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Resumo

O aumento na incidéncia de radiag¢do ultravioleta-B, como consequéncia da deplecdo da
camada de ozonio, tem ampliado o interesse sobre os efeitos desta faixa do espectro solar
sobre as comunidades de macroalgas marinhas. Estudos previamente realizados tém
comprovado a sensibilidade dos estagios iniciais do desenvolvimento das algas frente a
radiag¢do ultravioleta-B. Gelidium floridanum ¢ uma macroalga vermelha produtora de
agar, encontrada na regido do mesolitoral inferior dos costdes rochosos e, por isso,
frequentemente exposta a radiagdo UV-B. Com o objetivo de investigar os efeitos da
radiacdo UV-B sobre tetrdsporos e plantulas de G. floridanum, foram realizados em
laboratério uma série de experimentos onde foram estabelecidos dois grupos: controle
(PAR) e tratado (PAR+UV-B). Ambos os grupos foram cultivados sob fotoperiodo de 12h,
temperatura de 24°C, irradidncia PAR de +80 pmol.fotons.m™.s™ e salinidade de 35ups. O
meio no qual as amostras foram cultivadas foi composto de dgua do mar esterilizada e
filtrada, enriquecida com solu¢do von Stosch (4mL.L™"). Além disto, as amostras tratadas
foram submetidas a 0,12 W.m™ de radiagio UV-B artificial, 2h por dia, ao longo de 15
dias. A avaliagdo das amostras foi realizada a cada 3 dias, ap6s a exposicdo, visando
acompanhar os efeitos da radiagdo UV-B sobre o processo germinativo. Os parametros
avaliados tidos como marcadores de efeito da RUV-B, sobre o processo germinativo,
foram: a taxa de crescimento, razdo comprimento/largura (C/L) e a frequéncia de tipos
morfologicos ao longo do tempo. Os efeitos também foram observados sob microscopia de
luz e eletronica de transmissao visando identificar alteragdes na organizagdo celular e sub-
celular. Comparativamente ao controle, as plantulas irradiadas apresentaram a taxa de
crescimento potencialmente reduzida e alteracdo da razdo C/L com nitido atraso do
processo germinativo. Com relacdo as alteracdes morfoldgicas, foram observadas torgdes
do talo, perda na pigmentacdo, formagdo de varias células apicais, alteragdes no
direcionamento do crescimento do talo e a formacdo de regides de expansdo da parede
celular. As principais alteragdes ultraestruturais foram especialmente relacionadas ao
aparato fotossintético, com danos a estrutura dos tilacodides, aumento no nimero de
plastogldbulos e formacdo de vesiculas no estroma. Outras alteragdes como redugdo do
numero de corpos de Golgi, espessamento da parede celular, vacuolizacdo citoplasmatica e
aumento do numero de graos de amido acumulados foram observadas nas amostras
irradiadas. Estas observacdes forneceram evidéncias experimentais indicando que os
estagios iniciais de desenvolvimento de G. floridanum sdo bastante sensiveis a radiagao
UV-B, com potenciais danos ao crescimento e a diferenciagao do talo.

Palavras chaves: Gelidium floridanum, germinacdo de tetrasporos, radiacdo UV-B,
ultraestrutura.
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Abstract

Increasing in UV-B radiation incidence on Earth surface as a consequence of ozone layer
depletion has enhanced the interest on the effects of this band of the solar spectrum over
seaweed communities. Previous studies have verified the great sensitivity of algal early
developmental stages against UV-B radiation. Gelidium floridanum is an agar-producing
red macroalga of the lower mesolittoral region and frequently exposed to UV-B radiation.
To investigate the effects of RUV-B on G. floridanum tetraspores and sporelings
laboratory experiments were performed with two established groups: control (PAR) and
treated (PAR+UV-B). Tetraspores and sporelings of both groups were cultivated under a
12h photoperiod, 24°C temperature, PAR irradiance at £80pmol.photons.m™.s™" and 34 psu
salinity. Culture media used were von Stoch enriched seawater (4mL.L™"). In addition, the
treated samples were submitted to a 0,12 W.m™ artificial UV-B radiation dose, 2h per day,
over 15 days. Samples were assessed every 3 days after exposure, in order to monitor the
UV-B radiation impairment on the germination process. The parameters analyzed taken as
markers of the UV-B radiation effects on germination were: growth rate, length/width ratio
(L/W) and the frequency of morphological types over time. Also, light and transmission
electron microscopy were observed to identify changes in the cellular and subcellular
structure. Compared to control irradiated sporelings showed a potentially reduced growth
rate and changes in the L/W ratio with pronounced delay of the germination process. With
respect to morphological changes were observed thallus deformation, loss of pigmentation,
formation of several apical cells, changes in the thallus growth orientation and the
formation of expansions from the cell wall. The main ultrastructural changes were
especially related to the photosynthetic apparatus, with damage to the structure of
thylakoids, increase in the plastoblobuli number and size and vesicles formation in the
stroma. Other changes such as reducing the number of Golgi bodies, cell wall thickening,
cytoplasm vacuolation and increased number of starch grains were observed in irradiated
samples. These observations provide experimental evidences that clearly showed the great
susceptibility of the initial developmental stages of G. floridanum to RUV-B, with
potential damage to growth and thallus differentiation.

Key-words: Gelidium floridanum, tetraspores germination, ultrastructure, UV-B radiation.
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1. Introducao

Macroalgas, Gelidium floridanum,
camada de ozonio e a radiacao UV-B

1.1. Importancia das macroalgas

Constituem a maior biomassa de produtores nos costdes rochosos e ecossistemas
costeiros. Como produtores primarios estdo na base de toda a cadeia alimentar,
incorporando, juntamente com o fitoplancton, aproximadamente 50% do CO, atmosférico
(sozinhas contribuem com cerca de 5% do total da produgdo primaria marinha). Sdo ainda
bergario e abrigo para esporos, ovos, larvas e diversos grupos animais, evitam mudangas
bruscas na concentracdo de nutrientes na coluna de agua e estabilizam os sedimentos
(Franklin e Foster, 1997; Lipeert ef al., 2001; Martinez, 2004; Héder et al., 2007).

Nas ultimas décadas, grande importdncia econdmica tem sido atribuida as
macroalgas marinhas em virtude da produgdo e deposi¢ao de ficocoloides em sua parede
celular, tais como 4cidos alginicos (algas pardas), agaranas e carregenanas (algas
vermelhas). Nas algas, os ficocoldides promovem flexibilidade, crescimento e protecao
(McHugh, 2003). Para as industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, estes sdo
utilizados principalmente por suas propriedades estabilizantes, gelificantes e espessantes.
Além destes, sdo conhecidos também os compostos com agdo antioxidante, antibacteriana
e antifungica (Anggadiredja ef al., 1997; Hudson et al., 1999). Apresentam, ainda, grande
importincia na Aquicultura, na dieta humana e de cultivos animais (Marin et al., 2002).

O presente trabalho estudou, dentre os grupos de macroalgas marinhas, as

Rhodophyta, macroalgas vermelhas. Em termos de biodiversidade, constituem o maior



grupo de macroalgas com ocorréncia em ambientes marinhos, estimado em até 6.000
espécies. No litoral brasileiro o numero de espécies tende a ser maior do que o niumero de
espécies de algas verdes e pardas somadas, o que ¢ uma tendéncia caracteristica de
ambientes tropicais e temperados quentes (Pereira e Soares-Gomes, 2009).

Este grupo ¢ caracterizado pela auséncia completa de flagelos em todos os seus
representantes ¢ fases de vida. As paredes celulares apresentam, quase sempre, um
esqueleto de celulose, caracteristicamente impregnadas de galactanas sulfatadas, as
agaranas (agar-agar) ou carragenanas, que também preenchem os espacos intercelulares.
Algumas, ainda, depositam carbonatos de célcio ¢ de magnésio em sua parede celular
(familia Corallinaceae). Como reserva, acumula um tipo de polissacarideo denominado
amido das florideas, encontrado livre no citoplasma e, na maioria das vezes, composto
apenas por amilopectina e geralmente encontrado em proximidade com o ntcleo (Pueschel,
1990). Os cloroplastos apresentam formas discoides ou de fita e sdo numerosos. Os
tilacdides ndo formam grana, sdo paralelos e isolados. Possuem clorofila a. Os pigmentos
acessorios (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) estdo dispostos em granulos
chamados ficobilissomos e encontram-se aderidos a superficie dos tilacdides. Via de regra,
sdo0 macroscopicas e filamentosas. Predominam no ambiente marinho, s3o bentonicas e
apresentam ciclo de vida bi e trifasico. A importancia econdomica do grupo ¢ grande,
destacando-se sua utilizagdo industrial e na alimentacao (Oliveira, 2003). Podem existir ao
longo de uma ampla faixa de irradiancia luminosa, porém muitas espécies crescem a
relativamente baixos niveis de luminosidade. Excegdes a isto sdo algumas algas intertidais,
as quais podem sobreviver sob luz solar intensa (Gantt, 1990).

Dentre as algas vermelhas esta dissertagdo destaca o género Gelidium. Por
apresentar tdo significativa importancia econdmica, principalmente devido a produgdo de
agar, informagdes basicas sobre a biologia e a influéncia de fatores ambientais sobre a
reproducdao e o crescimento de espécies deste género, e espécies proximas, estdo sob
investigacdo para proporcionar suporte principalmente no que diz respeito ao pleno
manuseio dos bancos naturais € no dominio e estabelecimento de cultivos de massa deste
grupo (Gomez e Figueroa, 1998; Gomez et al., 2001).

Em decorréncia da colheita intensiva do género, tem crescido consideravelmente o
interesse de ecofisiologistas de macroalgas em desenvolverem investigacdes acerca dos
mananciais, dos processos demograficos das populagdes naturais, crescimento e relagdes

de biomassa, aspectos de absor¢do de nutrientes ¢ sobre o metabolismo fotossintético



(Goémez et al., 2001), as quais tém contribuido significativamente com o conhecimento
basico da biologia deste importante género. Aqui, encontram-se inseridos também, os
estudos sobre as respostas fisioldgicas frente a crescente exposi¢do a radiacdo solar e, em
especial, a radiacdo ultravioleta-B (Gomez e Figueroa, 1998; Gémez et al., 2001; Lee e

Shiu, 2009).

1.2. Gelidium floridanum W.R. Taylor (1943)

Segundo Santelices (1991) aproximadamente 100 espécies de Gelidium tem sido
descritas e muitas sdo amplamente distribuidas em aguas temperadas e tropicais. Varias
sdo conspicuas em comunidades intertidais e subtidais e algumas se tornaram localmente
dominantes por causa de seu tamanho, densidade, cobertura ou biomassa. Cerca de 10
espécies sao consumidas diretamente por comunidades indigenas; em torno de 20 tém sido
registradas serem predadadas por peixes e outros invertebrados; e, aproximadamente 50
espécies sao utilizadas doméstica e industrialmente na produgdo de agar e agarose.

E um género que ocorre desde a faixa intertidal a profundidades subtidais, de dguas
frias a, principalmente, quentes e tropicais em todo o mundo. Geograficamente, ¢ o género
mais difundido dentro das Gelidiaceae. Aparentemente é ausente no Artico e em aguas
subantarticas. Ainda, em sua maioria, os bancos de maior acumula¢do de biomassa
encontram-se preferencialmente em aguas temperadas (10 a 25°C), enquanto em aguas
tropicais e subtropicais € registrada maior riqueza de formas e espécies (Santelices, 1991).

Muitos sdo os esforcos na tentativa de estabelecer o cultivo do género Gelidium no
mundo inteiro devido ao grande valor de seus polissacaridios. O género Gelidium ¢
constituido por espécies agarofitas, produzindo o agar de melhor qualidade. E fonte
preferida de dagar bacterioldogico e agarose, amplamente utilizados em aplicacdes
industriais, tecnologicas e de pesquisa. Ao mesmo tempo, este interesse ¢ suportado no fato
de que as populacdes naturais sdo relativamente frageis e sofrem com as flutuacdes ciclicas
advindas da extracdo (Armisén, 1991; Rojas et al., 1996). Atualmente, toda a colheita
comercial deste género ¢ realizada de populacdes naturais (Santelices, 1991). Segundo
Friedlander (2008), ainda hoje ndo existe nenhum cultivo comercial de Gelidiales. Grandes

quantidades sdo colhidas de bancos naturais em diversos paises, como Espanha, Portugal,



Marrocos, Canada, Indonésia, México, Japao, Coréia, Chile, entre outros (McHugh, 2003;
Friedlander, 2008).

Correa et al. (1985), estudando o género no Chile, discorreram sobre a importancia
do estabelecimento do cultivo de Gelidium a partir dos esporos, sugerindo ser a alternativa
mais viavel, uma vez que o cultivo do talo adulto é ainda mais dispendioso de tempo, de
trabalho intensivo e custo, apresentando baixas taxas de crescimento. Fei e Huang (1991)
enfatizaram ainda que para o cultivo baseado em esporos, a coleta de pouca quantidade de
ramos férteis ndo esgotaria ou afetaria as reservas naturais. Para tanto, ¢ necessario
compreender a acdo dos fatores ambientais que afetam o crescimento dos esporos, como
um primeiro passo para definir 6timas condi¢des de cultura.

No Brasil, G. floridanum Taylor (1943) foi registrado para os estados do Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, segundo
dados disponibilizados no site brasileiro Algae Maris Brasilis. Espécies de Gelidium
diferem em caracteristicas morfofuncionais ocupando, por isso, diferentes habitats na faixa
intertidal dos costdes rochosos (Gomez e Figueroa, 1998). As populagdes de G. floridanum
estudadas para o Brasil, crescem proximo ao limite inferior da regido entre marés,
restringindo-se a uma pequena amplitude vertical de aproximadamente 0,5 m, nos costdes
rochosos, sendo frequentemente expostas ao ar, dessecacao e alta irradidncia, em periodos
de mar¢ baixa (Paula et al., 1988). Em Santa Catarina essa espécie encontra-se distribuida
desde os municipios de Itajai até Laguna. Apresenta maior desenvolvimento na primavera,
com picos de liberacdo de tetrasporos nos meses de setembro e novembro, quando ¢ maior
e menos ramificada. Cresce em pequenos tufos, com eixo principal evidente, apresentando
coloragdo vermelho-violacea (Fig. 1.1A-B). O talo pode atingir 1,5mm de largurae 5 a 15
cm de altura. Como apressorio apresenta um conjunto de eixos cilindricos, os rizoides. Os
ramos eretos sdo achatados e a célula apical ¢ saliente na depressdo (Cordeiro-Marino,
1978).

Possui ciclo de vida trifasico e isomorfico. As trés fases do ciclo de vida: 1)
gametofito(n), i1) carpospordfito (2n) e iii) tetrasporofito (2n) e a indistingdo da morfologia
externa entre o gametofito e o esporodfito, o caracterizam como ciclo do tipo Polysiphonia
(Santelices, 1988). O gametdfito masculino haploide libera gametas (espermacios) sem
flagelo que irdo fertilizar o carpogonio, o qual apos ser fecundado, permanece aderido ao
gametofito feminino hapléide. Cada carpogonio contém uma tricogine. Esta estrutura tem a

funcao de receber o espermacio. Quando um carpogodnio ¢ fertilizado por um espermacio, o



desenvolvimento deste caracteriza a fase intermediaria diploide do ciclo, conhecida como
carposporofitica. Esta fase desenvolve-se fixa sobre o gametédfito feminino, como uma
estrutura denominada cistocarpo. O tecido externo do cistocarpo, o pericarpo, ¢ haploide
enquanto que o tecido interno do carposporoéfito € dipldide. O carposporofito maduro libera
carposporos dipldides aflagelados que, ao fixarem ao substrato, se estabelecem e
desenvolvem em tetrasporofitos diploides. Estes sao sempre mais abundantes na natureza
quando comparados com os gametofitos (Santelices, 1988). Estes tetrasporéfitos sofrem
meioses em suas dreas reprodutivas, denominadas tetrasporangios, para originar
tetrasporos haploides do tipo cruciado. Quando estes tetrasporos se fixam em um substrato,
cada esporo se desenvolve para formar um novo gametéfito feminino ou masculino,

reiniciando o ciclo (Fig. 1.1C).
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Figura 1.1: Espécime e ciclo de vida de Gelidium floridanum. A) Aspecto geral do talo como ¢ encontrado
na natureza, em tufos aglomerados. B) Talo individualizado. C) Esquema do ciclo de vida trifasico.

Nas algas os esporos sdo unidades de dispersdao e fixacdo. A estabilizacdo da
fixagdo da planta adulta depende da adesdo do esporo ao substrato. Desta forma, os esporos
sdo uma ligagdo entre as fases do ciclo de vida das macroalgas, através do recrutamento de
novos individuos e no estabelecimento de novas populagdes (Fletcher e Callow, 1992;
Apple e Harlin, 1994; Rodrigo ¢ Robaina, 1997).

A germinagdo dos tetrasporos ¢ do tipo “Gelidium” (Ouriques, 2002). Os

tetrasporos livres sdo esféricos, medindo entre 19 e 30um de didmetro. Possuem coloracao



vermelha evidenciando a presenca de varios cloroplastos. Quando liberados, ndo possuem
parede celular, apresentando-se envoltos por uma matriz mucilaginosa, a qual
provavelmente ¢ a responsavel pela rapida adesdo do esporo ao substrato. Logo apds a
adesdo, porém antes do inicio da germinacdo, uma fina camada de parede celular ¢
observada separando a membrana plasmatica e a mucilagem. Depois de estabelecido no
substrato, o tetrasporo inicia uma sequéncia de mudangas na morfologia celular.
Inicialmente, o esporo sofre uma desorganizagdo polarizada da parede celular, a qual
permite a expansdo celular, possibilitando a rapida formac¢do de uma protuberancia,
denominada tubo germinativo. O conteudo citoplasmatico, presente no esporo inicial &,
entdo, transferido para esta regido. Ao mesmo tempo, uma fina camada de parede celular ¢
sintetizada envolta do tubo. Em seguida, ha a formagdo de um septo, o qual separa o
esporo inicial do tubo. O esporo inicial permanece com um contetudo hialino e ligado ao
corpo da plantula em desenvolvimento por meio de uma conexao intercelular visivel em
microscopia eletronica de transmissdo. O tubo germinativo inicia uma série de sucessivas
divisdes celulares, primeiramente obliquas e, depois em varios planos. Na sua regido distal
ha a emissdo de uma célula rizoidal, a qual dard origem ao rizéide ou ao sistema de
rizoides. A partir da fixagdo do rizdide ao substrato a regido oposta origina a parte ereta da
plantula. (Chihara e Kamura, 1963; Oliveira e Paula, 1974; Ouriques, 2002; Bouzon et al.,
2005, 2006). O termo plantula, assim como apresentado por Oliveira e Paula (1974), ¢
utilizado com o mesmo significado que se atribui a “sporeling” e, refere-se aos estagios

posteriores a formagdo do septo que separa o tubo germinativo do esporo inicial.



