a clorofila a é excitada, possibilitando assim o
estabelecimento de um fluxo de elétrons (Gantt, 1981; Talarico, 1996).

Das suas paredes celulares sdo extraidos polissacarideos sulfatados
(carragenanas e agaranas) que ocorrem em muitos géneros da ordem Gigartinales
(Gordon-Mills & Mc-Candless, 1975), estes compostos possuem intimeras aplicagdes,

podendo ser utilizados na industria de lacticinios, em estamparias, em cosméticos, em



cervejarias, pasta de dentes, dando consisténcia e como fungdo suspensora de produtos
abrasivos em liquidos e ceras (Oliveira et al., 1992). Ha também espécies que depositam
em suas paredes carbonato de célcio e carbonato de magnésio (Oliveira, 2003).

As algas pertencentes a divisio Rhodophyta sdo, do ponto de vista econdmico,
as mais exploradas, pois, biossintetizam uma vasta variedade de polissacarideos
sulfatados como principais componentes da matriz intracelular (Usov, 1992). Esses
polissacarideos sdo utilizados em setores economicamente importantes, como nas
indudstrias alimenticias e farmacéuticas apresentando alto potencial biotecnolégico,
despertando interesse mundial, devido ao seu alto valor econdmico (De Ruiter &
Rudolph, 1997).

Além da importancia industrial, estes polissacarideos tém despertado interesses
na drea biomédica, pois sdo promissores como compostos biologicamente ativos
desempenhando atividade antiviral (Duarte er al., 2001; Talarico et al., 2004, 2005;
Damonte et al., 1996; Céceres et al., 2000) anticoagulante (Carlucci et al., 1997; Farias
et al., 2000), antitrombdtica (Sen et al., 2002), antiangiogé€nica (Satoru et al., 2003) e
antitumoral (Fernandez et al., 1989; Zhou et al., 2004).

O principal produto de reserva das algas vermelhas é o amido das florideas
(rodamilo), que estd armazenado no citoplasma. O amido das florideas ¢ uma molécula
peculiar, que se assemelha 4 porgdo amilopectina do amido (Raven, 1990). E um
polimero constituido por o-D-glucose, com ligacdes glicosidicas do tipo o-(1—4) e

pontos de ramificacio no carbono-6 similar a amilopectina (Painter, 1983).

1.2.1 Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. Silva

Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. Silva (Figs. 1A e 1B) foi separada do
género Eucheuma por Doty em 1987, pelas seguintes caracteristicas: presenca de
carragenana kappa, cistocarpos hemisféricos inseridos diretamente nos eixos principais
do talo e formacdo do eixo central a partir de células medulares organizadas em feixes
(Areces, 1995). Possui colorido variado, sdo comuns as coloracdes vermelho escuro

(Fig. 1B), marrons, amareladas ou diferentes tonalidades de verde (Fig. 1A).



Figura 1: Kappaphycus alvarezii variante verde (1 A) e vermelha (1B). Escala: 3cm.

Possui grande interesse econdmico devido a produg@o principalmente de
carragenana kappa, um ficocoléide de ampla diversidade de aplicacdes na indistria
alimenticia (laticinios, gelatinas, espessantes) (Paula & Pereira, 1998a), na preparagdo
de ragcdes para animais domésticos e peixes (De Mario & Ballestero, 2004), e como
agentes inibidores do virus HPV (Human Papilloma Virus) (Buck et al., 2006).

Os residuos do processo de extracdo de carragenana de K. alvarezii possuem
concentracdes altas de potdssio, e concentracdes menores de sédio e fésforo, podendo
ser utilizado como fonte adicional de minerais para a agricultura (De Mario &
Ballestero, 2004).

Kappaphycus alvarezii, foi descrita como Eucheuma alvarezii Doty,
comercialmente € conhecida como “cotonii”’. Apresenta uma grande relevancia
alimenticia em alguns paises, principalmente em saladas e bioindicadores de poluentes
ambientais como metais pesados (chumbo e cddmio) (Trono, 1998). E uma espécie
perene, com alternincia de trés geragcdes no seu ciclo de vida: esporofitica, gametofitica
e carposporofitica, sendo as duas primeiras isomorficas e a ultima parasita do
gameto6fito feminino. Em meio natural, os érgaos de reproducdo masculina sao dificeis
de serem reconhecidos (Areces, 1995).

E encontrada principalmente em ambientes recifais da regido Indo-Pacifico, do
Leste da Africa até Guam, China, Japao e ilhas do Sudeste Asidtico (Doty, 1987;
Areces, 1995).



No Brasil esta espécie foi introduzida em 1995 a partir de um ramo proveniente
do USA Marine Institute University of Kochi, Japan. A linhagem é proveniente do
cultivo experimental na Ilha de Shikohu, Japdo e originaria de cultivos comerciais das
Filipinas. Foi propagada em cultura unialgal durante 10 meses no Laboratério de Algas
Marinhas (USP) antes da transferéncia para o mar (Paula & Pereira, 1998; Paula et al.,
1998a).

Do tetraspordfito original, tetraspordfitos de coloracdes verde e vermelha
surgiram espontaneamente e foram cultivados simultaneamente por propagagdo
vegetativa (Paula et al., 1998b).

A espécie K. alvarezii possui diversos estudos no Brasil, destacando os que estdao
sendo realizados no estado de Sdo Paulo, no estado do Rio de Janeiro e iniciando em
Santa Catarina (Florianépolis).

No estado de S@o Paulo ja foram realizados os seguintes estudos no litoral de
Ubatuba: a) macrofauna fital e influéncia na taxa de crescimento (Lopes, 2007, b) teor e
propriedades de carragenanas (Hayashi, 2001; Hayashi et al., 2006; Hayashi et al.,
2007), ¢) cultivo in vitro e taxas fotossintéticas (Erbert, 2001; Paula et al., 2001), d)
aspectos reprodutivos e biolégicos (Contador, 2001; Bulboa & Paula, 2005), e)
introducdo no mar e maricultura (Paula, 2001; Paula & Pereira, 1998; Paula et al.,
1998a; 2002; Paula & Pereira, 2003), f) cultivo integrado com camardes e mexilhdes
(Lombardi et al., 2001a; 2001b), g) selecdo de linhagens (Paula et al., 1999).

Enquanto no estado do Rio de Janeiro, na Bafa de Sepetiba, foram realizados os
seguintes trabalhos: a) epibiontes nas estruturas de cultivo de K. alvarezii na Baia da
Sepetiba (Marroig, 2007), b) cultivo de K. alvarezii no litoral do Rio de Janeiro:
subsidios ao monitoramento ambiental da produ¢do em escala industrial (Reis et al.,
2007), c) K. alvarezii: cultivo de algas no Rio de Janeiro permite a producido de
carragena 100% nacional (Carvalho-Filho, 2007) e d) estudo sobre a dispersdo da
macroalga exdtica K. alvarezii, em Cultivo Comercial na Baia da Sepetiba (Castelar,
2006).

J& em Santa Catarina, os trabalhos estdo sendo realizados no LAMAR e
cultivados em balsas flutuantes na Praia de Sambaqui-Florianépolis. Sendo orientados
pela professora Dra. Zenilda Laurita Bouzon, pela Dra. Leila Hayashi e pelo professor

Dr. Eurico Cabral de Oliveira (Comunicagdo pessoal).



A escolha de espécie K. alvarezii como modelo a ser estudado deve-se ao fato
da espécie ser exotica e de grande relevancia econdmica. Esta espécie junto com E.
denticulatum (N.L. Burman) F.S. Collins & Hervey correspondem por cerca de 70 % de
toda a carragenana produzida mundialmente (Areces, 1995). A carragenana ¢é
amplamente utilizada na inddstria alimenticia, como agente estabilizante e espessante
em produtos derivados do leite e carne, entre outros. Também ¢é largamente empregada
em cosméticos e na industria farmacéutica (Dawes et al., 1974; Oliveira, 1997; Paula &
Pereira, 1998).

A producdo de brasileira de carragenana € esporddica e pequena a explotagdo
limita-se a espécie H. musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux no nordeste do pais (Paula
& Pereira, 1998). Oliveira (1990) propds a introdugdo das espécies exdticas Eucheuma
J. Agardh e Kappaphycus pela dificuldade na produgdo brasileira de carragenana e

necessidade do mercado.

2. Diminuicao da camada de oz6nio (O;) e aumento da radiacao
ultravioleta (UV)

A distribuicdo do gds ozonio € contaste na troposfera e aumenta com a altura na
estratosfera, até uma regido de concentragdo maxima, que pode variar pela latitude e
estacdo do ano (London, 1985).

A concentragdo do 0zonio na estratosfera é essencialmente gerada por processos
fisico-quimicos e transporte meridional (Dobson, 1968; Godin et al., 2000; e Basset &
Gahein, 2000). Assim, a concentragdo deste gds € distinta conforme a latitude, altitude e
sazonalidade e depende da variabilidade da circulacdo estratosférica.

O ozbnio (O3) compde a atmosfera em quantidades minimas (uma molécula de
ozbnio para 2,5 milhdes de moléculas presentes na atmosfera), concentrando-se
principalmente na estratosfera, entre 15 a 25 km acima da superficie terrestre. Esta
regido é conhecida como ozonosfera, sendo responsdvel pela absor¢do de parte da
radiacdo UV solar incidente. O ozdnio é formado constantemente na estratosfera e
corresponde a unido quimica de uma molécula de O, com um 4tomo de oxigénio, este
ultimo proveniente da fotodissociacdio do O, por um féton de radiagdo UV com

comprimento de onda inferior a 242 nm. O O3 por sua vez, também pode ser dissociado



em O, + O por um féton de radiagdo UV com comprimento de onda inferior a 320 nm.
Desta forma, a camada de ozonio funciona como um filtro de parte da radiacdo
ultravioleta (Okuno et al., 1996).

Até o inicio da década de 70 ndo se pensava que a atividade humana poderia, de
alguma forma, levar a destrui¢cdo da camada de ozdnio. Somente em 1974 foi proposto
que uma classe de gases quimicamente inertes, largamente utilizada, conhecida como
clorofluorcarbonetos (CFCs), era transportada para a estratosfera. Uma vez na
estratosfera esses gases poderiam ser dissociados por f6tons solares energéticos e liberar
o cloro, o qual participaria da destruicao do ozdnio estratosférico (Molina & Rowland,
1974; Stolarski & Cicerone, 1975).

A descoberta do buraco de 0z6nio na Antartida, em meados dos anos 80, causou
surpresa a comunidade cientifica que, até entdo, pensava compreender os processos
fisicos e fotoquimicos que controlam a producdo e extin¢do de ozOnio na atmosfera
(Farman et al., 1985). As primeiras observagdes da diminuicdo da camada de oz6nio na
Antartida indicam uma redugdo de 40 % a 50 % desse elemento na estacdo primaveril
(Farman et al., 1985; Stolarski et al., 1986; Smith, 1992). Como essa reducio foi restrita
a regido da Antartida, foi denominada de buraco na camada de ozdnio. Essa diminuicéo
apresentou curta duracdo e foi seguida por um rapido reestabelecimento. No entanto, a
partir da década de 90, o aumento do buraco de ozénio e conseqiientemente da
quantidade de radiacdo UV na superficie da Terra alcancou niveis incomuns, atingindo
ndo apenas o continente antirtico, mas também o continente americano até a latitude de
38° Sul (Chile e Argentina) (Bianciotto et al., 2003). O sul do Brasil, de forma
semelhante a outros locais em latitudes médias e altas nos hemisférios norte e sul
(Santee et al., 1995; Kirchhoff et al., 1996, 2000; Rousseaux et al., 1999), t€m sido
exposto a um gradual incremento nos niveis de radiacdo ultravioleta (UV) que chega a
superficie terrestre, resultante da diminuicdo da camada de Ozonio estratosférico que
absorve toda a radiacdo solar ultravioleta C (UVC <280 nm) e parte das emissdes de
UVB (280-320 nm).

Com as observagdes realizadas nas ultimas duas décadas, sobre a tendéncia
global de reducdo do ozo6nio atmosférico e o fendmeno do buraco de ozdnio antartico
(Farman et al., 1985; Solomon et al., 1986) surgiu uma preocupac¢do na comunidade

N

cientifica quanto a possibilidade de haver um aumento na intensidade de radiacdo



ultravioleta (UV) solar na superficie terrestre. Atualmente ha evidéncias de que efeitos
do buraco de ozénio podem propagar-se a latitudes mais baixas e densamente povoadas
(Kirchhoff, 1997). Conseqiientemente o interesse por mensurar a radiacdo UV solar, que
incide na superficie terrestre, vem crescendo e muitas observagdes t€m sido feitas nas
comunidades possivelmente mais afetadas (Kirchhoff, 1997).

A diminuicdo da camada de 0z6nio resultou em aumento nos niveis da radiacio
ultravioleta na superficie da Terra. Alguns estudos indicam ainda que a diminuic¢do da
camada de 0zdnio também ocorre no hemisfério Norte, sobre 0 Artico (Pearce, 1996).

Em Santa Catarina foi constatado que no decorrer dos tltimos anos, a incidéncia
da radia¢ao ultravioleta aumentou consideravelmente (Kirchhoff, 1997).

A radiacdo ultravioleta faz parte do espectro eletromagnético e compreende
ondas eletromagnéticas com comprimentos de 100 a 400 nm. E classificada em trés
grupos pela Comissao Internacional de Iluminagéo e pelos Fotobiologistas ambientais:
UVC (100-280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm) (Okuno et al., 1996).

A reducdo de 1 % na camada de ozdnio pode causar um aumento de 1,3 % a 1,8
% dos niveis de radiacdo UVB que atingem a superficie terrestre (Holl6sy, 2001).
Porém, os niveis de radiacdo fotossinteticamente ativa e UVA sdo relativamente
insensiveis as variacdes na concentracdo de ozdnio, enquanto que a radiacdo UVC ¢é
eficientemente absorvida pelas moléculas de oxigénio e ozOnio antes de chegar a
superficie terrestre (Okuno et al., 1996).

Os efeitos da radiagdo UV podem ser perceptiveis em células ou até em
ecossistemas, afetando ainda ciclos biogeoquimicos importantes. Muitos processos
vitais dos produtores primarios marinhos sio afetados pela radiagc@o ultravioleta, desde
nivel de moléculas até de comunidades (Zepp et al., 1998). A faixa dos raios
ultravioleta da radiac@o solar pode penetrar em profundidades considerdveis em regides
marinhas peldgicas e ecossistemas bentonicos (Franklin & Forster 1997; Héder et al.,
1998; Boelen et al., 1999).

Consegiientemente, no momento hd uma grande preocupagdo sobre o possivel
impacto que a crescente radiacdo ultravioleta pode ter em ecossistemas naturais,
especialmente nos sistemas marinhos (Worrest, 1982; Smith et al., 1992; Prézelin et al.,

1994).
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Pouco se conhece atualmente sobre os efeitos dessa radiacdo em algas marinhas.
Alguns estudos (Talarico, 1996; Talarico & Maranzana 2000) sugerem que o
espessamento da parede celular seja um mecanismo de defesa a exposi¢do de radiacdo
UV. Outros estudos apontam alteracdes na ultraestrutura dos cloroplastos e das
mitocOndrias (Poppe et al., 2002, 2003; Holzinger et al., 2006). Entretanto, ndo foi

observado nenhum estudo com radiagdo UV na espécie K. alvarezii.
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II-OBJETIVOS

2.1. Geral

» Conhecer os possiveis efeitos bioldgicos da radiacio ultravioleta-B na fisiologia,
bioquimica, morfologia e organizacdo celular das variantes pigmentares verde e

vermelha da macroalga Kappaphycus alvarezii.

