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Resumo

Gelidium floridanum W.R. Taylor é uma alga vermelha de grande
importancia comercial por ser fonte de 4gar com melhor qualidade. Este
estudo teve como objetivo ampliar os conhecimentos sobre a
germinacdo de tetrasporos e os efeitos da radiagdo ultravioleta e do
metal pesado cadmio (Cd) nos gametdfitos jovens de G. floridanum.
Para a andlise dos mecanismos reguladores da polarizacdo e
germinacdo, os tetrasporos foram cultivados com brefeldina A (BFA),
colchicina e citocalasina, sendo analisados por microscopia de luz
(ML), fluorescéncia e eletronica de trasmissdo (MET). Com a utilizagéo
da BFA, a germinagdo dos esporos ndo ocorreu, a BFA levou a uma
desmontagem das cisternas do Golgi com formacdo de regides
vesiculares no citoplasma, bloqueando a secre¢do do Golgi para a
formacdo do tubo germinativo e deposicdo da parede celular. O tubo
germinativo, nas amostras controle, é formado pela incorporacdo de
vesiculas derivadas do Golgi, a secrecdo das vesiculas e organizacdo
dos corpos de Golgi sdo processos basicos e essenciais na adesdo e
formacdo do tubo. A BFA bloqueou a secre¢do de proteinas e de
polissacarideos amorfos da matriz, impedindo a germinacdo dos
tetrasporos. Com o0s inibidores do citoesqueleto, citocalasina e
colchicina, a germinacdo de tetrasporos de G. floridanum também foi
afetada. Estes agentes causaram diminuicdo das taxas de germinacao
além da malformacéo dos tubos germinativos e no caso da citocalasina
alteracdo no formato dos cloroplastos. Pode-se sugerir que tanto os
microtibulos quanto os filamentos de actina sdo reguladores dos
processos de polarizagdo e germinagao de tetrasporos de G. floridanum.
Para os efeitos da radiacdo ultravioleta, gametofitos jovens de G.
floridanum foram cultivados em laborat6ério e expostos a radlagao
fotossinteticamente ativa (PAR) de 80umol fétons m> s' e
PAR+UVA+UVB durante 3 h por dia, por um periodo de 3 dias. As
amostras foram processadas para ML e MET para analise
ultraestrutural, bem como anélise das taxas de crescimento, teor de
pigmentos fotossintéticos, identificacdo dos carotendides e avaliacéo do
desempenho fotossintético. PAR + UVA + UVB promoveu aumento da
espessura da parede celular, acimulo de grdos de amido das florideas
no citoplasma e rompimento da organizacdo interna do cloroplasto. As
amostras expostas a PAR + UVA + UVB mostraram uma reduc¢do na
taxa de crescimento de 97%, aumento dos carotendides, diminuigdo dos
pigmentos fotossintetizantes, em particular, a ficoeritrina e a
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aloficocianina, e consequente diminuicdo do desempenho fotossintético
observados pela reducdo da taxa de tranporte de elétrons (ETR) e
ETRmax. Para os efeitos do Cd, gametdfitos jovens foram cultivados
durante 7 dias com concentragGes de 7,5 e 15 UM do Cd. Apbs o
periodo experimental, foram realizadas analises de ML, confocal e
eletrénica de varredura (MEV), taxas de crescimento, quantificacdo dos
pigmentos fotossintetizantes, carotenoides e a fluorescéncia da clorofila
a. As amostras tratadas apresentaram diminuicdo das taxas de
crescimento, com despigmentacdo dos talos, reducdo dos pigmentos
fotossintetizantes, resultando num descréscimo da taxa de transporte de
elétrons e da autofluorescéncia dos cloroplastos. Além disso, o Cd
aumentou a quantidade de grdos de amido das florideas e afetou a
distribuicdo do conteldo proteico no citoplasma. O metal cadmio é
altamente tdxico, causando fotoinibicéo crénica para a espécie. Pode-se
concluir que tanto os corpos de Golgi como o citoesqueleto, filamentos
de actina e microttbulos, estdo envolvidos nos processos de polarizacédo
e formac&o do tubo germinativo durante a germinagdos de tetrasporos e,
gue gametdfitos jovens de G. floridanum quando expostos tanto a
radiagdo quanto ao Cd apresentam altera¢cbes no metabolismo e na
estrutura celular que afetam seu desenvolvimento.



Abstract

Gelidium floridanum W. R. Taylor is a red alga of great commercial
importance as a source of high-quality agar. This study aimed to
examine the germination of tetraspores and the effects of ultraviolet
radiation (UVR) and heavy metal cadmium (Cd) on young
gametophytes of G. floridanum. To analyze the regulatory mechanisms
of polarization and germination, the tetraspores were cultured with
brefeldin A (BFA), colchicine and cytochalasin, followed by analysis
under light (LM), fluorescence and transmission electron microscopy
(TEM). The use of BFA blocked the secretion of protein and amorphous
matrix polysaccharides. It also blocked secretion from Golgi bodies,
affecting germ-tube formation, as well as, cell wall deposition, and
leading to the disassembly of the Golgi cisternae with regions of
vesicular formation in the cytoplasm. These events effectively
prevented tetraspore germination. Tetraspore germination was also
affected by the use of cytochalasin and colchicine, which are inhibitors
of cytoskeleton. These agents caused a decrease in germination rates
and, in high concentrations, complete inhibition of germination. In
addition, the germ tube becames malformed and, in the case of
cytochalasin, the shape of chloroplasts was altered. It can be suggested
that both microtubule and actin are regulators of polarization and
germination in tetraspores of G. floridanum. Next, to assess the effects
of UVR, young gametophytes were cultivated under laboratory
conditions and exposed to photosynthetically active radiation (PAR) at
80 umol photons m 2 s' and PAR+UVA +UVB for 3 h per day, during
three days. The samples were processed for LM and MET to carry out
analyses of ultrastructure, growth rates, and content of photosynthetic
pigments, as well as, identify carotenoids and evaluate photosynthetic
performance. PAR + UVA + UVB caused an increase in cell wall
thickness, accumulation of floridean starch grains and changes in the
internal organization of the chloroplast. Samples exposed to PAR +
UVA + UVB showed a reduction in growth rate of 97%, increased of
carotenoids, decreased photosynthetic pigments, in particular,
phycoerythrin and allophycocyanin, and a resulting reduction in
photosynthetic performance, as observed by the reduction of transport
electron (ETR) and ETRmax. Finally, to test the effects of the Cd,
young gametophytes of G floridanum were cultured for 7 days with
concentrations of 7.5 and 15uM Cd. After the experimental period, LM,
confocal and scanning electron microscopy (SEM) were employed to



analyze growth rates and quantify the content of photosynthetic
pigments, carotenoids and chlorophyll a. The treated samples showed a
decrease in growth rates, with depigmentation of the thallus and
reduction of photosynthetic pigments, resulting in a decrease in the rate
of electron transport and autofluorescence of chloroplasts. Furthermore,
exposure to Cd proved to be highly toxic, causing chronic
photoinhibition, increasing the amount of starch grains, and altering the
distribution of protein content in the cytoplasm. It can be concluded that
both the Golgi bodies such as the cytoskeletal actin and microtubules
are involved in the processes of polarization and germ tube formation
during germination tetraspores and that youngs gametophytes of G.
floridanum when exposed to both radiation as to the Cd present
alterations in metabolism and cellular structure that affect its
development.
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Capitulo |

Introducéo Geral

1.1 Mecanismos reguladores da germinacéo

As algas sdo de grande importancia nos ambientes marinhos por
serem os produtores primarios dos oceanos, compdem a biomassa e
determinam a produtividade primaria para os demais elos da cadeia
tréfica (Norton et al., 1996). Sdo alimentos para os herbivoros e os
detritivoros, como também constituem uma area de bercgario e hébitat
para peixes e invertebrados (Lippert et al., 2001).

Nas ultimas décadas, grande importancia econdmica foi
atribuida as macroalgas marinhas devido aos seus compostos de parede
celular, por exemplo os polissacarideos: alginatos, agaranas,
carragenanas. [Esses polissacarideos sdo utilizados em setores
importantes, como nas industrias alimenticias e farmacéuticas,
apresentando alto potencial biotecnoldgico e despertando interesse
mundial, devido ao seu alto valor econémico (De Ruiter & Rudolph,
1997).

Algas vermelhas, em particular, incluem vérias espécies de
grande importancia econdmica. Por exemplo, dentro da familia
Gelidiaceae incluem algumas das algas produtoras de agar mais
importantes do mundo (Lewis & Hanisak, 1996; Melo, 1998). O &gar
produzido por estas algas, devido ao seu alto teor de agarose e poucos
grupos sulfatados, é o de melhor qualidade em termos de propriedades
fisicas e quimicas sendo recomendado para aplicagdes bioldgicas e
biotecnol6gicas (Matsuhashi & Harris, 1990). As algas vermelhas
compreendem um grupo monofilético, com seres fotossintetizantes, ndo
vasculares, com estruturas reprodutivas sem protecdo, produtoras de
esporos e desprovidas de sementes e flores (Maggs & Callow, 2002).

Muitas algas vermelhas se reproduzem assexuadamente por
liberacdo de esporos. Reproducdo assexuada ndo envolve a fusdo de
gametas ou meiose. Se as condigdes forem adequadas, esporos
assexuados aderem ao substrato e crescem por repetidas mitoses dando
origem a uma nova alga (Grahan et al., 2009).



A producdo de esporos é uma forma de reproducgdo assexuada,
com diferentes niveis de especializacdo, de relativamente simples para
tetrasporangios morfologicamente complexos, restrito a maioria das
algas vermelhas. Eles também exibem uma vasta gama de tamanhos, de
menos de 10 um em algas pardas e verdes para até 100 um de didmetro
em algumas algas vermelhas (Maggs & Callow, 2002).

Nas algas, em geral, os esporos sdo unidades de dispersdo e
fixacdo. A estabilizacdo da fixacdo da planta adulta depende da adesdo
do esporo (Chamberlain & Evans, 1981), por esta razdo 0s esporos sao
uma ligacéo entre as fases do ciclo de vida das macroalgas (Fletcher &
Callow, 1992; Apple & Harlin, 1994). A fixacdo pode atuar como um
indicio para a germinacdo e acompanhamento das mudangas
morfoldgicas e fisioldgicas das células (Apple & Harlin, 1994; Bouzon
et al., 2005; Ouriques et al., 2012).

Em alguns grupos de algas vermelhas tais como: Bangiales,
Nemaliales e Gelidiales, a germinacdo tem inicio com a formacdo do
tubo germinativo para onde migra todo ou parte do contetido do esporo,
permanecendo o esporo original aparentemente vazio como elemento de
fixacdo priméaria da plantula, caracterizando a germinacdo unipolar
(Pueschel, 1979; Bouzon et al., 2005). A ativacdo dos processos de
germinacgdo est4 diretamente relacionada aos eventos pés-liberagdo dos
esporos. Estes eventos incluem fixagdo dos esporos no substrato,
liberacdo das vesiculas, deposicdo da parede celular e deslocamento do
contetdo citoplasmético (Bouzon et al., 2005; Ouriques et al., 2012).

Durante a germinagdo, os componentes celulares mais
importantes, envolvidos neste processo, sdo 0s corpos de Golgi,
localizados préximos a formagdo do tubo responsaveis pela secrecdo de
componentes da parede celular necessarios a expansdo do tubo
germinativo (Bouzon et al., 2005). Os corpos de Golgi sdo organelas
celulares dindmicas que desempenham um papel fundamental no
processamento, na maturacdo e no encaminhamento de proteinas recém-
sintetizadas como as glicoproteinas, proteoglicanas e polissacarideos
complexos, em plantas e animais (Lanubile et al., 1997). Em plantas, o0s
corpos de Golgi desempenham um papel central na sintese dos
compostos de parede celular, tais como pectinas e hemiceluloses, e na
modificacdo e transporte das proteinas destinadas para a superficie da
célula e para os vactolos (Northcote, 1985; Nebenfuhr & Staehelin,
2001; Keidan et al., 2009).



Nos ultimos anos, em estudos relacionados com a atividade dos
corpos de Golgi, um antibidtico fungico lipofilico, a brefeldina A (BFA)
tem sido amplamente utilizado. Diversos trabalhos com BFA
demonstram que este antibiotico possui acdo bloqueadora do trafego de
vesiculas e mecanismos de secrecdo em plantas (Satiat-Jeunemaitre et
al., 1996; Callow et al., 2001), a secre¢do de polissacarideos e proteinas
da parede celular (Driouich et al., 1993; Kunze et al., 1995; Tsekos et
al., 2007), bem como, o transporte de proteinas sol(veis para o vacuolo
(Ritzenthaler, 2002; Tse Chung et al., 2006). Diversos autores tém
estudado o efeito de BFA nos trés grandes grupos de macroalgas. Em
algas vermelhas foi observado que esta droga afeta a arquitetura dos
corpos de Golgi levando a inibicdo da formacdo da parede celular
(Keidan et al., 2009; Tsekos et al., 2007). Em zo6sporos de algas verdes
foi observada a inibicdo da aderéncia deste tipo de esporos ao substrato
(Callow et al., 2001). Nas algas pardas, a BFA foi utilizada para analisar
os efeitos no sistema endomenbranas e no desenvolvimento da
polarizacdo dos zigotos (Hadley et al., 2006).

Outro componente celular importante na formacdo do tubo
germinativo é o citoesqueleto, que compreende os microtubulos e os
filamentos de actina. O citoesqueleto é responsavel por funcOes
essenciais nas células das plantas, incluindo polaridade, transporte
intracelular, orientacdo das microfibrilas da parede celular, alongamento
celular, diferenciacdo e divisdo celular (Wang et al., 2005). Além disso,
no processo de germinacgao das algas, o citoesqueleto é responsavel pela
modificacdo da forma da célula (Hadley et al., 2006). Os estudos sobre a
funcdo do citoesqueleto em algas, além de utilizar marcadores
fluorescentes, também estdo baseados em experimentos utilizando
inibidores do citoesqueleto (Kropf, 1997). Estes inibidores agem sobre a
polimerizacdo dos microtibulos e microfilamentos. Dentre estes, se
destaca a colchicina, um alcaléide que inibe a polimerizacdo dos
microtdbulos ligando-se aos mondmeros de tubulina, causando
acumulacdo de unidades de tubulina no citoplasma (Green et al., 2013).
Outro agente inibidor é a citocalasina, uma classe de metabdlitos
extraida de fungos, que interfere nos movimentos celulares, inibindo a
polimerizacdo da actina que formar os microfilamentos (Hadley et al.,
2006) .



1.2 Gelidium floridanum W.R. Taylor

Gelidium floridanum W.R. Taylor pertencente ao grupo das
algas vermelhas, possui um tipo de ficocol6ide, a agarana, com o agar
de melhor qualidade com alta forca de gelificacdo e baixo teor de
sulfato, o qual é extraido e utilizado, principalmente, na inddstria
alimenticia e na é&rea de pesquisa. No Brasil, G. floridanum foi
registrado para os estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul segundo dados
disponibilizados no site brasileiro Algae Maris Brasilis
(http://www.algaemarisbrasilis.ccb.ufsc.br/algaemarisbrasilis.html).  G.
floridanum possui ciclo de vida trifasico e isomorfico (Fig. 1), a fase
sexuada é seguida por duas geracGes assexuadas que produzem esporos,
denominadas geracbes carposporofitica e tetrasporofitica. A
carposporogénese é um dos eventos pos-fertilizacdo, que leva a
formacdo assexual de carpdsporos diploides. Os carpésporos quando
maduros sdo liberados e, germinando, produzem uma fase dipldide
denominada de tetrasporofito, quando maduro, produz células-mée de
tetrasporangios onde ocorre meiose, dando origem a quatro esporos
hapldides (tetrasporos), caracterizando a tetrasporogénese (Santelices,
1990; Scariot, 2010).

A germinacdo dos tetrasporos € do tipo “Gelidium” (Ouriques,
2002), estes quando liberados, ndo possuem parede celular,
apresentando-se envoltos por uma matriz mucilaginosa, a qual
provavelmente é responsavel pela rapida adesdo do esporo ao substrato.
Esta mucilagem é de natureza glicoproteica e/ou constituida por
polissacarideos sulfatados. Logo ap6s a adeséo, porém antes do inicio da
germinacdo, uma fina camada de parede celular é observada separando a
membrana plasmatica e a mucilagem. Depois de estabelecido no
substrato, o tetrasporo inicia uma sequéncia de mudancgas na morfologia
celular. Inicialmente, o esporo sofre uma desorganizagdo polarizada do
conteldo citoplasmatico, que permite a expansao celular, possibilitando
a rapida formacao de uma protuberéncia, denominada tubo germinativo.
O conteudo citoplasmatico, presente no esporo inicial é, entéo,
transferido para esta regido. Ao mesmo tempo, uma fina camada de
parede celular é sintetizada envolta do tubo. Em seguida, ha a formagéo
de um septo, o qual separa o esporo inicial do tubo. 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 dara origem ao rizéide ou ao sistema de



rizéides. A partir da fixacdo do rizdide ao substrato a regido oposta
origina a parte ereta da plantula (Ouriques, 2002; Bouzon et al., 2005;
2006).

Ciclo de vida trifasico e isomorfico.
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Figura 1: Esquema representativo do ciclo de vida trifdsico e isomorfico de
Gelidium floridanum.

1.3 Agentes estressores: radiacdo ultravioleta e metais
pesados

Em que pese a importancia econdmica e ecoldgica das algas
vermelhas, poucos estudos foram realizados na costa brasileira com a
finalidade de se avaliar os efeitos antropicos sobre estes organismos.
Dentre os varios efeitos das atividades antrépicas, dois tém bastante
influéncia sobre os organismos marinhos: a poluicdo por metais
(cddmio, manganés e cobre, por exemplo), e a diminuicdo da camada de
ozobnio.