1.3. Camada de ozonio, radiacdo ultravioleta-B (RUV-B) e a
influéncia da RUV-B sobre as diferentes fases do ciclo de

vida das macroalgas

1.3.1 A camada de ozonio € a RUV-B

O ozdnio (O3) compde a atmosfera em quantidades minimas concentrando-se
principalmente na estratosfera, entre 15 a 25 km acima da superficie terrestre. Do
equilibrio entre produgdo e perda de moléculas de ozdnio, resulta a concentracdo do 0zoénio
em estado estacionario, ao que se denomina camada de oz6nio ou ozonosfera, ou seja, uma
faixa da atmosfera onde a concentracdo deste gis ¢ elevada em relacdo ao resto da
atmosfera. E o gas atmosférico mais importante quando se fala em radiagio UV-B, pois
tem a importante funcdo de filtrar os raios solares de energia nesta faixa do espectro, os
mais danosos para os organismos vivos (Kirchhoff, 1995; Salgado, 2000). Esta relagdo foi
comprovada ja& em 1880 por meio de experimentos em laboratério e com a luz solar
(Whitehead et al., 2000). E um gis muito reativo e pode interagir com muitas substincias
quimicas. A diminui¢do (adelgagamento) da camada de ozoénio, além de aumentar a
incidéncia da radiacdo UV-B, também provoca impactos consideraveis sobre toda a
quimica atmosférica. As principais substancias que danificam a camada de oz6nio sdo
compostas por clorofluorcarbonetos (CFCs), muito utilizadas pela sociedade moderna
principalmente em aparelhos de refrigera¢do e ar condicionado, aerossois, espumante na
fabricagdo de plasticos e outros. A principal forma de agdo ¢ através da molécula de cloro
que reage rapidamente com o 0zdénio e com o oxigénio atomico, indisponibilizando-os
(Kirchhoff, 1995).

Apds as descobertas, na década de 70, do fendmeno do buraco de ozoénio, dos
estudos relacionando a agdo de compostos clorofluorcarbonados com a destruigdo da
ozonosfera e das consequéncias desta destruicdo para a saide humana e o meio ambiente,
foi instituido, em 1987, o Protocolo de Montreal sobre substancias que destroem a camada
de ozdnio. Este estipula regras para a produgo e¢ o consumo de substancias que destroem o
0zO6nio na estratosfera. Desde que entrou em vigor em 1989 ja foi revisado sete vezes. O
Brasil ¢ um dos 150 paises integrantes e, ha duas décadas, vem cumprindo rigorosamente e

até antecipando obriga¢des assumidas junto ao protocolo, segundo site brasileiro sobre o



Protocolo de Montreal e site do Centro Internacional de rede de informacgdes sobre Ciéncia
da Terra (CIESIN — sigla em ingl€s).

A camada de ozbnio apresenta variagdes geograficas e temporais importantes.
Usualmente, tem-se os maiores valores para a coluna de ozoénio em altas latitudes e os
menores valores sendo observados nas regides tropicais. As principais variagdes temporais
estdo baseadas na estacao do ano, a qual € mais pronunciada em altas latitudes e pela hora
do dia (Diaz et al., 2006). A quantidade de ozo6nio ¢ medida em Unidades Dobson (DU).
Uma coluna de 0z6nio considerada normal, na auséncia do fendmeno do buraco de ozo6nio,
seria igual a 300 DU, a qual corresponde a 3mm de ozonio puro a uma atmosfera de
pressdo a 0°C. A mais dramatica expressao da diminui¢do na espessura desta camada ¢é o
fendmeno do buraco de ozonio antartico, ou seja, o desaparecimento de mais da metade da
camada de 0zonio sobre o pdlo Sul, toda a primavera (Bjorn, 2007).

Com a descoberta da diminuicdo dos niveis de o0zonio durante a primavera
antartica, na década de 80, o estudo sobre a variabilidade da quantidade de radiagdo
ultravioleta-B que alcanca a superficie da Terra tornou-se uma questao de grande interesse
para a comunidade cientifica atmosférica (meteorologistas), biologistas, fisicos e
epidemiologistas estudando o efeito desta radiacdo sobre os diferentes ambientes,
organismos e sobre a saude humana (Frederick e Snell, 1988; Diaz et al., 2006). Muitos
estudos também vém sendo realizados no Artico, uma vez que existe uma potencial perda
de ozonio sobre esta regido, a qual de igual forma estd aumentando com o passar dos anos
(Whitehead et al., 2000; Wiencke et al., 2004).

A radiacdo solar ¢ a principal fonte de energia na maioria dos ecossistemas naturais.
Entretanto, a exposicdo a altos niveis dessa radia¢dao pode ser prejudicial aos seres vivos
(Hader et al., 1998, 2007). A radiagdo ultravioleta ¢ a faixa do espectro solar compreendida
entre 100 e 400nm ( 10'9). Esta, por sua vez, ¢ subdividida em trés faixas: UV-A, entre 400
e 320nm, UV-B, entre 320 ¢ 280nm e, UV-C, entre 280 ¢ 100nm. A radiagdo RUV-A
atinge a superficie terrestre sem ser absorvida eficientemente por nenhum constituinte
atmosférico. Estudos relatam beneficios, mas também perturbagdes a saude causada pela
RUV-A. No entanto, a degradacdo da camada de o0z6nio em nada interferird na sua
intensidade ao longo do tempo. Da mesma forma, a radiagdo UV-C ¢ totalmente absorvida
na atmosfera terrestre. Por outro lado, como ja citado, a RUV-B ¢ fortemente filtrada pela
camada de ozonio. (Kirchhoff, 1995; Santee et al., 1995; Kirchhoff et al., 1996, 2000;

Rousseaux et al., 1999). Estima-se que redugdes de 1% no ozdnio total causariam um
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aumento de 1,2% na radiacdo UV biologicamente ativa (UV-B, 280-320 nm) (Kirchhoff et
al., 2000).

A América do Sul ¢ uma regido de particular interesse para este tipo de estudo em
virtude da sua proximidade com o buraco na camada de ozonio da Antértica. Durante a
primavera, quando a area do buraco de ozonio aumenta, a extremidade sul da América do
Sul esta frequentemente sob a influéncia do fenomeno do buraco de ozonio. Esta area ¢
mais afetada pela deplecdo dos niveis de ozonio do que qualquer outra regido e poucos
estudos tém investigado este fendmeno em detalhes. O sul do Brasil, de forma semelhante
a outros locais em latitudes médias e altas nos hemisférios norte e sul, t€m sido exposto a
um gradual incremento nos niveis de radiacao ultravioleta-B (Diaz et al., 2006).

Uma série de fatores influencia no alcance da radiacdo UV-B na superficie da
Terra: distancia entre a Terra e o sol, o 0zdnio total, os niveis de gases atmosféricos e
aerossois, angulo de Zénite solar, cobertura de nuvens, altitude, latitude, superficie de
albedo, comprimento do dia, estacdo do ano, condi¢des atmosféricas locais e outros (Diaz
et al., 2006). No ambiente marinho, os principais fatores que atenuam a penetragdo da
radia¢do UV na coluna de dgua sdo as propriedades Opticas do corpo d’agua e a quantidade
de matéria orgénica dissolvida, as quais promovem dois processos fisicos de atenuagio:

absorc¢ao e espalhamento (Whitehead et al., 2000; Tedetti e Sempére, 2006).

1.3.2 Efeitos da radiacdo UV-B sobre as macroalgas

O comportamento (desempenho) das espécies de macroalgas frente a variacdo de
fatores ambientais como a temperatura, salinidade e a qualidade e intensidade luminosa, ¢
considerado basico para explicar a ocorréncia, a distribuicdo ¢ a época do ano de
preferencial ocorréncia da reproducao das diferentes espécies, regidas pelas condigdes de
sobrevivéncia das formas reprodutivas e, desta forma, na frequéncia das espécies e na
consequente manutencao das populagdes adultas (Soeder e Stengel, 1974; Santelices, 1977;
Druehl, 1981; Yokoya, 1989; Lobban e Harrison, 1994; Talarico e Maranzana, 2000; Tala
et al., 2007).

A radiagdo UV ¢ um fator ecoldgico significante no ambiente marinho (Héder et

al., 2007). Muitos estudos tém sido direcionados para elucidar as consequéncias para as
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macroalgas marinhas e os ecossistemas costeiros (Franklin e Forster, 1997; Bischof et al.,
2002a). A RUV solar penetra a profundidades significativas nos sistemas aquaticos
atingindo desde produtores a consumidores. Os principais fatores que influenciam na
profundidade de penetracdo da radiagdo sdo a espessura da camada de ozoOnio e as
mudangas climaticas, principalmente em relagdo ao aumento da temperatura, que, por sua
vez, diminui a quantidade de matéria organica dissolvida na coluna de 4gua aumentando a
penetragdo da RUV (Héder et al., 2007). Varios estudos destacam que os efeitos da
radiagdo UV-B sobre as comunidades de macroalgas podem ser registrados a
profundidades de 10-30m (Héder et al., 1998; Talarico e Maranzana, 2000; Roleda et al.,
2006).

A radiacdo ultravioleta-B ¢ considerada a mais danosa parte da faixa da radiagdo
UV que alcanga a superficie terrestre, devido ao seu pequeno comprimento de onda e alta
energia, de modo que ¢ absorvida diretamente por biomoléculas. A energia contida num
foton € inversamente proporcional ao comprimento de onda, podendo ser suficiente para
quebrar ligagdes quimicas. O processo relacionado aos efeitos bioldgicos da radiagcdo UV ¢
iniciado com a absor¢do fotoquimica por parte de biomoléculas importantes, tais como
acidos nucléicos, lipidios, aminoacidos, clorofilas e carotendides (Vass, 1997).

Esta faixa da radiagdo ultravioleta influencia negativamente ndo apenas as algas,
mas uma ampla faixa dos sistemas biologicos, desde humanos até plantas terrestres, peixes,
fitoplancton, zooplancton e bactérias (Hader et al., 1998; Tedetti e Sempére, 2006). Os
impactos sobre os organismos sdo variados e a sensibilidade a esta radiacdo varia
enormemente entre os organismos. Os efeitos podem ser perceptiveis em moléculas,
células, individuos, comunidades e, mesmo, em ecossistemas, afetando ainda ciclos
biogeoquimicos importantes (Zepp et al., 1998; Bjorn, 2007; Héder et al., 2007).

Mesmo na auséncia da deplecdo da camada de ozonio, a radiagdo UV-B constitui
um estressor para as macroalgas (Hader et al., 2007). Os altos niveis de radiagdo UV-B
podem ser especialmente danosos as algas bentonicas da regido entre marés, pois estas, ao
contrario das espécies fitoplanctonicas, ficam expostas a radiagdo por periodos
prolongados durante as horas de maré baixa, por estarem fixas e restritas ao seu local de
crescimento (Franklin e Forster, 1997). O risco da ocorréncia de efeitos prejudiciais
aumenta quando as algas recebem niveis elevados de radiagdo UV-B nos meses de
primavera-verdo na Antartica e parte da América do Sul (Cabrera et al., 1995). As

macroalgas sdo estressadas pela radiacdo UV em uma extensdo a qual ¢ geneticamente
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determinada e resulta em uma pronunciada estratificagdo vertical (Gémez e Figueroa,
1998; Johansson e Snoeijs, 2002; Wiencke et al., 2006).

Os efeitos da RUV-B dizem respeito, principalmente, a fotossintese, morfologia,
danos ao DNA, metabolismo de nitrogénio e taxa de crescimento (revisado por Franklin e
Forster, 1997 e Bischoff et al., 2002a). A fotossintese é potencialmente afetada e¢ de
multiplas maneiras. Os efeitos principais dizem respeito a fotoinibicdo do fotossistema II
(com danos a componentes chave como a proteina D1 ou a enzima Rubisco) (Vass, 1997;
Bischof et al., 2002b) e a degradacdo de pigmentos fotossintéticos (acessorios e da
clorofila) (Dring et al., 1996; Bischof et al., 1998b, 2000, 2002b). Nas algas vermelhas, as
ficobiliproteinas sdo as mais sensiveis (Sinha et al., 2003). Também, devido a reducao da
expressdo de genes envolvidos na fotossintese (Bischof er al., 2002b), a deformacdo da
estrutura dos tilacoides (Holzinger et al., 2004, 2006) e a degradagdo das enzimas
envolvidas na fixacdo do CO; e na formacgao do agtcar (Bischof et al., 2002b; Poppe et al.,
2003). Aguilera et al. (2002) também mostraram efeitos indiretos através do estresse
oxidativo.

Investigacdes laboratoriais tém revelado multiplos alvos moleculares para a
radia¢do UV, incluindo 4cidos nucléicos (Vincent e Neale, 2000; Franklin e Forster, 1997),
proteinas fotossinteticamente relevantes (Vass, 1997) e lipidios de membrana (Murphy,
1983). Segundo van de Poll et al. (2001), dimeros de ciclobutano-pirimidina (CPDs) sdo
formados dentro do DNA, bloqueando as polimerases de DNA e RNA e consequentemente
inibindo a replicacdo e expressao do genoma. Os lipidios mais vulneraveis sdo aqueles com
acidos graxos insaturados. Estes podem facilmente ser peroxidados pela acao de radicais
de oxigénio, produzidos pela irradiagdo UV, prejudicando a estabilidade das membranas
(Kramer et al., 1991).

As mudangas sazonais na RUV e na radiacao visivel ao longo das estagdes resulta
na sucessdo das espécies ao longo do ano nas comunidades macrobénticas (Lotze et al.,
2002). A radiacdo UV interfere diferentemente em cada fase do ciclo de vida das
macroalgas (Dring et al., 1996). As fases iniciais de desenvolvimento (tetrasporos,
carposporos, gametas, zoosporos, zigotos) das algas, assim como dos demais organismos,
sd0 as mais susceptiveis a estresses do ambiente (Wiencke er al., 2006, Roleda et al.,
2007). Em anfibios, os ovos, assim como gametas e esporos de algas vermelhas, sdao
liberados nus no ambiente aquatico, ou seja, sem uma capa protetora. Estudos tém sugerido

que o aumento dos niveis de radiagdo UV seria a principal causa do declinio das
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populagdes em varias partes do mundo (Schoenwaelder et al., 2003). As fases iniciais sdo
o elo entre as diferentes fases do ciclo de vida. A sobrevivéncia e o crescimento destes
estagios ¢ que determinard o recrutamento, os limites da distribuicdo vertical dos estagios
adultos, a manutencdo das espécies e, consequentemente, da produtividade. E, portanto,
crucial, a plena adaptagdo fisioldgica dos estdgios iniciais as condigdes ambientais
vigentes. Wiencke et al. (2000, 2004) mostraram claramente a relagdo que existe entre a
sensibilidade a RUV e a distribuicdo em profundidade para espécies de algas pardas.
Segundo os autores as diferencas de sensibilidade apresentadas pelos esporos sdo
comparaveis as diferentes tolerancias da fotossintese, em talos adultos, de espécies
crescendo em diferentes profundidades, também encontrado por Dring et al. (1996) e
Bischof et al. (1998a). Por isto, ¢ de grande relevancia avaliar os efeitos deste aumento nos
niveis de radiacdo ultravioleta especialmente sobre a reproducdo e crescimento,
particularmente nas espécies intertidais (Schoenwaelder et al., 2003; Jiang et al., 2007;
Roleda et al., 2007).

Qualquer tipo de estresse que influencie a biologia das espécies pode exercer
efeitos mais evidentes sobre seus estigios iniciais de desenvolvimento. E conhecida a
maior sensibilidade dos esporos e f iniciais aos efeitos deletérios da radiacdo UV. Esta se
justifica devido ao tamanho reduzido, simplicidade estrutural, baixa pigmentacdo e a
estreita seccdo transversal. Estas caracteristicas proporcionam uma potencial facilidade de
alcance de moléculas alvo como o DNA, com consequéncias para a viabilidade,
mobilidade, capacidade de germinagdo e divisdo nuclear (Tala et al., 2007), como tem sido
mostrado para zoosporos de varias algas pardas (Dring et al., 1996; Wiencke et al., 2000),
Ulvales unicelulares (Cordi et al., 2001), estagios iniciais de vida de Gigartinales (Roleda
et al., 2004; Mansilla et al., 2006; Navarro et al., 2009; Zacher et al., 2009), conchosporos
de Porphyra (Jiang et al., 2007) e esporos de Gracilaria (Ferreira, 2008).

Atualmente, o maior nimero de trabalhos com estagios reprodutivos de macroalgas
referem-se a zodsporos de algas pardas. Os principais trabalhos mostraram redugdo na
mobilidade dos esporos de L. saccharina (Makarov e Voskoboinikov, 2001) e na fototaxia
dos zodsporos de Scytosiphon lomentaria e Petalonia fascia (Flores-Moya et al., 2002) e, a
existéncia de danos aos microtubulos e, consequentemente, a inibicao da divisao nuclear e
da transloca¢do dos nicleos em zodsporos de Macrocystis pyrifera (Huovinen et al., 2000).
Outros trabalham evidenciaram a perda da viabilidade de zo6sporos de Laminaria digitata

relacionada a destrui¢do do DNA e a fotodestrui¢do do aparato fotossintético (Wiencke et
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al., 2000), a inibi¢ao da germinacao de Laminaria solidungula, e a sua severa redugao para
L. digitata e L. saccharina, com visivel perda de pigmentagdao e mesmo desintegragdao dos
esporos germinando. Os zoosporos de Sarccorhiza dermatodea e Alaria esculenta, no
entanto, foram tidos como mais tolerantes. Para todas as espécies citadas, os fisdides,
vesiculas acumuladoras de florotaninas, aumentaram de tamanho € em abundancia sob
exposicao a radiagdo. Para S. dermatodea a aparéncia dos fis6ides mudou drasticamente
para amarelo brilhante (Wiencke et al., 2004). Este estudo comprovou que dentre as
espécies estudadas, os esporos das espécies de dguas rasas sdo mais tolerantes comparada
as espécies do médio para baixo subtidal. Ainda, que existe uma consideravel recuperagao
dos zodsporos depois de excluida a exposicao a radiacao e, que o aumento dos fisdides
realmente contribui para a prote¢do contra a RUV-B.

Sao varias também as formas de defesa na tentativa de sobreviver a exposi¢do as
elevadas doses de RUV-B. Entre elas, estratégias reprodutivas para evitar a exposi¢ao, tais
como sazonalidade na reproducao e periodicidade didria na liberagdo de esporos (Amsler e
Neushul, 1989), sincronizando a producdo e a liberacdo com condi¢des ambientais
favoraveis. A libera¢do de gametas no inicio da manha ou ao entardecer pode minimizar os
efeitos da exposicdo, no entanto, ¢ dificil coincidir esta com o ciclo de marés diario
(Schoenwaelder ef al., 2003). A fuga para longe da fonte estressora (alguns dinoflagelados
podem nadar para camadas mais profundas durante as horas do dia de maior intensidade de
radiagdo ultravioleta) também ¢ uma forma de evitar a exposi¢ao.

A producdo de compostos, intra ou extracelularmente, que absorvem a radiagdo
UV, tem sido amplamente observada para diferentes organismos. Estes podem ser
depositados proximo as superficies mais expostas do corpo, ou mesmo, liberados na coluna
de agua, de forma que a penetragdo da radiacdo ¢ prevenida ou minimizada. Diferentes
organismos produzem diferentes tipos de substincias. Exemplos destes compostos sdo os
aminoacidos do tipo micosporina (MAAs), produzidos pelas rodofitas e algumas
cianobactérias. Roleda et al. (2008) mostraram pela primeira vez a presenga destes
compostos para estdgios unicelulares (tetrasporos) do ciclo de vida de algas vermelhas.
Compostos fenolicos, particularmente flavonodides e antocianinas, sdo encontrados em
plantas superiores, assim como compostos fenolicos armazenados dentro de fisoides, como
florotaninas, em algas pardas (Schoenwaelder et al., 2003; Roleda et al., 2006; Bjorn,
2007). A melanina ¢ outro composto encontrado na pele de vertebrados aquaticos ou na

cuticula do zooplancton. Sao diversas também as formas de reparo dos danos ao DNA



15

nuclear ou plastidial, incluindo fotoreativacdo (reparo induzido pela luz), reparo por
excisdo de nucleotideos ou bases e reparo via recombinacao (Roy, 2000). Ainda, formas de
reparo de enzimas (Schoenwaelder et al., 2003) e, mesmo a apoptose (morte celular
programada) pode ser uma forma de enfrentar danos induzidos pela radiacio UV-B
(Holzinger e Liitz, 2006).