2.2. Especificos

» Avaliar as variagdes nas concentracdes dos pigmentos fotossintetizantes
ocasionados pela radiagdo ultravioleta-B;

» Analisar as alteracdes ultraestruturais causadas pela radiagdo ultravioleta-B;

» Comparar os efeitos bioldgicos da radiacdo ultravioleta-B entre as variantes

verde e vermelha de K. alvareZzii.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA RADIACAO ULTRAVIOLETA-B NA FISIOLOGIA DOS
PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES E NA TAXA DE
CRESCIMENTO DA VARIANTE PIGMENTAR VERDE E
VERMELHA DE Kappaphycus alvarezii (DOTY) DOTY EX P. SILVA
(GIGARTINALES)

I.INTRODUCAO

A diminui¢do da camada de ozOnio atmosférico tém ocasionado aumento no
fluxo da radiacdo ultravioleta - B (RUVB) sobre a superficie terrestre (Kerr & McElroy,
1993) e nos sistemas aquaticos (Villafaiie et al., 2003). Porém, conhecimentos sobre a
adaptacdo, a protecdo e mecanismo de reparo, € mais importantes estudos de campo,
sugerem que os efeitos, em longo prazo, da RUVB, na produtividade primdria, possam
ser menos prejudiciais que anteriormente pensado (Vincent & Roy, 1993; Searles et al.,
2001).

Muitas macroalgas marinhas crescem em aguas rasas das zonas costeiras, onde
as mudancas ambientais podem ocorrer rapidamente. Especialmente as algas
intermareais que s@o expostas a fatores de estresse, tais como: mudanca na irradiancia,
salinidade, temperatura e dessecagdo (Frank & Cogdell, 1993).

Os pigmentos fotossintetizantes sdo essenciais na captacdo da radiacdo solar, a
qual serd convertida a energia quimica para a formacdo de carboidratos a partir do
diéxido de carbono. Nas algas vermelhas, os principais pigmentos sdo: a clorofila a (CL
a) e clorofila d (Cl. d) e as ficobiliproteinas (Gantt, 1990; Sinha et al., 1995). As
ficobiliproteinas sdo pigmentos acessorios que auxiliam na absor¢do dos comprimentos
de onda entre 450 a 660 nm (Sinha ef al., 1995).

Mudangas induzidas pelos raios ultravioleta na quimica ou na quantidade de
pigmentos nas algas podem alterar as relagdes entre alga-herbivoro (Cronin & Hay,

1996; Pavia et al., 1997; Rozema et al., 1997). Estudos recentes demonstram fortes
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reducdes nas atividades primdrias em ecossistemas terrestres e ecossistemas aquaticos
de baixo de elevadas concentracdes de RUVB (Searles et al., 2001). Esta reducio pode
mudar a composi¢do de espécies num determinado ecossistema (Héder et al., 1998).

Muitos processos bioquimicos e fisiologicos tais como o crescimento, a
sobrevivéncia, a sintese de pigmentos, substincias fotoprotetoras, a producdo de
oxigénio, mobilidade, metabolismo de nitrogénio e captagdo e assimilacdo de gis
carbOnico, sdo relatados como alvos suscetiveis da RUVB (Hider et al., 1998; Bischof
et al., 2002).

Avaliar o efeito da RUVB nas algas fotossintetizantes € crucial para entender o
fluxo de carbono nos oceanos em um contexto de mudanga climdtica global (Hider &
Worrest, 1991). A diminui¢do na produtividade do fitoplancton pelo aumento da RUVB
pode ser devido a efeito direto do sistema de assimilacdo de carbono (Lesser et al.,
1994), assimilacdo de nitrogénio (Buma et al., 1993; Héader & Liu, 1990), dano no DNA
(Buma et al., 1993) ou ainda por inibicdo da mobilidade (Hiader & Liu, 1990).

A radiacio UVA pode exercer um efeito nocivo no processo fotossintético
(Cullen et al., 1992). No entanto, alguns pesquisadores observaram beneficios da
radiacio UVA na fisiologia da alga, induzindo processos fotobioldgicos como a
atividade fotoprotetora para reparar danos ao DNA (Buma et al., 1997) ou estimulando
a atividade da enzima nitrato redutase (Vifiegla, 2000).

Por viverem em ambientes com intensas interacdes bioldgicas e condicdes
abidticas extremas, as algas t€m a capacidade de desenvolver estratégias de defesa que
resultam na producdo de um elevado nimero de compostos quimicos, a partir de
diferentes rotas metabdlicas (Barros et al., 2005).

Dentro deste contexto, a radiacdo ultravioleta atua evolutivamente como uma
pressdo seletiva de mecanismos de protecdo e/ou reparo contra estes danos
possibilitando que as algas sobrevivam e se reproduzam (Karsten et al., 1998, Korbee
Peinado et al., 2004).

Uma das estratégias utilizadas pelas macroalgas para sobreviverem a exposi¢do a
altos niveis de radiacdo UV ¢ a sintese e o actimulo de compostos fotoprotetores, como
0s aminodcidos tipo micosporina e os carotendides (Sommaruga, 2001, Sonntag et al.

2007).
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A sensibilidade diante da RUVB varia segundo as espécies e as fases da vida
afetadas (Dring et al., 1996). No entanto, existem mecanismos de protecdo e reparacio
da exposicdo a radiacdo ultravioleta. Contra os danos fotoquimicos, fotoreatividade do
DNA, reparacdo da cisdo nucleotidica e recombinagdo do DNA (van de Poll et al.,
2001), a acumulacdo de antioxidantes lipossoliveis e hidrossoliveis e atividade de
enzimas antioxidantes.

Com a finalidade de ampliar o conhecimento dos possiveis efeitos bioldgicos da
RUVB o presente estudo teve-se como objetivos: 1) avaliar as variacdes nas
concentracdes dos pigmentos fotossintetizantes ocasionados pela RUVB e 2) verificar a

taxa de crescimento dos segmentos apicais expostos a RUVB.

Il. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e processamento do material bioldgico

Os segmentos apicais das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) de K.
alvarezii utilizados nos diferentes experimentos foram obtidos do banco de
germoplasma do Laboratério de Algas Marinhas (LAMAR), e ndo foi necesséria a

aclimatacao.
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2.2 Condicoes de cultivo

A irradiincia fotossinteticamente ativa (PAR) ao dia foi de 704 kJ/m~ 2 (Li-cor
light meter 250, United States of America, USA). A temperatura foi de 24 ° C (£2 °C) e
o fotoperiodo de 12 horas, sendo que o periodo de luz iniciava as 8 horas da manha,
com aeragdo continua. A dgua do mar utilizada foi esterilizada em banho Maria por 1
hora. Apds seu completo resfriamento, essa dgua foi enriquecida com o meio von
Stosch (Edwards, 1970).

Os segmentos apicais com peso de aproximadamente 0,50g (£ 0,05g), das duas
variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii foram cultivados em béqueres
de 250 mL no laboratério, em camara de cultivo (Fig.1) por um periodo de 4 semanas
(28 dias), tanto o controle (sem radiacio UVB, somente a radiacdo fotossinteticamente
ativa (PAR) quanto o tratamento (com radiagdo UVB +PAR). O meio de cultivo foi de
200mL dgua do mar esterilizada com 4% de meio von Stosch, salinidade de 34 ups (+1

ups) (unidade padrao de salinidade).

Figura 1: Camara de cultura de K. alvarezii. Figura A € o controle com PAR (seta). E figura B é o
tratamento com a RUVB + PAR lampada UVB (seta).

A radiagcdo UVB artificial foi fornecida pela lampada (Vilber Lourmat VL-6LM,
Marne La Vallée, France), que emite o comprimento de onda de 312 nm e irradiancia de
1,2 kJ/m™ * e possui acoplado um filtro para os demais comprimentos de onda. A
exposicdo a radiacdo UVB foi de trés horas por dia (iniciando ao 12:00 h e terminando

as 15:00 h). Durante a exposi¢éo, a aeracdo foi aumentada no tratamento e no controle
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para que os fragmentos movimentam-se de forma constante, de forma a expor todos os
ramos. Sendo assim, todos os fragmentos receberam a mesma intensidade de radiag@o.
Foi realizado um rodizio com béqueres aleatoriamente, para que todos os béqueres
recebem a mesma intensidade luminosa. Concomitante a radiacio UVB receberam a
PAR, através das lampadas fluorescentes (Philips C-5 Super 84 16W/840, Brasil). Estas
lampadas fornecem a luz similar a natural.

Durante os periodos de exposicdo, a cdmara de cultivo contendo a lampada
emissora de radiacio UVB, foi isolada externamente com plasticos transparentes
espessos de forma que a radiacdo ficasse restrita aos tratamentos. Também foram
submetidas as mesmas condicdes, exceto pela auséncia da emissdo da radiagdo UVB, as
plantas controle.

Os meios de cultura foram renovados semanalmente. Foram utilizadas quatro

repeti¢des para cada espécime (n=4).

2.3 Taxa de crescimento

A taxa de crescimento das variantes pigmentares dos controles e dos expostos a
RUVB de K. alvarezii foi avaliado através de medidas de peso da matéria fresca
semanalmente durante as 4 semanas de tratamento. As taxas de crescimento foram
obtidas a partir do aumento da massa fresca e apresentadas como porcentagem de
crescimento didrio, sendo calculadas segundo a seguinte férmula de Penniman et al.,

1986. Sendo a taxa de crescimento calculada através da formula:

Tem = [(Mf/ Mi) "-1] * 100

Taxa de crescimento (Tcm) % dia ™!
Massa final (Mf) em gramas

Massa inicial (Mi) em gramas

Tempo (t) em dias
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2.4 Extracao e dosagem dos pigmentos fotossintetizantes

2.4.1 Extracao e Dosagem de Clorofila a

A extracdo de clorofila a dos talos foi realizada utilizando o método de Hiscox
& Israelstam (1979). A extragdo pigmentar foi realizada a partir de amostras de
aproximadamente 100 mg de massa fresca para cada repetigdo. Os talos foram
acrescidos com 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) e a clorofila foi extraida na solugdo
sem macerar a 65° C por 30 minutos. O extrato liquido foi completado o volume para
3mL da solu¢gdo de DMSO. Todo o processo foi realizado no escuro, a 4° C.

A dosagem de clorofila a foi realizada com 3 mL das amostras e transferidas
para cubetas de vidro de 10 mm, para leitura em espectrofotometro Shimadzu 2301.

A calibragem do aparelho foi realizada com solucdo de DMSO. Os espectros de
absorcdo foram obtidos registrando-se as absorbancias no intervalo de 190 a 750 nm
(UV-visivel) com varredura de 1 segundo.

A determinacdo da concentragdo de clorofila a foi feita utilizando-se a equagéo
descrita por Jeffrey & Humphrey (1975):

Cl-a = 11,85 Asea— 1,54 Ags7— 0,08 Ag30o

Nas férmulas descritas, a unidade foi pg/mL. Os valores obtidos foram
convertidos em pg/g de massa fresca, multiplicando-se pelo volume do solvente
utilizado e, posteriormente, dividido pela biomassa fresca da amostra. As andlises foram

realizadas em quadriplicatas.

2.4.2 Extracao e Dosagem das Ficobiliproteinas

A extracdo das ficobiliproteinas foi realizada a partir de amostras de
aproximadamente 100 mg de massa fresca para cada repeticdo. Todo o processo foi
realizado no escuro a 4° C.

Essas amostras foram maceradas até a formacdo de um pd fino em almofariz,
com o auxilio de nitrogénio liquido. O pé diluido em um total de 4 mL de tampdo

fosfato 0,1 M, pH 5,5. A solucdo foi centrifugada a 44000 xg por 20 minutos. O
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sobrenadante contendo as ficobiliproteinas foi retirado e mantido em tubos de ensaio
vedados, até a leitura em espectrofotdmetro.

A calibragem do aparelho foi realizada com solucdes de tampdo fosfato. Os
espectros de absor¢@o foram obtidos registrando-se no intervalo de 190 a 750 nm (UV-
visivel) com varredura de 1 segundo.

A concentracdo de ficobiliproteinas foi determinada usando as equagdes
descritas por Kusar et al., (1983):

AFC (aloficocianina)= 181,3 Ags; — 22,3 Ag14;

FC (ficocianina)= 151,1 Ag14— 99,1 Ags;

FE (ficoeretrina)= 155,8 Agog5— 40,0 Agi4— 10,5 Ags)

Nas férmulas descritas, a unidade foi pg/mL. Os valores obtidos foram
convertidos em pg/g de massa fresca, multiplicando-se pelo volume do solvente
utilizado e, posteriormente, dividido pela biomassa fresca da amostra. As andlises foram

realizadas em quadriplicatas.

2.5 Analise e interpretacao dos dados

Os dados foram submetidos a andlise da variancia-bifatorial ANOVA, seguida
do teste a posteriori de Tukey para verificar a significancias das diferengas (p<0,05)
entre as médias das taxas de crescimento e concentragdes de pigmentos entre os
tratamentos com radiagdo UVB + PAR e seus respectivos controles. Todas as andlises

foram realizadas no Programa Statistica (versdo 6.0).
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lll. RESULTADOS

3.1 Efeito da radiacao no crescimento dos segmentos apicais de
K.alvarezii expostos a RUVB

A RUVB provocou alteragdes nas taxas de crescimento e na morfologia dos
segmentos apicais das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii. As
alteracdes morfoldgicas ocorreram na regido apical dos talos. Nos talos irradiados

quando comparados com as amostras dos talos do controle, ocorreu a curvatura na

regido apical onde normalmente se da o crescimento e a dicotomia (Figs. 2 e 3).

Figura 2: Aspectos dos segmentos apicais de Kappaphycus alvarezii variante verde. Sendo que A é
o controle com PAR na primeira semana do experimento ¢ B na quarta semana de experimento. E
C é o tratamento com a RUVB + PAR na primeira semana do experimento e D na quarta semana de
experimento. Escala: 5 cm.
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Figura 3: Aspectos dos segmentos apicais de Kappaphycus alvarezii variante vermelha. Sendo
que A é o controle com PAR na primeira semana do experimento ¢ B na quarta semana de
experimento. E C ¢ o tratamento com a RUVB + PAR na primeira semana do experimento e D na
quarta semana de experimento. Escala: 5 cm.