No que se refere a influéncia antropica sobre a camada de
0z6nio, sabe-se que a producdo de compostos com cloro tendem a reagir
com a molécula de ozbnio, resultando na sua diminui¢do (Okuno et al.,
1996). A diminuicdo da camada de o0zbnio leva a um aumento da



radiacdo ultravioleta (UV) que atinge a superficie terrestre. Os altos
niveis de radiacdo ultravioleta-B (UVB) podem ser danosos aos
organismos marinhos, especialmente as algas bentbnicas. Estas, ao
contrario das espécies fitoplanctonicas, ficam expostas a radiagdo por
periodos prolongados durante horas de maré baixa por estarem fixas e
restritas ao seu local de crescimento. O impacto do aumento da radiagdo
UV na superficie da Terra tem sido investigado por varios grupos de
pesquisadores, avaliando-se o efeito natural e artificial dessa radiacdo no
crescimento e nos demais aspectos fisiologicos dos organismos
fotossintetizantes (Schmidt et al., 2009). Além disto, a biologia e
fisiologia celular também podem ser afetadas, conduzindo a crescente
mortalidade de espécies vegetais (Franklin & Forster, 1997). A radiacdo
UV no meio ambiente, particularmente UVB, é a chave de muitos
efeitos em processos biolégicos (Worrest, 1982), como a fotossintese e
crescimento de plantas terrestres (Tevini & Teramura, 1989) e
fitoplancton (Smith et al., 1980), absorcdo de nitrato em diatomaceas
(Dohler & Biermann, 1987), locomogdo em protistas, crescimento e
fotossintese em culturas de zooxantelas (Lesser & Shick, 1989), e
crescimento de macroalgas (Schmidt et al., 2009). No que tange a
fotossintese, este processo é potencialmente prejudicado ap6s a
exposicao a radiacdo UVB devido ao dano a proteina D1 ou & Rubisco
(ribulose 1,5-bifostato carboxilase), ou perda de pigmentos (Bischof et
al., 2000), como também a reducdo na expressdo dos genes envolvidos
na fotossintese (Holzinger et al., 2004).

Alguns estudos (Talarico, 1996; Talarico & Maranzana, 2000;
Schmidt et al., 2009) sugerem que o espessamento da parede celular seja
um mecanismo de defesa a exposicdo de radiagdo UV. Uma das
estratégias, também utilizadas pelas macroalgas para sobreviverem a
exposicdo a altos niveis de radiacdo UV é a sintese e o acimulo de
compostos fotoprotetores, como o0s aminoacidos tipo micosporinas
(MAAS) e os carotendides, que direta ou indiretamente absorvem a
energia da radiacdo UV (Sonntag et al., 2007). Outros estudos apontam
alteracGes na ultraestrutura dos cloroplastos e das mitocdndrias (Poppe
et al., 2002, 2003; Holzinger et al., 2006). Estudos realizados por
Schmidt et al., (2009) em duas variantes pigmentares (verde e vermelha)
de Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. Silva apontaram alteragdes
ultraestruturais nos cloroplastos, a formagdo de corpos membranosos
com membranas concéntricas, aumento no ndmero de ribossomos livres,
aumento de plastoglébulos no interior dos cloroplastos, diminui¢cdo na
quantidade de gréos de amido das florideas e aumento da espessura da



parede celular (compostos de celulose e hemicelulose) ap6s a exposi¢do
a radiacdo UVB.

O aumento gradativo das acdes industriais nos Gltimos anos
promoveu também a poluicdo de aguas estuarinas, rios, lagos e aguas
costeiras com grandes impactos sociais e econdémicos. Do ponto de vista
ecotoxicoldgico, as algas tém dois usos importantes nas pesquisas: um
de biorremediador e outro de bioindicador. No que tange a
biorremediacdo, muitas algas possuem a capacidade de produzir
quelatinas para realizar a detoxificacdo dos metais pesados (Kupper,
2002), o que poderia ser uma das causas da sobrevivéncia destes
organismos nestes ambientes (Hu et al., 1996). No que se refere ao uso
de algas como bioindicador, Malea & Haritonidis (1999) evidenciaram
gue Gracilaria verrucosa no Golfo de Thermaikos, Grécia, apresentou
variagBes nas quantidades de metais pesados em seus talos, conforme
variagio da concentracdo presente no ambiente.

A interferéncia de cada metal pesado na alga depende do metal,
da concentracdo deste metal, tempo de exposicdo (Mamboya et al.,
1999) e dos mecanismos de quelacdo e detoxificacdo de cada alga
(Lombardi et al., 1998). Vallee & Ulmer (1972) acrescentam que 0s
metais pesados ndo essenciais a formacdo de compostos organicos,
como o chumbo e o cadmio, sdo extremamente toxicos mesmo em
pequenas concentragdes, pois competem por sitios de ligagdo de metais
essenciais. Metais pesados como o Cd, estando presente no meio
marinho, serdo seqlestrados do meio por algas ricas em compostos
sulfatados como agar e carragenana (Hamdy, 2000; Hashim & Chu,
2004).

O cadmio pode ligar-se a metaloproteinas e metaloenzimas, que
sdo enzimas e proteinas com sitios de ligagdo metalicos, neutralizando
suas funcdes, além de prejudicar a conformacdo do DNA e RNA (Vallee
& Ulmer, 1972). O Cd pode interferir na absorcdo de nutrientes
importantes como calcio, magnésio, fésforo e potéssio, devido a sua
semelhanga, o que permite a utilizagdo dos mesmos transportadores
(Andosh et al., 2012). Estudos demostraram que as algas vermelhas sdo
eficientes na absor¢édo de Cd, porém menos eficientes que algumas algas
pardas como Sargassum siliquosum (Hamdy, 2000; Hashim & Chu,
2004). Estudos da presenca de Cd apontaram diminuicdo das taxas de
crescimento (Collén et al., 2003; Xia et al., 2004; Kumar et al., 2010;
Santos et al., 2012), alteragBes dos cloroplastos (Pinto et al., 2003;
Santos et al., 2012), danos as ficobiliproteinas interferindo na absorcéao



de energia luminosa e sua consequente transferéncia para os centros de
reacao do fotossistema | e Il (PSI e PSII) (Xia et al., 2004; Santos et al.,
2012).

Assim, através dos levantamentos iniciais sobre os mecanismos
reguladores da germinacao e fatores estressores, este trabalho teve como
hipoteses: a) 0s corpos de Golgi sdo responsaveis pela formagéo do tubo
germinativo e sdo os principais produtores de materiais necessarios para
o crescimento do mesmo; b) que os elementos do citoesqueleto estdo
envolvidos na polarizagdo e direcionamento dos componentes celulares
na formacdo do tubo germinativo; c; que nos gametdfitos jovens, a
radiacio UV e o Cd provocam alteracbes em niveis subcelulares
principalmente nos cloroplastos, afetando o0s pigmentos e
consequentemente a atividade fotossintética, levando a reducdo das
taxas de crescimento de gametofitos jovens de Gelidium floridanum.



2. Objetivo Geral

Caracterizar 0os mecanismos reguladores dos processos de

polarizacdo e germinagédo de esporos de alga vermelha — como modelo
Gelidium floridanum, como também compreender os possiveis efeitos
biologicos da radiacdo ultravioleta (PAR+UVA+UVB) e do metal
pesado cadmio durante o desenvolvimento inicial de gametdfitos jovens
desta espécie.

2.1 Objetivos especificos

a)
b)

c)
d)
€)
f)

9)
h)

Verificar a participacdo dos corpos de Golgi no processo inicial
de germinacao;

Analisar as variagcfes morfolégicas e ultraestruturais durante a
germinacdo causada pelo uso de inibidores da atividade dos
corpos de Golgi e do citoesqueleto;

Avaliar a participacdo dos elementos do citoesqueleto durante o
processo inicial de germinagéo;

Analisar possiveis alteragcdes estruturais e ultraestruturais
causadas pela radiacdo UV e com o Cd em gametdfitos jovens;
Verificar as taxas de crescimento dos gametéfitos jovens apos a
exposicdo a radiacdo UV e Cd;

Determinar as alteracBes nas concentragbes dos pigmentos
fotossintetizantes  (clorofila a e ficobiliproteinas) nos
gametdfitos jovens apos a exposicao a radiacdo UV e Cd;
Verificar a variacdo do perfil carotenoidico ap6s a exposi¢édo a
radiagdo UV e Cd;

Avaliar 0 desempenho fotossintético dos gametéfitos jovens
apos a exposicdo a radiacdo UV e Cd.
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1. Introducéo

Gelidium floridanum é fonte de agar bacterioldgico e agarose
de melhor qualidade, amplamente utilizado em aplica¢bes industriais,
tecnologicas e de pesquisa (Murano et al., 1998; Bouzon et al., 2006).
Possui ciclo de vida trifasico e isomdrfico, com germinacdo de
tetrasporos do tipo "Gelidium" (Ouriques, 2002). Os tetrasporos livres
sdo esféricos, medindo entre 19 e 30 um de didametro. Quando liberados,
ndo possuem parede celular, sdo envolvidos por uma matriz
mucilaginosa, que provavelmente é responséavel pela rapida adeséo ao
substrato. Depois de aderidos ao substrato, 0s tetrasporos comegcam uma
sequéncia de alteracGes na morfologia e na organizagdo celular. A fase
inicial de germinacdo é caracterizada pela reorganizacdo do contetdo
citoplasmatico, com o deslocamento das organelas a um pdlo da célula
(Bouzon et al., 2005). Dentre as organelas mais abundantes durante a
fase inicial do desenvolvimento de G. floridanum, destaca-se 0s corpos
de Golgi na regido onde é formado o tubo de germinacdo e sdo as
primeiras organelas a migrar para esta regido (Ouriques, 2002; Bouzon
et al., 2005; 2006.).

A organizacdo dos corpos de Golgi e a sua interacdo no
desenvolvimento esta bem estabelecido em plantas. Em plantas, as
fases iniciais de crescimento do pélen sdo polarizadas e resulta da fusao
continua de vesiculas secretadas pelos corpos de Golgi com a membrana
plasmatica. Este processo proporciona amplificacdo da membrana
plasmatica e auxilia na composi¢do da parede celular (Mascarenhas,
1993; Wang et al., 2005). Os corpos de Golgi sdo organelas celulares
dindmicas que desempenham um papel fundamental no processamento,
na maturacdo e encaminhamento de proteinas recém sintetizadas,
glicoproteinas, proteoglicanas e polissacarideos complexos, em plantas e
animais (Lanubile et al., 1997). Em plantas, os corpos de Golgi
desempenham um papel central na sintese dos compostos de parede
celular, tais como pectinas e hemiceluloses, € na modificacdo e
transporte das proteinas destinadas para a superficie da célula e para
vactolos (Northcote, 1985; Nebenfuhr & Staehelin, 2001; Keidan et al.,
2009).

O antibidtico fungico lipofilico, brefeldin A (BFA), tem sido
amplamente utilizado nos dltimos anos em estudos relacionados com a
atividade dos corpos de Golgi. Diversos trabalnos com BFA
demonstram que este antibidtico possui a acdo bloqueadora do trafego
de vesiculas e mecanismos de secrecdo em plantas (Callow et al., 2001;
Satiat-Jeunemaitre et al., 1996), a secrecdo de polissacarideos e
proteinas da parede celular (Driouich et al., 1993; Schindler et al., 1994;
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Kunze et al., 1995; Tsekos et al., 2007), bem como o transporte de
proteinas sollveis para o vactolo (Ritzenthaler, 2002; Tse Chung et al.,
2006).

Os efeitos da BFA, no trafego vesicular, sdo parcialmente
explicados pela capacidade de prevenir a ligacdo de proteinas de
revestimento citosdlicas nas membranas. A BFA bloqueia o conjunto de
revestimento através da inibicdo dos fatores de ribosilagcdo de adenosina
difosfato (ADP) (ARFs) que sdo pequenas GTPases envolvidas
principalmente na iniciacdo do complexo de revestimento em torno do
Golgi, bloqueando o transporte de proteinas do reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) para o Golgi (Donaldson et al., 1992

Para a maioria dos tipos de células de plantas investigados, uma
resposta a BFA foi observada nos corpo de Golgi. Efeitos
ultraestruturais relatados incluem um aumento no comprimento da
cisterna (Kimura et al., 1993; Yasuhara et al., 1995), reducéo do nimero
de cisternas por pilha (Schindler et al., 1994), e vesiculacdo das
cisternas cis ou trans (Satiat - Jeunemaitre & Hawes, 1992; Driouich et
al., 1993; Kimura et al., 1993; Rutten & Knuiman, 1993; Dairman et al.,
1995; Steele- king et al., 1999).

Diversos autores tem estudado o efeito de BFA nos trés grande
grupos de macroalgas. Em algas vermelhas foi observado que a droga
afeta a arquitetura do corpos de Golgi levando a inibicdo da formacédo
da parede celular (Keidan et al., 2009; Tsekos et al., 2007). Em
zoosporos de algas verdes foi observada a inibicdo da sua aderéncia ao
substrato (Callow et al., 2001). Nas algas pardas, o0 BFA foi utilizado
para analisar o0s efeitos no sistema endomenbranas e no
desenvolvimento da polarizagao dos zigotos (Hadley et al., 2006).

Para algas vermelhas, andlises sobre o sistema de
endomenbranas durante o desenvolvimento de tetrasporos ndo tém sido
elucidado. Para a espécie G. floridanum, em estudos ultraestruturais, foi
descrito apresenca de endomembranas na regido de formacdo do tubo
germinativo (Bouzon et al., 2005). Assim, 0 objetivo deste estudo foi
entender qual o papel do sistema de endomembranas na formagdo do
tubo germinativo durante a germinacao de tetrasporos de G. floridanum,
através da acdo do BFA sobre os corpos de Golgi.
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2. Material e métodos

2.1 Algas e germinacéo

Talos tetrasporofitos de G. floridanum foram coletados na praia
de Sambaqui (27°29°18.8”S e 48°32°12.9”W), Florianoépolis, Santa
Catarina, durante o periodo do verdo. As amostras de algas foram
coletadas no costdo rochoso e transportadas a temperatura ambiente em
recipientes escuros para LABCEV-UFSC (Laboratorio Célula Vegetal,
da Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, Santa
Catarina, Brasil). Para a coleta de tetrdsporos ndo germinados foram
realizados diversos experimentos no laboratorio para a padronizagdo de
protocolo de coleta. Para este procedimentos foram limpos e
selecionados talos férteis e colocados para liberacdo de tetrdsporos
(overnight), em &gua do mar filtrada proveniente do local da coleta, com
salinidade de 32 ups (unidade padrdo de salinidade) (Fig. 2). Os
tetrasporos liberados foram coletados e colocados sobre laminas em
placas de petri para a germinacéo, e foram cultivados em temperatura de
25°C (+ 1°C), irradiancia de 40 (+10) umol de fétons m?s™ (Fig. 2).
Todas as analises foram realizadas apdés 6 horas (ap6s colocados na
placa de Petri), momento em que se inicia o processo de formacdo do
tubo germinativo.

2.2 Tratamento com brefeldina A (BFA)

A solucdo estoque de BFA (B-7651 Sigma Chemicals,
Alemanha) foi preparada a uma concentracdo de 5 mM em dimetil
sulféxido (DMSO, Merck, Alemanha). A partir desta solucdo estoque,
foram preparadas duas concentragdes finais de BFA, 4 e 8 uM. Para
realizar os tratamentos experimentais, as amostras controle foram
incubadas sem o inibidor, mas com o solvente utilizado. As
concentracBes finais de BFA foram adicionadas juntamente com os
tetrdsporos sobre laminas durante 6 horas conforme a descri¢do de
Keidan et al. (2009). QOito repeticbes foram feitas para cada grupo
experimental, em 4 experimentos independentes.
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Figura 2: Detfalhe dos procedimentos de colefa € obfengao dos tetrasporos de
Gelidium floridanum. Os ramos séo limpos e separados (a,b) pela identificagdo das
estruturas reprodutivas, os tetraspordfitos, e a presenca de tetrasporos em seu
interior (setas) (c). Estes ramos sdo colocados em uma rede sobre um funil
encaixado num béquer de 1000 mL com agua do mar filtrada, tendo em sua base um
tubo para a coleta dos tetraporos (d,e). Apoés a liberagdo, os tetrasporos contidos no
tubo (f) sdo colocados em l&minas sobre placas de Petri para a adesdo e germinacdo

(@)
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2.3 Analise da morfologia e processos de germinagéo

As caracteristicas morfolégicas do controle e das amostras
tratadas de tetrasporos de G. floridanum foram analisadas e fotografadas
com um microscopio epifluorescente Olympus BX 41 equipado com
sistema de captura de imagens QCapture Software 5.1 Pro. A anélise foi
realizada através da avaliacdo das seguintes caracteristicas: 1)
tetrasporos com formacao do tubo germinativo, 2) tetrasporos inviaveis
(pigmentacdo verde) e 3) tetrasporos ndo germinados dilatados (> 30 um
de largura). As caracteristicas morfoldgicas foram analisadas em 250
tetrasporos por lamina para os diferentes tratamentos e em quadruplicata
(n=1000 tetrasporos).