Nas macroalgas os elementos do citoesqueleto estdo diretamente envolvidos nos
mecanismos de germinacdo dos esporos. As proteinas do citoesqueleto das células de
plantas sdo possiveis alvos da radiagdo UV, dentre essas, as tubulinas podem ser as mais
sensiveis (Zaremba et al., 1984). Entretanto, apesar do intenso esfor¢o de pesquisa sobre
varios aspectos da estrutura e ultra-estrutura dos esporos liberados e germinados em alguns
grupos de algas vermelhas (Pueschel e Cole, 1985; Apple ef al., 1996; Ouriques e Bouzon,
2003, 2005; Bouzon et al., 2006; Bouzon e Ouriques, 2007), poucos sdo os estudos
encontrados na literatura visando observar os possiveis alvos e danos sobre a morfologia
celular e sub-celular das macroalgas apos a exposi¢do a radiacao ultravioleta (Poppe et al.,
2002, 2003).

De acordo com esta explanacgdo, até o0 momento foi possivel encontrar na literatura
apenas um trabalho abrangendo a abordagem ultraestrutural de esporos e plantulas ap6s o
estresse da radiagdo UV (Steinhoff et al., 2008). Por outro lado, tem aumentado o nimero
de pesquisas com talos adultos. Os principais efeitos ja citados dizem respeito a alteragdes
nas membranas (ondulagdes, desintegracdo) e dilatagdo do lumen dos tilacéides, alteracdes
no envelope dos cloroplastos, acumulacdo de plastoglobulos (reservas de lipidios),
formacdo de vesiculas a partir dos tilacoides, diminuicdo da presenca de pirendides,
producdo de amidos irregulares, danos as mitocOndrias (maiores e irregulares, com
possiveis danos ao ciclo de fosforilagdo e a respiragdo celular), formagdo de vactiolos com
volume aumentado e espessamento de parede celular (Meindl e Liitz, 1996; Lutz et al.,
1997; Poppe et al., 2002, 2003; Holzinger et al., 2004, 2006; Schmidt et al., 2009; Tian e
Yu, 2009).

Por fim, dentre os trabalhos que privilegiam o género Gelidium, Gémez e Figueroa
(1998) mostraram que diferentes espécies de Gelidium (Gelidium latifolium e Gelidium
sesquipedale) de regides distintas da zona entre-marés, possuem sensibilidades diferentes
para enfrentar a radiagdo UV solar. Estes autores monitoraram a resposta fisiologica frente
a radiagdo através da fluorescéncia modulada da clorofila. Gomez et al. (2001) estudaram a

regulacdo do aparato fotossintético durante o estresse por radiagdo UV (fotoinibigdo) e
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temperatura ¢ a subsequente recuperagdo de Gelidium pulchellum. Lee e Shiu
(2009) estudaram a produg¢ao de MAAs e defesas antioxidantes de espécis de Gelidium e
Pterocladiella. Também, Santos (2009) realizou um trabalho, paralelo a esta dissertagdo,
expondo plantulas de oito dias de Gelidium floridanum a radiagdo UV-B. Este verificou
nitida reducdo no crescimento das plantulas irradiadas quando comparadas as plantulas
controle. Em adicdo, por meio de andlises histoquimicas, observou o espessamento de

parede celular e desigualdade na distribui¢ao dos graos de amido ao longo do talo.

1.4. Justificativa do estudo

O presente trabalho traz uma abordagem teorica e experimental sobre os efeitos da
radiagdo ultravioleta-B sobre o processo germinativo da macroalga vermelha Gelidium
floridanum. A motivagdo para o desenvolvimento deste estudo recai sobre a importancia
ecoldgica e econdmica desta espécie nativa, na reconhecida escassez de pesquisas sobre as
fases iniciais do desenvolvimento das macroalgas vermelhas (estagios reconhecidamente
mais sensiveis a este tipo de radiacdo) e, a oportunidade de contribuir dentro desta area do
conhecimento, proporcionando suporte a trabalhos futuros.

Dentre as tantas mudangas climaticas pelas quais o planeta passa o aumento da
exposicao a radiagdo ultravioleta do tipo B, como consequéncia da deple¢dao da camada de
0zonio, tem se destacado e ¢ de grande interesse cientifico e social. Esta faixa da radiag¢do
UV interfere negativamente sendo sobre todas, sobre a grande maioria de diferentes formas
de vida no planeta. E uma problematica mundial que apresenta hoje tendéncias desastrosas
se continuar se intensificando. Acrescido a ela, o aumento na temperatura mundial, de
ambientes terrestres e, principalmente aquaticos, sabidamente potencializa os efeitos
danosos da radiagao ultravioleta sobre a vida (Hader et al., 2007).

A radiacdo UV-B ¢ vila quando se fala em cancer de pele humana, um dos maiores
problemas de saude publica atual (Lucas et al., 2006). Esta mesma radiagdo interfere sobre
diferentes organismos (bactérias, fungos, animais e vegetais), ecossistemas, ambientes
(terrestre e aquatico) e, mesmo, ciclos biogeoquimicos (Madronich et al., 1998, Zepp et

al., 1998). O ser humano se utiliza desses mesmos organismos, ecossistemas, ambientes e
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ciclos biogeoquimicos para a sua propria sobrevivéncia. A relagdo entre eles determina o
equilibrio do planeta.

As algas, por sua vez, juntamente com as plantas e, conhecidamente em maior
propor¢do, contribuem para este equilibrio essencialmente através da producdo de
oxigénio, da fixacdo do gas carbdnico, sendo a base da cadeia alimentar no ambiente
aquatico, servindo de bercario para diferentes espécies animais, vegetais e algais, entre
outros (Franklin e Foster, 1997; Lipeert et al., 2001; Martinez, 2004; Héder et al., 2007).

Além de toda a sua relevancia ecolodgica, ¢ fonte de alimento para o proprio ser
humano; fonte de matéria-prima para a industria cosmética, assim como para diversas
areas da medicina (relevancia na saude publica); fonte de renda (relevancia econdmica e
social) por sua utilizacdo nos mais diversos ramos industriais, movimentando, desta forma,
milhdes de dolares por ano na economia mundial (Anggadiredja et al., 1997; Hudson et al.,
1999; Marin et al., 2002; McHugh, 2003).

Perante tudo isso ¢ evidente a importancia dos temas aqui propostos, a radiagao
ultravioleta e as algas. Os efeitos da radia¢do tém sido amplamente estudados desde a
descoberta do adelgagamento da camada de ozdénio na década de 70 (Diaz et al., 2006). A
espécie em questdo neste trabalho também reforca a relevancia deste por apresentar
importancia econdmica como produtora de agar, pela sua distribui¢do na regido intertidal,
pela dificuldade de seu manuseio no estabelecimento de cultivos vidveis, por ser uma
espécie nativa, pela localizagcdo geografica em que se encontra versus o alcance da radiagao
UV, pela escassez de trabalhos com esta, assim como sobre o processo germinativo
(Cordeiro-Marino, 1978; Correa et al., 1985; Armisén, 1991; Santelices, 1991; Goémez e
Figueroa, 1998; Gomez et al., 2001).

A germinacdo por sua vez, ¢ o momento crucial que dita sobre o futuro da
populacdo e como a espécie estard apta a sobreviver. A viabilidade dos esporos, tal como
no talo adulto, ¢ guiada por suas capacidades de responder a variacdo dos diferentes
fatores, como a luz, salinidade e temperatura (Fletcher e Callow, 1992; Apple e Harlin,
1994; Rodrigo e Robaina, 1997). Neste caso, ¢ mais particular ainda a resposta dos esporos
de macroalgas vermelhas aos fatores ambientais, uma vez que estes nao dispdem de
flagelos para se movimentarem agilmente para longe da fonte estressora.

A maioria dos estudos considera apenas o individuo adulto e ndo esporos e
plantulas, ou mesmo o processo germinativo. Segundo Altamirano et al. (2003b),

conclusdes obtidas com estagios macroscopicos ndo devem ser extrapoladas para estagios
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microscopicos. Informacgdes sobre os efeitos da radiacdo UV-B sobre a sobrevivéncia e o
desenvolvimento dos esporos das algas vermelhas, em especifico, sdo ainda escassos e, por
isso, bastante necessarios, o que justifica o estudo dos processos de germinacdo de
Gelidium floridanum, para o qual ndo existe registro de estudos realizados com radiagdo
UV. Wiencke et al. (2004) mostraram ainda a relagdo que existe entre a sensibilidade a
RUYV e a distribui¢do em profundidade das algas.

Ressalta-se que para o presente estudo se utilizou de talos tetraspdricos e analisou o
desenvolvimento de tetrasporos e plantulas (gametofitos jovens). A escolha por tetrasporos
justifica-se na facilidade em encontrar tetrasporéfitos férteis na natureza. E comum ao
género Gelidium a dominancia da fase tetrasporofitica em relacao as fases gametofiticas e
carposporofiticas, independente da latitude e das condicdes ambientais. As explicagcdes
para a dominadncia de fase, no entanto, sdao bastante contraditorias, mesmo
intraespecificamente e, podem estar relacionadas a ploidia, taxa de produgdo de esporos,
taxa de fertilizacdo, adaptacdes fisiologicas fase-especificas, taxa e capacidade de
crescimento vegetativo de eixos prostrados ou de fragmentos de frondes re-aderidas
(recrutamento assexual), reprodugdo sexual e recrutamento de esporos, entre outros
(Carmona e Santos, 2006; Roleda et al., 2008).

Por apresentar tao significativa importancia econdmica, informagdes basicas sobre
a biologia e a influéncia de fatores ambientais sobre a reprodugdo e o crescimento de
espécies de Gelidium e espécies proximas, estdo sob investigacdo para proporcionar
suporte principalmente no que diz respeito ao pleno manuseio dos bancos naturais e no
dominio e estabelecimento de cultivos de massa deste grupo (Gémez e Figueroa, 1998;
Gomez et al., 2001;). Durante a extensa revisdo bibliografica realizada neste trabalho ndo
foram encontrados outros estudos com radiagdo UV-B para Gelidium floridanum. Quando
se trata da influéncia da radiacdo sobre o processo germinativo, ndo foram registrados
trabalhos com nenhuma espécie deste género.

O presente trabalho, desta forma, ampliard os conhecimentos na 4rea de germinagao
de esporos das algas vermelhas de importincia economica e fornecerd informagdes
adicionais sobre os efeitos deletérios da radiacdo UV nos processos naturais de germinagao
de esporos.

A hipotese sugerida ¢ a de que a radiagdo UV-B interage de forma negativa no
processo germinativo dos tetrasporos de G. floridanum, causando significativas alteragdes

morfofisiologicas.
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1.5. Objetivos

1.5.1 Objetivo Geral

Aprofundar os conhecimentos em germinagao de esporos das algas vermelhas,
principalmente das espécies que possuem importancia econdmica, avaliando as possiveis
alteracdes induzidas pela exposicdo a radiagdo UV-B sobre as diferentes etapas do
processo germinativo de Gelidium floridanum, através da analise quantitativa, morfologica

e ultraestrutural.

1.5.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar quantitativamente os efeitos da radiacdo ultravioleta-B na viabilidade e taxa de
crescimento das plantulas, ao longo do processo germinativo.

2) Verificar os possiveis efeitos biologicos da radiagdo ultravioleta na morfologia celular
¢ sub-celular durante os processos de germinacdo de esporos e desenvolvimento das

plantulas.
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2. Material e Métodos

Metodologias de avaliacao da influéncia da
radiacao UV-B sobre o processo
germinativo

2.1. Caracteristicas do local onde as amostras foram

coletadas

Talos tetrasporofiticos de Gelidium floridanum foram coletados na Praia de Ponta
do Sambaqui localizada na Baia Norte da Ilha de Santa Catarina, Florianopolis,
(27°29°18,8”S e 48°32°12,9”W) (Fig. 2.1A e B). A profundidade média neste local ¢ de
2,5 a 3,5 metros, com uma area de aproximadamente de 14,17 hectares e volume de dgua
de 425.100 m?. Caracteriza-se como uma praia de aguas moderadas e areia grossa,
composta em grande parte por fragmentos de conchas, apresentando uma circulagdo
intermediaria, com vento norte predominante ¢ sedimento areno-lodoso. A temperatura
média anual da agua do mar ¢ de 22°C (Besen, 2005).

O costdo rochoso da Praia de Ponta do Sambaqui ¢ caracterizado por uma formagao
de rochas isoladas (Fig. 2.1C). As populacdes de G. floridanum crescem proximo ao limite
inferior da regido entre marés, restringindo-se a uma amplitude vertical de cerca de 0,5m.
Formam pequenas aglomeragdes, constituidas por espécimes mais ou menos isolados ou
formando faixas de cobertura continua ou irregular (Figura 2.1D). Sob regime de mar¢ alta,
todas as rochas visualizadas ficam submersas. Em maré baixa Gelidium fica

completamente exposto a radiagdo ultravioleta (Fig. 2.1E).
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Praia de Ponta
do Sambaqui

Figura. 2.1. Local de coleta do material algal e a espécie Gelidium floridanum no ambiente natural. A-
B) Localizagdo geografica da Praia da Ponta do Sambaqui, Florianépolis-SC (fonte: Google Terra). C) Vista
geral do costdo rochoso. D) Distribuicdo da espécie ao longo do costdo rochoso em maré baixa. D) Detalhe
da espécie totalmente exposta.

As coletas foram realizadas manualmente durante os periodos de marés baixas, na
regido entremarés. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos contendo um
pouco de 4gua e transportadas para o Laboratério de Algas Marinhas — LAMAR, da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Nao foram observadas interferéncias nos
resultados devido ao horario (fotoperiodo) ou nivel da maré ao realizar a coleta do

material.
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2.1.1 Procedimentos no laboratorio

No laboratério as plantas mais vigorosas ¢ aparentemente livres de epifitas foram
selecionadas e lavadas em 4gua do mar esterilizada e filtrada, na intengao de remover os

detritos e demais organismos contaminantes que poderiam afetar as culturas subsequentes.

2.2. Condicoes gerais de cultivo

Os experimentos foram realizados em sala de cultura, com condi¢des controladas
de temperatura (24°C+£2°C), irradiancia (radiagdo fotossinteticamente ativa — PAR)
constante igual a 80+10 pmol.fotons.m™.s”, fornecida por lampadas do tipo “luz do dia”
(Philips C-5 Super 84 16W/840, Brasil), dispostas acima dos frascos (Fig. 2.2A) e medida
através de um medidor de quanta (Li-cor Light Meter 250, USA), salinidade de 35ups e
sob ciclo (fotoperiodo) de 12 horas. A 4gua do mar utilizada para os experimento foi
esterilizada utilizando lampada UV-C 8W e filtrada utilizando filtros de 5 ¢ 1 micrémetro.
O meio de cultura foi composto por agua do mar esterilizada e filtrada, e meio nutritivo
Von Stoch (McLachlan, 1973) (4 mL por litro). Foi acrescido diéxido de germanio (1mg.L"
1, quando necessario, para evitar e controlar a proliferacdo de diatomaceas.

Conforme mostra a figura 2.2A e D, uma mesma prateleira foi dividida abrangendo,
desta forma, ambos os ambientes experimentais: o controle (PAR - no qual ¢ excluida a
condicdo de exposicdo a RUV-B) e o tratamento (PAR + UV-B, com comprimento de
onda igual a 312nm). No grupo tratado as amostras foram expostas a radiacio UV-B
artificial fornecida por lampada Vilber Lourmat modelo VL-6LM (Marne La Vallée,
France) posicionada a 27,5cm de altura em relagdo aos frascos contendo os tetrasporos e
plantulas (Fig. 2.2B). Diferente das lampadas usualmente mencionadas nos artigos, esta
permite, através de uma chave seletora, a escolha entre: UV-B, UV-A ou nenhuma
emissao. Desta forma, ¢ descartada a necessidade da utilizacao de filtros para selecionar a
radiagdo emitida (Fig. 2.2C). A figura 2.3 mostra a curva espectral fornecida pela lampada
de UV-B. A dose utilizada nos experimentos foi de 0,12 W.m?, medida com radiémetro
PMA 2100 (Solar Light Co., Inc, Philadelphia, USA) e sensor UV-B PMA 2102 (Solar

Light Co., Inc, USA), dose esta proporcionada pelo espago fisico disponivel para os
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experimentos. A dose de radiagdo UV-B encontrada para Floriandpolis foi adquirida
através de medidas realizadas em campo utilizando o mesmo radidometro, em 02 de abril de
2010. A dose aérea, dada em poténcia por area, para a Praia de Ponta do Sambaqui e,
realizada em dia ensolarado foi igual a 0,20 W.m™ ao meio dia. Dados de indice
ultravioleta (IUV) fornecidos pelo INPE (Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais) para o
mesmo dia, igual a 8.4, e transformados para W.m™ segundo Kirchhoff (1995), corroboram
os dados de campo (£ 0, 23 wW.m?).

O tempo de exposi¢do foi estabelecido em 2 horas por dia, coincidentes com os
horarios de pico de maior amplitude de exposi¢ao a radiagdo UV solar encontrada no
ambiente natural ocorrendo, portanto, entre 11 e¢ 13 horas. Um filtro plastico de protecao
(Figura 2.2A) foi utilizado para isolar um tratamento do outro, e estes do ambiente, uma

vez que a radiagdo UV-B ¢ prejudicial a satde humana, assim como aos demais

experimentos que ocorrem simultaneamente na sala de cultura.

Figura 2.2. Ambiente de experimentacio e detalhes da limpada utilizada. A) Estantes da sala de cultura:
setas indicam o filtro plastico de protecdo e o retdngulo assinalado em vermelho na figura evidencia a
prateleira onde foram realizados os experimentos. B) Lampada artificial de UV (seta). C) Detalhe da lampada
mostrando a chave seletora que permite optar por UV-B ou UV-A. D) Disposicdo do ambiente de
experimentagdo, mostrando o espago destinado ao Controle e ao material tratado com UV-B.
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Figura 2.3. Curva espectral fornecida pela Lampada Vilber Lourmat, modelo VL-6LM, para RUV-B
(312nm — intensidade emitida de 8mW/cm?®) e RUV-A. Fonte: manual do fabricante — ETS Vilber Lourmat.

Durante os periodos de exposic¢ao verificou-se, com o auxilio de imagens térmicas
obtidas com um termovisor (Fluke Ti-25), que a temperatura dentro das cubetas teve
variagdo média em torno de 1,5°C, do inicio ao fim do periodo de exposi¢do, como mostra
a figura 2.4.
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Figura 2.4. Imagens geradas pelo termovisor Fluke Ti-25. A) Controle antes da exposicdo. B) Controle ao
término da exposi¢ao. C) Tratamento antes da exposi¢do. D) Tratamento ao término da exposic¢ao.
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Em sua maioria, as pesquisas realizadas considerando a radiagdo ultravioleta e as
algas, expdem estas por varias horas seguidas e, logo em seguida, analisam os efeitos
provocados pela radia¢do (curta duragdo) (Makarov e Voskoboinikov, 2001; Poppe et al.,
2003; Holzinger et al., 2004; Wiencke et al., 2004; Miiller et al., 2008). Por outro lado,
tem aumentado o numero de trabalhos que monitoram os efeitos da exposi¢do ao longo do
tempo, a um médio prazo (15-40 dias), como apresentado neste estudo (Van de Poll ef al.,
2001, Ayres, 2009 e Schmidt et al., 2009, para talos adultos e, Mansilla et al., 2006,
Navarro et al., 2009; Santos, 2009 e Martinez, 2004, por exemplo, para fases iniciais do
desenvolvimento). A dose de RUV-B utilizada nos diferentes trabalhos que analisam as

fases iniciais do desenvolvimento de macroalgas estd compreendida entre 0,1 — 1,2 W.m™.