Estas alteracdes morfoldgicas nos segmentos apicais expostos a RUVB, séo
visiveis nas duas variantes a partir do término da segunda semana de cultivo e inicio da

terceira semana de cultivo quando se verificou o encurvamento (Fig. 4).
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Figura 4: Aspectos dos segmentos apicais das duas variantes (verde e vermelha) de Kappaphycus
alvarezii. Sendo que A e B sdo os tratamentos com a RUVB + PAR. Observe a curvatura dos
dpices (setas) das variantes (verde e vermelha). Enquanto C e D sdo os controles com a PAR.
Observe a dicotomia dos segmentos apicais das duas variantes (verde e vermelha) do controle.
Escala: 2 cm.

Os segmentos apicais da variante vermelha exposta a RUVB, além da curvatura,
apresentam um processo de despigmentagdo e necrose parcial de alguns apices (Fig. 5).
A despigmentacio ocorreu no término da terceira semana de cultivo e inicio da quarta
semana de cultivo. Como conseqiiéncia da necrose ocorreu declinio na taxa de

crescimento por perda de massa fresca.
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Figura 5: Aspectos dos segmentos apicais da variante vermelha Kappaphycus alvarezii exposta a
RUVB. Sendo que A o segmento que apresentou o branqueamento do dpice (seta) e B o segmento
que apresentou a necrose (setas). Escala: 2 cm.

As taxas de crescimento dos segmentos apicais das duas variantes pigmentares

(verde e vermelha) do controle e dos expostos a RUVB séo apresentadas nas figuras 6 e

7.

10 ~ B Controle
B Exposto a RUVB

Taxa de crescimento (%.dia-')

1 2 3 4

Semanas de cultivo

Figura 6: Taxas de crescimento dos segmentos apicais do controle e dos segmentos apicais
expostos a RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais representam o
calculo do erro padrdo. As letras distintas e minusculas significam as diferencas entre o controle
e exposto a RUVB, segundo o teste a posteriori de Tukey.
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m Controle
10 ~ m Exposto a RUVB
9
8 -
7 -

Taxa de crescimento (%.dia '1)

1 2 3 4
Semanas de cultivo

Figura 7: Taxas de crescimento dos segmentos apicais do controle e dos segmentos apicais
expostos a RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais
representam o célculo do erro padrdo. As letras distintas e minusculas significam as diferencas
entre o controle e exposto a RUVB, segundo o teste a posteriori de Tukey.

Na primeira semana do experimento, as duas variantes do controle apresentaram
uma taxa didria de crescimento superior quando comparado com as variantes expostas a
RUVB. A variante verde cresceu 6,55 % dia ™' enquanto que o exposto cresceu 2,99 %
dia '1, ja os controles da variante vermelha cresceram 5,21 % dia Teo eXposto
cresceram 4,05 % dia '1(n=4).

Na segunda semana de cultivo os segmentos apicais do controle das duas
variantes apresentam a maior taxa de crescimento (a variante verde cresceu 7,54 % dia
! e avariante vermelha cresceu 8,99 % dia ). Os segmentos apicais expostos A RUVB
da variante vermelha apresentaram um aumento na taxa de crescimento em relacio a
primeira semana (4,56 % dia . Enquanto a variante verde exposta 8 RUVB apresentou
um decréscimo na taxa de crescimento (2,22 % dia ).

A partir da terceira e quarta semana houve um decréscimo na taxa de
crescimento dos segmentos apicais do controle nas duas variantes (variante verde 7,45
% dia ™! para 5,45% dia "ha quarta semana e a variante vermelha 7,38 % dia ! para 3,81

% dia ™).
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A variante verde exposta 2 RUVB na terceira semana apresentou crescimento de
2,22 % dia = para 3,01 % dia 1 Contudo, a variante vermelha exposta a RUVB na
segunda semana apresentou uma alta de taxa de crescimento (4,56 % dia ') comparado
com a variante verde. Na terceira semana esta variante apresentou uma despigmentacio
e uma necrose parcial dos dpices. Estes processos levaram a perda de massa fresca e
uma diminui¢do da taxa de crescimento de 4,56 % dia . para 0,45 % dia 1

Na quarta e ultima semana de cultivo, os segmentos expostos a RUVB
apresentaram um aumento na taxa de crescimento didrio (variante verde 3,94 % dia Te
variante vermelha 1,42 % dia ’1).

A andlise de variincia-bifatorial das taxas de crescimento didrio dos segmentos
apicais das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) K. alvarezii, calculadas a
partir das massas frescas, apresentou diferencgas significativas quando comparadas as

taxas de crescimento do controle e os segmentos apicais expostos a RUVB (Tabelas 1 e

2).

Tabela 1: Andlise da variancia-bifatorial das taxas de crescimento do controle e do tratamento
da variante verde de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro semanas.
Valores apresentados em médias (n=32). Varidaveis: (1) taxa de crescimento e (2)
controle/tratamento e semanas. Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p

(1 24 0,0000
(2) 24 0,429
(1) /(2) 24 0,000082

Tabela 2: Andlise da variancia-bifatorial das taxas de crescimento do controle e do tratamento
da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro
semanas. Valores apresentados em médias (n=32). Varidveis: (1) taxa de crescimento e (2)
controle/tratamento e semanas. Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p
(1) 24 0,0000
2) 24 0,0000
(1) /(2) 24 0,000006
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Quando detectadas diferencas significativas o teste a posteriori de Tukey foi
utilizado para determinar as médias significativas com valores menores que 0,05.

(Tabelas 3 e 4).

Tabela 3: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da variancia-bifatorial das taxas de
crescimento do controle e do tratamento da variante verde de Kappaphycus alvarezii cultivada
em meio von Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=32). Negrito,
efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito p
Controle/tratamento 0,000152

Tabela 4: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da variancia-bifatorial das taxas de
crescimento do controle e do tratamento da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii
cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=32).
Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito p
Controle/tratamento 0,000152

O teste a posteriori de Tukey aplicado para determinar as diferencas
significativas das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) K. alvarezii do
controle e do tratamento foram a 0,000152 ao nivel de significancia.

Entretanto, quando realizado o teste a posteriori de Tukey para comparar as
quatro semanas de cultivo do controle e do tratamento, ndo ha diferencas significativas

para a variante verde. (Tabela 5).

Tabela 5: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da variancia-bifatorial comparagao
das quatro semanas de cultivo das taxas de crescimento do controle e do tratamento da variante
verde de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch. Valores apresentados em
médias (n=32). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Semanas 1 2 3 4
1 0,988 0,546 0,996
2 0,988 0,739 0,947
3 0,546 0,739 0,417
4 0,996 0,947 0,417



42

Por outro lado, na variante vermelha ha diferencas significativas ao longo das

quatro semanas de cultivo (Tabela 6).

Tabela 6: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da variancia-bifatorial comparagao
das quatro semanas de cultivo das taxas de crescimento do controle e do tratamento da variante
vermelha de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch. Valores apresentados em
médias (n=32). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Semanas 1 2 3 4
1 0,000246 0,75334 | 0,000359
2 0,000246 0,000174 | 0,000161
3 0,75334 0,000174 0,000270
4 0,000359 0,000161 0,000270

3.2 Efeito da radiacao nos pigmentos fotossintetizantes nos segmentos
apicais dos expostos a RUVB das duas variantes pigmentares (verde e
vermelha) de K. alvarezii

A RUVB promoveu diferencas nas concentracdes de todos os pigmentos
fotossintetizantes analisados (Cl.a, AFC, FC e FE) como também nas razdes entre os
pigmentos.

Os segmentos apicais dos individuos controle e dos expostos 8 RUVB das duas
variantes pigmentares de K. alvarezii apresentaram alteracdes na concentracio de Cl.a.
Nas duas variantes foi observada maior concentracdo de Cl.a nos segmentos apicais
expostos 2 RUVB, em comparagcdo com os segmentos apicais do controle que foram
cultivados somente com PAR.

As amostras dos individuos da variante verde do controle apresentaram
concentracdo de Cl.a de 0,094 ng/g de massa fresca, enquanto os expostos a RUVB
evidenciaram um teor médio superior de Cla, i.e., 0,102 pg/g de massa fresca.
Entretanto, a variante vermelha apresentou a menor concentragdo de Cl.a comparada a
variante verde. O controle evidenciou a concentracdo de 0,071 ug/g de massa fresca e

os segmentos expostos a RUVB 0,085 pg/g de massa fresca (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7: Médias da concentragdo e erro padrdo de Cl. a (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar verde de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em médias
(n=4).

Tratamento Cl. a (ug/g massa fresca = EP)
Controle 0,093+ 0,006
Exposto a RUVB 0,102+ 0,001

Tabela 8: Médias da concentragcdo e erro padrdo de Cl. a (ug/g massa fresca) da variante
pigmentar vermelha de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em
médias (n=4).

Tratamento Cl. a (ug/g massa fresca = EP)
Controle 0,071+ 0,003
Exposto a RUVB 0,085+ 0,002

A andlise de variancia unifatorial da concentracdo de Cl. a da variante verde de
K. alvarezii ndo indicou diferencas significativas para os valores de concentracdo de
Cl.a do controle e segmentos apicais expostos a RUVB (Tabela 9). Entretanto, a
variante vermelha apresentou diferencas significativas quando comparada a
concentracdo de Cl. a do controle e dos segmentos apicais expostos a RUVB (Tabela
10). A partir das diferencas significativas detectadas (ANOVA), foi utilizado o teste a
posteriori de Tukey para determinar as médias significativamente discrepantes (p<0,05,

Tabela 11).

Tabela 9: Andlise da varidncia unifatorial da concentracdo de Cl. a dos tratamentos controle e
de exposicdo a RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo
ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p

Clorofila a 6 1,75 0,233

Tabela 10: Andlise da variancia unifatorial da concentracdo de Cl. a dos tratamentos controle e
de exposicdo a RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo
ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p

Clorofila a 6 10,04 0,019
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Tabela 11: Teste a posteriori do tipo Tukey referente a andlise da variancia unifatorial da
concentracdo de Cl. a dos individuos controle e expostos a RUVB, da variante vermelha de
Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores apresentados
em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito p
Clorofila a 0,0195

Para a variante verde de K. alvarezii os segmentos do controle apresentaram
concentragdes de ficobiliproteinas superiores (0,111 ug/g de massa fresca) ao observado
para as amostras de segmentos expostos 2 RUVB (0,034 pg/g de massa fresca). A FC
apresentou uma grande redug@o na sua concentragdo, i.e., 0,060 pg/g de massa fresca no
controle, para 0,006 ug/g de massa fresca nos expostos a RUVB. No entanto, a FE foi a
ficobiliproteina em maior concentracdo no controle da variante verde (0,126 pug/g de
massa fresca), enquanto os individuos exposto a8 RUVB apresentaram teores inferiores

(0,047 ug/g de massa fresca - Tabelas 12, 13 e 14).

Tabela 12: Médias da concentracdo e erro padrdo de AFC (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar verde de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em médias
(n=4).

Tratamento AFC (ug/g massa fresca = EP)
Controle 0,111+ 0,0004
Exposto a RUVB 0,034+ 0,0002

Tabela 13: Médias da concentragdo e erro padrao de FC (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar verde de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em médias
(n=4).

Tratamento FC (ug/g massa fresca £ EP)
Controle 0,060+ 0,0004
Exposto a RUVB 0,006+ 0,0002

Tabela 14: Médias da concentragdo e erro padrdo de FE (ug/g massa fresca = EP) da variante
pigmentar verde de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em médias
(n=4).

Exposto a RUVB 0,047+ 0,0002

Tratamento FE (ug/g massa fresca £ EP)

Controle | | 0,126 0,0004
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A variante vermelha também apresentou concentragdes superiores de
ficobiliproteinas nos segmentos do controle, quando comparados as amostras expostas a
RUVB. As concentra¢des de AFC foram 0,226 pg/g de massa fresca no controle e de
0,180 pg/g de massa fresca do exposto a RUVB. J4 a concentracdo de FC foi de 0,090
pg/g de massa fresca no controle e de 0,040 pg/g de massa fresca no tratamento exposto
a RUVB. Por sua vez, a FE mostrou ser a fragdo de maior concentragcdo dentre as trés
ficobiliproteinas em andlise, alcancando valores médios de 0,262 pg/g de massa fresca

do controle e 0,192 pg/g de massa fresca nos exposto a RUVB, (Tabelas 15, 16 e 17).

Tabela 15: Médias da concentragdo e erro padrido de AFC (ug/g massa fresca * EP) da variante
pigmentar vermelha de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em
médias (n=4).

Tratamento AFC (ug/g massa fresca = EP)
Controle 0,226+ 0,0004
Exposto a RUVB 0,180+ 0,002

Tabela 16: Médias da concentracdo e erro padrdo FC (ug/g massa fresca £ EP) da variante
pigmentar vermelha de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em
médias (n=4).

Tratamento FC (ug/g massa fresca £ EP)

Controle 0,090+0,0002
Exposto a RUVB 0,040+0,0002

Tabela 17: Médias da concentracdo e erro padrdo de FE (ug/g massa fresca £ EP) da variante
pigmentar vermelha de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em
médias. Valores apresentados em médias (n=4).

Tratamento FE (ug/g massa fresca = EP)

Controle 0,262+0,0005
Exposto a RUVB 0,192+0,0005

As trés ficobiliproteinas da variante verde apresentaram diferencas significativas
quando comparadas a concentragdo do controle e dos segmentos apicais expostos a

RUYVB (Tabelas 18, 19 e 20).
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Tabela 18: Andlise da varidncia unifatorial da concentracdo de AFC dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao
nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p
Aloficocianina 6 19.096 0,0000

Tabela 19: Anélise da varidncia unifatorial da concentracdo de FC dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao
nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p
Ficocianina 6 17.496 0,0000

Tabela 20: Andlise da variancia unifatorial da concentracdo de FE dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao
nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p
Ficoeretrina 6 43.611 0,0000

A partir das diferencas significativas detectadas (ANOVA) foi utilizado o teste a
posteriori de Tukey para determinar as médias significativas (p<0,05, Tabelas 19, 21 e

23).

Tabela 21: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de AFC dos individuos controle e expostos a RUVB da variante verde de
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito P
Aloficocianina 0,000235

Tabela 22: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de FC dos individuos controle e expostos a RUVB da variante verde de
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito p
Ficocianina 0,000235
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Tabela 23: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de AFC dos individuos controle e expostos a RUVB da variante verde de
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito P
Ficoeretrina 0,000235

Na variante vermelha de K. alvarezii a concentracdo de ficobiliproteina foi
superior a concentragdo encontrada na variante verde. Entretanto, a variante verde
apresentou uma concentracdo de Cl. a superior a concentra¢do encontrada na variante
vermelha. Esta diferenca na concentragdo dos pigmentos fotossintetizantes pode
justificar as duas diferentes tonalidades entre as duas variantes pigmentares de K.
alvarezii.

A andlise de variancia unifatorial da concentragdo das ficobiliproteinas da
variante vermelha revelou diferencas significativas para os tratamentos controle e de

exposicdo a RUVB (Tabelas 24, 25 e 26).

Tabela 24: Andlise da variancia unifatorial da concentragdo de AFC dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo
ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p

Aloficocianina 6 366.58 0,00001

Tabela 25: Andlise da varidncia unifatorial da concentracdo de FC dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo
ao nivel de significincia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F p

Ficocianina 6 15.000 0,0000
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Tabela 26: Andlise da variincia unifatorial da concentracdo de FE dos individuos controle e
expostos a RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo
ao nivel de significincia (p< 0,05).