2.4 Andlises através da microscopia eletronica de
transmisséo

Apbs o periodo experimental, os tetrasporos de G. floridanum
foram processados para analises em microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), segundo o método de Bouzon et al. (2006). As
amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, sacarose 2% em
tampdo cacodilato de sodio a 0,1 M (pH 7,2), durante 12 horas a
temperatura de 4°C. Em seguida, foram realizadas 4 lavagens com
tampdo cacodilato de sodio a 0,1M (pH 7,2), com concentracfes
decrescentes de sacarose, durante 30 minutos. Os tetrdsporos foram
pos-fixados em tetréxido de dsmio (0sO,) a 1% em tampéo cacodilato
0,1 M, pH 7,2, durante 6 horas a temperatura ambiente. Foram
realizadas 3 lavagens, de 20 minutos cada, em tampdo cacodilato de
sodio 0,1 M. Apds as lavagens, as amostras foram desidratadas em uma
série acetbnica crescente (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), 30 minutos
em cada etapa. A Ultima série de acetona 100% foi trocada duas vezes. O
material foi entdo infiltrado com resina Spurr em séries graduais de
acetona-resina Spurr durante trés dias, seguido de duas infiltragdes em
resina pura por 12 horas, e polimerizado em estufa a 70°C por 24 horas.
As seccdes ultrafinas foram realizados com navalha de diamante em
ultramicrétomo e, posteriormente, contrastados com acetato de uranila
1% e citrato de chumbo 1%. As seccGes foram observadas e
fotografadas no microscopio eletrénico de transmissdo JEM 1011 do
Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

2.5 Andlise com FM4-64

Para analisar o sistema de endomembranas, ap6s 6 horas de
desenvolvimento, os tetrasporos foram encubados com 4 uM de FM4-
64 (Molecular Probes), marcador de endomembranas, diluido em agua
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do mar (Bolte et al., 2004) por 30 minutos. A concentracdo da solucéo
estoque de FM4-64 BFA foi de 20 mM em DMSO (Dimetil
Sulféxido). Os tetrdsporos foram observados em Microscépio
Epifluorescente DM5500B Leica equipado com sistema de captura de
imagens DFC300FX Digital Color.

2.6 Analise dos dados

Dados foram analisados por Analise de Variancia Unifatorial
(ANOVA) e o teste Tukey a posteriori. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando programa Statistic (versdo 10.0),
considerando significativo p < 0,05.

3. Resultados

A germinagcdo dos tetrasporos de G. floridanum (Fig. 3a) inicia-
se 5 a 6 horas apds a sua liberacdo e adesdo ao substrato. Os tetrasporos
sdo esféricos com presenca de cloroplastos com coloracdo avermelhada
na regido central (Fig. 3a). O inicio do processo de germinagdo se
caracteriza por alteracdes morfologicas como a presenca de vaclolos na
base do tetrasporo (Fig. 3b) e no lado oposto ha uma expanséo da parede
celular indicando a polarizacdo e inicio da formacdo do tubo
germinativo (Fig. 3c). A migracdo das organelas celulares €
concomitante & formagdo e alongamento do tubo germinativo (Fig. 3d-

e).
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Figura 3: Tetrasporos de Gelidium floridanum durante o processo de germinacgdo. (a) Tetrasporo recém-liberado. (b,c) Inicio da
germinagdo com aumento de vacuolos de um lado e do outro a formagédo do tubo germinativo. (d,e,f) Deslocamento das organelas para a
regido de formacao do tubo (setas). (Simioni et al., 2014)
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Os tetrasporos tratados com BFA, tanto em 4 uM e 8 uM, ndo
aderiram ao substrato Quando analisados em microscopia de luz, ao
contrario do controle (Fig. 4a,b), estes tetrdsporos ndo apresentaram a
formacdo do tubo de germinacdo (Fig. 4c-f). Muitos destes tetrasporos
apresentaram aumento no volume celular com diametro maior que 30
um (Fig. 4c,d). Através da alteracdo de coloracdo foi possivel observar
gue Varios tetrasporos tornaram-se inviaveis, esta inviabilidade foi mais
visivel na concentracdo de 8 UM de BFA (Fiq. 4e.f).

Figura 4: Efeitos da BFA na germinacdo de tetrasporos de Gelidium floridanum
analisados em microscopia de luz. (a,b) Tetrasporos controle. (c,d) Tetrasporos
tratados com 4 uM de BFA. (e,f) Tetrasporos tratados com 8 uM de BFA. Observe o
aumento de esporos inviaveis com pigmentacao verde (setas). (Simioni et al., 2014)
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Na tabela 1 foi possivel observar que ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos em relacdo as taxas de germinacao,
mortalidade e tetrasporos dilatados. Os tetrdsporos controles
apresentaram uma taxa de germinagdo de 70%, entretanto, os tratados
com brefeldina A 4 uM a taxa é menor que 1%, e os tratados com 8 UM
ndo germinaram apresentando um indice de mortalidade de 46,25%,
indicando ser esta uma concentragdo sub-letal para os tetrasporos (LD
50%). Nos tratamentos, muitos tetrasporos permaneceram pigmentados,
aparentemente viaveis, porém nao germinaram.

Tabela 1: Efeito da adicdo de BFA na germinacdo de esporos de Gelidum
floridanum. (Simioni et al., 2014)

Dados séo apresentados em 4 unidades amostrais, 250 esporos em 4 experimentos
independentes. Médias + SD. Letras indicam diferencas significativas de acordo
com o teste Tukey (p<0.05). (n=1000)

Nas analises com FM4-64, o sistema de endomembranas nos
tetrasporos controle foi observado proximo da membrana celular e em
maior quantidade na regido de formagéo do tubo germinativo (Fig. 5a).
Ja nas amostras tratadas (Fig. 5b,c), o sistema de endomembranas néo
apresentou regides especificas, estando disperso por todo o citoplasma
formando diversas granulagdes visiveis, principalmente no tratamento
de 8 uM.
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Figura 5: Microscopia epifluorescente de tetrasporos de Gelidium floridanum
marcados com FM4-64. (a) Tetrasporo controle mostrando a fluorescéncia do FM4-
64 (em vermelho) na ponta do tubo de germinacdo (setas). (b) Tetrasporo tratados
com 4 uM de BFA. (c) Tetrasporo tratado com 8 uM de BFA, mostrando que o
sistema de endomembranas aumenta e torna-se disperso no citoplasma (setas).
Sobreposicao da autofluorescéncia do cloroplasto (C) em amarelo (Simioni et al.,
2014).

Quando observados no microscopio eletrbnico de transmissao
(MET), os tetrasporos controle apresentaram como caracteristica na fase
inicial da germinagdo a formacdo de diversos vacuolos na base do
esporo. Estes vacUolos aumentaram de volume concomitante ao
crescimento do tubo germinativo (Fig. 6a). O crescimento do vacuolo
desloca as organelas para a regido do tubo germinativo. Neste estagio,
corpos de Golgi sdo abundantes, especialmente na regido de formacéo
do tubo germinativo e também foram observados nas proximidades do
vacuolo, na regido oposta do tubo em formagdo (Fig. 6a). Estes corpos
de Golgi sdo hipertréficos (Fig. 6b-c) e apresentam de 7 a 8 cisternas.
Além disso, nesta fase, os cloroplastos estdo bem desenvolvidos, com a
organizagdo dos tilacides caracteristica das algas vermelhas, onde um
tilacoide periférico envolve os tilacdides paralelos (Fig. 6d). Estes
cloroplastos presentes desde o inicio do tetrasporo liberado migram em
direcdo a formagdo do tubo germinativo. Com a intensa atividade dos
corpos de Golgi na regido apical do tubo, muitas mitocdndrias foram
observadas (Fig. 6e). Neste estagio a quantidade de graos de amido, que
foram acumulados durante a tetrasporogénese, é bem reduzida quando
comparado ao tetrasporo recém-liberado (Fig. 6a).
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Figura 6: Microscopia eletronica de transmissdo de Gelidium floridanum durante a formag8o do tubo germinativo. (a) Vista geral do
tetrsporo com tubo germinativo no inicio do alongamento com polarizagdo das organelas, com corpos de Golgi (G) na ponta do tubo,
vacuolos (V) na base, cloroplastos (C) e Grdos de amido (A). (b) Detalhe da migracdo de corpos de Golgi (G) na regido do tubo
germinativo. c: Estrutura das vesiculas do Golgi com conteudo fibroso. (d,e) Estrutura dos cloroplastos (C) e mitocondrias (M) presentes

nos tetrasporos (Simioni et al., 2014).
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Os tetrasporos G. floridanum tratados com BFA 4uM
apresentaram um aumento de volume decorrente da formagdo de
pequenos VvacUolos dispersos por todo o citoplasma (Fig. 7a),
corroborando o observado no uso do FM4-64 (Fig. 5b,c). Estes
tetrasporos continuaram esféricos e ndo apresentaram a polarizacao
tipica dos processos de germinacgdo das Gelidiales (Fig. 7a). As cisternas
do Golgi perderam seu formato caracteristico formando numerosas
vesiculas de diferentes tamanhos (Fig. 7b-c). Os cloroplastos, quando
visualizados, ndo apresentaram alteragfes, ja os grdos de amido
mostraram formato alongado e quantidade semelhante aos tetrasporos
recém-liberados (Fig. 7d-e). No tratamento com BFA 8 uM, os
tetrsporos apresentaram em seu interior um aumento no processo de
vesiculacdo e na quantidade de gréos de amido (Fig. 8a-b). As inimeras
vesiculas se espalharam em praticamente todo o citoplasma formando
grandes areas vesiculadas (Fig. 8c-d).
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Figura 7: Microscopia eletronica de transmissdo de tetrasporos de Gelidium floridanum tratados com 4 uM de BFA. (a) Vista Geral do
tetrasporo ndo germinado, com presenca de areas vesiculadas (Ve) e diversos vacutolos (V) pelo citoplasma. (b,c) Detalhe das regides
vesiculadas resultantes da desorganizacdo dos corpos de Golgi. (d,e) Detalhe dos grdos de amido (A) com diferentes formatos.

Cloroplastos (C). (Simioni et al., 2014)
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Figura 8: Microscopia eletronica de transmissdo de tetrasporos de Gelidium floridanum tratados com 8uM de BFA. (a) Vista Geral do
tetrsporo nao germinado, com aumento das dreas vesiculadas (Ve) e graos de amido (A). (b,c,d) As areas vesiculadas perdem as
delimitagBes de membrana e os grdos de amido apresentam diversos tamanhos (Simioni et al., 2014).
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4. Discussao

A germinacdo dos tetrdsporos de Gelidium floridanum tem
inicio 5-6 horas ap6s a liberacdo, entretanto, nos tetrasporos tratados
com brefeldina (BFA) ndo houve adesdo ao substrato, impossibilitando
0 inicio da germinacdo. A adesdo é um pré-requisito para a germinagédo
(Bouzon et al., 2006), e segundo Callow et al. (2001) envolve uma
macica liberagdo de glicoproteinas adesivas derivadas dos corpos de
Golgi. Esta deficiéncia no processo de adesdo esta relacionada com a
inibicdo de secrecdo celular apés o uso de BFA, como também,
demonstrado por Callow et al. (2001) com zooGsporos de alga verde
Enteromorpha linza. Desta forma, pode-se supor que nos tetrasporos de
G. floridanum as vesiculas produzidas pelos corpos de Golgi sdo
responsaveis pela producdo de material necessario para a adesdo ao
substrato.

Os tetrasporos apresentaram alta sensibilidade BFA que, além
de impedir a germinagdo resultou em altas taxas de mortalidade
(46,23%) principalmente na concentracdo de 8 uM, podendo ser
considerada uma DL50 (dose sub-letal) que induz metade do efeito
méaximo da droga para a espécie G. floridanum. A concentracdo usada
neste estudo foi menor do que as utilizadas por Keidan et al. (2009) em
microalga vermelha, que foi de 25 puM, concentracdo que inibe a
viabilidade celular. Em zodsporos de algas verdes, Callow et al. (2001)
relataram que a utilizacdo de concentragdes superiores a 80 mM tem
efeitos citotoxicos. Os resultados apresentados neste estudo indicam
uma maior sensibilidade dos tetradsporos G. floridanum na presenca do
BFA em comparagdo com as espécies ja estudadas.

Ap0s a adesdo, os tetrasporos iniciam uma série de alteracGes
morfol6gicas e ultraestruturais onde a reorganizacdo espacial das
organelas é um pré-requisito para a formagdo do tubo germinativo. Em
estudos com polen, a formacdo e crescimento do tubo é polarizada e
resulta da fusdo continua de vesiculas secretoras derivadas dos corpos
de Golgi com a membrana plasmética (Wang et al. 2005). Em
tetrdsporos de G. floridanum a polarizacdo é caracterizada pela
formacdo de 2 regibes: grande vactolo basal resultante da fusdo de
vesiculas de Golgi, e a regido apical que apresenta grande quantidade de
corpos de Golgi. Bouzon et al. (2005) verificaram também na mesma
espécie uma alta concentracdo de corpos de Golgi na regido do tubo
germinativo. Em analises ultraestruturais e na presenca do marcador
FM4-64, o sistema de endomembranas concentra-se em maior
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guantidade na regido de formacdo do tubo germinativo, indicando ser
responsavel pela formacdo e crescimento do mesmo, corroborando as
observag0es feitas por Bouzon et al. (2005) nos processos iniciais de
germinacgdo de tetrasporos de G. floridanum. A polarizacdo do sistema
de endomembranas também foi observada no crescimento do tubo
polinico (Derseken et al., 1995; Wang et al., 2005) e em zigotos de
fucdides (Hadley et al., 2006), neste Ultimo, a polarizacdo de
endomembranas e a secre¢do ocorreu simultaneamente no inicio do
desenvolvimento demonstrando serem processos intimamente ligados.

Das estruturas que compdem o sistema de endomembranas, dos
tetrasporos de G. floridanum, o0s numerosos corpos de Golgi sdo
hipertréficos com 7 a 8 cisternas, corroborando as caracteristicas tipicas
desta organelas em algas vermelhas (Zhang & Staehelin, 1992, Tsekos
et al., 2007). A presenca destas estruturas na por¢do apical do tubo
germinativo, evidencia a participacdo direta das vesiculas do Golgi no
crescimento deste tubo (Fig. 9a-f). Em plantas, os corpos de Golgi séo
responsaveis pela sintese de material da parede celular, como pectinas e
hemicelulose, modificagdes e classificacdo de protéinas destinadas para
a superficie celular, e estdo envolvidos na exocitose de vesiculas para
formacéo da parece celular (Nebenfuhr & Staehelin, 2001). Durante a
sintese de parede celular em algas vermelhas os polissacarideos ndo
cristalinos da matrix e outras moléculas, como as proteinas da parede,
sdo direcionadas a membrana plasmatica por vesiculas derivadas do
Golgi (Tsekos, 1996; Tsekos et al., 2007). Em Porphyridium, estruturas
precursoras do complexo enzimatico responsavel pela formacdo da
parede celular “membranas tetraédricas” foram observadas nas
membranas das cisternas do Golgi antes da formagéo de vesiculas, nas
membranas das vesiculas do Golgi proximas a face trans do Golgi e,
nas membranas das vesiculas citoplasmaticas pouco antes da fusdo com
a membrana plasmatica (Tsekos, 1996). O transporte e exocitose de
"membranas tetraédricas" € uma funcdo primaria do aparelho de Golgi
para posterior sintese de parede celular.

A BFA bloqueia o padrdo dos corpos de Golgi e sua secre¢ao
em tetrasporos de G. floridanum, provocando uma répida perda da
assimetria endomembranar (Fig. 8g-h). Os tetrdsporos tratados com
BFA continuam a produzir membranas, mas estas ndo sdo direcionadas
corretamente, tendo como consequéncia 0 aumento do volume celular e
formacdo de regiGes vesiculadas no citoplasma. Estes resultados
corroboram os encontrados em plantas, em um estudo com cultura de
células embriogénicas, a estrutura tanto do reticulo endoplasmatico
como dos corpos de Golgi também apresentaram alteragdes (Capitanio
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et al.,, 1997). Em tubos polinicos do tabaco, o aparecimento de
vesiculas como estruturas associadas a ER foi sugerido ser a fusdo dos
corpos de Golgi com o ER (Rutten & Knuiman,1993). Conforme
Capitanio et al. (1997) alteragdes estruturais nos tratamentos com BFA
incluem uma rapida desorganizagdo dos corpos de Golgi e a formacao
de estruturas tubulares, através dos quais proteinas do Golgi séo
redistribuidos para a ER. Henderson et al. (1994) tém explanado que o
processo de vesiculacdo é consequéncia da inibicdo do transporte de
proteinas do reticulo endoplasmatico para os corpos de Golgi.
Similarmente em algas, diversos estudos relataram que BFA tem como
alteracbes a diminuicdo do numero de cisternas do Golgi e aumento do
processo de vesiculagdo (Noguchi et al., 1998; Callow et al., 2001;
Tsekos et al., 2007; Keidan et al., 2009) corroborando os resultados do
presente estudo com tetrasporos de G. floridanum. Os principais alvos
da BFA séo fatores de troca de nucleotideo guanina (GEFs), envolvida
na ativacdo de fatores de ribosilacdo de ADP (ARFs) que sdo pequenas
GTPases envolvidas principalmente na iniciagdo do complexo de
revestimento em torno de vesiculas COPI (proteina de revestimento)
derivadas do Golgi (Robinson et al., 2008). Segundo Donaldson et al.
(1992), a BFA interage com uma proteina GTP-ligante chamada fator de
ribosilagdo de ADP (ARF) e impede a catélise de GTP a partir GDP no
ARF. Como resultado, o revestimento necessaria para a vesicula
nascente ndo pode ser formado (Donaldson et al., 1992, Helms &
Rothman, 1992). A interrupcdo das vesiculas de revestimento resulta na
reabsorcdo da membrana do Golgi no ER como observado em
proteinas Golgi GFP-marcadas do Golgi em células vivas de
Arabidopsis (Saint-Jore et al., 2002).