2.3. Obtencao dos esporos

Apds os procedimentos de coleta e limpeza, dois procedimentos diferenciados
foram adotados: 1) tradicional, o qual objetiva a aquisi¢do de grande quantidade de
tetrdsporos, necessaria para o processamento do material para as observagdes de
microscopia eletronica de transmissdo (MET) e 2) espalhamento, que por sua vez
promove uma distribui¢do mais espacada dos tetrasporos, a fim de possibilitar as analises
quantitativas propostas e facilitar a observagao do material sob microscopia de luz. Ambos

encontram-se descritos a seguir.

2.3.1 Procedimento tradicional

O processamento que leva as andlises da ultraestrutura exige a disponibilidade de
grande quantidade de esporos. Para tanto, esta forma de aquisicdo proporciona um niimero
maior de esporos, distribuidos de maneira a formar varios grupos. Esta técnica ¢ bem
estabelecida por varios autores (Yokoya e Oliveira,1993; Bouzon ef al., 2005).

Ramos férteis de talos tetraspdricos de G. floridanum foram limpos, isolados e
dispostos sobre laminas de vidro em placas de Petri (didmetro igual a 13,5¢cm) contendo

100 mL de agua do mar filtrada e esterilizada. O material foi, entdo, mantido no escuro
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para estimular a liberagdo dos tetrasporos (Fig. 2.5 A-D). Segundo Pang e Liining (2006) a
luz branca inibe a liberacao dos esporos. O tempo normal, geralmente observado, para a
ocorréncia da liberagdo dos esporos ¢ de aproximadamente 12 horas (Yokoya e Oliveira,

1993; Ouriques, 2002; Bouzon et al., 2005).
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Figura 2.5. Sequéncia de procedimentos utilizados para a obtencio tradicional dos tetrasporos de
Gelidium floridanum. A) Espécime vindo do campo e limpo no laboratdrio. B) Ramos férteis selecionados.
C) Ramos férteis dispostos sobre laminas dentro de placa de Petri contendo meio. D) Liberagdo dos
tetrasporos.

Quando a fixagdo foi observada, realizou-se a retirada dos ramos. A parcela das
laminas contendo os esporos fixados foi transferida para outras placas contendo 100 mL de
agua do mar esterilizada e filtrada, acrescida de meio nutritivo Von Stoch para estimular o

desenvolvimento.

2.3.2 Procedimento via espalhamento

Talos férteis inteiros de G. floridanum foram selecionados e fixados a uma haste, a
qual estava presa a um motor (Fig. 2.6A). Este motor realizava movimentos circulares
comandados por um programa em um computador, o qual permitiu regular a velocidade do
movimento. A haste contendo os talos ficou suspensa e posicionada logo abaixo da linha
d’4gua em um aquario (Fig. 2.6B). No fundo do aquério foi colocado um recipiente
contendo varias laminulas (20x20mm), as quais os tetrasporos liberados se aderiram (seta
vermelha na Fig. 2.6A). Os talos foram mantidos em movimento constante ao longo de
aproximadamente dez horas, em ambiente escuro, para promover a dispersdo ao acaso €
espacada dos esporos recém liberados sobre as laminulas. O momento da liberagdo dos

tetrasporos foi estimado através de um experimento de liberagdo realizado paralelamente, a
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semelhanca do procedimento tradicional descrito no item anterior, o qual foi observado de
duas em duas horas, seguindo metodologia descrita por Ngan e Price (1983). Observou-se
que o pico de liberagdo dos esporos de G. floridanum ocorreu a partir de nove horas. Apds
a verificagdo do inicio da liberagdo, o motor foi mantido em movimento por
aproximadamente uma hora, sendo posteriormente desligado. O tempo estimado para que
houvesse a fixacao dos tetrasporos foi de uma hora. Os esporos se depositaram sobre as
laminulas, distribuidos espacadamente. Este procedimento, desenvolvido neste trabalho,
foi importante para as analises quantitativas.

Apds o espalhamento, as laminulas com os esporos aderidos, foram aleatoriamente
distribuidas em 8 cubetas de 9x7x4cm cada, 4 para controle (PAR) e 4 para tratado
(PAR+UV-B) (Fig. 2.6C). Cada cubeta continha 6 laminulas mergulhadas em 60mL de
agua do mar filtrada e esterilizada, enriquecida com meio nutritivo Von Stoch (4mL.L™).
O volume de 60mL proporciona uma coluna de agua igual ao conteudo de 100mL em
placa de Petri, utilizada para os experimentos de ultraestrutura.

Este nimero proporcionou um total de 4 réplicas por amostragem. As amostragens
foram realizadas de 3 em 3 dias (do 1° ao 15° dia) — durante 15 dias, contadas a partir da
liberagdo dos esporos seguida da primeira exposi¢do. Exceto durante o periodo de
exposicao a RUV-B, os frascos contendo os tetrasporos e plantulas (placas de Petri e
cubetas) permaneceram fechados (as cubetas foram fechadas com filme plastico) para
evitar a evaporacao do meio e, a consequente variacdo da salinidade. O meio foi renovado
de 3 em 3 dias, simultaneamente a cada amostragem. Apo6s cada exposicao, foi realizado
um rodizio destas cubetas, na intencdo de garantir que a poténcia irradiada pelas lampadas

(luz visivel e radiagdo UV-B) atingisse de maneira homogénea todas as amostras.
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Figura 2.6. Estrutura utilizada para adquirir o espalhamento dos tetrasporos recém liberados. A)
Tetrasporoéfitos férteis (seta branca) e recipiente contendo as laminulas (seta vermelha). B) Motor (seta) com
velocidade comandada por computador. D) Ambiente onde foram realizados os experimentos: as cubetas
possuem as laminulas com os tetrasporos aderidos.

2.4. Analises quantitativas

Analises quantitativas, realizadas por meio de contagem do nimero de plantulas em
determinada fase do desenvolvimento, assim como a aquisigdo de medidas de
comprimento e largura foram efetuadas com o objetivo de compreender de que forma a

radiagdo UV-B interfere no processo germinativo de Gelidium floridanum.
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Para tanto, em cada amostragem, uma laminula de cada cubeta foi retirada de
ambos os tratamentos, de 3 em 3 dias, disposta sobre ldmina de microscopia, fixada em
parafolmaldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M e mantida em camara umida escura a 4°C.
O total de 40 amostras (5 amostragens x 2 tratamentos x 4 réplicas) foi analisado. Com o
auxilio de um Contador diferencial de células Phoenix EC 2088 e um microscopio de luz

modelo Leica DM500 foi realizada uma varredura da area total de cada laminula.

2.3.3 Frequéncia dos tipos morfologicos do padrao germinativo

Considerando o padrao normal, foi possivel categorizar o desenvolvimento nos
seguintes estagios: tetrasporos mortos (M); plantulas mortas, porém germinadas (MG);
plantulas apresentando tubo germinativo (GT) e abrangendo os diferentes graus de
maturacdo do tubo germinativo (numero de divisdes celulares); plantulas com rizoide
inicial ou pequeno (GP); plantulas com corpo multicelular e contendo célula apical (GM).
Ainda, as plantulas apresentando talo ereto foram chamadas GL e caracterizadas em
relacdo ao comprimento médio observado em cada amostragem (6, 9, 12 e 15 dias).

A contagem dos tetrasporos e plantulas foi determinada microscopicamente através
do uso de microscopio Leica DM500. Para cada uma das 4 réplicas das 5 amostragens, a
laminula foi inspecionada em sua area total, com o objetivo de estabelecer a frequéncia
(porcentagem) de esporos ou plantulas em determinada fase de desenvolvimento dentro do

total de individuos observados ao longo do experimento.

2.3.4 Taxa de Crescimento (TC) e razdo comprimento/largura (C/L)

Medidas de largura ¢ de comprimento do eixo maior do talo das plantulas em
desenvolvimento foram realizadas utilizando microscopio Leica DM500 equipado com
sistema de captura de imagem (LAS EZ versdo 1.6), com o objetivo de analisar a razdo

comprimento/largura (C/L) e a taxa de crescimento (TC). O modo de aquisicdo dos
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tetrasporos foi do tipo espalhamento. O numero de esporos analisados foi igual a 30
individuos de cada uma das 5 amostragens de ambos os tratamentos (PAR ¢ PAR+UV-B).

As taxas de crescimento (TC) foram obtidas a partir da mensuragdo do
comprimento do eixo ereto das plantulas, sem considerar o comprimento dos rizéides

primarios e secundarios, e calculadas utilizando a equacdo abaixo:

(ln C,—InCi ) )
C= f *100 (Altamirano et al., 2003)
Onde, In C; ¢ o logaritmo neperiano do comprimento final, In C;, logaritmo neperiano do
comprimento inicial e t o tempo. As taxas de crescimento foram medidas em %.dia™,

segundo metodologia citada em Navarro, 2004.

2.3.5 Analises estatisticas

Os diferentes pardmetros observados foram analisados estatisticamente utilizando-
se do teste “t” de Student (para a verificagdo do crescimento em comprimento) e da
analise de varidncia (ANOVA) por meio do software Statistica 7.0. Quando encontradas
diferengas significativas, foi aplicado o teste a posteriori de Tukey. Todas as conclusdes

estdo baseadas em um nivel de confianca de 95% (p < 0,05) (Zar, 1999).

2.5. Observacdo da morfologia externa através da

microscopia de luz (ML)

Possiveis alteragdes morfoldgicas foram acompanhadas sob microscopia de luz,
visando caracterizar através de imagens alteracdes de forma, pigmentagdo e atrasos no
desenvolvimento do processo germinativo.

Foram fotografados esporos vivos e fixados em paraformaldeido 2,5%, em
microscopio de luz Leica DM500 equipado com sistema de captura de imagem (LAS EZ

versao 1.6).
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2.6. Observacao da estrutura sub-celular (Ultraestrutura)
das plantulas através da microscopia eletronica de

transmissao (MET)

A analise ultraestrutural ¢ mais uma ferramenta que permite embasar com
conhecimentos sub-celulares as discussdes sobre os efeitos da radiagcio UV-B,
contribuindo para a compreensdo das respostas morfologicas, fisiologicas e até
moleculares. Este item, portanto, tem por objetivo observar comparativamente a
ultraestrutura, sob microscopia eletronica de transmissdo, das plantulas em
desenvolvimento, em ambos os tratamentos (PAR e PAR+UV-B).

Uma vez que o espago destinado a exposicao a radiagdo UV-B foi limitado devido a
area de alcance da radiagdo emitida pela lampada, o numero de placas utilizadas no
experimento foi pequeno (duas placas de Petri contendo 4 laminas, com esporos aderidos,
por vez, por tratamento). Desta forma, a necessidade de dispor de grande quantidade de
esporos e plantulas fez com que o experimento fosse realizado em 45 dias, onde este foi
reiniciado 5 vezes. A forma de aquisi¢ao dos esporos foi tradicional.

Para cada amostragem, o material foi processado para a observa¢ao ao microscopio

eletronico de transmissao (MET), conforme descrigao abaixo:

1. Fixacdo: Solucdo fixadora, contendo glutaraldeido 3% e sacarose 0,2M, tamponada
com tampao cacodilato de s6dio a 0,1 M (pH 7,2), foi colocada sobre as laminas
com os tetrasporos e plantulas aderidos. O material foi mantido em camara umida
de 4-12h, a 4°C.

2. Lavagens: Foram realizadas 4 lavagens com tampao cacodilato de sodio a 0,1M
(pH 7,2), com concentracdes decrescentes de sacarose, 30 minutos cada. A quarta
lavagem foi realizada com tampao cacodilato de so6dio apenas. O procedimento foi
realizado da mesma forma utilizada para a fixacao.

3. Raspagem dos esporos: Os esporos foram removidos das laminas através de
raspagem delicada, utilizando uma laminula e, transferidos para tubos eppendorf
contendo tampao cacodilato de so6dio 0,1 M.

4. Centrifugacao: A partir da raspagem dos esporos, o material foi centrifugado por 5

minutos, a 5.000-8.000 rpm, antes de cada uma das etapas de lavagem e
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desidratacdo, a fim de formar um agrupamento dos esporos (pellet), de modo a
facilitar a visualizagdo destes, assim como o processamento ¢ evitar a perda de
material.

Inclusdo em agar: Quando necessario, devido ao tamanho reduzido e ao pequeno
numero de esporos e plantulas, foi realizada a inclusdo do material em agar 4%,
dissolvido a 60°C em tampao cacodilato 0,1M. A solucdo de agar 4% foi despejada
sobre o material ja centrifugado contido em eppendorf e, logo em seguida foi
realizada nova centrifugagdo do conjunto. Seguiu-se entdo a polimeriza¢do do agar
a -4°C por, aproximadamente, um minuto.

Pés-fixacio: Os esporos foram pods-fixados em tetroxido de dsmio (OsO4) a 1%
em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2 (1:1), durante 2-5 horas a temperatura
ambiente.

Lavagens: Foram realizadas 3 lavagens, de 20 minutos cada, em tampao cacodilato
de sodio 0,1M, pH 7,2.

Desidratacao: Série gradual com concentracdes crescentes de acetona (30%, 50%,
70%, 90% e 100%), 30 minutos em cada etapa; a acetona 100% foi trocada trés
vezes.

Infiltracdo: Apos a desidratagcdo o material foi infiltrado com resina Spurr (Spurr,
1969), seguindo uma sequéncia de 7 etapas com propor¢des diferenciadas de
acetona e resina Spurr (3A:1R; 2A:1R ; 1A:1R ; 1A:2R ; 1A:3R), visando a retirada
total da acetona. Por fim, seguiram-se 2 etapas de resina Spurr pura, em vacuo.
Todas de 12 horas cada.

Montagem dos blocos e polimerizacio: O material foi emblocado em moldes
horizontais e polimerizado a 70°C, por 24h.

Ultramicrotomia, contrastacio, observacio sob microscépio eletronico de
transmissdo e aquisicdo das imagens: As secdes ultrafinas foram adquiridas
utilizando navalha de diamante e contrastadas em acetato de uranila seguido de
citrato de chumbo. Esta etapa foi realizada pela equipe técnica do Laboratdrio
Central de Microscopia Eletronica da UFSC — LCME. Posteriormente, foram
observados e fotografados sob microscopio eletronico de transmissdo JEM 1011,

também no LCME.
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3. Resultados

Os resultados em geral permitiram constatar que a exposi¢ao a radiagdo UV-B
provocou efeitos negativos sobre o processo germinativo dos tetrasporos haploides de

Gelidium floridanum.

3.1. Efeitos da radiacio ultravioleta-B sobre a morfologia e o
desenvolvimento do padrao germinativo analisados sob

microscopia de luz

O processo germinativo ¢ caracterizado por modificacdes na morfologia e intensa
proliferacao celular. O tetrasporo recém-liberado ¢ esférico e até o segundo dia de
desenvolvimento sofre sucessivas alteragdes na forma que sdo caracteristicas das
Gelidiales, como a polarizagdo seguida da formag¢do do tubo germinativo, para onde ocorre
a transferéncia do contetdo citoplasmatico (Fig. 3.1A-D). Apo6s a transferéncia deste
conteudo verifica-se a formagao do septo que separa o esporo inicial do restante do talo em
formagdo, dando inicio as sucessivas divisdes celulares que formardo um corpo
multicelular. Na porg¢ao distal deste corpo ocorre a emissao do rizéide (Fig. 3.1E-G). Com
3 dias inicia-se a formagdo da regido apical (Fig. 3.1H) e, com 6 dias, a plantula em
desenvolvimento ja possui um talo ereto longo e fusiforme com célula apical evidente (Fig.
3.1I). Com 9, 12 e 15 dias a plantula incrementa ainda mais o crescimento em

comprimento do talo ereto (Fig. 3.1J-M).
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Figura 3.1. Etapas do processo germinativo dos tetrasporos de Gelidium floridanum ao longo de 15
dias. A-G) Primeiro e segundo dias de germinagdo. A) Tetrasporos recém liberados. B) Inicio da polarizagao.
C) Formagdo do tubo germinativo (seta). D) Transferéncia do material citoplasmatico (seta). E) Esporo
inicial com conteudo hialino e deposicdo da parece celular (seta) que separa o esporo inicial do tubo
germinativo. F) Primeiras divisdes celulares (seta). G) Formagdo do rizéide. H) Plantulas de 3 dias com
formacao da célula apical (setas). I) Plantulas de 6 dias. O esporo inicial ja ndo ¢ visivel. J) Plantulas de 9

dias. L) Plantulas de 12 dias. M) Plantulas de 15 dias. Escalas: A-H=10um; [=25um; J-M= 100um.

Apb6s 3 dias de experimento as plantulas do grupo controle apresentaram-se
saudaveis, com coloragao vermelha tipica, corpo multicelular e rizéide bem desenvolvidos.
Estas apresentaram sincronia no desenvolvimento, onde praticamente todas foram
encontradas no mesmo estdgio (Fig. 3.2A). Foi possivel observar nestas plantulas a
formagao caracteristica da regido da célula apical, a qual guia o crescimento em

comprimento do talo ereto (Fig. 3.2B). Por outro lado, as plantulas expostas a radiacao
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UV-B apresentaram atraso no desenvolvimento. Este foi verificado na falta de sincronia
deste, onde varias fases foram observadas. Neste periodo estavam presentes plantulas sem
rizéides, bem como plantulas com corpo multicelular em vdrios graus de maturacao
(poucas a muitas células formadas). A mortalidade foi bastante evidente, manifestada
através da coloracdo esverdeada. Em sua maioria, os tetrasporos conseguiram formar o
tubo germinativo e iniciar divisdes, estas, porém, muitas vezes nao seguiram o padrdo
normal (primeiramente obliquas e, depois em varios planos) (Fig. 3.2C). As plantulas
expostas que sobreviveram, mantiveram o crescimento, porém apresentaram atraso na
formagao da regido apical (Fig. 3.2D). Nesta fase as plantulas, de maneira geral, ainda
encontravam-se ligadas ao esporo inicial.

Com 6 dias de cultivo, as plantulas controle apresentaram desenvolvimento do
corpo celular formando um eixo ereto, com a regido apical fusiforme. A regido apical ¢
caracteristicamente mais clara em relagdo ao restante do talo com destaque para a célula
apical na extremidade (Fig. 3.3A). O atraso no desenvolvimento das plantulas expostas
tornou-se mais nitido e manteve-se a heterogeneidade de estagios de desenvolvimento. O
talo ereto das plantulas irradiadas foi menor e o crescimento nem sempre foi unidirecional
como no grupo controle, tornando-se irregular. A regido apical também ¢é distinguivel do
restante do talo. Muitas plantulas, embora tenham sobrevivido, ndo conseguiram se
desenvolver (Fig. 3.3C). As figuras 3.3B e D refor¢am a diferenca no desenvolvimento das
plantulas nos diferentes tratamentos.

No 9° dia de cultivo, as plantulas do controle apresentaram um continuo
crescimento linear do talo ereto que se tornou longo e com aparéncia de uma estrutura
plana e fusiforme (Fig. 3.4A e B). Em contrapartida, a figura 3.4C mostra a realidade do
atraso no desenvolvimento padrdo, imposta pela radiagdo UV-B. Comparativamente e,
com maior nitidez apresentada na figura 3.4D, as plantulas expostas sdo drasticamente
menores, o talo apresenta torgdes, a regido apical por vezes apresentou-se estrangulada em
relacdo ao resto do talo. Foram vérias as fases de desenvolvimento encontradas e houve a
formacdo em algumas plantulas de expansoes laterais da parede celular externa proximo da
regido apical.