Efeito Graus liberdade F

=

Ficoeretrina 6 7350 0,0000

A partir destas diferengas, foi utilizado o teste a posteriori de Tukey para
determinar as médias significativas com valores menores que 0,05 (Tabelas 27, 28 e

29).

Tabela 27: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de AFC dos individuos controle e expostos 8 RUVB da variante vermelha de
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito p
Aloficocianina 0,000235

Tabela 28: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de FC dos individuos controle e expostos &8 RUVB da variante vermelha de
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito p
Ficocianina 0,000235

Tabela 29: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes andlise da varidncia unifatorial da
concentracdo de FE dos individuos controle e expostos a RUVB da variante vermelha de
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nivel de significancia (p< 0,05).

Efeito p
Ficoeretrina 0,000235

As concentragdes das ficobiliproteinas decresceram com a exposicdo a RUVB,
tanto para a variante verde quanto para a variante vermelha de K. alvarezii. A variante
vermelha apresentou maiores concentracdes destes pigmentos, comparativamente a
variante verde. A FE foi a ficobiliproteina encontrada em maior concentra¢io nas duas

variantes de K. alvarezii, independente do tratamento de radiacdo utilizado.
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Nas figuras 8 e 9 estdo representadas as concentracdes dos pigmentos

fotossintetizantes da variante verde e da variante vermelha de K. alvareZzii.
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ug/g de pigmentos fotossintetizantes
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Controle Exposto a RUVB

Figura 8: Médias das concentragdes dos pigmentos fotossintetizantes (Cl.a , AFC, FC e FE -
pg/g massa fresca) da variante verde de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais representam o
célculo do erro padrdo. As letras distintas e minudsculas significam as diferencas entre o controle
e exposto a RUVB, segundo o teste a posteriori de Tukey.
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Figura 9: Médias das concentracdes dos pigmentos fotossintetizantes (Cl.a , AFC, FC e FE-
pg/g massa fresca) da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais
representam o cdlculo do erro padrio. As letras distintas e minusculas significam as diferencas
entre o controle e exposto a RUVB, segundo o teste a posteriori de Tukey.
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Para a variante verde de K. alvarezii, a razao entre os pigmentos (FE/Cl.a ,

e FC/AFC) do controle e dos expostos a RUVB diminui.

AFC/Cl.a , FC/Cl.a

Entretanto, para a razéo entre FE/AFC observou-se um aumento sutil. No entanto, a

razdo FE/FC aumentou significativamente (Tabela 30).

Tabela 30: Razdes entre os pigmentos (fotossintetizantes) da variante pigmentar verde de
Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB comparagdo com o controle. Valores apresentados em

médias (n=4).

Tratamento FE/Cl.a | AFC/Cl.a | FC/Cl. a | FE/ AFC | FE/FC | FC/ AFC
Controle 3,69 3,18 1,27 1,16 2,9 0,40
Exposto a RUVB 2,26 2,11 0,47 1,06 4.8 0,22

Na variante vermelha de K. alvarezii a razdo entre os pigmentos do controle e

dos expostos a RUVB diminuiu (FE/Cl.a , AFC/Cla , FC/Cl.a, FE/AFC e FC/AFC).

N

Quanto a razdo entre o pigmento FE/FC, houve também um aumento significativo

(Tabelas 31).

Tabela 31: Razdes entre os pigmentos (fotossintetizantes) da variante pigmentar vermelha de
Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB comparagdo com o controle. Valores apresentados em

médias (n=4).

Tratamento FE/Cl.a | AFC/Cl.a | FC/Cl. a | FE/ AFC | FE/ FC | FC/ AFC
Controle 1,36 1,20 0,64 1,14 2,1 0,54
Exposto a RUVB 0,46 0,33 0,06 1,38 7.8 0,17
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IV. DISCUSSAO

4.1 Efeito da radiacao no crescimento dos segmentos apicais expostos a
RUVB de K. alvarezii

A primeira semana de cultivo das duas variantes de K. alvarezii € um periodo de
aclimagdo dos segmentos apicais expostos &8 RUVB, onde apresentaram uma baixa taxa
de crescimento quando comparada com o controle. Estudos com Ulva expansa
(Setchell) Setchell & N.L. Gardner e U. rigida C. Agardh mostraram que as taxas de
crescimento também diminuem na primeira semana de exposicdo a RUVB. Entretanto,
quando o tratamento se prolonga por algumas semanas, estas diferencas sdo reduzidas
ao longo do tempo (Grobe & Murphy, 1998; Altamiro et al., 2000).

Areducdo na taxa de crescimento, das duas variantes de K. alvarezii, observada
nas primeiras semanas quando submetidas a RUVB pode ser o fator limitante do
crescimento. Neste periodo as algas normalmente passam por um processo de
aclimatacdo ao estresse sofrido pela incidéncia da radiagdo didria que tem como
resultado a redugcdo no crescimento e possivelmente podem estar desenvolvendo
resisténcia a RUVB. Altos indices diarios de RUVB ocasionam inibicdo da taxa de
crescimento das algas (van de Poll et al., 2001). As algas desenvolvem a capacidade de
tolerar a RUVB, com o aumento da idade e histérico de cada espécie, conforme foi
observado nas espécies Laminaria digitata (Hudson) J.V. Lamouroux, L. hyperborea
(Gunnerus) Foslie e L. saccharina (Linnaeus) J.V. Lamouroux (Dring et al., 1996) e por
Haneld er al., 1997 na espécie L. saccharina.

Cada organismo apresenta uma sensibilidade e tolerdncia a radiacio UVB,
desenvolvendo a capacidade de prevenir e reparar danos induzidos (van de Poll et al.,
2001). Com o aumento da RUVB, as falhas dos mecanismos de protecio podem
provocar alteragdes e desequilibrios celulares (Bowler et al., 1992). Estes desequilibrios
levam a mudangas conformacionais nas moléculas de DNA, nos processos de
transcrigdo, duplicacdo e traducdo (Lao & Glazer, 1996; Buma et al., 2000), conduzindo
a uma crescente mortalidade (Franklin & Forster 1997) e afetar o crescimento das

macroalgas (Wood, 1987).
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A diminuicdo na taxa de crescimento observado nas variantes de K. alvarezii
pode estar relacionada a utilizacdo de energia para ativacdo de mecanismos de
aclimatac@o e reparos de danos induzidos pela radiacio UVB como o observado em
Emiliania huxleyi (Lohmann) W.H. Hay & H. Mohler (van de Poll et al., 2001).

A radiacdo ultravioleta atua evolutivamente como uma pressdo seletiva de
mecanismos de prote¢do e/ou reparo contra estes danos possibilitando que as algas
sobrevivam e se reproduzam (Karsten et al., 1998, Korbee-Peinado et al., 2004).

A variante vermelha conseguiu recuperar e aclimatar-se ao efeito que a RUVB
ocasionou a diminui¢do na taxa de crescimento, por causa da despigmentacdo e necrose
parcial na terceira semana, ja que na quarta semana voltou a crescer.

Os resultados da taxa de crescimento das duas variantes pigmentares (verde e
vermelha) de K. alvarezii, as quais mostram diminui¢do no crescimento quando
submetidas a RUVB, corroboram com os estudos desenvolvidos com outras espécies de
algas como o observado em Gracilaria conferta (Schousboe ex Montagne) Montagne
(Freedlander & Bem-Amotz, 1991), com U. expansa (Grobe & Murphy, 1998) e com
Delesseria sanguinea (Hudson) J.V. Lamouroux (Pang et al., 2001). Nas espécies
Phyllophora pseudoceranoides (S.G. Gmelin) Newroth & A.R.A. Taylor, Rhodymenia
pseudopalmata (J.V. Lamouroux) P.C. Silva, Phycodrys rubens (Linnacus) Batters e
Polyneura hilliae (Greville) Kylin também expostas a RUVB durante trés horas didrias,
como foram os experimentos com K. alvarezii, porém por 13 dias, também
demonstraram uma redugfo na taxa de crescimento (van de Poll et al., 2001).

Esta reducdo do crescimento observado nas variantes verde e vermelha pode
estar relacionada ao atraso no processo de divisdo celular. Este atraso na divisdo se deve
a formagdo de dimeros de pirimidina como conseqii€ncia tem-se a diminui¢do nas taxas
de crescimento quando foram expostas 8 RUVB (Buma et al., 1995; van de Poll et al.,
2001).

Os efeitos danosos ocasionados pela RUVB diminuem nos organismos com o
aumento do nimero de camada de células. As camadas mais externas seriam capazes de
absorver uma maior parte de RUVB e com isto as camadas internas estariam protegidas
(Sutherland, 1997).

As duas variantes do controle apresentaram decréscimo na taxa de crescimento

no final do experimento. Esta reducdo deve estar relacionada a competi¢do pelo espaco
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e por nutrientes. Os segmentos apicais apresentam um aumento da primeira semana de
cultivo para a segunda, mas este aumento da taxa de crescimento da terceira e quarta
semana diminui provavelmente porque os dpices apresentaram um tamanho maior e
conseqiientemente necessidade nutricional superior.

A variante verde do controle apresentou a maior taxa de crescimento 6,75% dia
', quando comparado com a variante vermelha que cresceu 6,35% dia ' a partir da
média dos 28 dias de cultivo. A variante verde dos segmentos expostos a RUVB
também apresentou a maior taxa de crescimento 3,0 % dia ! enquanto que a variante
vermelha cresceu 2,60 % dia .

A variante verde de K. alvarezii apresentou a maior taxa de crescimento do
controle e do exposto a RUVB, demonstrado uma melhor adaptacdo aos efeitos da
RUVB, enquanto a variante vermelha de K. alvarezii apresentou a menor taxa de
crescimento do controle e do exposto a RUVB, demonstrado uma maior sensibilidade
aos efeitos da RUVB. Esta variante apresentou despigmentacdo e necrose parcial dos
segmentos apicais expostos a RUVB.

Paula er al., (2001) cultivando as duas variantes K. alvarezii in vitro obteve uma
taxa de crescimento baixa, em torno 2-5% dia "L A variante verde cresceu 5,1% dia '1, a
e a variante vermelha cresceu 4,0 % dia "I cultivadas durante 28 dias (Erbert, 2001).

As alteracdes morfologicas que ocorreram nos segmentos apicais das duas
variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii podem ser decorrentes da
sensibilidade das algas a RUVB induzindo as alteracdes morfolégicas dos talos
(Halldal, 1964). Efeitos na taxa de crescimento e alteracdes morfoldgicas produzidas
pela RUVB, indicam alteracdes promovidas pela exposicdo a RUVB (Navarro, 2004).
Apesar das alteracdes morfologicas terem sido observadas nas duas variantes
pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii. Franklin & Forster (1997) as alteragdes
morfolégicas nao sdo utilizadas com freqiiéncia para determinar efeitos da RUVB em

macroalgas.
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4.2 Efeito da radiacao nos pigmentos fotossintetizantes nos segmentos
apicais dos expostos a RUVB de K.alvarezii

A RUVB estimulou a sintese de clorofila a observada nas duas variantes
pigmentares de K. alvarezii, comparativamente ao controle cultivado somente com
PAR. Aguilera et al., (1999) propds que a Cl. a € mais resistente a exposicdo a RUVB.

As duas variantes pigmentares de K. alvarezii apresentaram um aumento da
concentracdo de Cl.a quando expostas a RUVB deferindo dos resultados observados em
Chondrus crispus Stackhouse, onde a radiacdo UV diminuiu a concentracdo de Cl.a
(Aguirre-von Wobeser et al., 2000; Yakovleva & Titlyanov, 2001). Bischof et al.,
(2000) obtiveram o resultado semelhante em macroalgas vermelhas Palmaria palmata
(Linnaeus) Kuntze e Phycodrys rubens (Linnaeus) Batters.

Com a macroalga vermelha Eucheuma strictum F. Schmitz, exposta a RUVB,
cultivada in vitro, detectou-se a diminui¢do na concentracio de Cl. a, acompanhada pelo
aumento na concentragdo de micosporinas (Wood, 1987).

Um mecanismo fisico-quimico contra danos induzidos pela radiacdo UV é a
biossintese e acumulagdo de moléculas de protecdo. Entre as substancias com potencial
de protecdo contra a radiacdo UV nos organismos aqudticos, estdo os carotendides, as
ficobiliproteinas, os fendis, as cumarinas e os aminodcidos tipo micosporina (MAAs)
(Korbee-Peinado, et al., 2006). Entretanto, no material estudado, ocorreu uma reducdo
das ficolibiproteinas quando as plantas foram expostas a RUVB.

Uma das estratégias utilizadas pelas macroalgas para sobreviverem a exposi¢io a
altos niveis de radiacdo UV ¢ a sintese e o acimulo de compostos fotoprotetores, como
os aminodcidos tipo micosporina e os carotendides, que direta ou indiretamente
absorvem a energia da radiagdo UV (Sommaruga, 2001; Sonntag et al., 2007).

As concentragdes das ficobiliproteinas diminuiram nas duas variantes
pigmentares de K. alvarezii expostas a RUVB. As ficobiliproteinas estdo situadas na
parte externa dos tilacdides na estrutura denominada de ficobilissomos e desempenham
uma fundamental funcdo na transmissdo da energia de excitacdo dos pigmentos mais
externos para as moléculas de Cl. a do fotossistema II ( Zuber, 1986).

Os trés tipos de ficobiliproteinas a FE, a FC e AFC absorvem a energia solar

transferindo em seqiiéncia a partir FE, FC e AFC para o centro de reagcdo do
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fotossistema II, onde a Cl. a é excitada, estabelecendo o fluxo de elétrons (Gantt, 1981;
Talarico, 1996).

Nas algas vermelhas, a FE é relevante no processo de aclimatagdo, pois, estd
localizada mais externamente nos ficobilissomos (Talarico, 1996). Segundo Falkowski
& La Roche (1991), o processo de aclimatacido considera a capacidade de alteracdo na
composi¢do dos pigmentos que estd relacionada com a quantidade e qualidade da luz
disponivel. Esta capacidade ja foi observada nas cianobactérias e nas macroalgas
(Nultsch & Agel, 1986; Grossman, 1990; Hader & Héader, 1991).

Nas duas variantes pigmentares de K. alvarezii a FE foi a ficobiliproteina que
sofreu maiores reducdes de concentragdo, onde foi observado redugdo de 27% na
variante vermelha e 68% na variante verde. A concentragdo de FE foi bem maior na
variante vermelha onde se observou no controle 0,262 pug/g no material fresco quando
comparada a variante verde que apresentou nos controle somente 0,126 pg/g material
fresco. Esta concentracdo estd diretamente relacionada com a coloragdo observada nas
variantes. Por outro lado, a redu¢@o na concentragdo FE nas plantas sob RUVB foi bem
maior na variante verde revelando uma maior sensibilidade destes pigmentos nesta
variante. A FE é o primeiro pigmento a ser afetado pela radiacdo UV, seguido pela FC,
a AFC, os carotendides e, por dltimo, a Cl. a, que seria a mais resistente (Gerber &
Hader, 1993; Sinha et al., 1995). Este padrio de destruicio dos pigmentos nos
cloroplastos foi observado em macroalgas vermelhas Porphyra umbilicalis (Linnaeus)
Kiitzing e Ahnfeltiopsis concinna (J. Agardh) P.C. Silva & DeCew (Aguilera et al.,
1999; Beach et al., 2000). A estrutura quimica da FE possui a capacidade de estocar
nitrogénio, niveis baixos deste pigmento podem significar menor disponibilidade desse
elemento. Resultados semelhantes foram observados nos géneros de cianobactérias
Anabaena Bory de Saint-Vincent e Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault, onde a
concentracdo de FE diminuiu quando exposta a RUV (Sinha et al., 1995).