O bloqueio da atividade dos corpos de Golgi pela BFA em
tetrasporos de G. floridanum impediram a formacao da parede celular e
em consequéncia a formacdo do tubo germinativo. Além disso, foi
visualizado em anélises ultraestruturais, aumento na quantidade de gréos
de amido das florideas no citoplasma nestes tetrasporos tratados com
BFA. Segundo Hummel et al. (2010), os corpos de Golgi desempenham
um papel fundamental na biossintese de compostos da matriz da parede
celular, e na glicosilacdo de proteinas. Um suprimento constante de
acUcares para a importacdo nas membranas cisternais dos corpos de
Golgi  é necessério e, perturbacGes e/ou perda das pilhas cisternais
resultam em um acimulo de carboidratos citoplasmaticos (Hummel et
al., 2010). O aumento dos niveis de amido ap6s a inibicdo pela BFA, da
secrecdo de vesiculas produzidas pelos corpos de Golgi, foi elucidada
nos estudos de Hummel et al. (2010), na espécie Chlamydomonas
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noctigama. Similar resultado foi relado em células de Chlamydomonas
reinhardtii que cresceram sob condi¢cBes de estresse (sem nitrato), as
macromoléculas foram direcionadas para os plastidios para a sintese de
amido e lipidios (Ball, 2002). O comprometimento da atividade do
Golgi resultou na perda da funcdo secretora e apresentou fortes
evidéncias para a hipdtese de que a atividade dos corpos de Golgi tem
um efeito direto sobre os niveis de carboidratos do citoplasma e que, em
cirscunstancias particulares o carboidrato livre é redirecionado para os
plastideos para a conversdo de amido (Hummel et al., 2010). Em
microalgas vermelhas Porphyridium sp., que ndo armazenam amido nos
seus plastideos, a presenga de BFA induz a uma alteracdo na
composi¢do da parede celular e também gera um acimulo amido
citoplasmatico (Keidan et al., 2009).

Em G. floridanum a formacéo de um grande vacuolo na regido
oposta ao tubo germinativo caracteriza o0  inicio do processo
germinacdo. Conforme Bouzon et al. (2005), a pressdo de turgor dos
grandes vaculos provavelmente é responsavel pela alongamento do tubo
de germinativo e concomitante ao deslocamento das organelas
citoplasmaticas. Em nosso estudo, apds o tratamento com BFA, sdo
formados pequenos vaclolos dispersos por todo o citoplasma nédo
ocorrendo fusdo para a formagdo do grande vaclolo basal. Segundo
Gomes & Chrispeels (1993) BFA inibe o direcionamento de secrecao de
proteinas sollveis destinadas ao vacuolo .

Ap6s a utilizacdo de BFA em tetrasporos de G. floridanum
podemos concluir que os corpos de Golgi sdo responsaveis por
processos relevantes para a germinacdo (Fig. 9). Dentre os quais,
destacamos: 1) producéo e secre¢do de moléculas adesivas; 2) formagdo
de um grande vaclolo basal responsavel pelo deslocamento das
organelas citoplasmaticas e 3) producdo de membranas necessarias para
a formacdo e alongamento do tubo germinativo. A BFA afetou a
arquitetura dos corpos de Golgi resultando no bloqueio da sintese da
parede celular necessdria a formacdo do tubo germinativo, como
também, afetou a estrutura e quantidade de grdos de amido. Concluimos
assim que a polarizagdo do sistema de endomembranas é um evento
inicial na adesdo ao substrato e no estabelecimento da polaridade. O
direcionamento das vesiculas secretoras oriundas dos corpos Golgi tem
um papel fundamental na formagdo do tubo germinativo durante a
germinacdo de tetrasporos de G. floridanum.
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Figura 9: Esquema representativo da possivel localizacdo espacial dos corpos de
Golgi e os efeitos da BFA. (a-f) Tetrasporos controle, (a) inicialmente os corpos de
Golgi se encontram proximos a membrana celular e os cloroplastos centralizados
préximos a nucleo, (b,c) o deslocamente inicial dos corpos de Golgi em um dos
lados e aumento dos vacutiolos no outro indicam o inicio da germinacdo e (d,e,f)
formagdo do tubo germinativo com o deslocamento das organelas a um pdlo da
célula. (g) Estrutura celular dos tetrasporos tratados com 4 uM BFA, as cisternas do
Golgi perdem seu formato caracteristico formando numerosas vesiculas de
diferentes tamanhos. (h) Estrutura celular dos tetrasporos tratados com 8 pM BFA,
com grandes areas vesiculadas e aumento na quantidade de grdos de amido.
(Simioni et al., 2014)




31

CAPITULO 111

Efeitos da colchicina e citocalasina na germinacéo
de tetrasporos de Gelidium floridanum

1. Introducéo

O desenvolvimento de todos os organismos eucarifticas é
mediado pela polarizagdo celular (Green et al, 2013). O
estabelecimento da polaridade celular esta associado com a organizagdo
molecular, organelar e/ou assimetrias morfoldgicas na célula. O
alongamento da célula é generalizada, sendo observada em células
eucarioticas, incluindo neurdnios, tubos polinicos, hifas flngicas, e
filamentos de algas (Katsaros, 1995; Kropf et al., 1998; Campas &
Mahadevan, 2009).

Em plantas, os filamentos do citoesqueleto parecem estar
envolvidos na determinacdo da morfologia das células e na polaridade
do eixo de formacdo do tubo polinico durante a diferenciacdo celular
(Lloyd et al., 1985). Na formacdo do tubo polinico, a caracteristica
principal é a presenca do citoesqueleto, que compreende os filamentos
de actina e microttbulos.

Em estudos sobre a formacdo do tubo polinico, a funcdo dos
microtabulos foi observada estar relacionada com o zoneamento no tubo
(Taylor & Hepler, 1997) e seu alongamento (Joos et al., 1995). O
movimento de organelas no tubo polinico ocorre ao longo de feixes de
filamentos de actina que sdo organizados como um colar cortical na
regido apical que se destina a polarizar o citoplasma no apice do tubo
(Cardenas et al., 2008; Cai & Caestri, 2010). Nas algas pardas, 0s
microtibulos exercem um papel na organizacdo do reticulo
endoplasmatico e migracdo dos componentes que sdo secretados,
contribuindo para a formacgédo de uma polaridade celular (Peter & Kropf,
2010).

O envolvimento dos microtdbulos no estabelecimento da
polaridade celular foi demonstrado em Varios estudos empregando
colchicina (Medvedev, 2012). Ja na década de 30, observou-se que 0
alcal6ide colchicina paralisa a mitose na metafase, e, desde entdo, a
colchicina tem sido usada nos estudos sobre os cromossomos e a diviséo
celular, e investigagdes sobre microtibulos (Alberts et al., 2010). Este
alcaléide em concentragdes micromolares se liga a tubulina, bloqueando
sua polimerizagdo (Medvedev, 2012). O tratamento com colchicina
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mostrou interromper o padrdo de formacdo polarizada das células
ciliadas da raiz de Gibasis geniculata e Tradescantia fluminensis
(‘Yamazaki, 1988).

Para a inibicdo dos filamentos de actina, uma das drogas muito
utilizada é a citocalasina B, quando utilizada interfere com os
movimentos celulares. As citocalasinas se combinam com as moléculas
de actina e impedem a polimerizacdo dessas moléculas que formam os
microfilamentos (Alberts et al., 2010). A utilizacdo da citocalasina na
diferenciacdo de zigotos de Fucus sp. e Pelvetia sp. mostrou que a
actina desempenha um papel fundamental na polarizagdo celular e
manutencao da morfogénese celular (Brawley & Robinson, 1985).

Em algas, a grande maioria dos estudos sobre o citoesqueleto
foram realizados principalmente em algas pardas. Em zigotos de algas
pardas os microtibulos e os microfilamentos de actina participam da
polarizacéo e fixacdo do eixo, da divisdo celular e do crescimento das
extremidades (Katsaros et al., 2006). Em algas vermelhas a polarizacéo
do contetdo celular foi observada em alguns estudos (Bouzon et al.,
2005; Quriques et al., 2012) entretanto o estudo do papel bioldgico e a
acdo dos microtubulos ainda nao foi descrita.

Em Gelidium floridanum a observacdo da polarizagdo e
migracdo das organelas foi observada através das analises
ultraestruturais (Bouzon et al., 2005). Segundo os mesmos autores, a
organizacdo polarizada para esta espécie é caracterizada pela formagédo
de 3 zonas, um largo vacuolo basal, o tubo germinativo e a regido apical
na qual as vesiculas do Golgi estéo localizadas, mas ndo foram descritas
a presenca e acdo dos microtubulos neste processo. Este estudo teve
como objetivo de investigar a fungdo dos elementos do citoesqueleto
durante a polarizacdo e formacdo do tubo de tetrasporos de G.
floridanum através do uso da colchicina e da citocalasina.

2. Material e métodos

2.1Algas e germinacao
A obtencdo dos tetrasporos esta descrita no item 2.1 do capitulo
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2.2 Experimentos com colchicina e citocalasina B

Para analise do envolvimento do citoesqueleto no processo de
germinacdo dos esporos foi adicionado a agua do mar filtrada, inibidores
de polimerizagdo de microtGbulos e microfilamentos, respectivamente,
colchicina (C-9754, Sigma Chemicals, Alemanha) e citocalasina B (C-
6762, Sigma Chemicals, Alemanha) em diferentes concentracBes. As
solucbes estoques foram inicialmente dissolvidas em dimetil sulféxido
(DMSO) sendo a colchicina a concentracdo de 100 mM e a citocalasina
B 1 mM. A partir destas solucbes estoque foram preparadas as
concentracdes finais em agua do mar filtrada de 5 e 10 mM para os
tratamentos com colchicina e, 50 e 100 uM para citocalasina B (Fig.10).
As amostras controle foram incubadas com as mesmas concentragdes do
solvente sem os inibidores. Tanto o solvente utilizado no controle,
guanto as concentragcfes finais de colchicina e citocalasina B foram
adicionados juntamente com os tetrasporos, por um periodo de 6 horas,
conforme Pillai et al. (1992). Quatro repeticGes foram feitas para cada
grupo experimental, em quatro experimentos independentes (Fig.10)

Tratamentos
Controle u ”:U M []:[]l]
Colchicina 5mM !]:U !]:]ﬂﬂ M @
Colchicina 10mM L_l_[‘] LM] ﬂ:ﬂﬂ M
Citocalasina 50uM M Il H=|]I] M
Citocalasina 100pM |]=|][] L[]D D:” []:ul]

Figura 10: Desenho experimental de G. floridanum. Cada tratamento com as
diferentes concentracdes de colchicina e citocalasina  foram realizados em
quadruplicatas.
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2.3 Analise da morfologia e processos de germinacao

As caracteristicas morfologicas do controle e das amostras
tratadas de tetrasporos de G. floridanum foram analisadas e fotografadas
com um microscopio epifluorescente Olympus BX41 equipado com
sistema de captura de imagens QCapture Software 5.1 Pro. A analise foi
realizada através da avaliacdo das seguintes caracteristicas: 1)
tetrasporos com a formacdo do tubo germinativo, 2) tetrdsporos
inviaveis (pigmentacdo verde), 3) tetrdsporos com tubo germinativo
malformado e 4) tetrdsporos ndo germinados e/ou alterados. As
caracteristicas morfoldgicas foram analisadas em 250 tetrasporos por
lamina para os diferentes tratamentos e em quadruplicata (n=1000).

2.4 Analises da migracdo nuclear com o uso do DAPI (4-6-
diamidino-2-fenilindol)

Ap6s o periodo experimental (6 horas) , os tetrasporos de G.
floridanum foram fixados em solucdo de paraformaldeido 2,5% em
tampado fosfato 0,1M, pH 7,2, e mantidas em geladeira a 4°C. No dia da
andlise, o material foi lavado duas vezes em tampao fostato, colocados
em Triton X100 (0,2%) por 1 hora, e tratados com DAPI (Molecular
Probes) na concentracdo de 0,5 pg ml™ por aproximadamente 50
minutos. Os tetrdsporos foram observados em um microscopio
epifluorescente Olympus BX41 equipado com sistema de captura de
imagens QCapture Software 5.1 Pro.

2.5 Analises em microscopia confocal de varredura a laser

Para analisar a estrutura dos cloroplastos durante a germinacao
dos tetrasporos de G. floridanum, amostras de todos os tratamentos
foram observadas em um Microscépio Confocal de Varredura a Laser
DMI6000B (Leica TCS SP-5, Alemanha) do Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME). A autofluorescéncia dos cloroplastos
foram observadas em um comprimento de onda de excitagdo com laser
de 488 nm (violeta) com um espectro de emissdo de 510 a 750 nm
(Zitta et al., 2013).

2.6 Analise dos dados

Dados foram analisados por Analise de Variancia Unifatorial
(ANOVA) e o teste Tukey a posteriori. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando programa Statistic (versdo 10.0),
considerando significativo p < 0,05.
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3. Resultados

Os tetrasporos livres sdo esféricos, medindo 25-30 um de
diametro, apresentaram coloracdo vermelho escuro devido a presenca de
muitos cloroplastos pequenos caracteristico das algas vermelhas (Fig.
11a). Os esporos foram liberados sem parede celular envoltos por uma
matriz mucilaginosa, que provavelmente é responsavel pela rapida
adesdo ao substrato. Apds a fixacdo ao substrato, 0s esporos comegaram
a germinacdo. O inicio da germinacdo é caracterizado por uma
desorganizagdo citoplasmatica e formacdo de um pdlo na célula onde
sera formado o tubo germinativo (Fig. 11a). A maioria do contetdo
citoplasmatico do tetrdsporo migrou para esse tubo germinativo (Fig.
11b,c).

Com o uso do DAPI, nas amostras controle, foi verificada a
presenca de um Gnico nicleo por célula nos tetrasporos livres (Fig. 11d).
No entanto, com o decorrer da germinacdo a célula inicial do tetrasporo
tornou-se multinucleada (Fig. 1le,f), e apresentou posteriormente a
migracdo de um destes nucleos para o polo de formacdo do tubo
germinativo (Fig. 11g). Estes nlcleos durante o deslocamento foram
observados alongados (Fig. 11g). Mesmo ap0s a primeira divisdao ainda
foram visualizados varios ndcleos na célula inicial do tetrdsporo (Fig.
11h). Em paralelo a migracdo do nuicleo, através da autofluorescéncia
foi possivel observar o deslocamento dos cloroplastos na fase inicial de
reorganizacgao das organelas (Fig. 11i).
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Figura 11: Fases iniciais da germinagdo dos tetrasporos controle de Gelidium
floridanum observados na microscopia de luz e confocal. (a-c) Tetrasporos livres
com inicio da germinagdo, (a) formacdo do tubo germinativo e migracdo do
conteldo citoplasmatico (b,c). (d-h) Marcagdo com DAPI. Inicialmente o0s
tetrasporos apresentaram um Unico nucleo (seta) (d) e posteriormente tornaram-se
multinucleados (setas) (e,f). Um dos nlcleos migra para o tubo germinativo (g)
permanecendo alguns ainda na célula do tetrasporo inicial (h). (i) Autofluorescéncia
dos cloroplastos mostrando sua movimentacao pelo tubo germinativo.
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No tratamento com colchicina, os tetrasporos tratados com 5 mM
apresentaram baixa taxa de germinacdo (Fig. 12a), este processo € mais
lento quando comparado ao controle. Os tetrasporos que germinaram
apresentaram alteragdo na formacgdo do tubo germinativo (Fig. 12b),
com tubos alargados e/ou bem constrictos, mas com presenca de nicleos
tanto na regido do tubo quanto na célula inicial do tetrasporos (Fig. 12c).
Os cloroplastos se mantiveram aparentemente viavies, tanto nos
tetrasporos ndo germinados quanto naqueles com tubos formados (Fig.
12d). Por outro lado, nos tetrasporos tratados com 10 mM de colchicina,
houve total inibicdo da germinacdo dos tetrasporos. Este tratamento
resultou numa grande quantidade de tetrasporos inviaveis (esverdeados)
(Fig. 12e) e poucos ndo germinados com coloracdo normal da espécie
(Fig. 3f). Os tetrasporos, aparentemente normais, apresentaram nicleos
em seu interior (Fig. 12g), mas seus cloroplastos apresentaram estrutura
desorganizada e com autofluorescéncia difusa (Fig. 12h).