Apo6s 12 dias de cultivo as plantulas controle continuaram normalmente o
desenvolvimento, apresentando um talo um pouco mais estreito na regido basal, bastante
longo e saudavel (Fig. 3.5A). No talo das plantulas controle foi possivel observar que a

regido apical continuou menos pigmentada do que o restante do talo da plantula e esta
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mesma despigmentacdo também foi caracteristica dos rizoides (Fig. 3.5B). As plantulas
expostas que sobreviveram também mantiveram o crescimento, embora este tenha sido
bastante lento (Fig. 3.5C). Aparentemente, as plantulas expostas parecem ter um corpo
celular mais frouxo e foi clara a deformacao do talo (Fig. 3.5D). Em relacao aos rizdides,
também foram percebidas diferengas neste estdgio. O grupo controle mostrou um feixe
organizado e verticalmente orientado, enquanto as plantulas irradiadas apresentaram
rizoides dispersos desorganizadamente e radialmente orientados (Fig. 3.5B e D).

Da mesma forma, as plantulas controle cultivadas por 15 dias, desenvolveram-se
normalmente (Fig. 3.6A e B), ao passo que as plantulas expostas nio tiveram o seu
crescimento interrompido, porém este foi significativamente reduzido em relacdo ao
controle. As plantulas irradiadas apresentaram encurvamento do talo, da regido mediana
para a apical (Fig. 3.6C e D). Ao final de 15 dias, as principais alteracdes morfologicas
observadas foram a desorganizacdo da regido apical, registrando-se a formagao de varias
células apicais dispostas muitas vezes de maneira lateralizada (Fig. 3.7A e B), célula apical
ora mais pigmentada (Fig. 3.7A e C), ora despigmentada (Fig. 3.7 B, D e E), desorientagdo
da dire¢do de crescimento do talo, estrangulamento da regido apical (Fig. 3.7C e D),
formagao de expansdes laterais da parede celular externa na regido apical e, ainda, regiao

interna do talo encurvado com pigmentacao heterogénea e reduzida (Fig. 3.7E).
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Figura 3.2. Morfologia externa de plintulas de Gelidium floridanum apés exposiciao aos tratamentos
(controle: PAR e tratado: PAR+UV-B), por 3 dias, observadas sob microscopia de luz. A) Vista geral
das plantulas controle, maioria no mesmo estagio de desenvolvimento. B) Detalhe de plantula multicelular,
com vesicula ou esporo inicial, rizéide e formagao da regido apical (seta). C) Grupos de plantulas tratadas,
em varias fases de desenvolvimento e com grande mortalidade (esporos verdes). D) Detalhe de plantulas
tratadas. Escala: A-C =20um; B-D = 10pm.
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Figura 3.3. Morfologia externa de plintulas de Gelidium floridanum apés exposiciao aos tratamentos
(controle: PAR e tratado: PAR+UV-B), por 6 dias, observadas sob microscopia de luz. A) Grupo de
plantulas controle com desenvolvimento normal. B) Detalhe de plantulas controle. C) Grupo de plantulas
tratadas, visivelmente menores ¢ em diferentes fases de desenvolvimento. D) Detalhe de plantulas com atraso
no desenvolvimento. Escala: A-C =20pm; B-D = 40um.
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Figura 3.4: Morfologia externa de plantulas de Gelidium floridanum apo6s exposicio aos tratamentos
(controle: PAR e tratado: PAR+UV-B), por 9 dias, observadas sob microscopia de luz. A) Plantulas
controle bem desenvolvidas. B) Detalhe de plantula controle com eixo ereto bem desenvolvido e célula apical
evidente. C) Grupo de plantulas expostas. D) plantulas expostas com tamanho reduzido, tor¢des do talo e
“abas” laterais (seta). A-C = 100pum; B-D =20um.

PAR 12dias PAR+UV-B

Figura 3.5: Morfologia externa de plantulas de Gelidium floridanum apés exposiciao aos tratamentos
(controle: PAR e tratado: PAR+UV-B), por 12 dias, observadas sob microscopia de luz. A) Plantulas
controle bem desenvolvidas. B) Detalhe de partes do talo das plantulas controle. C) Plantulas expostas. D)
Plantulas expostas, menores e encurvadas. A-C = 100um; B-D = 20pm.
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Figura 3.6: Morfologia externa de plintulas de Gelidium floridanum apoés exposicido aos tratamentos
(controle: PAR e tratado: PAR+UV-B), por 15 dias, observadas sob microscopia de luz. A) Plantulas
controle com talo longo. B) Detalhe da regido apical das plantulas controle. C) Plantulas expostas
visivelmente afetadas pela radiagdo. D) Plantulas expostas bastante alteradas, com regido apical
aparentemente estrangulada e encurvamento do talo. Escalas: A-C = 100pm; B-D =20pm.

Figura 3.7: Detalhe das alteracdes encontradas nas plantulas de Gelidium floridanum expostas a
radiacio UV-B, ao final de 15 dias. A-B) Formacgdo de varias células apicais (cabecas de seta). C)
Estrangulamento da regido fusiforme apical (setas), formagao de varias células apicais lateralizadas (cabegas
de seta) e desenvolvimento irregular do talo ereto. D) Estrangulamento da regido apical (seta) e pigmentagao
desigual ao longo do talo. E) Formacdo de “abas” (*) laterais a regido apical e, regides de menor pigmentagao
das células corticais, geralmente em regides medianas do talo encurvado (setas). Escala: C=20um; demais =
10pm.
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3.2. Efeitos da radiacao ultravioleta-B sobre a ultraestrutura,

analisada sob microscopia eletronica de transmissao

No terceiro dia de desenvolvimento, as plantulas do tratamento controle
encontravam-se ainda ligadas ao esporo inicial, com corpo celular constituido por
numerosas células e possuindo um rizéide na extremidade oposta ao esporo inicial, o que
caracteriza a regido basal. A regido apical apresentou célula apical evidente (Fig. 3.9A).
Sob microscopia eletronica, foi possivel distinguir a regido apical da basal em relacdo a
organizagdo celular, morfologia e quantidade de organelas (Fig. 3.9B). A regido apical ¢
conspicua, formada por células que possuem cloroplastos numerosos, pequenos € com
menor numero de tilacoides, o que os caracterizam como cloroplastos jovens. Nestas
células, foram encontrados numerosos corpos de Golgi, em sua maioria hipertroficos,
numerosas mitocondrias e, ndo se registraram graos de amido (Fig. 3.9C). A abundancia de
corpos de Golgi evidencia uma area de intenso metabolismo celular, direcionada ao
crescimento. Os corpos de Golgi, nesta fase de desenvolvimento e, em especial nas regioes
apicais, sdo em sua maioria hipertréficos, apresentando vesiculas preenchidas com material
semelhante ao encontrado na parede celular, as quais, muitas vezes, foram encontradas
fundindo-se esta (Fig. 3.9C e D). Nestas células as mitocOndrias estdo proximas aos
cloroplastos e aos corpos de Golgi sugerindo interacdo metabodlica (Fig. 3.9C e E). Nas
células apicais os nucleos sdo grandes e com cromatina difusa, o que confere a estas
células intensa atividade sintética (Fig. 3.9C). Em contrapartida, as células da regido basal
sdo caracterizadas pela presenga de cloroplastos maiores, em menor niumero, com grande
quantidade de tilacoides (maduros), geralmente localizados na periferia celular (Fig. 3.9F,
G e H). Corpos de Golgi sdo praticamente ausentes nesta regido. As mitocondrias foram
observadas em menor nimero, muitas vezes com maior tamanho. Nestas células as
mitocondrias e os cloroplastos também foram encontrados em associagdo (Fig. 3.9G). Os
graos de amido estavam presentes basicamente concentrados perinuclearmente (Fig. 3.9H).
Foi possivel observar um gradiente na concentracao de graos de amido, o qual aumenta da
regido apical para a basal. O esquema da figura 3.8 mostra o gradiente de matura¢do do
conteudo de organelas, assim como da concentracdo de graos de amido ao longo do talo

diferenciado em regido apical, mediana e basal. As células constituintes do esporo
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germinado estdo unidas por conexdes intercelulares tipicas das algas vermelhas (Fig.
3.9C). Uma parede celular externa, composta por duas camadas reveste toda plantula
germinada. A camada mais exterma ¢ eletron-densa e revestida por uma mucilagem com
aspecto irregular. A camada mais interna ¢ eletron-transparente e continua com a parede
que separa as células da plantula (Fig. 3.9F). A parede celular que envolve cada célula
individualmente apresenta uma textura levemente fibrilar, com fibrilas distribuidas

aleatoriamente e mergulhadas em uma matriz amorfa (Fig. 3.9C e G).

.
Corpos de Golgi

Gradiente apice-base

- Maturagdo do aparato fotossintetico
- Produgdo e acimulo de grdos de amido
- Distincdo entre regides:
1. de crescimento
(produz e consome rapidamente)

___________ (grande atividade metabdlica)

2. acumulo de reserva

(producdo > consumo)

Figura 3.8. Esquema geral representando o gradiente de maturagdo do contetido de organelas e,
consequentemente da concentragdo de grdos de amido, ao longo do talo diferenciado em regido apical,
mediana e basal.
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Figura 3.9: Plantulas de Gelidium floridanum do controle (PAR) com 3 dias. A) Microscopia de luz
evidenciando o estagio de desenvolvimento. A seta indica a formagdo da regido apical. B-H) Microscopia
eletronica de transmissio. B) Secgdo longitudinal de uma plantula mostrando célula rizoidal (r) e células da
regido intermediaria. C) Células da regido apical, com cloroplastos (C) jovens, nicleo (N) grande ¢ conexao
intercelular (CI). Notar vesiculas de Golgi proximas a parede celular em formagao (circulo). D) Vesiculas de
Golgi (G) em fusdo com a parede celular externa (setas). E) Golgi hipertrofico associado a mitocondria (M).
F) Detalhe da parede celular externa (PCe), formada por duas camadas. G) Mitocondrias em divisdo e detalhe
de cloroplasto com plastoblobulo (seta). Parede celular interna (PCi) levemente fibrilar em sua porgao
central. H) Cloroplasto longo e maduro de célula basal com plastoglobulos pequenos (seta). Notar a
disposic¢do perinuclear dos grios de amidos (A).
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As plantulas expostas a PAR+UV-B por 3 dias mostraram atraso na formacao da
regido apical, além de menor numero de células (Fig. 3.10A). Quando visualizadas as
células da regido apical, foi possivel verificar que estas apresentaram com maior
frequéncia a formacdo de graos de amido (Fig. 3.10B). Da mesma forma que o controle, os
cloroplastos destas células sdo jovens, embora as vezes mais longos do que os observados
no material controle. Poucos corpos de Golgi foram encontrados nesta regido (Fig. 3.10C).
As demais células, que formam o corpo do esporo germinado sdo preenchidas por grande
quantidade de graos de amidos presentes a partir da terceira camada de células da regido
apical (Fig 3.10B e D). Nestas células os corpos de Golgi também estdo presentes, porém
sao menos frequentes e nem sempre hipertroficos (Fig. 3.10E e F). Destacaram-se nestas
células grande quantidade de mitocOndrias proximas a corpos de Golgi ou cloroplastos
(Fig. 3.10E). Estas organelas foram maiores do que as encontradas nas células do controle
e, também, foi possivel observar a presenga de granulos eletron-densos dispersos na matriz
mitocondrial (Fig. 3.10F). A parede celular que reveste toda a plantula mostrou-se, por
muitas vezes, mais espessa e irregular quando comparada ao controle. Esta parede
apresentou quatro camadas com diferentes eletron-densidades (Fig. 3.10G). A parede
celular interna, que reveste cada célula da plantula também mostrou organizag¢ao diferente
daquela observada nas células do controle e com fibrilas paralelas a membrana celular
(Fig. 3.10H). Nas células localizadas na superficie da plantula os cloroplastos apresentaram
desorganizacdo e menor numero de tilacdides (Fig. 3.10I). Entretanto, nas células
localizadas mais internamente os cloroplastos mantiveram a organizacdo tipica. Nas
células basais, a quantidade de graos de amido, assim como o tamanho destes, foi

visivelmente maior em relagdo ao controle (Fig. 3.10J).
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Figura 3.10: Plantulas de Gelidium floridanum expostas a PAR+UV-B ao longo de 3 dias. A)
Microscopia de luz evidenciando o estdgio de desenvolvimento. B-J) Microscopia eletronica de
transmissao. B) Sec¢do longitudinal de uma plantula com célula apical (ca) evidente. C) Células da regido
apical, com cloroplastos jovens (C). As setas indicam pequenos corpos de Golgi (seta). D) Célula da terceira
camada da regido apical com grande quantidade de graos de amido (A) perinucleares. E) Detalhe de células
com corpos de Golgi préoximos a cloroplastos (C) e mitocondrias (M). F) Grupos de mitocondrias (M) com
granulos eletron-densos (setas) na matriz. G) Detalhe da parede celular externa (PCe) formada por quatro
camadas. H) Detalhe da parede celular (PCi) que reveste as células, mostrando fibrilas paralelas. I)
Cloroplastos alterados com menor niimero e ondulagdo dos tilacoides. J) Detalhe de células basais com
grande quantidade de grios de amido (A) unidas por conexdo intercelular (CI) e com nticleo (N) homogéneo.
Observe que célula a direita apresentou cloroplastos (C) com organizagdo tipica das algas vermelhas.
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As plantulas com 6 dias de desenvolvimento mantiveram a caracteristica distingao
entre as regides apical e basal. A extremidade que contém a célula apical ¢ fusiforme e
apresenta menor pigmentacdo (Fig. 3.11A). Em sec¢do longitudinal esta regido revelou
células com organelas citoplasmaticas semelhantes ao observado nas plantulas com trés
dias de desenvolvimento. Nestas células muitos cloroplastos jovens, varios corpos de Golgi
hipertroficos e numerosas mitocondrias estavam presentes, evidenciando a grande
atividade metabolica desta regido (Fig. 3.11B, C e D). Estas células, em especial a célula
apical, apresentaram um nucleo grande com nucléolo denso, também indicador de intensa
atividade metabdlica (Fig. 3.11C). As células adjacentes, até aproximadamente a quarta e
quinta camadas abaixo da célula apical, ainda mantiveram o padrdo de organizagdao acima
descrito, onde ndo foi observada a presenca de grdos de amido (Fig. 3.11B e D). A
associacdo de corpos de Golgi e mitocondrias foi bastante frequente indicando interagdo
metabolica. Estas mitocondrias apresentaram cristas tubulares. Foi possivel observar
também a intensa producao de vesiculas de Golgi, as quais se fundiam dando origem a
vesiculas ainda maiores (Fig. 3.11E). Membranas de reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) e muitos ribossomos foram observados no citoplasma, especialmente circundando
nucleos e proximos a graos de amido (Fig. 3.11F).

As células de toda plantula sao unidas entre si por conexdes intercelulares como as
observadas na figura 3.11D. Semelhante ao observado nas plantulas com trés dias, as
células da regido intermediaria do talo apresentaram caracteristicamente cloroplastos
maiores do que os observados nas células da regido apical, apresentando maior nimero de
tilacoides. Os graos de amido em sua maioria encontraram-se localizados perinuclearmente
e em menor quantidade. Nestas células visualizaram-se menos mitocondrias € o nimero de
corpos de Golgi também foi reduzido a um ou dois por célula. As células da regido basal,
por sua vez, revelaram-se compostas por cloroplastos maduros e maiores, dispostos na
periferia celular e apresentando de 1 a 4 plastoglobulos pequenos em seu interior. Um
nimero maior de grdos de amido também foi verificado, distribuidos perinulearmente,
como, também, por todo o citoplasma (Fig. 3.11H). A formagao de cristais, provavelmente
protéicos, foi verificada. Estes foram encontrados dispersos no citoplasma de células mais

superficiais da regido basal e envolvidos por uma unidade de membrana (Fig. 3.111).
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Figura 3.11: Plantulas de Gelidium floridanum do controle (PAR) com de 6 dias. A) Microscopia de luz
de plantulas com numerosas células, regido apical fusiforme e pouco pigmentada. B-I) Microscopia
eletronica de transmissdo. B) Seccdo longitudinal da regido apical do talo com célula apical (ca) evidente.
C) Detalhe de um nucleo (N) grande, contendo nucléolo (Nu) denso, de célula apical. D) Quarta e quinta
camadas de célula da regido apical com cloroplastos (C) pequenos e jovens, muitas mitocondrias (M) e varios
corpos de Golgi (G) hipertroficos (setas). E) Detalhe de corpo de Golgi hipertrofico. Notar fusdo das
vesiculas (seta) e mitocondria (M) associada (a cabega de seta indica as cristas mitocondriais). F) Reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) (setas) proximo a grdo de amido. G) Conexao intercelular (CI). H) Células
basais, com maior produgdo de amido (A) e cloroplastos longos ¢ maduros. Notar parede celular externa
(PCe) e interna (PCi). I) Cristal de proteina (Cr) no citoplasma da célula basal.



47

As plantulas com 6 dias de desenvolvimento tratadas com RUV-B apresentaram
numero reduzido de células quando comparados com o controle (Fig. 3.12A). As células
mais superficiais geralmente foram as mais alteradas. A regido apical das plantulas
expostas aparentemente adquiriu caracteristicas de células mais maduras, com maior
numero de cloroplastos contendo maior nimero de tilacdides, presenga e grande nimero de
graos de amido e com menor quantidade de corpos de Golgi, tipicas de regides basais (Fig.
3.12B). Entretanto estes corpos de Golgi também foram encontrados liberando vesiculas
hipertréficas e associado a mitocondrias e cloroplastos, como no controle (Fig. 3.12C). A
parede celular externa mostrou-se espessada principalmente em sua por¢ao eletron-densa.
Uma terceira regido, externa a por¢do eletron-densa foi observada. Esta seria
provavelmente uma camada de mucilagem, por vezes irregular (Fig. 3.12D). Os
cloroplastos de algumas células ndo sofreram qualquer alteracdo nos tilacoides. Apenas as
dimensdes dos plastoglobulos foram aparentemente maiores (Fig. 3.12D). Da mesma
forma, a parede celular entre as células se apresentou mais fibrilar (Fig. 3.12E). As cristas
mitocondriais aparentemente ndo apresentaram danos, porém novamente verificou-se a
formag¢do de granulos densos pequenos e grandes dentro das mitocondrias, como
encontrado para as plantulas de trés dias irradiadas (Fig. 3.12E e F). Em algumas células os
cloroplastos apresentaram uma série de alteragdes. Alguns perderam grande parte de sua
estruturacao padrao. Em geral, se manteve a estrutura da dupla membrana externa, porém
os tilacoides apresentaram-se desorganizadamente ou mesmo destruidos de tal forma que
foi dificil identifica-los. Ao mesmo tempo, aumentou visivelmente o numero de
plastoglobulos (Fig. 3.12G). Ainda, foi observada a formagdo de algumas vesiculas entre
os tilacoides (Fig. 3.12H). A sintese de graos de amido aumentou notadamente em todas as