Em resposta a radiagdo solar elevada a degradacdo dos pigmentos ocorre
naturalmente nas algas e estd relacionada a diminuicdo nas taxas fotossintéticas
(Figueroa et al., 1997). Porém, estes pigmentos podem ser re-sintetizados no mesmo
dia, como um processo auxiliar na fotoprotecdo de sistemas fotossintetizantes sob

condicdes de alteracdes de irradiincia de curta duracdo (Talarico, 1996).
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Modificacdes nas concentragdes de pigmentos foram também descritas para a
macroalga Porphyra leucosticta Thuret in Le Jolis, onde a FE, a FC e a Cl. a
mostraram-se reduzidas sob condi¢des de exposicdo a radiacdo solar, podendo ser re-
sintetizadas ao longo do dia. A concentracdo de FE e de FC diminuiu no periodo de
12:00h a 13:30h, quando os niveis de radiacdo sdo maiores. O processo de
fotodestruicdo dos pigmentos ocorre naturalmente, afetando as taxa de crescimento
(Figueroa et al., 1997).

Estudos de Beach et al., (2000) com a macroalga vermelha Ahnfeltiopsis
concinna exposta a radiagio PAR+ UVA+ UVB, apontam que a FE € o pigmento mais
rapidamente degradado, e o mais rapidamente re-sintetizado, quando comparado as
demais ficobiliproteinas. Este mesmo processo poderia ter ocorrido nas duas variantes
pigmentares de K. alvarezii, onde a FE foi degradada quando exposta a RUVB se
ocorresse uma aclimatacio pés exposicao.

As diferencas de concentracdes das trés ficobiliproteinas (AFC, FC e FE)
observadas no presente estudo indicam uma expressdo fenotipica cldssica de adaptacio
ao estimulo do ambiente, i.e., radiacdo luminosa (Guimardes et al., 2003). Segundo
Doty et al., (1987), a coloragdo verde da variante verde de K. alvarezii é resultado da
baixa concentracdo de FE. Em estudo similar, Paula et al., (1998) demonstraram que a
variante verde daquela espécie apresentou maior concentragdo de FC e AFC, enquanto a
variante vermelha apresenta maior concentracdo de FE, em cultivo in vitro. Contudo,
em relacdo a Cl.a, as concentracdes foram semelhantes entre as variantes de K.
alvarezii. A alta concentracdo de FC e AFC na variante verde mascara a expressio da
cor vermelha caracteristica das algas vermelhas.

Em outro contexto, ressalta-se que as protefnas sdo importantes reservas de
nitrogénio, de modo que a baixa concentracdo de FE e outras ficobiliproteinas tém sido
apontadas como causa da baixa capacidade da variante verde estocar Na,
comparativamente a variante vermelha (Dawes, 1992). O aumento na concentracdo de
proteinas na variante verde foi avaliado pelo aumento na concentracido de FC e AFC
(Dawes, 1992). A reducgdo na concentracdo das ficobiliproteinas nas duas variantes pode
estar relacionada com a diminui¢do da absor¢do de nitrogénio, ou utilizacdo das
ficobiliproteinas para sintese de outras proteinas necessarias para metabolismo das

algas.
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O efeito da RUVB observado nas variantes pigmentares pode ser ocasionado
pelo excesso de estimulagdo do fotossistema II. O excesso de energia absorvida pelos
fotossistemas pode provocar alteracdes no aparato fotossintético (Holzinger et al.,
2004). Apds 3h de exposicdo a RUVB, por 28 dias, esta exposi¢do pode ter provocado
uma fotooxidacdo e fotoinibicdo dos pigmentos fotossintetizantes e, consequentemente,
uma diminuicdo da eficiéncia fotossintética e um decréscimo na taxa de crescimento.
Entretanto, o estresse sofrido pelas plantas expostas a RUVB nédo levou a degradagdo da
clorofila a, neste caso, pode-se sugerir que o aumento deste pigmento seja uma forma de
adaptacdo a esta radiacdo. A variante verde do controle e dos expostos a RUVB

apresentou maiores taxas de crescimento em relag@o a variante vermelha.
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CAPITULO 3

EFEITOS DA RADIAGAO ULTRAVIOLETA-B NA MORFOLOGIA E
ORGANIZACAO CELULAR DAS VARIANTES PIGMENTARES
VERDE E VERMELHA DE KAPPAPHYCUS ALVAREZII (DOTY)
DOTY EX P. SILVA (GIGARTINALES)

I.INTRODUCAO

Os altos niveis de radiag@o ultravioleta UVB podem ser danosos aos organismos
marinhos, especialmente as algas bentOnicas. Estas, ao contrdrio das espécies
fitoplanctdnicas, ficam expostas a radiacdo por periodos prolongados durante horas de
maré baixa por estarem fixas e restritas ao seu local de crescimento. O risco da
ocorréncia de efeitos prejudiciais aumenta quando as algas recebem niveis elevados de
radiagdo ultravioleta UVB nos meses de primavera-verdo na Antdrtica e parte da
América do Sul (Cabrera ef al., 1995).

O impacto do aumento da radiagdo ultravioleta na superficie da Terra tendo sido
investigado por varios grupos de pesquisadores, avaliando-se o efeito natural e artificial
dessa radiagdo no crescimento nos demais aspectos fisiolégicos dos organismos
fotossintetizantes. Os efeitos danosos da radiacdo ultravioleta seriam causados
principalmente pelos raios UVB. A radiagdo UVA, que atinge a superficie da Terra em
quantidade comparativamente maior do que a UVB contribuiria para processos de
reparo dos danos causados pela UVB (Britt, 1995).

O processo relacionado aos efeitos bioldgicos da radiag¢@o ultravioleta € iniciado
com a absor¢do fotoquimica por parte de biomoléculas importantes. A energia contida
num féton € inversamente proporcional ao comprimento de onda, podendo ser suficiente
para quebrar ligacdes quimicas. Foétons altamente energéticos da faixa da radiacdo
ultravioleta podem ser absorvidos por dcidos nucléicos, lipidios, aminodacidos, clorofilas

e carotendides (Diffey, 1991; Franklin & Forster 1997).
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Existem muitos efeitos negativos da radiacdo ultravioleta nos organismos,
particularmente quando absorvidos pelos 4cidos nucléicos e proteinas, os quais podem
ocasionar fotooxidagcdo e mudangas conformacionais que resultam em varias alteracdes
metabdlicas vitais como a transcri¢do, duplicagdo de DNA e tradugdo (Lao & Glazer,
1996; Buma et al., 2000). Além disso, a biologia e fisiologia celular também podem ser
afetadas, conduzindo a crescente mortalidade (Franklin & Forster, 1997). A radiagdo
ultravioleta no meio ambiente particularmente UVB, é a chave de muitos efeitos
deletérios em processos biolégicos (Worrest, 1982), como a fotossintese e crescimento
de plantas terrestres (Tevini & Teramura, 1989) e fitoplancton (Lorenzen, 1979; Smith
et al., 1980; Smith, 1992; Jokiel & York, 1984; Biihlmann et al., 1987), absorcdo de
nitrato em diatoméceas (Dohler & Biermann, 1987), locomocdo em protistas (Hiader &
Hider, 1988), crescimento e fotossintese em culturas de zooxantelas (Jokiel & York,
1982; Lesser & Shick, 1989), e crescimento de macroalgas (Wood, 1987).

As proteinas que compdem o citoesqueleto das células de plantas sdo possiveis
alvos da radiacdo ultravioleta. Dentre essas, a tubulina pode ser particularmente
sensivel, se apresentar um alto conteddo de aminoicidos com cadeias aromaticas
(Zaremba et al., 1984). Essas cadeias possuem uma forte absor¢do na banda dessa
radiacdo (Hollésy, 2002).

A fotossintese € um dos processos potencialmente prejudicados depois da
exposicdo a radiacdo ultravioleta UVB devido ao dano a proteina D1 (Vass, 1997) ou
para a Rubisco (ribulose 1,5-bifostato carboxilase), ou perda de pigmentos (Bischof et
al., 2000), como também a reducdo na expressdo dos genes (Meindl & Liitz 1996; Liitz
et al.,1997; Holzinger et al., 2004).

Uma das estratégias utilizadas pelas macroalgas para sobreviverem a exposi¢o
a altos niveis de radiagcdo UV € a sintese e o acimulo de compostos fotoprotetores,
como os aminodcidos tipo micosporina e os carotendides, que direta ou indiretamente
absorvem a energia da radiagdo UV (Sommaruga, 2001, Sonntag et al., 2007).

Kappaphycus alvarezii possui grande interesse econdmico devido a producdo
principalmente de carragenana kappa, um ficocoléide de grande diversidade de
aplicagdes na industria alimenticia (laticinios, gelatinas, espessantes) (Paula & Pereira,

1998), na preparacdo de ragOes para animais domésticos e peixes (De Mario e
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Ballestero, 2004), e como agentes inibidores do virus HPV (Human Papillomavirus)
(Buck et al., 2006).

As carragenanas sio polissacarideos sulfatados lineares de alto peso molecular,
extraidos das paredes celulares de varias espécies de Rhodophyta. A estrutura molecular
estd baseada nas seqiiéncias dissacaridicas, repeti¢des de B-D-galactopiranose ligados
nas posicoes 1 e 3, e residuos de o-D-galactopiranose nas posi¢des 1 e 4 (Piculell,
1995). As carragenanas sdo extraidas abundantemente de algas pertencentes aos géneros
Gigartina Stackhouse, Eucheuma J. Agardh, Kappaphycus e Hypnea, entre outros, as
quais recebem, por este motivo 2 denominagio carregendfitas (Lee, 1989). E encontrada
principalmente em ambientes recifais da regido Indo-Pacifico, do Leste da Africa até
Guam, China, Japao e ilhas do Sudeste Asidtico (Doty, 1987; Areces, 1995).

No Brasil esta espécie foi introduzida em 1995 a partir de um ramo proveniente
do USA Marine Institute University of Kochi, Japan. A linhagem é proveniente do
cultivo experimental na Ilha de Shikohu, Japdo e origindria de cultivos comerciais das
Filipinas. Foi propagada em cultura unialgal durante 10 meses no Laboratério de Algas
Marinhas (USP) antes da transferéncia para o mar (Paula & Pereira, 1998).

A espécie K. alvarezii possui diversos estudos no Brasil, destacando os que estdao
sendo realizados no estado de Sdo Paulo, no estado do Rio de Janeiro e iniciando em
Santa Catarina (Floriandpolis).

O presente trabalho teve como objetivo, conhecer os possiveis efeitos bioldgicos
da RUVB na morfologia celular e ultraestrutural das variantes pigmentares (verde e

vermelha) K. alvarezii.
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Il. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e processamento do material biolégico

Os segmentos apicais das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) de
Kappaphycus alvarezii utilizados nos diferentes experimentos foram obtidos do banco
de germoplasma do Laboratério de Algas Marinhas (LAMAR), e ndo foi necessaria a

aclimatacao.
2.2 Condicoes de cultivo

A irradiancia fotossinteticamente ativa ao dia foi de 704 kJ/m™* (Li-cor light
meter 250, United States of America, USA). A temperatura foi de 24 ° C (2 °C) e o
fotoperiodo de 12 horas, sendo que o periodo de luz iniciava as 8 horas da manhd, com
aeracdo continua. A dgua do mar utilizada foi esterilizada em banho Maria por 1 hora.
Apés seu completo resfriamento, essa dgua foi enriquecida com o meio von Stosch
(Edwards, 1970).

Os segmentos apicais com peso de aproximadamente 0,50g (£ 0,05g), das duas
variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii foram cultivados em béqueres
de 250 mL no laboratério em cadmara de cultivo por um periodo de 4 semanas (28 dias),
tanto o controle (sem radiagdo UVB, somente a radiagdo fotossinteticamente ativa
(PAR) quanto o tratamento (com radiacio UVB +PAR). O meio de cultivo foi de
200mL dgua do mar esterilizada com 4% de meio von Stosch, salinidade de 34 ups (%1
ups) (unidade padrdo de salinidade).

A RUVB artificial foi fornecida pela lampada (Vilber Lourmat VL-6LM, Marne
La Vallée, France), que emite o comprimento de onda de 312 nm e irradidncia de 1,2
kl/m Ze possui acoplado um filtro para os demais comprimentos de onda. A exposi¢ao
a radiacdo UVB foi de trés horas por dia (iniciando ao 12:00 h e terminando as 15:00 h).
Durante a exposicdo a aeracdo foi aumentada no tratamento e no controle para que os
fragmentos movimentam-se de forma constante, de forma a expor todos os ramos.
Sendo assim, todos os fragmentos receberam a mesma intensidade de radiacdo. Foi

realizado um rodizio com béqueres aleatoriamente, para que todos os béqueres recebem
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a mesma intensidade luminosa. Concomitante a RUVB receberam a radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR), através das lampadas fluorescentes (Philips C-5 Super
84 16W/840, Brasil). Estas lampadas fornecem a luz similar a natural.

Durante os periodos de exposicdo, a cdmara de cultivo contendo a lampada
emissora de RUVB, foi isolada externamente com plasticos transparentes espessos de
forma que a radiag@o ficasse restrita aos tratamentos. As plantas controle também foram
submetidas as mesmas condi¢des, exceto pela auséncia da emissdo da RUVB.

Os meios de cultura foram renovados semanalmente. Foram utilizadas quatro

repeti¢des para cada espécime (n=4).
2.3 Analise em microscopio de luz

Os materiais expostos a RUVB e os controles das duas variantes (verde e
vermelha) pigmentares de K.alvarezii foram processados para andlises histoquimica e

morfoldgica em microscopia de luz.
2.3.1 Fixacao

As amostras foram fixadas em solug@o de paraformaldeido 2,5 % em tampao
fosfato 0,2M, pH 7.2, durante 6 a 8 h, a temperatura de 4° C. Apds a fixagao, o material
foi lavado em tampdo fosfato, duas vezes, por 10 minutos em cada troca (Bouzon,

1993).
2.3.2 Desidratacao

A desidratacdo foi feita em uma série de solugdes aquosas de etanol em
concentracdes crescentes (50%, 70%, 90% e 100%), com duas trocas de 15 minutos em

cada concentracdo, a temperatura ambiente.
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2.3.3 Pré-infiltracao e infiltracao

A pré-infiltracdo das amostras foi realizada com uma mistura de 1:1 de etanol a
100% e historesina glicolmetacrilato (GMA), durante 4 h, posteriormente o material foi

infiltrado em resina pura por 24 h.