O tratamento com citocalasina, na concentracdo de 50 uM,
resultou em poucos tetrdsporos germinados (Fig. 13a,b), os quais
também apresentaram alteragdes no formato do tubo germinativo.
Muitos dos tetrasporos ndo germinados mostraram contetido celular
desorganizado (Fig. 13c). Os nucleos foram visualizados principalmente
no corpo inicial do tetrasporo (Fig. 13d). Os cloroplastos apresentaram
formatos alterados, com estrutura circular, quando comparados ao do
controle (Fig. 13e). No tratamento de 100 uM de citocalasina, 0s
tetrdsporos ndo germinaram e também apresentaram alteracdo no
formato das células (Fig. 13f,g). Estes tetrasporos mantiveram 0s
nucleos (Fig. 13h), porém os cloroplastos apresentaram formato esférico
(Fig. 13i), diferente do observado no controle.
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Figura 12: Germinagdo de tetrasporos de Gelidium floridanum tratados com
colchicina observados na microscopia de luz e confocal. Grande quantidade de
tetrasporos ndo germinados (a) e presenca de germinados com tubos malformados
(b). Detalhe dos nicleos (DAPI) nos tetrasporos germinados (c). Presenca de
cloroplastos ativos com autofluorescéncia tanto nos tetrasporos germinados e nédo
germinados (d). Presenca de tetrasporos nao germinados (e,f) com nucleos (DAPI)
(9) e difusa autofluorescéncia dos cloroplastos (h).
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Figura 13: Germinacdo de tetrsporos de Gelidium floridanum tratados com
citocalasina observados na microscopia de luz e confocal. Tetrasporos germinados
com tubos alterados (a,b). Detalhe de um tetrasporo com citoplasma desorganizado
(c). Detalhe dos nucleos (DAPI) nos tetrasporos germinados (d). Presenca de
autofluorescéncia dos cloroplastos com formato alterado (d). Presenca de
tetrasporos ndo germinados (f,g,h) com nicleos (DAPI) em seu interior (i) e
alteracdo do formato dos cloroplastos (autofluorescéncia) (j).
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Na tabela 2 foi possivel observar que ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos em relacdo as taxas de germinacao,
mortalidade, tetrdsporos com tubos malformados e ndo germinados. Os
tetrasporos, no controle, apresentaram uma alta taxa de germinacao de
62,5%, entretanto, quando tratados com colchicina a taxa reduziu para
7,34% na concentracdo de 5mM e para 1% na concentragdo de 10 mM
com alta taxa de tetrasporos mortos, sendo que para esta Ultima
concentracdo os tubos que germinaram apresentaram malformacéo. No
grupo tratado com citocalasina a taxa de germinacéo foi de 13,30% na
concentracdo de 50uM e ndo houve germinagdo na concentragdo de
100pM com total inibicdo da germinacdo e alta taxa de tetrdsporos
mortos. Dos tetrasporos que ndo germinaram, os do controle
apresentaram tetrdsporos com aspecto viaveis de pigmentacdo
caracteristica. Porém, nos tratamentos, 0s tetrasporos que nao
germinaram, em sua grande maioria, apresentaram citoplasma alterado.



Tabela 2: Efeito da adi¢do de colchicina e citocalasina na germinagdo de tetrasporos de Gelidum floridanum.
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4, Discussao

E bem conhecido que os microfilamentos de actina tem um papel
importante  na motilidade celular e morfogénese em plantas
(Williamson, 1986). Em vérios estudos envolvendo a administracdo de
citocalasinas demonstraram claramente que os microfilamentos de
actina regulam o crescimento do tubo polinico e a associacdo e
movimentacao de organelas citoplasmatica (Cai &Cresti, 2010).

No inicio da germinacdo de G. floridanum, através das analises
realizadas foi possivel observar a migracdo dos nlcleos e dos
cloroplastos, com maior énfase, e percebeu-se todo o deslocamento do
conteddo citoplasmatico. Isto também foi observado através de analises
ultraestruturais da germinacéo de G. floridanum (Bouzon et al., 2006) e
no desenvolvimento de gametofitos de alga parda Macrocystis pyrifera
(Pillai et al., 1992).

Os eventos normais associados com alongamento do tubo
germinativo em gametdfitos de G. floridanum parecem ser muito
semelhantes aos eventos que ocorrem durante o crescimento do tubo de
polen em plantas superiores. Em células com formacdo de uma ponta de
crescimento (tal como o tubo de poblen), expansdo e alongamento
ocorrem em uma area delimitada, a ponta ou apice, que normalmente
contém um grande numero de vesiculas derivadas de Golgi (Cai
&Cresti, 2010). Os corpos de Golgi e as outras classes de organelas se
movem rapidamente no tubo polinico, a fim de distribuir de forma
uniforme o contetido organelar e continuar o crescimento do tubo. Esse
movimento de organelas no tubo polinico (como outras células vegetais)
ocorre ao longo de feixes de filamentos de actina (Cardenas et al.,
2008).

No tratamento com citocalasina, durante a germinacdo de
tetrasporos de G. floridanum, os resultados revelaram que os tetrasporos
sdo sensiveis as variagBes de concentracfes (50 e 100 uM) deste agente
inibidor, o qual interferiu nos movimentos celulares, alterando a
estrutura do cloroplasto e de todo o formato celular, inibindo totalmente
a germinacdo na maior concentragdo. Conforme Russel et al. (1996) e
Garbary et al.(1992) citocalasina afetou a estrutura dos cloroplastos
causando diversas anormalidades no crescimento com formacdo de
projecdes laterais. Citocalasina bloqueou o movimento dos cloroplastos,
em estudos com Griffithsia pacifica (Russel et al., 1996), e a
movimentacao dos grdos de amido das florideas de Ceramium strictum
(Garbary & McDonald,1996). Segundo Garbary & McDonald (1996), os
microfilamentos de actina estdo envolvidos na movimentagdo de
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materiais dentro da célula. Na alga Porphyra leucosticta, no entanto,
actina foi associada com as células em divisdo (McDonald et al., 1992),
as agregac0es de actina estavam presentes ao longo da parede de divisdo
das células.

O envolvimento do F-actina, no estabelecimento da polaridade
em zigotos de Fucus sp. ou Pelvetia sp. tém sido repetidamente
estudado (Hable & Kropf, 1998; Fowler et al., 2004). Estudos utilizando
agentes anti-actina como citocalasina ou lantrunculina apoiam a
hipotese de que fotopolariacdo de zigotos é dependente de actina (Hable
& Kropf, 1998; Robinson et al., 1999). Em células com crescimento
polarizado, a actina suporta e direciona os componentes citoplasmaticos
até o sitio de crescimento do rizdéide, determinando a direcdo da
expansdo celular, tornando-se um componente chave na configuragao da
polaridade (Katsaros et al., 2006). Segundo Hable & Hart, (2010) a
polimerizacdo da F-actina cortical € necessaria para transportar vesiculas
ao polo do rizdide, enquanto que a despolimerizacdo é requerida para
realizar a fusdo do contelido destas vesiculas a membrana plasmatica no
sitio de crescimento do rizoide.

Para algas pardas, em especial Fucus sp. ou Pelvetia sp., o papel
da F-actina na dinamica de crescimento e desenvolvimento do zigoto ja
estd bem estabelecido, e diversos estudos atualmente estdo sendo
realizados na identificacdo das proteinas que regulam o seu
funcionamento (Fowler et al., 2004). Ja para algas vermelhas, poucos
avangos foram realizados nos estudos dos microfilamentos devido a
problemas na preservacdo destas estruturas (Puschel et al., 1990; Kim et
al., 2001)

A diferenciagdo do tubo germinativo de tetrasporos de G.
floridanum também foi inibida pela acdo da colchicina. Desta forma
sugere-se que 0s microttbulos também estdo envolvidos no processo de
migracdo do citoplasma e formacdo do tubo germinativo. A colchicina é
um agente de despolimerizacdo dos microtubulos (Morejohn & Fosket,
1986), que inibe a divisdo celular e subsequente translocacdo do ndcleo-
filho, sugerindo que estes microtdbulos mediam os processos de
desenvolvimento. Em algas cenociticas, Voucheria longieaulis, a
translocagdo nuclear tem sido mostrada ser mediada por um sistema de
microtibulos (Ott, 1992). Para gametdfitos de alga parda apds o
alongamento mediado pelos filamentos de actina ocorre a divisdo celular
a qual é dependente dos microtubulos (Pillai et al., 1992).

A associacgdo entre nucleos e microtibulos tem sido demonstrada
por Mc Naughton & Goff (1990) em algumas algas verdes
multinucleadas. Essa associagdo é incomum, e ndo tem sido relatado em
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diversos estudos com marcadores de microtibulos em algas vermelhas
(Garbary et al.,1992; Mcdonald et al., 1992; Garbary et al.,1996;
Russell et al., 1996).

Além disso, em plantas, deposi¢do de componentes fibrilares da
parede celular também estd associada a microtibulos no citoplasma
periférico (Mizuta et al., 1991). Tanto com G. pacifica como para C.
strictum, com o uso de marcador para microtibulo, essa associagdo ndo
foi identificada (Garbary et al.,1996; Russell et al., 1996). A deposicdo
de parede em muitas algas vermelhas é localizada em bandas na regiao
apical e/ou basal das células, assim as algas vermelhas podem ser um
sistema modelo para a investigagdo das relagdes entre os microtubulos e
formacéo da parede celular.

Mas o papel do citoesqueleto em plantas e algas ainda ndo esta
bem estabelecido. Em estudos com grdos de polen, o movimento e
acumulacdo de vesiculas sdo impulsionados pela interacdo dindmica
entre o citoesqueleto de actina e as proteinas motoras do tipo miosina.
Em contraste, a funcdo dos microtdbulos é menos clara e muitas vezes
ambigua (Cai &Cresti, 2010). No entanto, ndo ha evidéncias que
mostram que o tubo polinico contém proteinas motores da familia
cinesina. Estas proteinas motoras sdo provavelmente associadas com
organelas do tubo polinico e, conseqlientemente, podem participar na
distribuicéo de organelas durante o seu crescimento (Cai &Cresti, 2010).
Para as algas pardas, como Fucus sp. e Silvetia sp., grupo que apresenta
mais estudos sobre microttbulos, também sugerem que a mobilidade de
determinados componentes seja dependente de proteinas motoras
associadas aos microtibulos, mas enfatizam a necessidade de mais
estudos para avaliar o papel destes no desenvolvimento (Hable & Hart,
2010). Para as algas vermelhas, estudos sobre a fun¢éo dos microtubulos
sdo ainda mais escassos (Mcdonald et al. 1992; Garbary et al.,1996;
Russell et al., 1996).

Com os dados obtidos neste trabalho conclui-se que, o0s
inibidores do citoesqueleto, citocalasina e colchicina afetaram a
germinacdo de tetrdsporos de Gelidium floridanum. Estes agentes
causaram diminuigdo das taxas de germinacao e nas altas concentragoes
total inibicdo da mesma, além de malformagdo dos tubos germinativos e
no caso da citocalasina alteracdo no formato dos cloroplastos. Pode-se
sugerir que tanto os microtibulos quanto os filamentos de actina séo
reguladores dos processos de polarizacéo e germinagéo de tetrasporos de
Gelidium floridanum. As algas vermelhas fornecem excelentes sistemas
experimentais para estudos da morfogénese, incluindo alongamento
celular, regeneracdo tecidual, deposicdo de parede celular e
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movimentacdo das organelas (Kim et al., 1995; Kim et al., 2001).
Desenvolvimento de novos protocolos para a marcacao do citoesqueleto
podem ser aplicados para um grupo amplo de algas vermelhas qua
ajudardo no entendimento do comportamento do citoesqueleto durante a
polarizacdo celular e o seu estabelecimento relacionados com a
organizagdo organelar e assimetrias morfolégicas na célula.
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CAPITULO IV

Efeitos da radiagdo ultravioleta (UVA + UVB) sobre
gametdfitos jovens de Gelidium floridanum:
mudangas na organizacao ultraestrutural e no metabolismo
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1. Introducéo

A camada de ozbnio estratosférico oferece protecdo natural
contra a radiacdo ultravioleta (UV) para todos 0s organismos bioldgicos
(Madronich, 1992). Ja se passaram trés décadas desde os primeiros
relatérios sobre as mudancas feitas pelo homem neste escudo protetor
causadas por poluentes atmosféricos, tais como os clorofluorcarbonos
(CFCs), halocarbonos, dioxido de carbono (CO2) e o metil cloroférmio
(MCF) (Kerr & McElroy, 1993). Como conseqiiéncia da destrui¢do da
camada de oz6nio, a radiacdo ultravioleta B (UVB) (280-320 nm) esta
cada vez mais atingindo a superficie da Terra (Mitchell et al., 1992).

Similarmente a outros lugares com latitudes médias e altas,
como nos hemisférios norte e sul (Santee et al.,1995; Kirchhoff et al.,
1996; Rousseaux et al., 1999; Kirchhoff et al., 2000), o Sul do Brasil foi
exposto a um aumento gradual dos niveis de radiagdo UV.

A energia UV (280400 nm) induz a fotoinibicdo e
fotoenvelhecimento em proteinas, acidos nucleicos, e outros compostos
nos tecidos bioldgicos (Mitchell et al., 1992, Bischof & Steinhoff,
2012), bem como alteragdes nas ultraestruturas celulares (Schmidt et al.,
2009). A radiacdo ultravioleta afeta todos os organismos, especialmente
aqueles no ecossistema aquatico, provocando, por exemplo, as
mudangas nas taxas de crescimento de macroalgas (Schmidt et al., 2009,
2010a). O processo fotossintético é também afetado pela inibicdo da
atividade da enzima 1,5-bi fosfato carboxilase/oxigenase (RUBISCO),
modificagdo da funcionalidade da proteina D1 do centro da reagdo do
fotossistema Il (Lesser & Shick, 1994), e alteracdo da estrutura das
membranas dos tilacdides nos cloroplastos (Grossman et al., 1993).
UVA (315-400 nm), a uma taxa moderada, é reconhecida por estimular
a fixacdo de carbono fotossintético (Xu &Gao, 2008; Xu &Gao, 2010;
Gao et al. 2012), aumentar a reparacdo do DNA e crescimento em
macroalgas (Henry & Van Alstyne, 2004).

Uma das estratégias utilizadas pelas algas para sobreviver
guando expostos a altos niveis de radiacdo UV ¢é a sintese e acimulo de
compostos fotoprotetores, como os aminodcidos tipo micosporinas
(MAAS) e carotendides, que direta ou indiretamente absorvem a energia
da radiacdo UV (Karsten & Wiencke, 1999). Os compostos fendlicos
também estéo envolvidos na protecdo do talo contra a exposicéo direta a
radiagdo solar, especialmente radiagdo UV, como observado na alga
marrom Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Le Jolis (Pavia et al., 1997),
Sargassum cymosun C.Agardh (Polo et al., 2014) e na alga vermelha
Hypnea musciformis (Wulfen) JVLamouroux (Schmidt et al., 2012a).
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Apesar desta adaptacdo, em particular os pigmentos fotossintéticos
continuam a ser um alvo chave de RUVB. Varios estudos sugerem que
mudancgas ocorreram nas concentra¢@es de clorofila a em Mastocarpus
stellatus (Stackhouse) Guiry e Chondrus crispus Stackhouse (Roleda et
al., 2004b), bem como Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. Silva
(Schmidt et al., 2010a). Conteudos de ficobiliproteinas em K. alvarezii
também foi alterada como demonstrado por Eswaran et al. (2001) e
Schmidt et al. (2010a).

Além das mudancas no perfil de metabdlitos secundarios,
alteracBes na ultraestrutura celular de algas expostas a radiacdo UVB
tém sido relatados em muitos estudos (Poppe et al., 2002, 2003;
Holzinger et al., 2004, 2006 , 2011; Holzinger & Lutz, 2006; Schmidt et
al., 2009, 2010a, 2010b). Essas alteragGes ocorrem principalmente nos
cloroplastos, modificando a quantidade, o tamanho, a organizacdo, bem
como o numero de tilacoides (Schmidt et al., 2009). Ao mesmo tempo,
outros estudos ndo mostraram danos ultraestruturais nas algas verdes
como Zygnema C. Agardh quando expostas a PAR + UVA + UVB
durante 24 horas (Holzinger et al., 2009) ou Urospora penicilliformis (
Roth) JE Areschoug (Roleda et al., 2009a) .

Gelidium floridanum WR Taylor é distribuida ao longo da costa
brasileira do Espirito Santo até o Rio Grande do Sul, Brasil. G.
floridanum muitas vezes cresce entre as rochas na zona intertidal
(Schmidt et al. 2012b). Como uma fonte de extracdo de agar em todo o
mundo, que alcancou uma importancia significativa é utilizada em
diversos produtos com propriedades de gelificacdo e bacterioldgicos
(Bouzon et al., 2006). Assim, neste estudo, investigamos o efeito in
vitro do PAR + UVA + UVB sobre jovens gametofitos de G.
floridanum, e respondemos as seguintes questdes: 1) AlteragcBes na
morfologia e ultraestrutura entre as amostras controle (PAR) e PAR +
UVA + UVB (plantas tratados) podem relacionar a sensibilidade a
radiacdo ultravioleta dos gametofitos jovens de G. floridanum? 2)
Existe uma diferenca nas taxas de crescimento, no conteldo de
pigmentos fotossintéticos, carotendides e eficiéncia fotossintética apos a
exposicdo a radiagdo ultravioleta em gametdfitos jovens de G.
floridanum?

2. Material e métodos
2.1 Algas

Espécimes tetrapordfitas de Gelidium floridanum foram
coletados na Praia - Ponta do Sambaqui (27°29'18.8 "'S e 48°32'12.9"
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W), Florian6polis, Santa Catarina, em janeiro e fevereiro de 2013,
durante a temporada de verdo. As amostras de algas foram coletadas no
costdo rochoso e transportadas a temperatura ambiente em recipientes
escuros para LABCEV-UFSC (Laboratério Célula Vegetal, da
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, Santa Catarina,
Brasil). Para eliminar macroepifitas, as algas coletadas foram
meticulosamente limpas com uma escova e agua filtrada.

2.2 Condigdes de cultura

Ramos de G. floridanum com tetrasporangios foram incubadas
em placas de Petri sobre 1dminas, contendo agua do mar esterilizada,
para liberar tetrasporos no escuro, a 23°C. Apos a liberagdo de esporos,
os ramos foram retirados, e as laminas com os tetrdsporos foram
expostos a lampadas fluorescentes (Philips C-5 Super 84 16 W/840,
Brasil), 60 umol fétons m? s™ (Li-cor 250, EUA) com um fotoperiodo
de 12 h (a partir de 8 h). Os tetrasporos foram mantidas por imersédo em
agua do mar enriquecida com von Stosch (VS/2). Apds a germinagdo
dos tetrasporos, os gametofitos jovens foram cultivados sob as mesmas
condicdes durante 28 dias antes da sua utilizacdo nos experimentos com
radiagdo ultravioleta. O meio de cultura foi trocado duas vezes por
semana.