c¢lulas observadas (Fig. 3.121).
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Figura 3.12: Plantulas de Gelidium floridanum expostas a PAR+UV-B ao longo de 6 dias. A)
Microscopia de luz evidenciando o estagio de desenvolvimento. B-I) Microscopia eletronica de
transmissao. B) Seccdo longitudinal de uma regido apical do talo. C) Corpo de Golgi (G) liberando vesiculas
hipertroficas. D) Detalhe da parede celular externa (PCe) espessada. E) Parede celular interna (PCi) fibrilar e
mitocondrias (M) contendo granulos densos (setas). F) Detalhe do acimulo de material eletron-denso no
interior das mitocondrias (setas). G) Cloroplasto (C) visivelmente alterado. As setas indicam plastogldbulos e
as cabecas de seta a dupla membrana do cloroplasto. H) Formagdo de vesicula (seta) no interior dos
cloroplastos. I) Células basais, com grande producdo de amido (A) localizados ao redor do nucleo (N) e
distribuidos no citoplasma e, cloroplastos longos com leve alteracdo dos tilacoides (seta).
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Com 9 dias as plantulas da condicao controle aumentaram essencialmente em
comprimento (Fig. 3.13A) e revelaram a regido apical ainda sem produ¢ao de amido, com
cloroplastos jovens, muitos corpos de Golgi e nucléolo denso. A parede celular externa
nesta regido apresentou-se um pouco mais espessa (Fig. 3.13B). As células da regido apical
revelaram plastoglobulos concentrados nas extremidades dos cloroplastos. Estes ultimos
apresentaram diminuta quantidade de tilacddies (Fig. 3.13C). Neste estagio, as plantulas
em geral apresentaram células com menos graos de amidos e cloroplastos com poucos
plastoglobulos. As células mais internas ainda registram a ocorréncia de corpos de Golgi
(Fig. 3.13D). Nestas c¢lulas foi possivel visualizar as conexdes intercelulares, com capa
evidente (Fig. 3.13E). Mitocdndrias, corpos de Golgi e cloroplastos novamente apareceram
em associagdo (Fig. 3.13F). Células da regido intermediaria do talo apresentaram
cloroplastos pouco mais maduros, niicleo com nucléolo denso muitas vezes evidente e
reduzida quantidade de graos de amido perinuclearmente distribuidos. A parede celular
interna manteve o padrao fibrilar (Fig. 3.13G). As células de rizoide caracteristicamente
apresentaram espessa parede celular externa e pouco contetido citoplasmatico, contendo
algumas mitocondrias e vacuiolos. Entre o conteudo citoplasmatico e a parede celular

visualizou-se espessa camada composta por vactolos grandes e reticulares (Fig. 3.13H e I).
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Figura 3.13: Plantulas de Gelidium floridanum do controle (PAR) com 9 dias. A) Microscopia de luz
evidenciando o estagio de desenvolvimento e célula apical proeminente. B-I) Microscopia eletronica de
transmissdo. B) Sec¢do longitudinal da regido apical. Notar auséncia de grdos de amido (A). C) Célula da
regido apical. As setas indicam o agrupamento de plastoglobulos nas extremidades dos cloroplastos (C). D)
Células da regido mediana da plantula com muitos cloroplastos (C), corpos de Golgi (G), grdos de amido
perinucleares e conexdo intercelular. E) Detalhe da conex@o intercelular (CI) com capa (seta) evidente. F)
Cloroplastos, mitocondrias (M) e corpos de Golgi associados. Parede celular interna (PCi) caracteristica. G)
Células com numerosos cloroplastos, ntcleo (N) e nucléolo (Nu) evidente e poucos grios de amido. H)
Detalhe do contetido citoplasmatico de células do rizoéide. I) Célula rizoidal com parede celular externa (PCe)
espessa e camada de vactolos reticulares.
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As plantulas de 9 dias irradiadas apresentaram-se menores € com visiveis alteragdes
morfologicas (Fig. 3.14A). A visualizacao da plantula, em seccao longitudinal registrou
ainda grande quantidade de graos de amido por célula (Fig. 3.14B). Nas células da regido
apical os cloroplastos mostraram-se mais longos (Fig. 3.14C). Aparentemente as células
mais internas apresentaram menor grau de danos estruturais, mas mesmo nestas,
comparadas ao controle, foi possivel verificar que os muitos cloroplastos possuiam poucos
tilacoides e, alguns cloroplastos acumularam grande quantidade de lipidio, percebidos pela
grande quantidade de plastoglébulos. Ao mesmo tempo foi possivel verificar que as células
vizinhas, no entanto, apresentavam-se bastante alteradas, sendo dificil a definicdo do
conteudo citoplasmatico destas (Fig. 3.14D). Outra caracteristica em relagdo aos
cloroplastos foi a destrui¢do dos tilacoides, repetindo o acimulo de plastoglobulos em seu
interior ¢ a manuten¢do do envelope apenas (Fig. 3.14E). A presenga de corpos mais
densos proximos as diferentes organelas, distribuidos aleatoriamente pelo conteudo
citoplasmatico foi registrada ao longo de todo o experimento, tanto para controle quanto
para tratado, porém, verificou-se uma maior ocorréncia destes no material irradiado. Um
detalhamento destes corpos indica serem um agrupamento de membranas e, por isso, aqui
denominados como corpos membranosos (Fig. 3.14F). Por vezes, também, estes corpos se
apresentaram mais densos e de dificil defini¢ao (Fig. 3.14C, D, G e H). A parede celular
externa apresentou maior fibrilagdo, assim como expansdes da regido eletron-densa. Nestas
células periféricas foi possivel verificar a formagao de vacuolos e os corpos de Golgi foram
visualizados em menor frequéncia (Fig. 3.14G). Algumas células basais observadas, apesar
da dificil defini¢do de cloroplastos, registraram maior nimero de plastoglobulos (Fig.
3.14H). As células rizoidais visualizadas mostraram-se bastantes caracteristicas, possuindo

reduzido contetido citoplamatico e espessa parede celular (Fig. 3.141).
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Figura 3.14: Plantulas de Gelidium floridanum expostas a PAR+UV-B ao longo de 9 dias. A)
Microscopia de luz evidenciando o estigio de desenvolvimento e as alteracdes morfologicas. B-I)
Microscopia eletronica de transmissao. B) Seccdo longitudinal de uma plantula, onde r indica as células
rizoidais que caracterizam a regido basal. C) Célula da regido apical com cloroplastos (C) longos. D) Célula
mediana do talo com cloroplastos apresentando actimulo de plastoglobulos (cabega de seta). As setas
evidenciam células vizinhas que apresentam maiores alteragcdes. E) Cloroplasto bastante alterado, somente
com tilacdide periférico e envelope (cabegas de setas) e grande acimulo de plastoglobulos (P). F) Detalhe de
corpos membranosos (CM). G) Célula periférica basal com parede celular externa (PCe) bastante fibrilar e
com regido eletron-densa expandida. Notar pequenos vacuolos (V), vesiculas de Golgi (cabeca de seta),
cloroplastos periféricos e graos de amido (A). H) Células basais com cloroplastos ricos em plastoglobulos. I)
Células rizoidais com parede espessa. M: mitocondria; N: nucleo; PCi: parede celular interna.
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Com 12 dias as plantulas do grupo controle exibiram talo longo e fusiforme
destacando na extremidade a célula apical (Fig. 3.15A). As células supeficiais da regido
mediana do talo apresentaram formag¢do de vacuolos, tipica para o estagio de
desenvolvimento. Estes vacliolos possuiam conteido homogéneo, verificando-se a
formagao de um a varios por célula e de tamanhos variados (Fig. 3.15B ¢ C). A parede
celular externa que reveste toda a plantula apresentou a regido externa eletron-densa
levemente frouxa seguida por uma regido mais compacta e uma regido elétron-transparente
em contato com a membrana plasmatica (Fig. 3.15B). Nestas células foram observados
alguns cloroplastos menores com até 5 tilacoides (Fig. 3.15D), porém muitos cloroplastos
aparentemente mais maduros, por sua vez, apresentaram-se longos e com maior nimero de
tilacoides com até 7 por cloroplasto (Fig. 3.15D e E). Em geral, a produgdo de
plastoglogulos foi menor do que o observado no estigio de 9 dias. As conexdes
intercelulares mantiveram as mesmas caracteristicas daquelas observadas nos estagios
anteriores. Foram visualizados cloroplastos, graos de amido e mitocondrias em
proximidade sugerindo interagdo metabdlica (Fig. 3.15E e F). As células mais centrais
revelaram amidos perinucleares, em quantidades menores do que as observadas nos
estagios anteriores e os cloroplastos distribuidos perifericamente. A parede celular entre as

células também se apresentou fibrilar e megulhada em uma matriz amorfa (Fig. 3.15G).
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Figura 3.15: Plantulas de Gelidium floridanum do controle (PAR) com 12 dias. A) Microscopia de luz
evidenciando o estagio de desenvolvimento. B-G) Microscopia eletronica de transmissao. B) Células
periféricas com formag@o de vactiolos (V). Parede celular externa (PCe) com camadas bem distintas. N:
nucleo; Nu: nucléolo. C) Detalhe dos vactiolos. D) Cloroplastos menores (C). E) Detalhe de uma conexao
intercelular (CI). Célula com cloroplastos mais maduros ¢ mitocondrias (M). F) Cloroplastos em intima
associacdo com graos de amido e o corpo de Golgi (G). G) Células com parede celular fibrilar (PCi), graos de
amido (A) perinucleares e cloroplastos periféricos.
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Com 12 dias de exposicao a radiacdo, as principais alteragdes dizem respeito a
formacdo de expansoes laterais (“abas”), oriundas da abertura da regido eletron-densa da
parede celular externa (Fig. 3.16A, B, C e D), o espessamento da parede celular interna e
externa (Fig. 3.16E e F) e as alteragdes ja citadas para o cloroplasto, relacionadas a
desorganizagdo, ondulagdo, espagamento ¢, mesmo, degradagdo dos tilacoides, assim como
a presenca de plastoglobulos maiores. A observacao das expansdes formadas lateralmente
a regido apical mostrou ser esta uma expansdo da regido eletron-densa da parede celular
externa, a qual aparentou ser frouxa e reticulada (Fig. 3.16B). Foi possivel visualizar em
detalhe o inicio desta expansao evidenciando que esta ocorre apenas a partir da regido
eletron-densa. A regido eletron-transparente ¢ mantida intacta (Fig. 3.16C). Esta expansao
foi verificada também de outras formas, ou seja, ndo se apresentando reticulada (Fig.
3.16D). A vista geral de uma plantula seccionada longitudinalmente permitiu observar a
ocorréncia do aumento na espessura da parede celular ao longo das células adjacentes (Fig.
3.16E). Células mais internas da regido basal também apresentaram espessamento da
parede celular entre as células (Fig. 3.16F). Nestas cé¢lulas foi registrado o agrupamento de
varios vacuolos pequenos no interior da célula e, assim como em 9 dias, houve a presenca
de vacuolos maiores (Fig. 3.16F). Em detalhe, estas células, mesmo internamente
localizadas, mostraram alteragdes nos cloroplastos relacionadas a desestruturacao dos
tilacoides e aumento no tamanho dos plastoglobulos (Fig. 3.16G). Cloroplastos ndo muito
alterados, porém contendo grande quantidade de ribossomos também foram observados
entre os tilacoides. Nestas células, a presenca de um conteudo citoplasmatico mais
granular, apresentando reticulo endoplasméatico rugoso proximo aos cloroplastos, foi
verificado. A parede celular interna mostrou-se mais densamente fibrilar em sua regiao
mais central e, por vezes, ondulada (Fig. 3.16H). As conexdes intercelulares ndo exibiram

alteracdes visiveis (Fig. 3.161).
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Figura 3.16: Plantulas de Gelidium floridanum expostas a PAR+UV-B ao longo de 12 dias. A)
Microscopia de luz evidenciando o estagio de desenvolvimento e a formagdo das “abas” laterais da parede
celular externa (PCe) (seta). B-I) Microscopia eletronica de transmissao. B) Regido de formagdo da “aba”
a partir da abertura da PCe. C) Detalhe do inicio da abertura da PCe. D) Regido de expansdo da parede ndo
reticular. E) Notar espessamento da parede celular ao longo da periferia do talo, assim como de células
internas (as setas apontam regides de espessamento). F) Céula interna do talo com parede celular (PCi)
bastante espessa e cloroplastos (C) bem alterados. Notar citoplasma reticular (agregacdo de vactiolos (V)
menores). G) Detalhe de F, evidenciando as alteragdes dos tilacdides e a formagdo de plastoglébulos maiores
(seta). A: amidos. H) Detalhe de cloroplasto contendo ribossomos (pontuagdes eletron-densas) e citoplasma
granular com reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (pontas de setas) e poliribossomos. I) Conexao
intercelular (CI).
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Com 15 dias, as plantulas controle apresentam-se morfologicamente semelhantes as
plantulas de 12 dias (Fig. 3.17A) e mostram uma parede celular externa em geral mais
espessa de maneira uniforme ao longo do talo, provavelmente devido a fase de
desenvolvimento (Fig. 3.17B). Foi registrada, ainda, pouca quantidade de graos de amido,
acompanhada por um maior nimero de cloroplastos. Em geral, verificaram-se varios
corpos de Golgi nas diferentes células. Neste estagio, no entanto, as vesiculas liberadas
continham material fibrilar semelhante ao encontrado nos vactolos. Aparentemente foi
possivel acompanhar a liberacdo e fusdo destas vesiculas, dando forma a regides de
agregacao de vacuolos com aspecto reticular (Fig. 3.17C, D e E). Os cloroplastos tanto
jovens quanto maduros apresentaram tilacoides integros, bem preservados, com distancias
semelhantes entre si (Fig. 3.17E, F e G). Vacuolos maiores com conteido homogéneo

também estavam presentes (Fig. 3.17G).
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Figura 3.17: Plantulas de Gelidium floridanum do controle (PAR) com 15 dias. A) Microscopia de luz
evidenciando o estagio de desenvolvimento e a célula de crescimento apical (ca) evidente. B-G)
Microscopia eletrénica de transmissdo. B) Célula periférica mostrando parede celular externa (PCe)
espessa. C) Corpos de Golgi (G) liberando vesiculas (ve) com material fibrilar. D) Varias vesiculas de Golgi.
A seta indica o provavel sentido seguido pelas vesiculas para fusdo e formagdo de vacuolos (V) reticulares.
E) Célula interna mostrando vista geral de vacuolos reticulares. Notar pequena quantidade de graos de amido
(A) dispostos ao redor do nucleo (N). PCi: parede celular interna. F) Cloroplasto (C) jovem com
plastoglobulos (seta). G) Cloroplasto maduro e vactiolos com contetido homogéneo.



59

As plantulas irradiadas por 15 dias apresentaram despigmentagdo na regido de
encurvamento do talo assim como a formacao de expansdes da parede celular (“abas™)
(Fig. 3.18A). Em seccdo longitudinal do talo foi possivel observar uma regido de leve
curvatura na por¢do mediana da plantula (Fig 3.18B). Esta curvatura caracterizou uma
regido concava que apresentou células com aspecto irregular, de esféricas a alongadas.
Entre estas células foi possivel observar uma camada de parede celular eletron-densa de
natureza fibrilar (Fig. 3.18 B e D). A camada oposta, na regido convexa, revelou-se
formada por células com aspecto de taca, com aparente retragdo na parte apical. Estas
células concentraram os cloroplasto parietais na regido baso-lateral e os graos de amido
estavam distribuidos no centro, em torno do nucleo (Fig. 3.18 B ¢ E). Toda a superficie da
plantula apresentou-se revestida por uma parede espessa formada por uma regido exterma
eletron-densa a qual reveste a segunda camada eletron-transparente (Fig. 3.18 D e F). Esta
parede celular organizada em diferentes camadas (Fig. 3.18F), foi encontrada
desestruturada e com aspecto reticular entre a regido eletron-transparente e a regido
eletron-densa em outras regides do talo (Fig. 3.18G). A regido medular da plantula, em
seccdo longitudinal, ¢ formada por células caracteristicamente mais alongadas que
aparentemente nao mostraram alteragdes estruturais (Fig. 3.18B). Foi possivel visualizar a
conexao intercelular de células da medula, também sem alteracdes evidentes (Fig. 3.18C).

Em seccao longitudinal, grupos de células da regido medular, de algumas plantulas
analisadas, apresentaram grande vactiolo com contetido predominantemente fibrilar. Estas
células foram observadas em diferentes graus de preenchimento por estes vacuolos (Fig.
3.19A). Este preenchimento ocorreu de diversas maneiras. Por vezes, este material
encontrou-se entre meio o conteudo citoplasmatico e, por vezes, na periferia celular entre a
membrana plasmatica e a parede celular (Fig. 3.19B e C). Em detalhe esta regido mostrou
que a regido central da parede celular interna permanece homogénea enquanto o material
depositado em ambos os lados desta ¢ de aspecto reticular (Fig. 3.19D). Os cloroplastos
apresentaram danos nos tilacoides, com visivel desestruturagdo destes, assim como a
formacgao de vesiculas entre os cloroplastos (Fig. 3.19E). Foi possivel observar células de
rizoide, constituidas por reduzido material citoplasmatico e espessas regides eletron-

transparente e eletron-densa da parece celular (Fig. 3.19F).



60

Figura 3.18: Plantulas de Gelidium floridanum expostas a PAR+UV-B ao longo de 15 dias. A)
Microscopia de luz evidenciando a perda de pigmentagdo (setas) e a formacdo de “abas” (cabecas de setas).
B-G) Microscopia eletronica de transmissio. B) Seccao longitudinal do talo mostrando as regides corticais
superior e inferior com espessamento de parede. A seta indica a localizagdo da conex@o intercelular (CI)
medular. C) Conexdo intercelular de célula da medula. D) Alteragdes de parede das células corticais
superiores. A seta aponta a regido central da parede celular interna (PCi). E) Espessamento de parede das
células corticais inferiores. As cabecas de seta indicam corpos de Golgi (G) Notar aspecto de taca na
morfologia celular. F) Parede celular externa (PCe) organizada. G) PCe desestruturada. A: amido; C:
cloroplasto; N: ntcleo; V: vacuolo.
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Figura 3.19: Plantulas de Gelidium floridanum expostas a PAR+UV-B ao longo de 15 dias. A) Sec¢édo
longitudinal do talo mostrando diversidade de conteudo celular. As setas mostram células preenchidas por
material reticular. B) Células periféricas com material reticular (setas) no centro do contetido citoplasmatico
e na periferia celular entre a membrana plasmatica (MP) e a parede celular externa (PCe). Notar vesicula (*)
liberando contetido na periferia celular. C) Material reticular na periferia celular. A: amido. D) Detalhe da
regido central da parede celular interna (PCi) e material reticular em ambos os lados. E) Cloroplastos (C)
danificados. Notar vesiculas (cabegas de setas). F) Célula de rizdide com espessa parede em ambas as regides
eletron-transparente e eletron-densa.
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3.3. Efeitos da radiacio ultravioleta-B sobre o crescimento

em comprimento do talo

Quando recém liberados, os tetrasporos de Gelidium floridanum sdo esféricos,
densamente pigmentados e possuem didmetro médio de 22um (entre 18,7 e 24,7 um). Esta
medida ¢ igual para a condig¢@o de controle e para a condigdo de exposi¢do a radiacdo UV-
B, uma vez que os tetrasporos de ambos os tratamentos sao oriundos da mesma aquisicao
via espalhamento, assim como porque os esporos somente foram irradiados apds a
liberagao.

Para comparar as condi¢des controle e tratado nos diferentes tempos de exposicao,
foi utilizado o teste “t”, o qual possibilitou verificar com clareza que apenas para 3 dias de
cultivo ndo existiram diferencas significativas (p = 0.085) de tamanho entre os tratamentos
(39,28 um para o controle e 35,63um para as plantulas expostas) (tabela 3.1).

Apds 6 dias de cultivo, as plantulas controle apresentaram aproximadamente 2
vezes o tamanho das plantulas expostas (126 um e 68,26 um, respectivamente). Seguindo
esta tendéncia, as plantulas de 9 dias de -cultivo do controle apresentaram
aproximadamente o triplo (2,65x) de tamanho quando comparadas as plantulas expostas.

Com 12 dias as plantulas controle tiveram um tamanho 5,32 vezes maior do que as
plantulas expostas e, ao final do experimento, com 15 dias de cultivo, de aproximadamente

6 vezes (5,83) maior.

Tabela 3.1. Comparagdo entre as plantulas em desenvolvimento dos tratamentos 1) PAR (controle) e 2)
PAR+UV-B (tratado), avaliadas através de medidas de comprimento do eixo maior (x+ep = média + erro
padrdo), ao longo de 15 dias. O teste de significancia t de Student (p<<0,001) foi utilizado para comparar os
tratamentos (n=30). O asterisco (*) indica a existéncia de diferenga estatistica significativa.