2.3.4 Inclusao

A inclusdo foi realizada na mesma resina em histo-moldes com adi¢do de

polimerizador, a temperatura ambiente, por 2-3 h (Arnold et al., 1975, modificado).
2.3.5 Preparo das secgées

As amostras foram seccionadas em microtomo manual de parafina modelo Leica
RM 2135, com navalhas de tungsténio. As sec¢des com espessura de 4 um foram
distendidos em placa de Petri com 4dgua a temperatura ambiente, coletados com laminas
de vidro ou coletados nas laminas sobre gotas de dgua destilada e secos a 37°C em placa

quente por 30 minutos.
2.4 Histoquimica

Os materiais foram analisados e fotografados em microscépio Olympus com
sistema de captura de imagem, camara digital (Olympus Q-Color-3C América Ind.). Os

materiais foram submetidos aos seguintes testes histoquimicos:

2.4.1 Azul de toluidina (AT-O). Este corante foi utilizado para identificar
polissacarideos 4cidos através da reacdo de metacromasia. As laminas contendo as
seccoes foram tratadas com solug@o aquosa de AT-O 0,5%, acidificada com HCl 1N
para pH 3,0, por 30 segundos, lavadas em dgua destilada e secas ao ar (Gordon &
McCandless, 1973; McCully, 1970). As laminas foram montadas com bélsamo do

Canada.
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2.4.2 Acido Periddico de Schiff (PAS). Foi utilizado para identificar a
presenca de polissacarideos neutros (amido e celulose). As sec¢des foram oxidadas com
solugd@o aquosa de 4cido periddico a 1% durante 30 minutos, lavados em 4gua corrente e
corados com reativo de Schiff por 30 minutos. Foram, entao, lavados em dgua corrente,
secos ao ar e montados com bédlsamo do Canadd. Como controle da reacdo de PAS foi
realizado a acetilagdo, passando-se as laminas contendo os cortes em piridina pura e
solugd@o de piridina 60% mais anidrido acético 40% ou omitindo a oxidagdo pelo dcido

periédico, e submetendo-as a coloracio descrita acima (Gahan, 1984).

2.4.3 Azul brilhante de Coomassie (CBB). Este teste foi utilizado para
identificar a presenca de proteinas totais. As laminas contendo as sec¢des foram coradas
por 24 h em CBB 0,02 % diluido em solucdo etandlica acidificada de Clark,
posteriormente foram lavadas na mesma solucdo, seguido de dgua destilada e secas ao
ar (Gahan, 1984). Para controle as ldminas contendo as sec¢des foram encubadas a 37°
C numa solucdo de proteases e coradas como descrito acima. As laminas foram

montadas com balsamo do Canada.

2.4.4 Sudan Black- B (SB-B). Foi utilizado para identificar a presenca de

lipidios. As laminas contendo as sec¢des foram corados por 15 minutos em SB-B,
posteriormente lavados em etanol 70 %, seguido de dgua destilada e secos a ar (Gahan,

1984). As laminas foram montadas com balsamo do Canada.

2.5 Analise em microscopio eletronico

As amostras provenientes dos expostos a RUVB e os controles das duas
variantes foram pré-fixadas em solu¢do de glutaraldeido 2,5 %, sacarose 2%, tamponada
com cacodilato 0,1 M (pH 7,2). A pré-fixacdo foi realizada em overnight na geladeira.
A pré-fixacdo foi seguida por quatro lavagens (30 minutos cada lavagem) no mesmo
tampdo e sacarose. Depois das lavagens os espécimes foram pds-fixados em OsOq4

(tetroxido de 6smio) a 1% em tampdo cacodilato 0,IM, pH 7,2 (1:1), durante 4 h a
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temperatura ambiente (Pueschel, 1979; Bouzon et al., 2000).

Posteriormente, o material foi lavado duas vezes em tampdo cacodilato 0,1M,
pH 7,2 (30 minutos cada lavagem) em seguida lavado em 4gua destilada (30 minutos) e
desidratado em uma série de solugdes aquosas de concentragdes crescentes de acetona
(30%, 50%, 70%, 90% e 100%), sendo 30 minutos em cada etapa; na dltima série de
acetona 100% trocada trés vezes. Apds a desidratagdo, o material foi infiltrado com
resina Spurr (Spurr, 1969). A infiltracdo foi realizada em 7 etapas, durante 4 dias em
resina Spurr diluida em acetona nas seguintes propor¢des 1:3 por uma noite, 1:2 por 12
horas, 1:1 por 12 horas, 1:2 por uma noite, 1:3 por 12 horas, seguida de resina pura por
12 horas e por dltimo resina pura por uma noite. O material foi polimerizado em moldes
horizontais em estufa a 70° C por 24 h. As secg¢des ultrafinas foram feitos com navalha
de diamante e contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo de acordo com os
procedimentos de Reynolds (1963). As amostras foram observadas e fotografadas em

microscopio eletronico de transmissdo modelo Jeol (JEM)1011.

2.5.1 Preparacao para observacoes citoquimicas no MET

O teste do 4cido periddico-thiosemicarbazide-proteinato (TSC) de prata (teste de
Thiéry) foi empregado para visualizar os polissacarideos neutros. Serd preparado de
acordo com Hayat (1986, 1993). As secgdes ultrafinas foram realizadas com
ultramicrotomo Power Tome XL, montadas sobre grades de ouro, oxidadas com &4cido
periddico a 1% em &gua destilada durante 20 minutos, lavadas com dgua destilada (trés
lavagens) e tratadas com thiosemicarbazide 1% por 5 minutos a temperatura ambiente.
As secgdes foram lavadas em solucdo aquosa de 4cido acético a 10% por 10 minutos,
acido acético a 5% por 5 minutos, acido acético a 1% por 5 minutos e por ultimo
lavados duas vezes em dgua destilada por 5 minutos e finalmente incubados com
proteinato de prata aquosa 1% por 30 minutos, no escuro, a 50° C. Os controles foram
feitos substituindo a oxidacdo pelo dcido periddico por tratamento com H,O; (Tripodi &
De Masi, 1975). Ambos os expostos a RUVB e os controles foram observados no MET

sem contrastacao.



lll. RESULTADOS

3.1 Morfologia celular dos segmentos apicais de K. alvarezii variantes

pigmentares verde e vermelha

Em secgdes transversais a regido cortical das duas variantes, apresentam de duas
a trés camadas de células corticais. Na primeira camada as células sdo alongadas, e
apresentam a forma de taca, na segunda e terceira camadas as células tornam-se
esférica (Figs. 1 e 2).

As células corticais sdo as menores células, medindo 4,3 uym a 8,6 um de
diametro e 5,2 um a 8,6 um de comprimento, sendo envolvidas por uma parede celular
espessa. As células corticais podem ser uninucleadas, binucleadas ou multinucleadas
(Fig.2).

A comunicacdo entre as células corticais e entre estas e as células subcorticais
se da através das conexdes intercelulares.

As células subcorticais estdo localizadas entre a regido cortical e a regido
medular. Estas células s@o mais vacuolizadas quando comparadas com as células
corticais. Seu tamanho aumenta em direcdo a regido medular. Apresentam morfologia e
tamanhos diferentes (10,5 pym a 13,4 um de didmetro e 9,6 um a 20 um de
comprimento) quando comparadas células corticais. As paredes celulares sdo espessas

com aspecto lenticulado (Fig. 3).
3.2 Histoquimica

3.2.1 Histoquimica dos segmentos apicais de K. alvarezii variantes

pigmentares verde e vermelha

As células das duas variantes reagiram metacromaticamente, de maneira
semelhante, quando tratadas com AT-O especialmente nas paredes celulares indicando a
presenca de polissacarideos 4cidos (Figs. 1 e 2). O citoplasma reagiu levemente

ortocromatico. Nas células subcorticais com parede metacromdticas foi possivel
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observar as fibrilas distribuidas de forma concéntrica. O vactolo apresentou
granulagdes 4cidas fortemente metacromaticas (Figs 3 e 4).

Quando as secc¢des foram submetidas a reagdo com o PAS, o citoplasma das
células corticais, células subcorticais e parede celular reagiram positivamente. A reacdo
ocorreu com os polissacarideos neutros, especialmente nos numerosos graos de amido
das florideas, a principal substincia de reserva das algas vermelhas. A quantidade de
granulos de amido aumentou em dire¢do das células subcorticais, uma distribui¢do
heterogénea. Quando corados com PAS foi possivel observar os pontos de conexdo
intercelular. Tanto nas células corticais quanto nas células corticais a parede celular
mostrou uma reacao levemente positiva ao PAS (Figs 5 e 6).

As células corticais e subcorticais reagiam com o CBB marcando levemente
todo o citoplasma onde estd a maior concentracdo de material protéico, a reacdo foi
mais intensa nos nucleos. Com esta coloragdo foi melhor observado as conexdes
intercelulares entre as células corticais e as células subcorticais (Figs. 7 e 8).

Com a utilizacdo do corante SB-B ocorreu uma reagdo mais intensa na cuticula,
indicando a presenca de lipidios e mais leve na parede celular e no citoplasma. Foi

também possivel observar granulacdes positivas no vacuiolo (Figs. 9 e 10).
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3.2.1 Histoquimica dos segmentos apicais expostos a RUVB de K. alvarezii

variantes pigmentares verde e vermelha

As seccdes transversais das duas variantes de K. alvarezii exposta a RUVB
quando coradas com AT-O mostraram as paredes celulares das células corticais e das
células subcorticais metacrométicas e o citoplasma com reacdo foi ortocromdtica de
forma semelhante ao observados nos controles (Figs. 11 e 12). Entretanto, quanto a
morfologia, na regido superior das células corticais mais periféricas da variante
vermelha foi observada uma deposi¢do em forma de um domo de parede celular (Fig.
11). Por outro lado, na regidao cuticular da variante verde foi observado um
espessamento semelhante a deposicdo de camadas de parede celular (Fig. 12). O
citoplasma das células corticais e subcorticais ¢ mais denso quando comparado as
células do controle, onde também foram observadas granulacdes metacromaticas (Figs.
11e12).

Com a reag@o de PAS foi possivel detectar uma reducdo na densidade de grios
de amido nas células corticais e nas células subcorticais das duas variantes quando
comparadas com o observado nos controles. Porém, a reacdo PAS positiva foi mais
intensa na parede celular das plantas tratadas com UVB (Figs. 13 e 14).

O citoplasma das células corticais e das células subcorticais das duas variantes
foi marcado uniformemente com o CBB, indicando uma distribuicio homogénea de
organelas ou estruturas ricas em proteinas (Fig. 15 e 16). Entretanto, a coloragdo foi
mais intensa do que o observado com citoplasma das células dos controles. Com esta
reacdo os nucleos tornaram-se também evidentes e é possivel verificar as conexdes
intercelulares (Figs. 15 e 16).

Utilizando o SB-B ocorre uma leve reagcdo na cuticula, na parede celular e no

citoplasma. E visivel uma leve reagio no vactolo (Figs. 17 e 18).
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3.3 Ultra-estrutura dos segmentos apicais dos controles e dos expostos a
RUVB de K. alvarezii variantes pigmentares verde e vermelha

3.3.1 Ultra-estrutura dos segmentos apicais do controle de K. alvarezii
variantes pigmentares verde e vermelha

A regido cortical das duas variantes pigmentares de K. alvarezii é formada por
duas a trés camadas de células que apresentam forma alongada perpendicularmente a
superficie. As células mais periféricas, quando observadas no microscépio eletronico de
transmiss@o, mostraram formato de taga, com uma espessa parede celular circundante
(Figs. 19 - 21). Esta parede celular € constituida por microfibrilas concéntricas de
celulose, com diferentes elétron-densidades, e estio embebidas em uma matriz amorfa
elétron-transparente (Fig. 19). Esta matriz amorfa é constituida por polissacarideos
sulfatados, a carragenana. Este resultado corrobora com o observado na ML com a
utilizacdo do AT-O.

As células corticais apresentam muitos cloroplastos, os quais ocupam grande
parte do volume celular. Desta forma, poucas outras organelas estdo presentes.
Entretanto, também foi possivel observar nestas células alguns dictiossomos, reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias e numerosos ribossomos livres.

Os cloroplastos sdo alongados, capazes de ajustar-se a morfologia celular.
Possuem dupla membrana, internamente ocorre um tilacéide periférico que envolve os
demais tilacéides distribuidos de forma paralela, individualizados, ndo formam pilhas.
Esta organizacdo € tipica das algas vermelhas. Entre os tilacéides dos cloroplastos das
células corticais foram observados numerosos glébulos elétron-densos, o0s
plastoglébulos, osmiofilicos. Também foi observada uma regido fibrilar entre os
tilacéides que corresponde ao gendforo. O estroma plastidial é denso com alguns
ribossomos livres (Figs. 22 e 23).

O principal composto de reserva das algas vermelhas é o amido das florideas
armazenado no citoplasma e n@o nos cloroplastos. As células corticais possuem
numerosos graos de amido com tamanhos variaveis, distribuidos por todo o citoplasma

(Figs. 19 e 20). Alguns grios de amido estdo dispostos na regido perinuclear. Os graos
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perinucleares podem apresentar tamanhos variados. Foi observado gridos de amido
jovens com tamanho entre 0,2 a 2,0um de didmetro. Quando jovens estes apresentam a
regido central granular elétron-densa (Figs. 24 e 25).

As células corticais sdo binucleadas, porém em seccdes longitudinais destas,
quando observadas no MET, somente um ntcleo foi visualizado por célula. Os nticleos
sdo grandes com 1,5-3,0 pum de didmetro, cromatina difusa e nucléolo bem
desenvolvido (Figs. 25 e 26).

As mitocdndrias foram observadas em associacdo com cloroplastos, préximas ao
Rer e a dictiossomos. Sao esféricas a alongadas com 0,2-0,6 um didmetro, com cristas
tubulares e podem apresentar granulos elétron-densos na matriz mitocondrial (Figs. 27 e

28).
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Nas células corticais foram observados alguns dictiossomos proximos a
mitocondrias. Estes s@o formados por 4 a 6 cisternas que apresentavam as regides distais
dilatadas, aparentemente produzindo vesiculas de secrecdo (Figs. 29 e 30).

Os ribossomos s3o numerosos e aparecem livres no citosol ou associados as
membranas do RE. O Rer ocorre principalmente na regido periférica da célula, proximo
a gridos de amidos, mitocondrias e a cloroplastos. Os reticulos endoplasmaéticos
granulosos sdo constituidos de um sistema de membranas, onde estdo aderidos os
ribossomos. Sdo visiveis também os granulos de polirribossomos no citoplasma (Figs.
30 e 31).