2.3 Experimentos com radiacao

No laboratério, gametofitos jovens de G. floridanum, com 28
dias, foram selecionados (+ 1,0 g) e cultivados por trés dias em béquers
com 250 mL de agua do mar esterilizada natural com von Stoch (VS/2)
a 30 ups (unidade padrdo de salinidade). A irradidncia
fotossinteticamente ativa (PAR) foi de 60 pmol fétons m?s™ (lampadas
fluorescentes Philips C-5 Super 84 16W/840, Brasil; medi¢des com Li-
Cor light meter 250, EUA). A temperatura foi de 24°C (x2°C),
fotoperiodo de 12 h (a partir das 8 h) e com aeragéo continua.

O tratamento com radiacdo ultravioleta (PAR + UVA + UVB)
foi fornecido por meio de uma lampada Vilber Lourmat (VL- 6LM,
Marne La Vallée, Franca), que emite um comprimento de onda de 280-
315nm para UVB e de 315-400nm para UVA. Dose total de PAR, UVA
e UVB foram: 563,50 kJ m? (60 + 10 umol fétons m? s ™), 7,56 kJ m™
(0,70 Wm™) , 3,78 ki m? (0,35 Wm'), respectivamente. O periodo de
exposicao foi de trés horas por dia (iniciando as 12:00 h e terminando as
15:00 h). Para evitar a exposi¢do a radiacdo UVC, foi utilizada uma
folha de diacetato de celulose que tem uma espessura de 0,075
milimetros. A escolha do periodo de exposicdo foi realizada apds
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experiéncias preliminares, que resultou na perda de mais de 50% dos
gametofitos jovens quando expostos a um periodo superior a 3 horas,
durante 3 dias. Quatro repeticGes foram feitas para cada grupo
experimental (PAR e PAR + UVA + UVB).

2.4 Taxa de crescimento

As taxas de crescimento (TCs) foram calculadas utilizando a
seguinte equacdo: TC [% dia™] = [(Pf/Pi)*"- 1] x 100 , onde Pi = peso
fresco inicial , Pf = peso fresco depois 3 dias, e t = tempo em dias
experimentais (Penniman et al.,1986).

2.5 Pigmentos fotossintéticos

Para a extracdo dos pigmentos fotossintetizantes (clorofila a e
ficobiliproteinas), as amostras de G. floridanum (aprox. 0,100 g para
cada analise) do controle e dos tratamentos foram congeladas em
nitrogénio liquido (N,) e mantido a -40 ° C até a analise como descrito
anteriormente (Schmidt et al. 2010b). Clorofila a foi extraido em 3 mL
de DMSO a 40°C, durante 30 minutos, usando um homogeneizador de
tecidos de vidro (Hiscox & lIsraelstam, 1979; Schmidt et al., 2010c), e
quantificadas por espectrofotdémetro modelo 100-20 (Hitachi, Co, Japao)
de acordo com Wellburn (1994). O teor de ficobiliproteinas foi realizada
por trituracdo do material a um p6 com nitrogénio liquido e extraida em
tampdo fosfato 0,05 M, pH 6,4, a 4°C na escuro. Niveis de
ficobiliproteinas [aloficocianina (APC), ficocianina (PC) e ficoeritrina
(PE)] foram determinados por espectrometria e calculada usando as
equac0es de Kursar et al. (1983).

2.6 Analise dos carotendides

A extracdo de carotendides seguiu, com modificacdes, o
protocolo anteriormente descrito por Kuhnen et al. (2009). A biomassa
amostral (0,300 g, peso fresco, n = 4) foi imersa em N, liquido,
macerada na presenca de 10 mL de alcool metilico (p.a.) e incubada (1h,
auséncia de luz). O extrato organossolvente foi filtrado em suporte de
celulose (@ poro 14 um), sob vacuo. O filtrado foi transferido a um
espectrofotdbmetro  UV-visivel para leitura das absorbancias nos
comprimentos de onda de 200-700 nm. Os valores de absorbancia a 450
nm foram selecionados para posterior quantificacdo do teor total de
carotendides, utilizando curva padrao de -caroteno (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA - 0,5 a 10 pg.mL™, y = 0.167x, r* = 0,99).
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A identificacdo dos carotenodides foi realizada através da
espectrometria de massa de cromatografia liquida (LM-MS) pelo
sistema UFLC(Shimadzu , Kyoto , Japdo), cromatografia liquida ultra-
rapida, acoplado a um espectrémetro de massa micrOTOF - QIl (
Bruker Daltonics). A identificacdo dos componentes individuais foi
realizada por comparacdo dos espectros de massa com os perfis das
bibliotecas de LC-MS .

2.7 Microscopia de luz (ML)

Amostras de aproximadamente 5 mm de comprimento foram
fixadas em solugdo de paraformaldeido 2,5% em tampdo fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,2, durante 12 h, a temperatura de 4°C. Apds o
periodo, o material foi lavado duas vezes com tampédo fostato de sédio
0,1 M e desidratado em solugdes crescentes de etanol a 30, 50, 70, 90 e
100% (Bouzon, 2006). A pré-infiltracdo e a infiltragdo das amostras
foram feitas em historesina glicolmetacrilato e os blocos foram
montados em historesina glicolmetacrilato adicionando um endurecedor.
As secgdes foram realizadas com espessura de 4 um em micrétomo
modelo Leica RM 2125 com navalha de tungsténio e foram dispostas
em laminas para a aplicacdo de técnicas de histoquimicas.

2.8 Testes histoquimicos

Para a andlise das amostras controle e dos tratamentos, foram
aplicados os seguintes testes histoquimicos:

a) Azul de toluidina (TB): foi utilizado para identificar
polissacarideos acidos através da reagcdo de metacromasia (Gordon &
McCandless, 1973). As laminas com as sec¢des foram coradas por 30
segundos, lavadas em agua corrente e secas em temperatura ambiente.
Posteriormente, as laminas foram montadas em balsamo do Canada.

b) Acido Periodico de Schiff (PAS) (Gahan, 1984): foi utilizado
para identificar a presenga de polissacarideos neutros. As laminas com
as seccdes foram imersas em solucdo aquosa de acido periodico a 1%
durante 15 min. Apos esse periodo, foram lavadas em agua corrente por
15 min, e o reativo de Schiff foi aplicado durante 20 minutos no escuro.
Em seguida, as seccfes foram lavadas novamente em agua corrente
durante 15 min, secas ao ar e montadas com balsamo do Canada.

¢) Azul brilhante de Coomassie (CBB) (Gahan, 1984): foi
utilizado para observacdo de proteinas totais. As secgdes foram
embebidas em solucdo de CBB a 0,05% por 40 minutos. Posteriomente
foram lavadas em solucédo de Clark (25 mL de &cido acético com 75 mL
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de dlcool etilico) por 20 min e secas ao ar, sendo posteriormente
montadas com balsamo do Canada.

O material corado pelas diferentes técnicas foi analisado e
fotografado com um microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 41)
equipado com imagem QCapture Pro Software 5.1 (Qimaging
Corporation, Austin, TX, EUA ).

2.9 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As amostras foram pré-fixadas em solugdo de glutaraldeido
2,5% e sacarose 2%, tamponada com cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2)
a 4°C por 12h. A pré-fixacdo foi seguida por quatro lavagens de 30 min
cada, no mesmo tampao. Posteriormente, as amostras foram pés-fixados
em tetroxido de 6smio (OsO,4) a 1% em tampéo cacodilato de sodio 0,1
M (1:1), durante 4 h a temperatura ambiente (Pueschel, 1979; Bouzon,
2006). Apos esse periodo, o material foi lavado duas vezes em tamp&o
cacodilato de sédio 0,1M, sendo mantido por 30 min em cada lavagem.
A desidratacdo foi realizada em uma série de solucdes aquosas de
concentracBes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%),
sendo o material mantido 30 min em cada etapa. A Ultima série de
acetona 100% foi trocada duas vezes. O material foi entdo infiltrado
com resina Spurr em séries graduais de acetona-resina Spurr durante trés
dias, seguido de duas infiltragdes em resina pura por 12 h, e
polimerizados em estufa a 70°C por 24 h. Os cortes ultrafinos foram
feitos com navalha de diamante em ultramicrétomo e, posteriormente,
contrastados com acetato de uranila 1% e citrato de chumbo 1%. Os
cortes foram observados e fotografados no microscopio eletrénico de
transmissdo JEM 2100 do Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica (LCME) da UFSC.

2.10 Fluorescéncia da clorofila a in vivo

Desempenho fotossintético foi estimada in vivo pela
fluorescéncia da clorofila a do fotossistema 1l ( PSIlI ) usando um
fluorimetro de modulacdo de impulsos portatii PAM- 2500 (Walz,
Alemanha) apds a exposicdo a radiacdo PAR + UVA + UVB e, ap6s um
dia de Recuperacdo. O estudo do desempenho fotossintetizante foi
avaliado mediante o rendimento quéantico 6timo (Fv/Fm; probabilidade
que o féton absorvido ser utilizado na fotossintese) e a taxa de
transporte de elétrons (ETR) dependente de intensidades crescentes de
luz (curva de fotossintese — irradiancia; P-1).

Primeiramente foram feitas as medicfes da taxa de transporte
de elétrons (ETR, pmol m-2-s™), que é um indicador do requerimento de
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luz para alcancar uma determinada eficiéncia fotossintetizante, a partir
das curvas de ETR versus intensidades crescentes de luz PAR (0, 42, 81,
143, 236, 456, 752 e 1078 pmol photon.m?.s™) fornecida pelo
dispositivo do PAM. Os niveis de ETR foram calculados segundo
Schreiber et al. (1994) como ETR = Y(II) x PAR x A x F; onde Y(II)
¢ o rendimento quantico efetivo, A corresponde ao indice de
absorptancia da amostra, e F é a fracdo de quantum absorvida que €
requerida para assimilar 1 molécula de CO, no PSII, sendo 0,15 para
algas vermelhas (Grzymski et al.,1997; Figueroa et al., 2003). A
absorptancia do talo de cada amostra foi determinada colocando as algas
em um sensor de PAR (LI-COR Quantum LI -1000, EUA), medindo
com um medidor de luz PAR ( LI-COR LI -250, EUA), e calculou-se a
transmissdo de luzcomo A=1-( It/ lo), onde It é a irradiancia através
do talo ( luz transmitida ) e lo € a irradiancia inicial.

Apdbs as amostras foram pré-incubadas no escuro por 10 min e
foram usadas para avaliar rendimento quéantico 6timo (Fv/Fm) como
indicador da eficiéncia quantica maxima do PSIl. Foram utilizadas
guatro réplicas para estimar cada parametro.

2.11 Analise dos dados

Os dados foram analisados por Analise de Variancia -
unifatorial (ANOVA) com um teste a posteriori de Tukey. Para o
desempenho fotossintético foram feitas analise de Variancia - bifatorial
(ANOVA). Todas as anélises estatisticas foram realizadas utilizando o
pacote de software Statistica (versdo 10.0), considerando significativo <
0,05.

3. Resultados

3.1 Taxas de crescimento (TC)

Apos trés dias em cultura, gametéfitos de G. floridanum
apresentaram diferencas estatisticas (ANOVA, P < 0,0002) nas taxas de
crescimento entre talos cultivados na condicdo PAR (condicdo controle)
e talos cultivados sob uma combinacdo de PAR + UVA + UVB. As
plantas controle apresentaram uma TC de 25,2% ao dia, com coloragdo
vermelha tipica e aumento da formacdo de ramos pigmentados no final
do experimento (Fig. 14a-c). Por outro lado, as plantas expostas a PAR
+ UVA + UVB aumentaram em apenas 0,66% ao dia, e apresentaram
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branqueamento e despigmentacdo nas pontas dos ramos (Fig. 14d-f),
guando comparado com o controle.

Figura 14: Detalhe dos jovens gametofitos de Gelidium floridanum observados
através de um microscopio estereoscopio apés 3 dias de exposicdo a radiacdo
ultravioleta. (a) Observe os ramos com pigmentagdo vermelha caracteristica das
algas vermelhas. (b,c) Detalhe de um ramo mostrando a pigmentacéo vermelha. (d)
Detalhe do processo de despigmentacdo, necrose parcial apés a exposicdo a PAR +
UVA + UVB. (e,f) Note a perda da coloracdo vermelha nos ramos ap6s a exposicao
a radiagdo ultravioleta.

3.2 Pigmentos fotossintetizantes
A radiacdo UV afetou o contetido dos pigmentos fotossintéticos
dos gametofitos jovens de G. floridanum. As quantidades de pigmentos
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fotossintéticos sdo apresentadas na tabela 3. O conteldo de clorofila a
ndo foi significativamente diferente (ANOVA, P = 0,078) entre as
plantas controle e plantas cultivadas com PAR + UVA + UVB. Por
outro lado, apés a exposicdo, as concentracBes de ficobiliproteina
(aloficocianina e ficoeritrina) na radiacdo ultravioleta foram reduzidas e
apresentaram diferencas significativas entre o controle e as plantas
expostas (analise de variancia, P < 0, 0002). No entanto, a quantidade de
ficocianina ndo foi influenciada pelo tratamento com luz ultravioleta
(ANOVA, P =0,2979).

Tabela 3: Variagdes dos pigmentos fotossintéticos de gametéfitos jovens de
Gelidium floridanum apo6s 3 dias de exposicgao a radiacéo ultravioleta (n = 4). Chl a:
clorofila a; APC: aloficocianina; PC: ficocianina; PE: ficoeritrina.

Dados séo apresentados em médias + DP. Letras indicam diferencas significativas
de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

3.3 Carotendides

As quantidades de carotentides encontradas nas amostras de
gametdfitos jovens de G. floridanum cultivadas sob PAR e PAR + UVA
+ UVB foram determinadas por HPLC (Tabela 4). A andlise
cromatogréfica permitiu a identificacdo de luteina, zeaxantina, trans-f3-
caroteno, e a-caroteno em ambos os tratamentos. Na analise de LC-MS-
APPI revelou picos de ions de 551,40 m/z e 893,51m/z, referindo-se a
luteina, zeaxantina e clorofila a, respectivamente. As concentragdes de
carotenoides diferiram significativamente entre controle e PAR + UVA
+ UVB (ANOVA, p < 0,05), com excecdo da luteina. Em gametofitos
jovens tratados, zeaxantina aumentou 39,59%, a-caroteno 95,39% e [3-
caroteno 64,89% em relacdo ao controle.
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Tabela 4: Perfil HPLC de extratos de carotendides de gametofitos jovens de
Gelidium floridanum ap6s 3 dias de exposicéo a radiacdo ultravioleta.

3.4 Microscopia de luz e analises histoquimicas

As seccOes transversais e longitudinais das amostras controle,
de gametofitos jovens de G. floridanum submetidos ao TB, revelaram
uma reacdo metacromatica na parede celular, o que indica a presenca de
polissacaridos acidos, tais como agar (Fig. 15a- b). Quando corados com
TB, as plantas tratadas de G. floridanum apresentaram reagdo
metacromatica e aumento na parede celular (Fig. 15c-d). Quando
corados com CBB, as amostras controle apresentaram uma reacao
positiva, indicando a presenca de numerosas organelas ricas em proteina
(Fig. 15e- f). As plantas tratadas mostraram uma reacdo semelhante com
contelido proteico na periferia e os grdos de amido no meio do
citoplasma (Fig. 15¢g -h).

As amostras exibiram uma forte reacdo ao PAS, que sugere a
presenca de compostos de celulose na parede celular. Essa reagdo
também ocorreu no citoplasma indicando a presenga de polissacarideos
neutros, especialmente com muitos grdos de amido das florideas, a
principal substancia de reserva de algas vermelhas (Fig. 15i-j). Através
da reacdo de PAS, foi também possivel detectar um aumento na
densidade de granulos de amido e de compostos celulésicos nas células
expostas a PAR + UVA + UVB, quando comparado com o controle
(Fig. 15k-1).
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Figura 15: Microscopia de luz de secgdes transversais e longitudinais de jovens gametéfitos de Gelidium floridanum apés 3 dias de
exposicdo a radiacdo ultravioleta. (a-d) Azul de toluidina (TB) indicando reacdo metacromatica na parede celular no (a,b) controle e no
(c,d) tratado (setas). (e-h) Azul brilhante de Comassie (CBB), com reacéo positiva no (e,f) controle e no (g,h) tratado, note a marcagéo
mais periférica e na regifo central (cabeca de setas) sem contetido proteico. (i-l) Acido periddico de Schiff (PAS), o (i,j) controle com
leve reacdo positiva na parede celular (seta) e mais intensa no citoplasma, ja no (k,l) tratado intensa reagéo na parede celular (setas) e no
citoplasma (cabeca de seta). Escala: 25um.
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3.5 Observagbes em microscopia eletrénica de transmissédo

As células corticais do gametéfito jovem de G. floridanum, no
controle, apresentaram um citoplasma mais denso com cloroplastos,
corpos de Golgi e graos de amido das florideas (Fig. 16a). Estas células
foram rodeadas por uma parede celular espessa (Fig. 16a- d). O
cloroplasto assumiu a organizacdo interna tipica das algas vermelhas,
onde um tilacdide periférico envolve os tilacoides paralelos (Fig. 16b,c).
Estas células jovens mostraram intensa atividade com a presenca de
muitas mitocéndrias em associagdo com os cloroplastos e grdos de
amido (Fig. 16d). Corpos de Golgi hipertréficos também foram
observados (Fig. 16e) além de grande quantidade de ribossomos livres
perto do nucleo o qual apresenta nucléolo (Fig. 16f).