Dias PAR (um) PAR+UV-B (um) t p
Comprimento Min. Max. Comp. Min. Max.
(pm - x+ep) (nm - x+ep)

3 39,28 + 1,36 22,92 51,21 35,63 + 1,66 10,7 54,72 1,786313 0,085

6 126,00+3,88 7551 162,79 6826+4,91 3492 139,12 9,634430 <0,001*
9 301,44 %939 1824 399,00 113,60 +540 60,13 184,67 1577130 <0,001*
12 85589+24,14 616,14 1103,82 160,71+1234 56,18 375,78 30,63812 <0,001*
15 1399,99£43,98 832,13 1829,77 240,00+14,00 1245 432,05 2565349 <0,001*
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A tendéncia observada para as plantulas expostas a radiagao ultravioleta-B mostrou
que estas mantém o crescimento ao longo do tempo, muito embora este seja visivelmente
reduzido em relagdo ao controle. O grafico da figura 3.20 permite verificar as diferencas de

crescimento do eixo maior do talo entre os tratramentos em cada amostragem.
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Figura 3.20. Desenvolvimento das plantulas de G. floridanum sob condi¢des de controle (PAR) e exposicao
a radiagdo UV-B (PAR+UV-B), ao longo de 15 dias. Média do comprimento do eixo maiortintervalo de
confianca (n=30). Os asteriscos (*) sobre as colunas indicam as diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos para o respectivo tempo de exposigao.

A anélise de variancia (anova) confirmou a existéncia de diferencas de tamanho
para o controle (PAR) entre os dias de cultivo, exceto entre o terceiro e o sexto dia
(Tukey=0,057). No caso do grupo exposto (PAR+UV-B) houve diferencas em relagao ao

tamanho das plantulas entre todos os dias de tratamento (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Analise unifatorial de variancia dos dados de crescimento do eixo maior das plantulas de G.
floridanum, ao longo de 15 dias de crescimento (3, 6, 9, 12 e 15 dias), para o controle (PAR) e para o tratado
(PAR+UV-B) (* diferencas significativas).

Dias gl F p
Controle 4,145 628.4965 <0,001*
UV-B 4, 145 80.1798 <0,001*
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3.4. Efeitos da radiacio ultravioleta-B sobre a razao

comprimento/largura (C/L) do talo

A razdo comprimento/largura do talo mostrou diferencas significativas entre os
tratamentos ao longo do tempo. A andlise de variancia (anova) em fun¢do do dia foi
significativamente diferente (F=305,3), ou seja, a relagdo C/L aumentou com o tempo para
ambos, controle e exposto.

Em relagdo ao tratamento, também foram observadas diferencas significativas
(F=641,8), o que significa que o grupo controle (PAR) foi significativamente maior em
relacdo a razdo C/L do que o grupo tratado com PAR+UV-B. Nota-se que as linhas do
grafico da figura 3.21 tém taxas de variagdo da razao C/L bastante distintas.

Quando realizada a analise entre os dois fatores (dia e tratamento) esta também
revelou ser significativa, evidenciando que com o tempo a dose de radiagdo UV-B
interferiu acentuadamente, produzindo diferengas maiores sobre a razdo comprimento-
largura em comparagdo ao grupo controle (Figura 3.21). Desta forma, uma plantula de 15

dias ¢ essencialmente mais afetada pelo tratamento do que uma plantulas de 3 ou 6 dias.

Tabela 3.3. Resultado da analise de varidncia de dois fatores (Fator 1: Dia; Fator 2: Tratamento) em relagdo a
razdo C/L ao longo de 15 dias.

gl gl F p
Dia 4 290 3053 <0,001*
Tratamento 1 290 641,8 <0,001*

Dia*Tratamento 4 290 141,6 <0,001*
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Figura 3.21. Razdo C/L das plantulas de Gelidium floridanum expostas a PAR e PAR+UV-B, ao longo de
15 dias (médiatdp; n=30).
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3.5. Efeitos da radiacao ultravioleta-B sobre o processo

germinativo

Com a realiza¢do dos experimentos, as plantulas apresentando talo ereto puderam
também ser caracterizadas especificamente com relagdo ao comprimento médio a cada
amostragem (6, 9, 12 e 15 dias) e, desta forma, o estagio GL foi subdividido. Assim, com 6
dias as plantulas controle apresentaram comprimento médio de 126um (GL-1); com 9 dias,
cerca de 300um (GL-2); com 12 dias igual a 850um (GL-3) e, com 15 dias, de 1400pum
(GL-4).

E importante ressaltar que estes foram os aspectos encontrados em cada
amostragem considerando o desenvolvimento padrdo. No entanto, a acdo da radiagao UV-
B interferiu potencialmente sobre o desenvolvimento das amostras irradiadas, revelando
através de alteragdoes morfologicas e principalmente da redug¢ao do crescimento, o atraso do
processo germinativo caracteristico desta espécie.

As andlises mostraram que, em geral, as plantulas controle observadas
apresentaram-se, em sua maioria, no mesmo estagio de desenvolvimento em cada
amostragem e, portanto, apresentam homogeneidade de desenvolvimento. Em
contrapartida, nas amostras irradiadas, as plantulas foram encontradas em varias fases de
desenvolvimento, em cada amostragem, evidenciando heterogeneidade no
desenvolvimento. Esta heterogeneidade evidencia o atraso do processo germinativo (Fig.
3.22A ¢ B).

Com 3 dias de experimento tratado e controle apresentaram diferentes fases, ou
seja, existiram tetrdsporos e plantulas nos estagios M, MG, GT, GP e GM. No entando, foi
nitido que as plantulas controle encontraram-se majoritariamente no estagio GM. As
plantulas irradiadas, por sua vez, foram visualizadas, em sua maioria, distribuidas entre os
estagios anteriores, principalmente GT e GP.

No sexto dia, as plantulas controle encontravam-se em GL-1. Em contrapartida, as
plantulas irradiadas com UV-B, apesar de ter um talo ereto fusiforme, este era um pouco
mais afilado na extremidade da célula apical e mediam cerca de 68um, caracterizados
aquém do estagio Gl-1 (126pm). Ao mesmo tempo, as formas anteriormente visualizadas

em 3 dias, ainda foram observadas.
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Com 9 dias as plantulas controle encontravam-se principalmente em estagio GL-2.
Em contraste, as plantulas irradiadas mediram cerca de 114pum (podendo ser caracterizadas
como GL-1) e, ainda apresentavam o estagio GM. Estas plantulas apresentaram alteragdes
morfologicas acentuadas diferindo visivelmente das amostras controle. Com 12 dias, as
plantulas controle foram encontradas no estagio GL-3. Por outro lado, as plantulas
irradiadas atingiram em média 160um (ainda GL-1) e, também, permanecem na fase GM.
Finalmente, com 15 dias, ao passo que as amostras controle apresentavam-se como estagio
GL-4, as amostras irradiadas apresentavam apenas 240um, podendo ser caracterizadas

proximo de GL-2.
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Figura 3.22. Frequéncia de tipos morfoldgicos encontrados ao longo do tempo, em ambos os tratamentos: A)
controle (PAR) e B) exposto (PAR+UV-B).
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3.6. Efeitos da radiacao ultravioleta-B sobre a taxa de

crescimento ao longo do tempo

A andlise da taxa de crescimento, calculada a partir do comprimento do eixo maior
das plantulas de Gelidium, ao longo do periodo total de experimento, revelou diferencas
entre as plantulas controle e irradiadas. A radiagdo UV-B provocou severa redugdo do
crescimento das plantulas tratadas. Uma analise detalhada para cada uma das datas de
coleta de dados (3, 6, 9, 12 e 15) mostrou que houve variacdes didrias. As plantulas
controle apresentaram maior crescimento para todas as datas quando comparada as
plantulas irradiadas com UV-B e, igual a 27% ao dia considerando todo o periodo
experimental. Por outro lado, o grupo exposto cresceu apenas 16%.d". De acordo com o
grafico da taxa de crescimento (Figura 3.23) foi possivel verificar um nitido crescimento
de 3 para 6 dias, especialmente para o grupo controle, mas ambos cresceram. No entando,
de 6 para 9 dias, as plantulas tratadas apresentaram redugdo (21 para 17%). O crescimento
foi retomado no grupo controle de 9 para 12 dias. Porém, 12 dias representou a fase de
menor crescimento para o grupo exposto. De 12 a 15 dias o controle reduziu novamente o

crescimento e o grupo exposto apresentou leve retomada deste.
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Figura 3.23. Taxa de crescimento apresentada por plantulas de Gelidium floridanum de ambos os
tratamentos (PAR e PAR+UV-B), ao longo de 15 dias (n=30, x+erro padrio).
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4. Discussao

Os resultados apresentados nesta dissertagdo mostraram que os tetrasporos de
Gelidium floridanum sofreram significativas alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais e
tiveram seu crescimento potencialmente reduzido quando expostos a radiagdo UV-B. Estas
alteragdes provavelmente estdo relacionadas a maior sensibilidade dos estagios iniciais de
desenvolvimento comparado aos respectivos talos adultos. Cada estigio de
desenvolvimento (esporo, plantula, talo jovem, talo adulto) responde diferentemente aos
diversos tipos de estresses ambientais e a tolerancia a estes aumenta com a idade, conforme
o individuo torna-se mais diferenciado e desenvolve melhores mecanismos de defesa
(Dring et al., 1996; Franklin e Forsten, 1997; Coelho et al., 2000). Roleda et al. (2009a)
demonstraram que mesmo propagulos de espécies insensiveis a radiagdo UV como
Urospora penicilliformis apresentam leve sensibilidade quando comparados aos
respectivos estagios adultos. Segundo Altamirano et al. (2003b) o conhecimento sobre a
sensibilidade dos estdgios iniciais de desenvolvimento € crucial, pois os estdgios
microscopicos podem produzir um efeito gargalo no processo de adaptacdo das
comunidades de macroalgas em um cendrio de crescente incidéncia de radiacdo UV-B,
uma vez que o recrutamento das espécies depende da sobrevivéncia destes.

As principais estratégias adaptativas relacionadas com a qualidade e a intensidade
luminosas j& descritas para as algas vermelhas foram também verificadas para os
tetrasporos de G. floridanum. Segundo Talarico e Maranzana (2000), estas estratégias, nas
rodofitas, envolvem 1) alteracdes na anatomia do talo, considerando o individuo; 2)
mudangas na parede celular e 3) diferencas na morfologia dos cloroplastos e na
organizagdo dos tilacoides, considerando a célula e tidas como adaptagdes a longo prazo; e,
4) alteragoes de pigmentacdo e na composi¢do e funcionalidade das membranas
fotossintéticas em nivel molecular (aclimatagdes a curto prazo).

A microscopia de luz tem sido uma ferramenta amplamente utilizada no estudo das
fases iniciais do desenvolvimento e do processo germinativo das macroalgas frente a
crescente exposi¢do a radiagdo ultravioleta (Schoenwaelder et al., 2003; Martinez, 2004;
Wiencke et al., 2004; Roleda et al., 2006; Jiang et al., 2007). Observagdes da morfologia

externa permitiram visualizar e identificar as respostas morfoldgicas dos individuos de G.
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floridanum irradiados com RUV-B, tais como tor¢des do talo, perda da pigmentagao,
reducdo e direcdo irregular do crescimento, estrangulamento da regido apical, formagao de
“abas” (expansdes da parede celular externa), encurvamento do talo e a formagdo de varias
células apicais.

Todas estas alteragdes evidenciaram como uma das principais respostas das
plantulas sendo o atraso do processo germinativo. Ao longo dos quinze dias de
experimento, as plantulas de G. floridanum irradiadas germinaram lentamente. Este atraso
foi visualizado em cada amostragem através da heterogeneidade de tipos morfoldgicos
registrados. Em contrapartida, os tetrasporos da condi¢do controle, mostraram gradual
sequéncia das etapas do processo germinativo, revelando sincronia de fases. De maneira
semelhante, Roleda et al. (2006) também mostraram atraso e/ou inibi¢do da germinagdo
para zoosporos de Saccorhiza dermatodea expostos a PAB (PAR+UVA+UVB), Mansilla
et al. (20006) para tetrasporos germinando de Gigartina skottsbergii ¢ Sarcothalia crispata
expostos a PAR+UV-B (PB), Jiang et al. (2007) para conchdsporos de Porphyra
haitanensis expostos a PAB e Martinez (2004) para carposporos e tetrasporofitos jovens de
Iridaea cordata expostos a PB.

A maioria dos tetrasporos de G. floridanum expostos a radiacdo foi capaz de formar
o tubo germinativo. Esta capacidade, no entanto, ndo foi observada para zodsporos de
Fucus serratus e F. distichus, os quais ndo foram capazes de polarizar e formar o tubo
germinativo e, por isso, permaneceram esféricos quando expostos a 1.2 W.m™. Tal
resposta ja foi citada também para embrides de ascidias, peixes e anfibios sugerindo danos
para o citoesqueleto (Schoenwaelder et al., 2003).

Os tetrasporos germinados de G. floridanum expostos a RUV-B por 15 dias
formaram vérias células apicais, diferindo do padrio normal de desenvolvimento
observado para os estagios iniciais de germinagdo desta espécie. Aparentemente, a
formacdo de varias células apicais em estagio precoce ¢ uma novidade no estudo com a
RUV-B. Possivelmente, a formacdo de varias destas células teria o objetivo de formar
novos ramos levando precocemente a diferenciacdo de um talo adulto. A formagdo de
células apicais a partir de células corticais ¢ um processo estabelecido com o intuito de
ramificacdo do talo (Waaland, 1990). Entretanto, a formacao de ramos em G. floridanum
sO6 deveria ocorrer em estagios mais avangados de desenvolvimento. Em adi¢do, varios
trabalhos como o de Ziska et al., 2006, realizados com plantas superiores, mostraram que

sob estresse da radiagdo UV-B, verificou-se a diminui¢do ou perda da dominancia apical,
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no processo de crescimento e diferenciacdo de Manihot esculentum, principalmente como
consequéncia da destrui¢do da auxina.

Segundo Rodrigo e Robaina (1997), as alteracdes fisiologicas guiam as variagdes
morfologicas do esporo para o talo adulto. A morfologia final de um organismo depende
da coordenagdo dos padrdes de divisdo e diferenciacdo celular. Cada um desses processos
pode ser influenciado por fatores ambientais e/ou genéticos. Com relagdo ao crescimento,
na maioria das Florideophyceae a divisao celular, visando o aumento do numero de células
em um filamento, ocorre através da célula apical. Como consequéncia, estabelece-se um
gradiente apice-basal na idade das células ao longo do talo. Células subapicais e corticais
podem dividir, no entanto, para produzir ramos laterais e rizoides adventicios (Waaland,
1990).

Os principais danos sugeridos seriam prejuizos a regido apical, com consequéncias
para o crescimento em comprimento, assim como para o direcionamento deste
crescimento. De igual forma, sugerem-se danos para o metabolismo como um todo, com
provaveis desvios de rotas metabdlicas, devido provavelmente a prejuizos para moléculas
alvo como proteinas e acidos nucléicos (DNA e RNA), que em conjunto regulam o
crescimento. Estes danos justificariam também as diferengas encontradas para a razao
comprimento/largura e para a taxa de crescimento entre as amostras controle e irradiadas
de G. floridanum. Buma et al. (1996) relacionaram menor germinagao e reducgao da taxa de
crescimento a um atraso da mitose até que o DNA seja reparado.

O crescimento das plantulas de G. floridanum foi negativamente afetado pela
radiacdo UV-B. Tal redugao foi suportada pelo atraso do processo germinativo. O aumento
na taxa de crescimento das plantulas tratadas, de 3 para 6 dias, no entanto, destoa dos
trabalhos em geral, a exemplo de Navarro et al. (2008), para embrides de Gigartina. Em
sua maioria, os primeiros dias de exposicdo causam drastica reducdo da taxa de
crescimento e significaria um periodo de aclimatacdo da espécie. No entanto, as plantulas
de Gelidium esbocaram uma primeira tentativa de retomar o crescimento, o que, para
Gigartina, ocorreu apenas com 9 dias. A partir do sexto dia, no entanto, as plantulas de
Gelidium irradiadas tiveram seu crescimento visivelmente reduzido até o décimo segundo
dia. Assim como para embrides de Macrocystis (Navarro et al., 2008), este declinio
revelou-se acrescido de varias alteracdes morfologicas. Com 15 dias a diminui¢do na taxa
de crescimento do grupo controle representaria a estabilizacdo do crescimento € um

provavel direcionamento das vias metabdlicas para outras fun¢des dentro da sequéncia do
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desenvolvimento, tais como o provavel inicio da ramificagdo do talo. Quando
acompanhado o crescimento em comprimento do eixo ereto, foi verificado apenas um
discreto acréscimo neste de 12 para 15 dias. Em contrapartida, as plantulas tratadas com
UV-B mostraram nova retomada do crescimento. Esta mostraria que, apesar de todos os
prejuizos, as plantulas mantiveram seu crescimento, embora este tenha se apresentado
potencialmente danificado, ocorrendo lentamente. Segundo Navarro ef al. (2008) isto
poderia representar capacidade de aclimatagdo. Segundo os autores, embrides de
Macrocystis que sobrevivem apresentam capacidade de se aclimatar, pois foi observado
que apods 9 dias o crescimento foi retomado. Argumentam, ainda, que um dos mecanismos
envolvidos na aclimatacao seria o estabelecimento de barreiras fisicas, como as alteragdes
morfoldgicas, com o objetivo de proteger os tecidos ou parte deles.

O crescimento ¢ um parametro importante que integra os efeitos do estresse aos
vérios processos bioquimicos dentro da célula. E, portanto, indispensavel para estimar o
impacto da deple¢do do 0zdénio e o resultante aumento da RUV-B, o qual limitaria a
produtividade e afetaria a distribuicdo vertical das espécies na zona intertidal (Altamirano
et al., 2000, 2003a). Jiang et al. (2007) sugerem que a redug¢do na expansdo do talo,
causada pela RUV-B, resultaria em uma menor capacidade de absorver luz e nutrientes
para a fotossintese quando ocorrer o sombreamento entre os individuos dentro da
populagdo. Tal fato seria especialmente significante para estruturas diminutas como o0s
esporos germinando, os quais precisam sobreviver, competir com o fitoplancton por luz e
nutrientes, enquanto sdo herbivorizados. Em condicdes de laboratorio, estes parametros
acima citados nao estavam presentes € mesmo assim a redug¢do de crescimento foi
observada.

A perda do padriao normal de reprodugdo celular fez com que ocorresse, entre
outras alteracdes, o encurvamento do talo. Este fendmeno foi anteriormente descrito por
Martinez (2004) e Santos (2009) como sendo a mesma resposta para plantulas e apices de
Iridaea cordata e plantulas de G. floridanum, respectivamente. O encurvamento, na
auséncia de outras formas de protecdo (frondes de outras algas, refligios no substrato)
poderia representar uma forma de garantir a regido basal para a retomada de crescimento
passado o estresse. Segundo Navarro et al. (2009) este mecanismo poderia ser considerado
uma forma de aclimatag¢@o com o objetivo de reduzir a area exposta a RUV-B.