As células corticais encontram-se interligadas entre si e entre as células
subcorticais através das conexdes intercelulares. Estas conexdes sdo preenchidas por
material elétron-denso, levemente granular. Este tampdo é revestido por duas
membranas circundantes (Figs. 32 e 33). O tampdo € constituido por proteinas que
preenchem o canal existente entre as células filhas, resultante da citocinese parcial,

conhecido na literatura inglesa como “pit plug”.
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Como o observado na ML as células subcorticais das duas variantes
pigmentares, quando cortadas transversalmente, sdo arredondadas, circundadas por uma
espessa parede celular. Estas sdo mais vacuolizadas quando comparadas com as células
corticais, possuindo grandes vactolos de tamanhos variados (Figs. 34 e 35). Porém, em
cortes longitudinais sdo alongadas, ricas em grdos de amido (Fig. 36). As células
subcorticais possuem grandes e numerosos graos de amido distribuidos por todo o
citoplasma. Alguns graos de amido estdo localizados proximos ao nudcleo (Fig. 37). Os
nucleos destas células sdo grandes com tamanhos com 1,5-2,0 pm de didmetro e,
cromatina difusa.

O citoplasma parietal é preenchido por grandes e alongados cloroplastos, que se
adaptam a morfologia celular. Entre os tilacéides dos cloroplastos foram observados
numerosos glébulos elétron-densos, os plastoglébulos, osmiofilicos (Figs. 34 e 35).
Alguns ribossomos livres foram observados no estroma plastidial (Figs. 39 e 40)
Também foi observada uma regido fibrilar entre os tilacéides que corresponde ao

genoforo (Fig. 40).
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Quando tratadas com TSC, as células corticais e as células subcorticais
mostraram sitios citoplasmaticos de reagdes positivas. Esta reagdo ocorreu
principalmente nos gridos de amido, onde observou-se um intenso deposito de prata,
com granulos elétron-densos espalhados no citoplasma (Figs. 41- 46).

Também foi observada uma reacdo fracamente positiva nas microfibrilas
concéntricas da parede celular. Nos cloroplastos estd reacdo foi visualizada com uma
fina granulag@o no estroma plastidial e nos granulos elétron-densos nos plastoglébulos
(Figs.47 e 48). Estes depésitos indicam a presenca de grupos 1,2 glicol tipico de

polissacarideos neutros.
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3.3.2 Ultra-estrutura dos segmentos apicais expostos a RUVB de

K.alvarezii variantes pigmentares verde e vermelha

No MET foi possivel observar alteragdes ultraestruturais nas duas variantes
pigmentares exposta a RUVB. Ocorreu o aumento da espessura da parede celular das
primeiras células corticais, com o aumento no niimero de microfibrilas concéntricas. As
microfibrilas de parede celular aparecem menos evidentes (Figs. 49 -51). As primeiras
células corticais perdem o formato de taga e adquirindo um contorno irregular (Figs. 50
e 51). Como observado na ML, com a coloracdo de CBB, o citoplasma tanto das células
corticais quanto das células subcorticais tornou-se mais elétron-denso devido a hd uma
compactagdo das estruturas celulares (Figs. 50 -52).

Na maioria das células superficiais ocorreu a uma expansido em forma de domo
da regido apical, esta elevacdo é constituida por camadas sucessivas de microfibrilas
embebidas em uma matriz elétron transparente (Fig. 53).

Nas duas variantes foi possivel verificar a presenca de corpos membranosos,
onde as membranas estdo distribuidas de forma concéntrica. Estas estruturas foram
observadas espalhadas no citoplasma das células corticais e nas células subcorticais

(Figs. 54 -57).
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Quando submetidas 2 RUVB, nas células corticais e nas células subcorticais das
duas variantes pigmentares, as organelas que mais sofreram alteragdes morfoldgicas
foram os cloroplastos. Estes s@o numerosos, porém, com alteracdes caracterizadas
principalmente por uma desorganizacdo dos tilacéides. Os niveis de alteragdes sdo
varidveis, alguns cloroplastos aparecem com poucos tilacdides (Figs. 58 -65) outros
perdem totalmente os tilacéides (Figs. 60 e 61). A maioria mostrou uma morfologia
irregular, perdendo o aspecto alongado observado nas células dos controles. Também
foi possivel observar corpos membranosos formados por membranas concéntricas no
interior dos cloroplastos. (Figs. 62 e 63). Nos cloroplastos o nimero de plastoglébulos

aumenta, porém h4 uma diminui¢io no nimero de graos de amido (Figs. 60 e 62).
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Os nidcleos das células corticais e subcorticais das duas variantes ndo
aparentemente ndo sofreram alteracdes quando submetidos a RUVB (Fig. 66).
Entretanto foi observado um aumento no nimero de ribossomos livres no citoplasma
(Fig. 67). As mitocOndrias e os dictiossomos nido também apresentaram alteragdes
ultraestruturais apds exposicio a RUVB (Figs. 68-71). Porém, o nimero de
mitocondrias foi maior do que o observado nos controles e nas mesmas sio visiveis
granulos elétron-densos na matriz mitocondrial (Fig. 69).

A associacdo entre Rer, mitocondrias e dictiossomos também foi observado nas
células submetidas a RUVB. Porém, os cloroplastos estavam ausentes aparecendo
somente corpos membranosos (Fig. 71) As estruturas de conexdes intercelulares
caracteristico das algas vermelhas apresentaram as membranas levemente mais espessas
e onduladas quando comparadas as conexdes entre as células das plantas controle (Figs.

72-73).
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Quando as células foram submetidas ao TSC, onde se verifica um menor nimero
de deposicdo de prata, evidenciando uma menor concentracido de grdos de amido nas
células expostas a RUVB. Nos cloroplastos os plastoglébulos reagiram positivamente a
esta reacdo (Fig. 74). Os grios de amido reagiram de forma semelhante ao observados
nos controles (Figs. 75 e 76) As paredes celulares também reagiram positivamente ao

TSC mostrando uma leve marcacéo nas microfibrilas (Fig. 77).
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IV. DISCUSSAO

A parede celular das células das duas variantes pigmentares de Kappaphycus
alvarezii do controle e dos expostos a RUVB reagiram metacromaticamente ao AT-O,
indicando a de polissacarideos dcidos, a carragenana. Estes resultados estdo de acordo
com os estudos em Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux que também ¢&
espécie que apresenta carragenana na parede celular (Ramardo, 1970; Saito & Oliveira,
1990 e Bouzon, 2006) em Chondrus crispus Stackhouse (Gordon & Mc Candless,
1973), Chondria tenuissima C. Agardh (Tsekos, 1985). A coloracdo violdcea
metacromdtica com AT-O € produzido por polissacarideos com grupo carboxil e
sulfatados se corados com pH 4,4; em pH com valor igual ou menor que 1,0 somente os
grupos sulfatos t€m carga elétrica e resultam em metacromasia (McCully, 1968). As
carragenanas presentes na parede celular de K. alvarezii sdo ricas em grupamentos
sulfatados que sdo ionizados, dai entdo pode se esperar uma reacdo mais intensa na
parede celular das duas variantes pigmentares de K. alvarezii tanto do controle e como
dos expostos a RUVB. Esta interpretagcdo baseia-se na suposi¢io de que a configuracdo
tercidria de cada polimero expde os polidnions sulfatados, formando uma grande
quantidade de complexos com o AT-O (Gordon & Mc Candless, 1973). Com a
exposicdo a RUVB nao foi possivel identificar diferencas nas reagdes metacromaticas
das paredes celulares dos tratados quando comparadas aos controles.

Granulagdes metacromdticas foram observadas no citoplasma das células
corticais e das células subcorticais das plantas controle e das tratadas. Os vacuolos
apresentam reservas de polissacarideos complexos, pois reagiram metacromaticamente
com AT-O, indicando a presenca de grupamentos sulfatados. Estas granulacdes
poderiam ser locais de acimulo de material que posteriormente seria incorporado a
parede celular.

A parede celular das algas é formada por dois componentes: 1. o componente
fibroso que forma o esqueleto da parede e 2. o componente amorfo que forma a matriz
que embebe a porcio fibrosa (Lee, 1989). Nas células das algas os polissacarideos sdo
os principais componentes estruturais da parede celular, também podendo desempenhar
o importante papel de reserva citoplasmdtica na forma de grdos de amido (Bouzon,

2006). Nas células corticais e especialmente subcorticais dos controles foram
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observados numerosos graos de amido. A concentracdo destes grios indicou que as
reservas fotossintéticas sdao concentradas nas células subcorticais. Por outro lado,
quando submetidas as RUVB ocorreu um reducio na presenca de graos de amido. A
reacdo de PAS ¢ utilizada para identificar polissacarideos neutros porque necessita da
presenca de grupos 1,2 glicol que sdo oxidados para aldeidos pelo dcido periddico
(Trick & Pueschel, 1990). Os grupos aldeidos ocorrem em abundancia em
polissacarideos neutros como, por exemplo, os constituintes dos grdos de amido das
florideas, conforme estabelecido por Gordon & McCandless (1973) em C. crispus, La
Claire & Dawes (1976) em FEucheuma nudum J. Agardh, Young (1979) em
Antithamnion defectum Kylin, Pueschel (1979) em Palmaria palmata (L.) Kuntze, H.
musciformis Bouzon, 2006. A intensa reacdo das células com o PAS da um aspecto
granular as células submetidas a esta reacao.

Como a reacdo com PAS cora os grupamentos livres hidroxil vizinhos, a
coloracao da parede celular ocorreu provavelmente pela presenca de celulose. A parede
celular das células corticais e das células subcorticais das duas variantes de K. alvarezii
do controle mostraram uma leve reacdo positiva, porém, a reacdo foi mais intensa nas
paredes celulares das plantas expostos a RUVB, indicando uma maior deposi¢do de
polissacarideos neutros, possivelmente a celulose.

O teste de Thiéry (1967) também é baseado na reacdo de PAS, onde os grupos
1,2 glicol sdo convertidos em dialdeidos por um agente oxidante, como o dacido
periddico. O thiosemicarbazida (TSC) reage com estes grupos, e seus radicais thio sdo
revelados no MET pelos depdsitos de proteinato de prata (Tripodi & De Mais, 1975). A
reacdo positiva observada no estroma plastidial dos cloroplastos submetidos a este teste,
pode ser interpretada como sitios de produgdo de fotossintetizados que posteriormente
seriam transferidos para o citoplasma e polimerizados na forma de grdos de amido das
florideas. Em todas as células analisadas das duas variantes de K. alvarezii os maiores
depdsitos de proteinato de prata foram observados nos graos de amido.

A parede celular é definida como sendo constituida por um esqueleto fibrilar
mergulhado numa matriz amorfa. As duas variantes pigmentares de K. alvarezii do
controle quando analisadas no MET mostraram uma textura microfibrilar, com
microfibrilas concéntricas estruturadas em camadas de diferentes graus de compactacao.

A producdo dos componentes fibrilares da parede celular é similar em muitas algas
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vermelhas, e parece ser originada dos grandes vactolos fibrosos, reticulo
endoplasmadtico e, posteriormente, pela adi¢do de vesiculas derivadas dos dictiossomos
(Bouzon, 1999).

O aumento na espessura da parede celular das duas variantes de K. alvarezii
exposta a RUVB, pode ser interpretado como um mecanismo de defesa contra a
exposicdo a radiacdo ultravioleta. Também foi observado nas células da macroalga
vermelha Audouinella savina (F.S. Collins) Woelkerling exposta a radiacdo, onde
ocorreu o aumento da espessura ¢ do nimero de microfibrilas,estas alteracdes podem
indicar um mecanismo de defesa contra a radiacio onde as algas aumentariam a
espessura das paredes celulares (Talarico, 1996).

As proteinas sdo os principais constituintes das organelas celulares e estdo
presentes no citoplasma, como moléculas envolvidas em diversas rotas metabdlicas
(Bouzon, 1999). As proteinas sdo sintetizadas provavelmente no citoplasma, em
ribossomos livres, ou provenientes de pequenas vesiculas derivadas do Rer. O azul
brilhante de Coomassie foi proposto como corante quantitativo para as proteinas totais
em células de plantas (Cawood et al., 1978; Gahan, 1984). Com este método as
proteinas nido foram detectadas na parede celular, entretanto, sdo encontradas no
citoplasma das células corticais e subcorticais dos controles. Quando coradas com CBB,
para deteccdo de proteinas, a maioria das células corticais e subcorticais das duas
variantes pigmentares de K. alvarezii do controle e dos expostos a RUVB exibiram uma
forte reacdo no nicleo onde ficam concentradas as organelas celulares. O restante do
citoplasma reagiu com uma menor intensidade, demonstrando uma menor concentra¢do
de organelas citoplasmaéticas.

Com a utilizag¢do da histoquimica para proteinas CBB ¢ observado um grande
nimero de conexdes intercelulares, relevando as rolhas das mesmas, que sdo de
natureza protéica, como observado por Ramus (1971) em Griffithsia pacifica Kylin, por
Tsekos (1983) em Gigartina teedii (Mertens ex Roth) J.V. Lamouroux e Bouzon (2006)
em H. musciformis. A citocinese das células é incompleta na Classe Florideophyceae,
devido a permanéncia de uma conexdo intercelular (pit connection) entre elas. Durante a
fase final da divisdo celular um poro permanece entre as duas células-filhas, porém,
logo € fechada pela deposi¢do de uma substincia de natureza proteinicea, “a rolha” da

conexdo intercelular que constitui o chamado pit plug (Pueschel, 1980). Nas duas
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variantes pigmentares de K. alvarezii as membranas das conexdes intercelulares
aparecem desestruturadas.

Estas conexdes atuam na manutencdo da integridade do talo. A quase totalidade
das algas vermelhas é pseudoparenquimatosa. Por isso, as numerosas conexdes
intercelulares primdrias e secunddrias devem ajudar na manuten¢@o da estrutura do talo,
servindo para “amarrar” as células, mantendo-as unidas na auséncia de lamela média,
observada nas plantas multicelulares (Kugrens & West, 1974).

O nicleo das duas variantes pigmentares de K. alvarezii do controle apresentou-
se como uma cromatina difusa e um grande nucléolo, quando analisadas no MET. A
presenca de um grande nticleo pode estar relacionada com um aumento da atividade dos
dictiossomos, ribossomos e cloroplastos. Nas duas variantes pigmentares de K. alvarezii
exposta a RUVB ndo apresentaram alteracdes ultraestruturais no ndcleo. O mesmo
resultado foi encontrado em Palmaria palmata e P. decipiens exposta a radiagio UVA
+ UVB onde o nicleo permaneceu intacto (Poppe et al., 2002; Poppe et al., 2003).