No entanto, apos trés dias de exposi¢do a PAR + UVA + UVB,
G. floridanum apresentou alteracBes ultraestruturais, principalmente nos
cloroplastos e um aumento na espessura da parede celular (Fig. 17a-f).
As células corticais mostraram um contorno irregular e a parede celular
tornou-se mais compacta em plantas irradiadas (Fig. 17b-c). Em muitas
células, uma grande quantidade de vesiculas, com conteudo fibrilar,
posicionadas para formar novas camadas de parede celular pode ser
observada (Fig. 17d). Cloroplastos apresentaram mudangas nha
organizagdo ultraestrutural com morfologia irregular e desorganizacéo
dos tilacéides (Fig. 17e). As células apresentaram um aumento na
guantidade de graos de amido das florideas ocupando a regido central do
citoplasma (Fig. 17f), similar ao que foi observada por reacdo PAS.
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Figura 16: Microscopia eletrdnica de transmissdo de gametofitos jovens Gelidium floridanum do controle. (a) Detalhe das células
corticais com parede celular espessa (PC), mostrando a presenca de cloroplasto (C), grdos de amido (A) e corpos de Golgi (G). (b-c)
Detalhe da parede celular espessa e cloroplastos com organizacdo interna tipica de algas vermelhas. (d) Note a associacéo do cloroplasto
com mitocondria (M) e graos de amido. (e) Detalhe do corpo de Golgi hipertrofico. (f) Grande ndcleo (N) com o nucléolo (Nu), e uma
grande quantidade de ribossomos livres (R, setas).
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Figura 17: Microscopia eletronica de transmissdo de gametofitos jovens Gelidium floridanum apds 3 dias de exposi¢ao a radiacdo
ultravioleta. (a) As células corticais apresentam forma irregular e parede celular (PC) espessa. (b-c) Aumento da parede celular (seta) e
com cloroplasto na periferia. (d) Observe as vesiculas (setas) que formam novas camadas da parede celular. (e,f) Algumas células
apresentaram cloroplastos desestruturados e grande quantidade de gréos de amido (A).
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3.6 Fluorescéncia da clorofila a

Andlises na curva Pl (Photosynthesis/Irradiance) (Fig. 18)
confirmou que a exposicdo a PAR+UVA+UVB de gametdfitos jovens
de G. floridanum causou diminuicdo na taxa de transporte de elétrons
(ETR) apds o periodo de exposicao (Fig. 18a) e 24 h de recuperacéo
(Fig. 18b). Ap6s 24 h de recuperacdo, tanto o ETR do controle quanto
do tratado, apresentaram aumento nas suas cinéticas. Os valores de
ETRmax (Tab. 5) apresentaram diminui¢do de 44,71% nas amostras
expostas a PAR+UVA+UVB comparada ao controle ap6s os sete dias
de exposigdo. Apos a recuperacdo, tanto o controle quanto o tratado
tiveram um aumento cerca de 32% nas ETRmax quando comparadas
com o0 mesmo tratamento do periodo da exposi¢cdo. Os valores de Ik
(ponto de saturacdo luminosa) ndo apresentaram diferengas
significaticas, tendo valor médio de 160 pmol.m?.s™* (Tab. 5). Para a
eficiéncia fotossintetizante (o) (Tab. 5), também observaram-se
diferencas significativas durante a exposicdo a UVR e na recuperacéo de
24 h, com drastica diminui¢do nos valores de o quando comparado com
seu respectivo controle, sendo a redugdo cerca de 55%.
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o o , .
Figura 18: Curvas Pl (ETR-PAR) de gametofitos jovens de Gelidium floridanum
expostos durante trés dias a radiagdo PAR+UVA+UVB e apds 24 h de recuperago.
a. Curva de Pl apds os trés dias de exposicdo a radiagdo UV. b. Curva de Pl ap6s 24
h de recuperacdo em condicdo PAR controle. Letras distintas indicam as diferengas
significativas de acordo com a ANOVA bifatorial e teste de Tukey (p < 0.05).
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Tabela 5. Tabela com os parametros cinéticos da curva Pl. ETRmax, taxa maxima
de transporte de elétrons; Ik, ponto de saturacdo luminosa; o, alpha, eficiéncia
fotossintetizante.

O rendimento quantico maximo (Fv/Fm) (Fig. 19) apresentou
alteracGes significativas nas plantas tratadas com radiacdo UV, tanto
para o periodo de exposi¢cdo como o de recuperacdo, tendo no controle
da exposicdo um rendimento médio de 0,341 + 0,074 e as amostras
expostas a PAR+UVA+UVB da exposi¢cdo um decréscimo de 58,35%
com valor médio de 0,124 + 0,031. A recuperacdo da fotossintese, 24 h
apos a exposicdo, mostrou aumento do Fv/Fm para ambos, controle e
tratamento. Esta recuperacdo teve um aumento de 43% em PAR e 87%
para PAR+UVA+UVB em rela¢do ao seu respectivo controle no periodo
da exposigao.
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Figura 19: Rendimento quantico maximo (Fv/Fm) de gametofitos jovens de
Gelidium floridanum expostos durante trés dias a radiacdo PAR+UVA+UVB e apds
24 h de recuperacéo. Letras indicam as diferencas significativas de acordo com a
ANOVA bifatorial e teste de Tukey (p <0.05).

4. Discusséo

Estudos sobre os efeitos do estresse da luz sobre macroalgas
marinhas tém sido em grande parte restrita a fases da vida adulta. Varios
relatos indicam que tecidos jovens podem ser mais suscetiveis a estas
perturbacdes (Coelho et al., 2000). Gametofitos jovens de G. floridanum
mostraram significativa sensibilidade a exposicdo a radiacdo UV, com
alteragdes na taxa de crescimento, na morfologia geral, nos contetidos
de ficobiliproteinas e amido, na organizacdo celular e desempenho
fotossintético.

A taxa de crescimento de gametdfitos jovens de G. floridanum
foi mais afetada pela RUV do que talos adultos expostos ao PAR +
UVA + UVB, observados para a mesma espécie expostas a PAR +
UVB por Schmidt et al. (2012b). Porém, menores do que o observado
por Scariot et al. (2013) em gametofitos nas fases iniciais de
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desenvolvimento expostos somente a radiagdo PAR+UVB. A reducédo
da taxa de crescimento tem sido atribuida ao uso de energia para a
ativacdo de mecanismos de defesa e reparagBes induzidas para a
condicdo de fotodano (Schmidt et al. 2010a; 2010c; 2012a).

No desenvolvimento de tetrdsporos de G. floridanum a fixagéo
e germinacao também foi afetada pela radiagdo UV (Scariot et al.,2013),
evidenciando a maior susceptibilidade nos estagios iniciais de
desenvolvimento. Na germinacdo de esporos de Porphyra haitanensis,
foram observados efeitos negativos significativos da radiacdo UVB
sobre o crescimento e divisdo celular, retardando a formagdo de novas
plantulas, jA& a UVA teve um efeito positivo sobre a morfogénese,
aumentando a formacdo de novas plantulas apresentando células com
intensa divisdo celular (Jiang et al., 2007). Como foi observado em
macroalgas, cada estagio (esporos, plantula, jovem e talo adulto)
responde de forma diferente ao estresse ambiental e mostra aumento da
tolerancia ao estresse com a idade, ja que os individuos tornam-se mais
diferenciados e desenvolvem diferentes mecanismos de defesa (Dring et
al., 1996; Forster & Franklin, 1997; Coelho et al., 2000). Por exemplo,
Roleda et al. (2009) observaram uma maior sensibilidade a RUV em
propagulos de Urospora penicilliformis quando comparado aos estagios
adultos e Jiang et al. (2007) também coloca que 0s esporos germinados
de P. haitanensis sdo mais sensiveis & radiagdo UVB do que as plantas
juvenis. Portanto, os resultados do desenvolvimento e crescimento de
gametofitos jovens de G. floridanum, podem sugerir que o tratamento
UVA+PAR + UVB é um fator limitante da taxa de crescimento.

Em algas pardas, Altamirano et al. (2003a) descreveu que a
radiacdo UV pode causar danos no DNA de zigotos de Fucus sp. de uma
forma menos grave do que nos zodsporos. A informacdo genética
dipléide pode significar uma defesa contra danos ao DNA em zigotos
em comparacdo com zoosporos haploides. A hipotese para o Ultimo é
gue os danos num organismo hapldide podem ser expressos no fendtipo
de uma forma mais grave do que, num organismo diploide. Segundo
Altamirano et al. (2003b), os efeitos nocivos da radiacdo UVB em
estagios microscopicos de macroalgas podem ter diferentes implicagdes
de acordo com a geracao, assexuada ou sexuada.

Quando expostas a PAR + UVA + UVB, a parede celular dos
gametdfitos jovens de G. floridanum apresentaram alteracBes e aumento
da espessura, quando analisada sob MET e na ML quando submetido a
histoquimica com TB. O aumento da espessura da parede da célula de
gametdfitos jovens de G. floridanum expostos a radiagdo ultravioleta
pode ser interpretado como um mecanismo de defesa fisica contra a
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exposicdo a RUV, um espessamento da parede reduz a penetracdo de
radiacdo UV na célula. Resultados similares, como espessamento da
parede celular, também foram observados em Gracilaria domingensis
(Schmidt et al., 2010c), Chondracanthus teedei (Schmidt et al., 2012c) e
Hypnea musciformis (Schmidt et al., 2012a). De acordo com Schmidt et
al. (2012c), é provavel que a atividade dos corpos de Golgi seja mais
intensa nas plantas expostas a0 UVR o0 que resultaria na grande
producdo de vesiculas com conteudo fibrilar que, em seguida, serdo
secretadas e incorporadas na matriz da parede celular. Staxén e Borman
(1994) relataram que os microtibulos estdo envolvidos na deposicédo de
microfibrilas de parede celular e que estes sdo despolimerizados quando
irradiados por UVB alterando o formato.

Nas amostras tratadas, 0 material de reserva extra plastidial, os
grdos de amido das florideas, foram visualizados através das analises de
microscopia de luz, quando submetidos a reagdo de PAS, em maior
guantidade que nas amostras controle. Esse resultado corrobora com 0s
encontrados nas agardéfitas G. dominguensis (Schmidt et al., 2010c) em
talos adultos de G. floridanum (Schmidt et al., 2012b) e Gracilaria
birdiae (Ayres,2009). Segundo Malanga (1997), este aumento
provavelmente ocorre devido a incapacidade das células em mobilizar
estes graos, como uma consequéncia das alteracbes das membranas dos
tilacdides dos cloroplastos, modificando a sua permeabilidade e
atividade enziméatica com danos ao processo fotossintético. E
presumivel que a energia resultante de processos fotossintéticos em
gametdfitos jovens de G. floridanum do controle seja utilizada para
gerar novas células, entretanto, ja nos tratados esta energia fica
acumulada sob a forma de gréos de amido resultando numa redugéo da
taxa de crescimento.

Neste estudo, através da microscopia de luz, tanto nas células
corticais quanto medulares, pode-se observar que estes grdos de amido
se encontravam na regido central do citoplasma e o conteido proteico,
vizualizado pela reacdo de CBB, se localizava na periferia das células.
Com este método histoquimico, ndo foi visualizado nenhuma alteracédo
na quantidade das proteinas nas amostras tratadas em relacdo ao
controle. Em outras espécies como a K. alvarezii (Schmidt et al., 2010a)
e C.teedei (Schmidt et al.,, 2012c), utilizando a mesma técnica,
observaram uma intensa reagdo, indicando aumento no conteldo
protéico apoés a radiagdo UV.

Nos cloroplastos dos gametofitos jovens expostos a PAR +
UVA + UVB alteragdes na organizagdo do sistema de tilactides foram
observadas. Alguns estudos relatam que em algas vermelhas expostas a
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radiagdo UV, alteracBes ultraestruturais em cloroplastos, se apresenta
como uma dilatacdo e desorganizacdo da tilacoides, além da formacéo
de vesiculas translucidas entre os mesmos. Dentre as espécies destacam-
se Palmaria palmata, Palmaria decipiens, Bangia atropurpurea (Poppe
et al., 2003), K. alvarezii (Schmidt et al., 2009), G. domingensis
(Schmidt et al., 2010c), C. teedei (Schmidt et al., 2012c), H.
musciformis (Schmidt et al., 2012a), G. floridanum (Schmidt et al.,
2012b), e Porphyra acanthophora var. brasiliensis (Bouzon et al.,
2012a).

Em relagdo aos pigmentos fotossintetizantes, a clorofila a
mostrou mais resisténcia apos exposi¢do a PAR + UVA + UVB nos
gametdfitos jovens de G. floridanum, corroborando com o observado
nas analises de microscopia de luz, onde as amostras tratadas mostraram
uma coloracdo verde (Figs. 1d-e). O mesmo resultado foi observado
com o teor de clorofila no talo adulto de G. floridanum (Schmidt et al.
2012b) e com H. musciformis (Schmidt et al. ,2012a). Alguns estudos
com algas vermelhas tém mostrado em geral, um decréscimo no teor de
clorofila apés a exposicdo a radiagdo ultravioleta, incluindo, por
exemplo, K. alvarezii (Eswaram et al., 2001, Schmidt et al., 2010b). No
entanto, outras investigacbes com diferentes algas vermelhas
demonstraram que a radiacdo ultravioleta estimulou a sintese de
clorofila a, tais como as linhagens verde e vermelha de K. alvarezii
(Schmidt et al., 2010a), M. stellatus e C. crispus (Roleda et al., 2004) .

Os niveis de ficobiliproteinas (APC e PE) em gametdfitos
jovens de G. floridanum diminuiram ap6s a exposicdo PAR + UVA +
UVB. Esta reducdo na ficobiliproteinas pode estar relacionada com o
processo de branqueamento e de despigmentacdo nas pontas dos ramos
observados nas plantas tratadas. Além disso, no presente estudo, os
gametdfitos jovens de G. floridanum mostraram que a aloficocianina e
ficoeritrina foram as ficobiliproteinas que sofreram a maior reducéo na
concentracdo, sendo a diminuicéo da ficoeritrina de 48,6% , seguido por
39,5% em aloficocianina. Segundo Eswaram et al. (2002), a ficoeritrina
é o primeiro pigmento afetado pela radiacdo UV, seguido de ficocianina,
aloficocianina, os carotentides e, finalmente clorofila a, é a mais
resistente. Os efeitos nocivos da radiacdo UV sobre os pigmentos sdo
dependentes dos comprimentos de onda da radiacdo UV e do tempo de
exposicdo (Huovinen et al., 2006). Os pigmentos a base de proteinas,
em particular, as ficobiliproteinas, absorvem radiagdo UV e séo
facilmente danificadas (Hader et al., 2004). O excesso de energia de
excitacdo pode resultar na degradacéo de proteinas e perda de atividades
enzimaticas especificas ou outras funcgdes bioldgicas. Uma vez que os
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ficobilissomos sdo estruturas que contém ficobiliproteinas e estdo
localizados externamente aos tilacoides, sdo pontos-chave de danos da
radiagdo UV (Lao & Glazer, 1996). Estudos com a cianobactéria
Spirulina platensis confirmou que os ficobilissomos sdo um alvo
primario da radiagcdo UVB, induzindo a um dano no aparelho
fotossintético (Rajagopal et al., 2000). A radiacdo UVB induz a
reducdo do numero de ficobilissomos por célula em cianobactérias
(Araoz & Hader, 1997).

Entre os varios processos fisiologicos, a fotossintese €
potencialmente o principal alvo da radiagdo UV devido a uma
multiplicidade de possiveis efeitos (Holzinger e Lutz, 2006; Pessoa,
2012). A fotoinibicdo dos parametros fotossintéticos foi observada em
gametdfitos jovens G. floridanum exposos a PAR + UVA + UVB.
Hanel et al. (2006) e Pessoa (2012) relataram que fotoinibigdo ocorre
guando o mecanismo de fotoprotecdo ndo consegue mitigar a
fotoinativacdo. Isso acontece quando o dano as proteinas no centro de
reacdo excede a capacidade do PSII para ativar mecanismos de
fotorepagdo. Esta fotoinibicdo também foi observada nos talos adultos
de G. floridanum (Schmidt et al., 2012b). De acordo com Holzinger et
al. (2004), a eficiéncia fotoquimica do PSIl em Palmaria palmata e
Odonthalia dentate caiu drasticamente para cerca de um terco do seu
valor inicial sob UV (Irradiancia - 4.7 W m? UVA e 0.20 W m? UV-B).
Na medida em que ocorre um aumento da radiacdo UVB aumenta a
dificuldade de se estabelecer um gradiente de prétons através da
membrana do tilacoide e as reacbes fotossintéticas decaem (Poppe et al.,
2002) .

Para o rendimento quéntico maximo (Fv/Fm) de gametofitos
jovens de G. floridanum ocorreu uma redugdo de 58,57% apds a
exposicdo PAR + UVA + UVB. Gomez & Figueroa (1998) observaram
gue Gelidium latifolium e Gelidium sesquipedale, expostos a radiacéo
solar durante 3 h, apresentaram fotoinibicdo da Fv/Fm, especialmente
em Gelidium sesquipedale. Nesta espécie, nos tratamentos PAR + UVA
e PAR + UVA + UVB, os valores de Fv/Fm reduziram entre 30 e 35 %
em relacdo ao controle. Xu e Gao (2010) mostraram que, durante o
periodo do meio-dia, tanto a UVA como UVB, resulta no decréscimo do
rendimento quantico maximo (Fv/Fm).