As investigagdes de ultraestrutura possibilitam localizar os danos no interior das

células e, desta forma, enderecar ¢ embasar as respostas fisiologicas observadas. As
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consequéncias celulares e fisiologicas podem resultar em distarbios e inibi¢ao da divisao
celular, redugdo no crescimento, na reproducdo, ou na fotossintese (Holzinger e Liitz,
2006). As observagdes através da microscopia eletronica de transmissdo mostraram
alteracdes celulares nas amostras irradiadas com UV-B, especialmente na regido apical do
talo. A ultraestrutura além de apontar os alvos, embasa a hipdtese aqui sugerida de que a
espécie enfrenta esta adversidade direcionando o seu metabolismo a sobrevivéncia e ao
acumulo de reservas, ao invés de investir em crescimento. A alocagdo das reservas varia
diferentemente entre espécies e entre habitats (Santelices, 1990). Nas amostras irradiadas
foi observada maior quantidade de graos de amido, inclusive nas células da regido apical,
uma caracteristica incomum, quando comparada ao controle. Este acimulo de graos de
amido também foi observado em Chlorella vulgaris e Gracilaria birdiae, apos exposigao a
RUV-B (Malanga et al., 1997; Ayres, 2009). Os autores sugerem que o acumulo ocorra
provavelmente devido a incapacidade das células de mobilizar estes graos, principalmente
como consequéncia da destruicdo de membranas, com alteracdes na permeabilidade, assim
como de enzimas, com danos para a fotossintese. Entretanto, em Kappaphycus alvarezii a
quantidade de graos de amido reduziu em células expostas a RUV-B (Schmidt et al.,
2009). Desta forma, maiores detalhamentos das vias metabdlicas seriam necessarios para
sustentar a hipotese de que o aumento ou a reducdo da producdo de graos de amido,
influenciada pela RUV-B, ¢ espécie especifico.

Dentre os danos mais significativos relacionados a RUV-B destacam-se os do
aparato fotossintético, que tém como resultado a diminui¢do da taxa fotossintética com
consequéncias diretas para o crescimento. Tais danos geralmente estdo associados a
variagdo na proporcao dos pigmentos fotossintéticos, danos a proteinas, ao DNA (celular
ou do cloroplasto) e alteragdes nas membranas fotossintéticas. Diversos trabalhos mostram
que a reducdo no desempenho fotossintético causado pela RUV ¢é decorrente do
enfraquecimento ou da destrui¢do dos sitios de oxidagdo e do centro de reagdao do PSII
(Roleda ef al.,, 2007). Isto se torna especialmente danoso quando ¢ considerada a
maturacdo do aparato fotossintético ocorrendo nos estdgios iniciais, coOmo 0S €Sporos
germinando (Santelices, 90).

Sob andlise ultraestrutural, as principais alteragdes dos cloroplastos de G.
floridanum ocorreram nos tilacoides. Nas amostras irradiadas com UV-B os cloroplastos
apresentaram ondulagdes, desintegracdo e redu¢do do numero de tilacdides. Quando da

degradacdo total dos tilacdides a tinica forma de reconhecer um cloroplasto foi através da



74

dupla membrana. Holzinger et al. (2004) mostraram alteragdes ultraestruturais semelhantes
para Palmaria palmata e Odonthalia dentata.

Nas plantulas irradiadas com UV-B foram observadas vesiculas membranosas
localizadas entre os tilacoides. Sugere-se que estas vesiculas possam ser formadas por
remanescentes de membranas a partir da ruptura dos tilacodides. Poppe et al. (2003)
também citaram a formacdo de vesiculas intratilacoidais para quatro espécies de
macroalgas vermelhas (Palmaria decipiens, P. palmata, Phycodrys austrogeorgica e
Bangia atropurpurea), sugerindo ser uma regra geral para os cloroplastos das rodofitas
submetidos a RUV. Tal formagao também ja foi observada para plantas superiores (Bandle
et al., 1977). A ruptura dos tilacdides, o aumento do limen destes e, mesmo, a
desintegracdo da dupla membrana do cloroplasto observadas por Poppe et al. (2003)
tiveram implicacdes fisioldgicas especialmente dificultando o estabelecimento do gradiente
de prétons através da membrana dos tilacoides.  Em continuidade, as plantulas de G.
floridanum irradiadas também apresentaram significativo aumento no nimero e tamanho
dos plastoglobulos. O mesmo foi encontrado para esporos de Laminaria hyperborea
(Steinhoff et al., 2008) e para apices do talo de K. alvarezii (Schmidt et al., 2009).

Outra observacao diz respeito a perda da pigmentagdo de maneira heterogénea ao
longo do talo ou, muitas vezes, de forma concentrada nas regides de encurvamento do talo
exposto. Esta poderia ser comparada a falta de pigmentacdo da regido apical do talo das
amostras controle. Nesta Ultima, os cloroplastos jovens ainda carecem de acimulo de
pigmentos refletido pela reduzida quantidade de tilacoides. Comparativamente, os danos
visualizados aos cloroplastos das células das regides despigmentadas diz respeito
especialmente a menor presenga de tilacdides, consequentemente, com prejuizos a
produgdo de pigmentos. A foto destrui¢do visivel (perda de pigmentacdo) também foi
observada para zodsporos de Saccorhiza. dermatodea (Roleda et al., 2006). Outra
caracteristica observada com relagdo a pigmentacdo da regido apical foi que esta se
apresentou muitas vezes maior nas plantulas irrradiadas, também sob microscopia de luz.
Por outro lado, a mesma regido no controle apresentava-se despigmentada. Estes fatos
permitem também sugerir que esta regido, sob estresse da radiacdo UV-B, assumiria
caracteristicas de células mais maduras.

A menor quantidade de corpos de Golgi observada nas amostras irradiadas com
UV-B também suporta a hipdtese de redugdo do crescimento. Os corpos de Golgi sdo

comuns em células vegetativas ativas, mas sdo especialmente encontrados durante a
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esporogénese e em esporos. O numero, o tamanho ¢ o conteudo dos corpos de Golgi
variam como parte de uma sequéncia programada de atividades (Pueschel, 1990). O
nimero de corpos e vesiculas de Golgi foi reduzido nas amostras de G. floridanum
irradiadas. Tal observacdo também foi destacada em trabalho realizado com a alga verde
Micrasterias denticulata exposta a radiacdo UV-B (Meindl e Liitz, 1996), correspondendo
a um visivel disturbio estrutural e funcional do complexo de Golgi, interferindo, por sua
vez, na habilidade deste de produzir vesiculas secretoras, o que consequentemente
contribuiu para a inibi¢do do crescimento. Tian ¢ Yu (2009) também registraram as
cisternas de Golgi frouxas e distorcidas para a alga unicelular Dunaliella salina expostas a
RUV-B.

Nas regidoes de crescimento, como o observado para as células apicais de G.
floridanum, o grande nimero de corpos de Golgi deve ter o papel de sintetizador de
compostos estruturais da parede celular, de membranas e de proteinas diversas necessarias
e direcionadas a formag¢do de novas células. Em contrapartida, o reduzido nimero de
corpos de Golgi nas amostras irradiadas, quando comparado ao controle, reforca a hipotese
do envolvimento desta organela com a proliferacdo celular. A presenca de corpos de Golgi,
embora reduzida, sugere que as sinteses decorrentes desta organela nas amostras irradiadas
estariam direcionadas principalmente a produgdo dos compostos de parede, pois, em
paralelo, foi observado que a parede celular tornou-se espessada quando as células foram
expostas a RUV-B. Esta parede produzida ndo seria, portanto, utilizada para envolver
novas cé€lulas, mas acumulada como uma estrutura protetora. Este espessamento, como
também observado por Talarico (1996) poderia ser interpretado como um mecanismo de
defesa através do qual a alga aumenta a sua area de superficie no sentido de proteger
células e as regides mais internas do talo. Schmidt et al. (2009) também verificaram
espessamento da parede celular das células corticais de Kappaphycus alvarezii. Em adigao,
Roleda et al. (2009b) concluiram que a existéncia natural de uma parede celular externa
bastante espessa nos gametofitos de Urospora penicilliformis indicaria uma protegao
natural desta espécie frente aos diferentes estresses, particularmente a UV-B, e justificaria
a resiliéncia e a ocorréncia desta espécie no médio e supra litoral, assim como a auséncia
de alteragdes ultraestruturais.

A associacdo de organelas tais como mitocondrias, reticulo endoplasmatico,
nucleos e cloroplastos, com a face cis dos corpos de Golgi, revelou-se presente em

praticamente todas as amostras tanto do controle quanto tratadas. Esta ¢ uma caracteristica
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marcante nas algas vermelhas (Pueschel, 1990). Tal proximidade proporcionaria uma
maior eficiéncia no metabolismo celular segundo Oates e Cole (1989).

As mitocondrias observadas no presente trabalho ndo apresentaram alteragdes
visiveis em relagdo a morfologia quando as células foram submetidas 8 RUV-B. O mesmo
também foi descrito por Schmidt et al. (2009) para os talos vegetativos de K. alvarezii. Em
contrapartida Steinhoff ez al. (2008) evidenciaram mudangas nas cristas das mitocondrias
nos esporos de Laminaria hyperborea e Tian e Yu (2009), estudando a alga unicelular
Dunaliella salina (Chlorophyta), registraram mitocondrias maiores e irregulares com
possiveis danos ao ciclo de fosforilagdo e a respiragdo celular.

Apesar de nao terem sido observadas alteragdes na estrutura membranosa das
mitocOndrias, destacou-se a formacgao e o repetido acimulo de granulos eletron-densos na
matriz mitocondrial. Sugere-se aqui que tais granulos poderiam ser acimulo de inclusdes
de polifosfato calcio-associados. A habilidade destes em se ligar a ions representaria um
possivel papel desses granulos na regulacao do metabolismo mitocondrial (Peachey, 1964).
McGill et al. (1973) registraram, via microscopia eletronica, granulos semelhantes aos
visualizados no presente trabalho. No referido trabalho, estes granulos também
apresentaram maior ocorréncia apos a exposicao de células de mamiferos a brometo de
etidio. As mitocondrias mantém a homeostase da concentracao de calcio no meio intra e
extramitocondrial. O aciimulo evidente de granulos densos na matrix mitocondrial apds
tratamento com drogas e agentes toxicos tem sido amplamente encontrado para células
animais (Lehninger, 1983).

Os corpos membranosos observados nas analises ultraestruturais, no citoplasma das
células irradiadas, tém sido descritos na literatura relacionada ao estresse da radiacao UV
(Martinez, 2004; Schmidt et al., 2009), no entanto, por ndo serem estruturas universais, ¢
dificil fazer afirmagoes e, sua real composicao e fung¢des ainda sdo incertas.

Inclusdes proteicas, especialmente encontradas na forma de cristais ocorrem em
praticamente todas as ordens de algas vermelhas. Estes geralmente possuem contornos
poliédricos. Assume-se como func¢do destes o armazenamento de proteinas ou nitrogénio
para utilizagdo posterior. Sugere-se também a possibilidade de serem mobilizados para
suporte a reproducao (Pueschel, 1990, 1992). No presente trabalho, no controle de 6 dias,
cristais de proteina foram encontrados livres no citoplasma, aparentemente, envoltos por
uma membrana, estruturados com regides eletron-densas e eletron-transparentes

intercaladas e paralelamente distribuidas. Cristais semelhantes estruturalmente foram
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encontrados em Pterocladia caloglossoides (Pueschel, 1992) e Gelidium robustum
(Delivopoulos, 2003). Embora nao tenham sido observados tais cristais nas amostras
irradiadas do presente trabalho, Poppe et al. (2003) descreveram alteracdes da estrutura
cristalina e a degradacdo destes cristais sob a agdo da radiagdo UV em Phycodrys
austrogeorgica, uma macroalga vermelha da Antartica. Os autores acreditam ser uma
forma igualmente de deteriorizagdo e de remobilizagdo da reserva de proteina e de
nitrogénio para processos de reparo.

Ao final de 15 dias, as plantulas irradiadas apresentaram uma resposta distinta entre
os diferentes tipos celulares espacialmente localizados, quando visualizados em sec¢ao
longitudinal. Células subcorticais ¢ mais centrais ao longo do talo, apresentaram intensa
producdo de vacuolos grandes e com aspecto reticular. Tal wvacuolizacio
caracteristicamente localizada na periferia celular poderia representar uma alteracdo do
metabolismo celular, direcionada a producdo de uma camada protetora. A vacuoliza¢ao
como resposta a radiagao UV-B ja foi verificada para haptofitas, diatoméceas, para a alga
verde Micrasterias, a qual apresentou a formacdo de vactiolos no citoplasma e, para a
macroalga Prasiola crispa (Meindl e Liitz, 1996; Holzinger e Liitz, 2006).

As conexdes intercelulares mostraram o mesmo padrdo ao longo de todo o
desenvolvimento e, assim como o nucleo aparentemente ndo apresentaram alteragdes
ultraestruturais no presente trabalho. Steinhoff ez al. (2008), no entanto, registraram o
nucleo como o componente mais afetado nos esporos de Laminaria hyperborea.

Este trabalho nio teve como objetivo analisar comparativamente os métodos de
obtencdo dos tetrasporos (tradicional ou por espalhamento), quanto ao seu
desenvolvimento. Mas vale a pena registrar que, quando comparadas as observagdes
referentes aos diferentes experimentos, os tetrasporos e plantulas do controle obtidos por
meio de espalhamento, apresentaram um maior desenvolvimento do talo. Acredita-se que
seja pelo fato de estarem desagrupadas e, por tanto, disporem de mais espago € menor
competicdo. Ao mesmo tempo, as plantulas expostas, apresentaram maior perda na
pigmentacdo. A liberagdo dos esporos em grupos protege os mais internos, favorecendo a
continuidade do desenvolvimento, enquanto os mais externos sofrem mais. Wiencke et al.
(2004) fez esta mesma observagao para grupos de esporos de Alaria esculenta, mostrando
que os esporos mais centrais iniciavam a germinacdo enquanto 0s esSporos mais externos,

periféricos, ndo germinavam.
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E conhecido que o género Gelidium apresenta o desenvolvimento de grande parte
de seu ciclo de vida baseado na propagacdo vegetativa, por estoldo. Ao mesmo tempo a
razdo tetraspordfito: gametofito: carporporofito ao longo do ano, na natureza, assim como
para muitas outras macroalgas, ndo ¢ semelhante (dominancia de fases). No caso de
Gelidium, no ambiente natural os tetrasporofitos sdo mais comumente encontrados e, de
certa forma, este foi um dos principais requesitos que motivaram a utiliza¢ao desta fase do
ciclo no presente trabalho. Em adicao, os tetrasporos desenvolvem-se com grande éxito sob
condi¢des laboratoriais, como também observado por Paula et al. (1988) para a mesma
espécie. Como possuem um tipo de germinacdo (tipo Gelidium), o qual envolve
caracteristicamente uma sequéncia de mudancas de forma ao longo do processo
germinativo, esta espécie torna-se um objeto interessante no estudo da interferéncia da
radiagdo UV-B sobre os processos celulares relacionados ao desenvolvimento das fases
iniciais do ciclo de vida das macroalgas. Este possibilita o estudo ¢ a compreensdo de
muitas questdes de biologia celular relacionadas com a polarizagdo, translocacdo de
nucleos, deposicdo de parede e divisdo celular. Zigotos de Fucus também apresentam uma
série de importantes processos celulares que se assemelham em alguns aspectos a
Gelidium, os quais ja foram demonstrados serem negativamente afetados pela radiagdo
UV-B (Altamirano et al., 2003b).

Outra questdo € que os tetrasporos sdo originados meioticamente e isto gera duas
outras indagacdes: 1) sdo uma fase hapldide e por isso seriam mais sensiveis ao estresse
ou, 2) justamente por apresentarem maior variabilidade genética seriam mais capazes de
enfrentar condigdes de estresse? Esporos produzidos meioticamente, possuem potencial
para aumentar significativamente a variabilidade genética que, por sua vez, aumenta as
probabilidades de sobrevivéncia de pelo menos alguns individuos durante alteragdes
ambientais. No entanto, a reprodugdo sexual envolve maiores gastos energéticos e de
reserva do que a assexual (Santelices, 1990). Esta discussao ¢ aqui apresentada buscando
compreender se esta fase do ciclo, os tetrasporos, seria realmente um bom modelo de
estudo, considerando a baixa propor¢ao de gametdfitos encontrados no ambiente natural.
No entanto, pelos resultados aqui constatados, talvez o estresse abiotico seja uma das
principais razdes pelas quais o sucesso no desenvolvimento dos gametofitos jovens seja
reduzido.

O estresse a radiagdo UV-B ¢ espécie e ¢ dose-dependente (Altamirano et al.,

2003b). Considerando que a irradiancia de 0,12W.m™ aplicada em laboratério é menor do
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que a encontrada para o ambiente (0,2W.m™ — dado para a superficie terrestre) e, que testes
simples (pontuais) realizados em campo, mostraram uma atenuagdo de até 50% para a
faixa da zona eulitoral onde se encontram as populagdes de Gelidium, este fato ressalta que
G. floridanum é uma espécie bastante sensivel. Esta sensibilidade pode ser um dos fatores
que contribuem para a dominancia de fase. No entanto, acredita-se que haja caréncia de
estudos com as diferentes fases e ploidias para se confirmar todo este questionamento,
como ocorre com tantas outras espécies de rodofitas (a exemplo do trabalho de Roleda et
al., 2008). Por isso, o estudo aqui apresentado pode ser considerado como uma

contribui¢do para estes questionamentos e estudos futuros.
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5. Consideracoes finais e

perspectivas futuras

Os dados experimentais aqui expostos evidenciaram grande sensibilidade dos
estagios iniciais de vida de G. floridanum a radiagdo ultravioleta-B. Esta sensibilidade foi
principalmente visualizada sobre o crescimento, a morfologia e a estrutura subcelular do
aparato fotossintético ¢ do organismo como um todo. As alteragdes em nivel celular
certamente desencadeiam as reacdes metabodlicas que guiam as respostas observadas. Estas
alteragdes foram visualizadas principalmente nos cloroplastos e corpos de Golgi. Ficou
evidente que o complexo de Golgi ¢ um componente chave na compreensdo dos danos
causados pela radiagdo UV-B sobre o crescimento e¢ o pleno desenvolvimento das
plantulas.

Dos individuos que conseguem sobreviver, ¢ reduzido o nimero dos que
conseguem se desenvolver normalmente. Em sua maioria, o padrdo germinativo softre
notavel alteragdo e embora as plantulas mantenham o crescimento, este ¢ potencialmente
reduzido. Desta forma, os tetrasporos que sobrevivem e se adaptam a exposi¢ao a radiagao
UV-B certamente enfrentardo de maneira diferenciada a continuidade do ciclo de vida.

Certamente, na natureza, a ocorréncia de microambientes, proporcionados pelos
talos adultos e refligios no substrato, aumenta as chances de sobrevivéncia e de dispor de
condicdes para enfrentar e se adaptar ao estresse proporcionado pela radiagdo UV-B. Por
1sso, € importante ressaltar que os resultados aqui apresentados sdo originados de
experimentos laboratoriais e, fica registrada a sugestdo para que sejam realizados estudos
futuros em campo, que venham comparativamente a confirmar estes dados também para o
ambiente natural.

Seria importante e interessante realizar um estudo para a espécie G. floridanum que
comparasse a viabilidade entre as diferentes fases (tetrasporos, carposporos e talo adulto).
Antes disso, até mesmo analises relacionadas a ontogénese dos tetrasporos sob estresse da
radiagdo UV, ainda sdo escassas. Este foi um trabalho inicial, que disponibiliza uma base

de dados preliminar sobre o tema. Seria interessante ainda acompanhar o crescimento
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destas plantulas e a extensao dessas alteracdes no talo adulto e sobre o ciclo de vida. Aliar
analises quanto ao conteudo de agar também ¢ essencial.

Estudos sobre a dinamica e o historico da dose de radiagdo UV-B sobre a superficie
terrestre e seu respectivo alcance ao longo da coluna de dgua, para Florianopolis, fazem-se
necessarios.

Por fim, estudos futuros tornar-se-iam ainda mais interessantes ao associarem as
analises de histoquimica, ultraestrutura e crescimento a ferramentas de marcagdo
molecular, metodologias de dosagem do conteido de grdos de amido via extracado,
metodologias de andlise da taxa fotossintética, metodologias de analise das vias de reparo

ao DNA e verificagdao do conteudo de compostos que absorvem esta faixa de radiagdo.
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