Nas variantes pigmentares de K. alvarezii exposta a RUVB o citoplasma quando
analisados no MET apresentam uma grande quantidade de ribossomos livres. A
observacdo de uma grande quantidade de ribossomos livres, sugere o aumento da
producdo de proteinas que seriam utilizadas, inicialmente na biossintese das organelas
membranosas ou estariam envolvidas na producido de cadeias enzimadticas necessarias
para incrementar o metabolismo celular durante todo o processo de exposicdo a RUVB.
No citoplasma de Ph. austrogeorgica foram observados o aparecimento de cristais
protéicos apds a exposicdo a radiacio UVA + UVB indicando danos a proteinas dos
cloroplastos ou a remobilizacdo de proteinas armazenadas para processos de reparo
(Poppe et al., 2003). Estes cristais protéicos s@o depdsitos de proteinas que sdo
mobilizadas quando hd limitages de nitrogénio (Pueschel, 1992). As proteinas sdo
conhecidas por serem eficientes na absor¢io da radiagio UVB (Karentz, 1994). E um
aumento da degradacdo protéica, seguido pela re-sintese para substituir proteinas
sensiveis a exposicdo a radiagdio UVB (Cullen e Neale, 1994). Mecanismos de reparo a
danos induzidos pela radiacio UVB nas membranas ou nos componentes do transporte
de elétrons aumentaria a demanda da atividade enzimatica com o aumento na exigéncia

de nitrogénio (Poppe et al., 2003).
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Por exemplo, proteinas importantes para o processo fotossintético como a
enzima 1,5 di-fosfato carbolixase/oxigenase (Rubisco) ou proteina D1 mostra um
aumento sobre a exposi¢cdo a radiacio UVB, levando a diminuicdo na atividade
fotossintética (Aro et al., 1993; Bornmann & Teramura 1993; Strid et al., 1994).

Por isso, uma das fung¢des dos cristais de proteinas pode ser proporcionar a
neutralizacdo contra a limitacdo do nitrogénio induzido pela a radiagdo UVB (Poppe et
al., 2003).

Na maioria das células dos vegetais o complexo golgiense consiste de
numerosos dictiossomos compostos de cisternas achatadas, polarizadas com pequenas
vesiculas associadas a face de maturacdo. O papel do complexo golgiense no
desenvolvimento das células vegetais tem sido discutido sobre varios aspectos.
Vesiculas derivadas dos dictiossomos estdo envolvidas na concentragcdo e transporte de
material de parede celular, além de outros produtos subcelulares sdo processados nos
dictiossomos e associados ao sistema de endomembranas (Schnepf, 1993).

Os dictiossomos e os reticulos endoplasmdticos rugosos das duas variantes
pigmentares de K. alvarezii exposta a RUVB ndo apresentaram alteracdes
ultraestruturais. O mesmo resultado foi encontrado por (Poppe e al., 2002; Poppe et al.,
2003) em Palmaria palmata e P. decipiens exposta a radiagdio UVA + UVB.

Nas duas variantes pigmentares de K. alvarezii do controle, os dictiossomos
foram observados em intima associacdo com as mitocOndrias, tal associacdo sugere a
transferéncia de energia para a alta atividade dictiossdmica. Entretanto, a base
metabdlica desta associacdo fisica entre estas organelas ndo é muito clara como jd
observado em outras algas vermelhas (Duckett & Peel, 1978; Delivopoulos & Tsekos,
1986). Esta associagdo pode representar um acoplamento de sitios de producdo de
energia com um sitio de utilizacdo de energia (Scott & Dixon, 1973).

Além da associa¢do mitocondria-dictiossomo, caracteristica das algas vermelhas
foi observada também uma associacdo cloroplasto-mitocondria-dictiossomo. Este
complexo de associagdo pode representar uma cadeia metabdlica na quais os
fotossintetizados produzidos pelos cloroplastos seriam utilizados na mitocondria para
produzir ATP, o qual seria consumido na atividade secretora dos dictiossomos (Bouzon,

1999).
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Nas mitocOndrias das duas variantes expostas a RUVB ndo foram observadas
modificacdes ultraestruturais As alteragdes encontradas foram o aumento no nimero de
mitocondrias apds a exposi¢do a radiacdo. Este aumento no nimero de mitocdndrias
poderia ocasionar um aumento no processo de respiracio celular e conseqiientemente
um aumento no metabolismo energético. Outros estudos relatam alteragdes
ultraestruturais nas mitocondrias de P. palmata e P. decipiens. As alteragdes
ultraestruturais nas mitocondrias de P. palmata estdo relacionadas com modificagdes na
forma tubular das cristas mitocondriais para a forma sacular apds a exposi¢ao a radiacio
UVA + UVB (Poppe et al., 2003). Na macroalga verde Prasiola crispa (Lightfoot)
Kiitzing exposta 24 h a radiagio UVA + UVB apresentou leves alteracdes nas
mitocondrias (Holzinger et al., 2006). Estudos com a planta Zea mays (Santos et al.,
1993) e Allium cepa (Lichlscheidl-Schultz, 1985) descrevem que a radiagdo UV induz a
mudanga na estrutura da mitocondria. Esta mudanga ultraestrutural pode resultar em um
disturbio no metabolismo do ATP (Vosjan et al., 1990).

Nas células corticais e subcorticais das duas variantes pigmentares de K.
alvarezii do controle, o Rer e o envelope nuclear foram observados em intima
associacdo com grios de amido. O reticulo endoplasmadtico parece estar associado com
o desenvolvimento dos grios de amido, justamente na parte externa do envelope nuclear
(Delivopoulos & Kugrens, 1984), o que também foi observado em Polysiphonia novae-
angliae W. R. Taylor (Wetherbee & Wynne, 1973) e em Pterocladia capillacea
(Tripodi, 1971). Estas observagdes implicam num possivel envolvimento do reticulo
endoplasmdtico, do envelope nuclear, ou de ambos, na polimeriza¢do dos grios de
amido, porém a rota metabdlica deste processo permanece desconhecida (Delivopoulos
& Kugrens, 1984).

Como ja observado em outras algas vermelhas (Peyriere, 1963; Tripodi, 1971) a
atividade dos dictiossomos € intensa naquelas células onde a sintese dos graos de amido
¢ alta. Isto parece confirmar a hipdtese de que uma das possiveis rotas metabdlicas de
polimerizacdo dos grios de amido nas algas vermelhas envolva as vesiculas
dictiossomais. Em contrapartida, a formag¢do dos graos de amido via RE ou vesiculas
derivadas dos dictiossomos mostra pouco provavel ji que os gridos de amido ndo

apresentam envoltério membranar (Bouzon, 1999). Desta forma a rota de polimerizacio
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mais provavel envolveria enzimas produzidas em polissomos livres, justificando a
grande quantidade de ribossomos livres no citoplasma.

A ultra-estrutura dos cloroplastos é uma caracteristica de grande valor
taxondmico nas algas, sendo o arranjo dos tilacéides nos diferentes filos a caracteristica
mais importante, que corrobora com a taxonomia cldssica (Dodge, 1973).

Nas algas vermelhas, os tilacdides ndo se associam, uns aos outros encontram-se
livres nos cloroplastos. A posi¢do filogenética destes organismos é controvertida, sendo
considerados eucariotos primitivos com base na auséncia do flagelo e na presenca de
ficobilissomos como pigmentos acessorios (Tripodi & Gargiulo, 1984).

Nos cloroplastos, o estroma plastidial € preenchido por ribossomos. A presenca
destas organelas, em grande nimero, sugere uma alta taxa de replicacdo pela producdo
de proteinas enddgenas, o qual também levaria a um aumento da atividade metabdlica
do préprio cloroplasto. A reatividade do estroma plastidial o teste de Thiéry, onde os
fotossintetizados foram detectados como granulagdes finas, espalhadas no estroma,
indicam que os carboidratos com grupos 1,2 glicol, sintetizados nos cloroplastos, sdo
inicialmente acumulados no estroma, e posteriormente polimerizados em grdos de
amido no citoplasma, onde se observa um intenso depdsito de proteinato de prata.

Os cloroplastos das duas variantes pigmentares de K. alvarezii do controle
mostram estrutura tipica das algas vermelhas com um tilacéide periférico e tilacéides
paralelos niao formando pilhas. O nimero de tilacdides paralelos é varidvel e depende
principalmente da localizagdo da célula na alga.

Os cloroplastos das variantes expostos a RUVB apresentam alteracdes
ultraestruturais (perda de tilacdides, desestruturacdes e formagdo de corpos
membranosos com membranas concéntricas) significativas quando comparadas aos
controles. Estudos com as macroalgas vermelhas Palmaria palmata, P. decipiens,
Phycodrys austrogeorgica e Bangia atropurpurea expostas a radiacdo UVA + UVB
apresentaram também alteracdes ultraestruturais nos cloroplastos como dilatacdo dos
tilacdides, desorganizacdo da forma, formacdo de vesiculas translicidas entre os
tilacéides (Poppe et al., 2003). Em Ph. austrogeorgica ap6s 12 h de exposicdo a
radiacdo UVA + UVB os ficobilissomos apresentam-se alterados (Poppe et al., 2003).
Em P. palmata apds ser exposta durante 6 a 8 h a radiagio UVA + UVB foram

observadas alteragdes ultraestruturais nos cloroplastos. Os cloroplastos estavam
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alterados e aparecem vesiculas translicidas (Poppe er al., 2002). As alteracdes
ultraestruturais ocorrem principalmente nos cloroplastos, modificando a quantidade, o
tamanho dos mesmos e a organizacdo quanto ao numero de tilacdides (Talarico &
Maranzana, 2000). As alteragdes nos cloroplastos ocorrem apés um periodo mais longo
de exposi¢do, ocasionando varia¢des na composi¢do pigmentar. Estas alteracdes podem
ser estratégias de aclimatacdo em longo prazo (Talarico & Maranzana, 2000). Na planta
Pisum sativum exposta a radiacdo UV ocorre a dilatacdo dos tilacéides dos cloroplastos
e a formacdo de vesiculas translicidas (Brandle et al., 1977). Em Beta vulgaris também
foram observadas as dilatagcdes dos tilacdides dos cloroplastos quando expostas a
radiacdo UVB (Bornmann et al., 1983). Entretanto, nas algas verdes como Pr. crispa
exposta 24 h a radiagdo UVA + UVB os cloroplastos apresentaram leves alteracdes nos
tilacéides, diminuicdo no ndmero de plastoglébulos e o aparecimento de numerosos
glébulos elétron densos (Holzinger et al., 2006). A microalga verde Micrasterias
denticulada C. Agardh também apresentou alteracdes ultraestruturais nas
endomembranas, redistribuicdo dos cloroplastos e a formag@o de vactolos (Meindl &
Liitz, 1996; Liitz et al., 1997). O fotossistema Il ¢ um importante alvo da radiacio UVB
em plantas e macroalgas (Post et al., 1992; Neale et al., 1993 e Vass, 1997).

A radiacdo UVB fisiologicamente pode dificultar o estabelecimento do gradiente
de protons através da membrana dos tilacéides e conseqiientemente as reagdes
fotossintéticas serdo prejudicas (Poppe et al., 2003). Outros relatos de mudancgas
induzidas pela radiacdo UVB incluem a despolarizacdo do potencial da membrana
liberando fons de Cl , Na * e K © e diferentes atividades da ATPase nas membranas
celulares (Doughty & Hope 1973; Murphy 1983; Gallo et al., 1989) e nos tilacéides
(Iwanzik et al., 1983; Chow et al., 1992; Hideg & Vass 1996).

As gotas lipidicas elétron-densas descritas nos tilacéides de K. alvarezii, sdo os
plastoglobuli, que também foram descritas por Wetherbee e Wynne (1973) em
Polysiphonia novae-angliae W. R. Taylor, por Pueschel (1988a) em Hildenbrandia
rubra (Sommerfelt) Meneghini e por Bouzon (2006) em H. musciformis. Os corpos
elétron-densos os plastoglobuli encontrados nas células corticais e nas células
subcorticais de K. alvarezii sdo interpretados como material lipidico com funcdo de
reserva. Nas mesmas células quando expostas a RUVB ocorre o aumento no nimero de

corpos elétron-densos os plastogldbulos, possivelmente este seja utilizado como
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deposito de substincias de reserva, pois, hd diminuicdo no nimero de graos de amido no
citoplasma destas células.

A organizacdo espacial entre os cloroplastos com as mitocOndrias numa
freqiiente associagdo observado nos diversos tipos de células de K. alvarezii indica um
mecanismo que aumentaria a interagdo metabdlica entre as organelas conforme

observado em H. musciformis (Bouzon, 2006).
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho indicam que a RUVB ocasionou alteragées na
variante pigmentar verde e vermelha de K. alvarezii. Dentre esses, a RUVB provocou
alteracdes nas taxas de crescimento e na morfologia dos segmentos apicais das duas
variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii. As alteragcdes morfoldgicas
ocorrem na regido apical dos talos, quando comparados com as amostras dos talos do
controle, provocando curvatura na regido apical onde normalmente se dd o crescimento
e a dicotomia.

Também foram verificadas alteracdes nas concentragdes dos pigmentos
fotossintetizantes. Os segmentos apicais dos individuos controle das duas variantes
apresentaram concentracdes de Cl.a menores que as concentracdes dos expostos a
RUVB. Entretanto, as concentragdes das trés ficobiliproteinas (FE, AFC e FC) dos
segmentos apicais expostos diminuiram em relag@o as concentragdes do controle.

Alteracdes histoquimicas e ultra-estruturais foram observadas nas duas variantes
pigmentares expostas a RUVB. As sec¢des transversais das duas variantes de K.
alvarezii exposta a RUVB quando coradas com AT-O evidenciaram um citoplasma das
células corticais e sub-corticais mais denso quando comparado as células do controle.
Com a reacdo de PAS foi possivel detectar uma reducdo na densidade de grdos de
amido nas células corticais e nas células subcorticais das duas variantes quando
comparadas com o observado nos controles. Porém, a reacdo PAS positiva foi mais
intensa na parede celular das plantas tratadas com UVB. A rea¢do com CBB nas células
corticais e das células subcorticais das duas variantes das plantas tratadas com UVB, a
coloracdo foi mais intensa do que o observado com citoplasma das células dos
controles.

No MET foi possivel observar alteragdes ultra-estruturais nas duas variantes
pigmentares exposta a RUVB. Ocorreu o aumento da espessura da parede celular das

primeiras células corticais, com o aumento no niimero de microfibrilas concéntricas. As
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primeiras células corticais perdem o formato de taga e adquirindo um contorno irregular
Como observado na ML, com a coloracdo de CBB, o citoplasma tanto das células
corticais quanto das células subcorticais tornou-se mais elétron-denso devido a ha uma
compactacdo das estruturas celulares.

Nas duas variantes foi possivel verificar a presenca de corpos membranosos,
onde as membranas estdo distribuidas de forma concéntrica. Estas estruturas foram
observadas espalhadas no citoplasma das células corticais e nas células subcorticais.

Quando submetidas 2 RUVB, nas células corticais e nas células subcorticais das
duas variantes pigmentares, as organelas que mais sofreram alteragdes morfoldgicas
foram os cloroplastos. Estes sdo numerosos, porém, com alteragdes caracterizadas
principalmente por uma desorganizacdo dos tilacéides. Nos cloroplastos o nimero de
plastoglébulos aumenta, porém hd uma diminui¢cdo no ndmero de graos de amido.

Os ndcleos das células corticais e subcorticais das duas variantes ndo
aparentemente ndo sofreram alteracdes quando submetidos 2 RUVB. Entretanto foi
observado um aumento no nimero de ribossomos livres no citoplasma. As mitocondrias
e os dictiossomos ndo também apresentaram alteracdes ultra-estruturais apés exposicao
aRUVB.

As estruturas de conexdes intercelulares caracteristico das algas vermelhas
apresentaram as membranas levemente modificadas quando comparadas as conexdes

entre as células das plantas controle.