Ja para anélise da recuperacgdo, os gametdfitos jovens de G.
floridanum, depois de 24 h tiveram uma eficiéncia de 87% em Fv/Fm.
Estes resultados indicam que nesta fase precoce de desenvolvimento, 0s
gametdfitos jovens apresentam uma répida recuperacdo quando
comparado com talo adulto (Schmidt et al., 2012b). Segundo Figueroa
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& Gomez (2001) a cinética de recuperacao fornece informacgdes sobre as
estratégias foto-adaptativas das macroalgas e sua capacidade de
tolerancia ao estresse da luz. A elevada capacidade de recuperagdo pode
ser explicada pela “fotoinibicdo dindmica”, que consiste de uma
diminuicdo na regulacdo do aparelho fotossintético associado a um
excesso de dissipacdo de energia absorvida (geralmente na forma de
calor), ou seja, um mecanismo fotoprotetor permitindo a recuperacéo de
atividade fotossintética quando o excesso de energia radiante €
removido (Gomez & Figueroa, 1998). Em estudos com G. latifolium e
G. sesquipedale, Gomez & Figueroa (1998) concluiram que G.
sesquipedale foi muito mais sensivel ao estresse do que G. latifolium
gue ndo apresentaram recuperacdo apds 24 h, sugerindo fotoinibicdo
e/ou fotodano cronico para a espécie. O mesmo autor define fotoinibicdo
crbnica como um mecanismo de recuperacao e reparacdo que pode levar
varias horas ou dias para se recuperar.

A alta recuperacao ap0s exposicao a radiacdo UV também pode
ser explicada pela acdo de fotoprotetores de UV como aminoacidos do
tipo micosporinas (MAAs) que sdo utilizados para a fotoprotecdo contra
os efeitos deletérios UV, devido a sua ampla gama espectral de protecédo
e fotoestabilidade, bem como as suas propriedades antioxidantes (De La
Coba et al., 2009). De La Coba et al., (2009) descreveram que um
protetor solar ndo deve apenas ser eficiente na absor¢do de
comprimentos de onda da radiacdo UV impedindo sua citotoxicidade e
formagdo de ROS (espécies oxigénio reativas), mas também ser
eficiente na dissipacdo da energia absorvida, sem transferi-la para
biomoléculas sensiveis.

Neste trabalho ndo foi analisada as MAAS, mas 0s gametéfitos
jovens de G. floridanum apresentaram um aumento de 58,7% no teor de
carotenoides, sugerindo que o tratamento induziu a producdo de
antioxidantes para a ativacdo da defesa da célula e protecdo ao aparato
fotossintetizante. Este resultado pode estar relacionado com a
quantidade de nitrogénio (N) presente no meio, uma vez que a troca de
meio de cultura foi realizada no primeiro dia de exposicéo e a analise de
carotendides foi ao terceiro dia. Barufi et al. (2011) sugerem um alto
potencial de aclimatacdo e fotoprotecdo contra fatores de estresse
(incluindo alta PAR e UVR) diretamente relacionados com a
disponibilidade de N. Segundo os autores, em Gracilaria tenuistipitata
cultivadas sob condicdes controladas de laboratério, a capacidade de
acumular grandes quantidades de MAAs (composto N), e outros
compostos ndo-N, tais como o0s carotendides, sdo diretamente
proporcionais a concentracdo de nitratos no meio. Korbee et al. (2010),
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num estudo com Heterocapsa sp., concluiram também que ndo s6 a
acumulacdo de MAAs, mas também a disponibilidade de N é muito
importante para determinar a capacidade fotoprotetora contra RUV.

Finalmente concluiu-se que a exposi¢cdo PAR+ UVA + UVB
afeta negativamente os gametofitos jovens da macroalga vermelha
Gelidium floridanum. Isto se tornou evidente ap6s 3 h de exposicdo
diaria a0 PAR+UVA+UVB durante 3 dias de tratamento experimental,
resultando em danos ultra-estruturais observados como desorganizacdo
interna dos cloroplastos, aumento da espessura da parede celular e
alteracdes na morfologia do talo. Além disso, essa exposi¢do causou
fotodanos e fotoinibi¢do dos pigmentos fotossintéticos, resultando em
uma diminuigdo da eficiéncia fotossintética e diminuicdo nas taxas de
crescimento. No entanto, nesta fase de desenvolvimento, os gametofitos
jovens de G. floridanum expostos PAR+UVA+UVB apresentaram leve
sensibilidade quando comparado com o0s seus estagios adultos,
corroborando com a recuperacdo do desempenho fotossintético apés 24
h sem radiagdo UV.
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CAPITULO V

Efeitos do cadmio sobre
gametofitos jovens de Gelidium floridanum:
alteragBes metabolicas e morfoldgicas

1. Introducéo

A contaminacdo dos ambientes aquaticos por metais pesados é
um problema ambiental em todo o mundo, devido aos seus efeitos
toxicos e de acumulacdo através da cadeia alimentar (Li et al., 2014).
Dada a toxicidade, persisténcia e natureza ndo degradaveis dos metais
pesados no ambiente, a contaminacdo por metais representa um dos
maiores riscos ecoldgicos para os ecossistemas marinhos (Pekey, 2006).

O cadmio (Cd) é um metal pesado bivalente altamente toxico,
com presenca de ampla disseminacdo no solo e ambientes aquaticos
devido a diferentes atividades antrdpicas (Andosch et al., 2012).
Poluicdo de Cd surge, em particular, do aumento da eliminacdo de
componentes eletrdnicos em paises industrializados e representa uma
grave ameaca para a salde humana, sendo introduzido na cadeia
alimentar através da acumulacao pelas plantas (Templeton & Liu, 2010).
Absorcdo de Cd, tanto em plantas terrestres e aquaticas, é facilitada pela
sua elevada solubilidade em agua eg)elas suas semelhancas fisicas com
0s cations essenciais, tais como Fe**, Cu®*, Zn*, Mn* e Ca*, o que
permite a utilizacdo dos respectivos transportadores para absorcdo
guimica de Cd (Daud et al., 2009; Verbruggen et al., 2009).

Em plantas, o uso do metal Cd resultou numa variedade de
efeitos adversos, tais como a supressdo da atividade mitética, divisdo
celular, inibicdo do crescimento, desintegracdo da estrutura do
cloroplasto e perturbacdo da composigdo da parede celular (Vecchia et
al., 2005; Kuthanova et al., 2008; Daud et al., 2009) .

Aclimatacdo de algas em metais pesados induz a um estresse
oxidativo, o qual envolve um complexo enzimatico e sistema
antioxidante, que funciona de uma forma coordenada na tentatiza de
minimizar a osmolaridade celular e o desequilibrio de ions (Collen et
al., 2003; Ratkevicius et al., 2003; Malea et al., 2006; Wu & Lee, 2008).
Em macroalgas, foram observados efeitos, como a diminuicdo das taxas
de crescimento (Mamboya et al., 1999; Bouzon et al., 2012b; Santos et
al., 2012), alteragdes nos pigmentos fotossintéticos (Rochetta et al.,
2012) e, consequentemente uma diminuicdo do desempenho
fotossintético e taxa relativa de transporte de elétrons (Mamboya et al.,
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1999; Santos et al., 2012). Também alguns estudos tém demonstrado
alteragdes na ultraestrutura de algas vermelhas como Hypnea
musciformis (Bouzon et al., 2012b) e Gracilaria domingensis (Santos et
al., 2013), de algas verdes Ulva intestinalis e Ulva laetevirens (Vecchia
et al., 2012) e de algas pardas Sargassum pallidum (Li et al., 2014).

Nos ultimos anos, pesquisadores tém focado sua atengdo nas
macroalgas, pois algumas espécies podem acumular altas concentragdes
de metais pesados em ecossistemas contaminados, e, como resultado,
eles sdo escolhidos como biomonitores de metais nas zonas costeiras (Li
et al., 2014). Os estudos tém focado na determinac¢do, acumulacdo,
biossorcdo e monitoramento de metais pesados em algas marinhas
(Engdahl et al., 1998; Haritonidis & Malea, 1999; Villares et al., 2002;
Astorga - Espafia et al., 2008; Andrade et al., 2010).

A eliminacgdo incorreta de produtos que contém metais, como o
Cd, em &guas tem aumentado com a agdo antropica e crescente
desenvolvimento industrial, gerando efeitos sobre os organismos que
ainda sdo desconhecidos. Neste trabalho, tendo em conta a importancia
das macroalgas como produtores primarios e como indicador de
poluicdo, bem como a falta de informacdes sobre as alteracdes
estruturais e fisiol6gicas, em especial a falta de informacdo sobre os
efeitos dos metais durante o desenvolvimento, fizemos um estudo sobre
os efeitos do Cd em gametofitos jovens de Gelidium floridanum.

Gelidium floridanum W.R Taylor é uma macroalga vermelha
(Rhodophyta, Gelidiales) distribuidos ao longo da costa brasileira a
partir do Estado do Espirito Santo (20°1910"S e 40 ° 20'16"W), até o
Rio Grande do Sul (32°02'06"S e 52°05'55"W), Brasil. Na praia da
Ponta do Sambaqui(27°29'18.8"S e 48°32'12.9"W), (Floriandpolis,
Santa Catarina, Brasil), G. floridanum frequentemente cresce entre as
rochas na zona intertidal (Schmidt et al., 2012b). Esta espécie tem
grande importancia como uma fonte de extracdo de agar em todo o
mundo e é utilizado em diversos produtos com propriedades de
gelificacdo (Bouzon et al., 2006). Estudos anteriores, usando metais no
talo adulto de G. floridanum mostraram que Cd, Cu e Pb é tdxico para
esta espécie, induzindo a uma série de mudangas na bioabsorcéao, taxa de
crescimento, pigmentos e flavondides, danos ao aparato fotossintético e
alteracBes ultraestruturais (Santos et al., 2014). Assim, neste estudo,
investigamos o efeito in vitro de Cd em gameto6fito jovens de G.
floridanum, e perguntamos se: 1) o Cd altera a morfologia e estrutura
dos cloroplastos? e 2) a exposicdo dos gametdfitos jovens de G.
floridanum ao Cd pode causar diferencas nas taxas de crescimento,
teores de pigmentos fotossintéticos e eficiéncia fotossintética?
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2. Material e métodos

A coleta do material e as condigdes de cultura foram realizadas
conforme item 2.1 e 2.2 do capitulo 1V.

2.1 Desenho experimental

Um experimento inicial com gametdfitos jovens de G.
floridanum foi realizado através do crescimento das algas (= 1,0 g) em
frascos de 250 ml de Erlenmeyer contendo concentragdes de Cd 2.5, 5,
7.5, 10, 15, 20, e 25 UM e nas mesmas condicBes de cultura descritas
acima. O efeito de Cd no crescimento de algas foi expressa como a
concentracdo efetiva dando reducdo de 50% (EC 50) durante 7 dias em
comparagdo com as amostras controle. Os individuos expostos nas
concentracdes acima de 15 uM de cadmio apresentaram reducdo nas
taxas de crescimento, branqueamento e despigmentacdo. Portanto, estas
concentracdes letais ndo foram utilizadas para o experimento posterior.

2.2 Experimentos com Cadmio

No laboratério, foram selecionados gametdfitos jovens de G.
floridanum (x 1,0 g) e cultivadas durante 7 dias em béquers com 250
mL de &gua do mar esterilizada com VSES/2 (sem EDTA, écido tetra-
acético de etilenodiamina) em 30 ups. Condigdes da sala de cultura
foram de 24°C, aeracdo continua, a radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR) em 60 umol fétons m? s™ (lampadas fluorescentes Philips C- 5
Super 84 16W/840, Brasil, com um medidor de luz Li -Cor 250; LI-
COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA) e fotoperiodo de 12h (a partir das
8h). As plantas controle (sem Cd) foram cultivadas como descrito
acima, e para as plantas tratadas, CdCl, (Cloreto de Cadmio) foi
adicionado em concentragdes graduadas de 7,5 e 15 uM no meio de
cultura durante um tratamento de sete dias. Quatro repeticGes foram
feitas para cada grupo experimental.

Apb6s o experimento foram realizadas as seguintes analises:
taxas de crescimento (item 2.4, capitulo VI), pigmentos
fotossintetizantes (item 2.5, capitulo VI), ML e reacGes histoquimicas
(item 2.7 e 2.8, capitulo VI), microscopia confocal de varredura a laser
(item 2.5, capitulo I11), fluorescéncia da clorofila a in vivo (item 2.10,
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capitulo VI), microscopia eletrbnica de varredura (MEV)(abaixo) e
andlise dos dados (item 2.11, capitulo V1)

2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para observacdes no MEV amostras de aproximadamente 5 mm
de comprimento foram fixadas com glutaraldeido a 2.5% em tampéo
cacodilato de sédio a 0.1 M (pH 7.2) (Schmidt et al., 2009). O material
foi desidratado em concentracdes crescentes de etanol, apds as amostras
foram secas com o ponto critico EM-DPC-030 (Leica, Heidelberg,
Alemanha), e, em seguida, revestidas com ouro antes da analise. As
amostras foram examinadas no MEV JSM 6390 LV (JEOL Ltd., de
Téquio, Japdo, em 10 kV). As andlises das moléculas presentes na
parede celular, foram feitas no MEV acoplado a um espectrémetro de
raios-X de energia dispersiva (SEM-EDX) em amostras ndo revestidas
com ouro.

3. Resultados

3.1 Morfologia e taxa de crescimento

Ap6s 7 dias em cultura, gametdfitos jovens de Gelidium
floridanum mostraram diferencas estatisticas (ANOVA, P < 0.003) nas
TCs entre controle e gametdfitos jovens cultivados com diferentes
concentragdes de Cd (7,5 uM e 15 uM). Plantas controle mostraram um
aumento das TCs de 17% dia, com aumento da formacdo de novos
filamentos e talos cilindricos (Fig. 20a), cada um deles apresentando
uma célula apical (Fig. 20b) e formados por células com coloragdo
avermelhada caracteristica da espécie (Fig. 20c,d). Ap6s o periodo de
tratamento, plantas com 7,5 UM Cd ja mostraram reducdo nas taxas de
crescimento (5,5% dia), formacg&o de poucos talos (Fig. 19e), com célula
apical (Fig. 20f) e células da regido do talo (Fig. 20g,h) apresentando
uma leve despigmentacdo quando comparada ao controle. Ja no
tratamento de 15 UM Cd a taxa de crescimento foi de 4,8% dia, as
plantas apresentaram poucos talos com regifes totalmente
despigmentadas (Fig. 20i), as células apicais ndo apresentaram
alteracBes na morfologia em relagdo ao tratamento de 7,5uM Cd
(Fig.20j), mas as regides despigmentadas mostraram células totalmentes
esverdeadas (Fig. 20Kk,1).
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Figura 20: Detalhe de gametdfitos jovens de Gelidium floridanum observados
através da microscopia de luz apds 7 dias de tratamento de cadmio. (a) Formagéo de
talos filamentosos e cilindricos (b) Célula apical. (c) Ramos com pigmentacédo
vermelha caracteristica da espécie. (d) Detalhe das células do talo. () Formagéo de
poucos talos apds o tratamento. Células apicais (f) e células da regido do talo (g, h),
mostrando despigmentacdo. (i) Detalhe do talo com regido despigmentada. (j)
Célula apical. (k,I) Detalhe das células totalmente esverdeadas.

3.2 Observacdes através do Microscopio de varreadura a
laser confocal Amostras de gametdfitos jovens de G. floridanum do
controle apresentaram intensa autofluorescéncia do cloroplasto, estando
estes localizados por toda a periferia das células (Fig. 21a). Nas
amostras tratadas com 7,5 uM de Cd, os cloroplastos foram visualizados
em uma fina camada na periferia das células e ocorreu uma redugéo na
sua autofluorescéncia (Fig. 21b). Além disso, neste tratamento ja foi
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possivel observar auséncia de autofluorescéncia em algumas células
(Fig. 21b). Para as amostras tratadas com 15 puM de Cd a reducéo da
autofluorescéncia dos cloroplastos foi ainda maior (Fig. 21c).

Figure 21: Microscopia Confocal de gametofitos jovens de Gelidium floridanum
apods 7 dias de tratamento de cadmio. (a) Amostras controle com autofluorescéncia e
estrutura robusta dos cloroplasos localizados na periferia celular. (b) Amostras
tratadas com 7,5 pM Cd, com diminuicdo da estrutura e autofluorescéncia dos
cloroplastos. Note regiGes sem autofluorescéncia dos cloroplastos (setas). (c)
Amostras tratadas com 15 uM Cd apresentando redu¢do da autofluorescéncia.

3.3 Microscopia de luz (ML) e analises histoquimicas

As seccdes longitudinais dos gametéfitos jovens de G.
floridanum do controle submetidas ao PAS exibiram uma forte reacédo
na parede celular, o que sugere a presenca de compostos de celulose na
parede celular; essa reagdo também ocorreu no citoplasma pela presenca
de polissacarideos neutros, especialmente com muitos grdos de amido
das florideas, a principal substancia de reserva das algas vermelhas
(Fig. 22a-c). Nas amostras controle, a presenca dos grdos de amido das
florideas ocorreu nas células corticais e subcorticais (Fig. 22a). No
tratamento de 7,5uM de Cd houve um aumento desses grdos de amido
nas células corticais e subcorticais (Fig. 22b). Ja nas amostras do
tratamento com 15uM de Cd, a presenca é ainda maior desses grdos e
estes se encontram principalmente nas células medulares (Fig. 22¢). No
que diz respeito aos compostos de celulose também foi possivel
visualizar um aumento destes compostos na parede das células das
amostras dos tratamentos (Fig. 22b,c).

Quando submetidos a reacdo histoquimica de CBB, as amostras
evidenciaram uma reacdo positiva, indicando a presenga de inimeras
organelas ricas em proteinas (Fig. 22d-f). As amostras controle
apresentaram um conteldo protéico distribuido regularmente pela
periferia da célula (Fig. 22d). O tratamento com 7,5uM de Cd, as
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amostras comegaram a ndo ter um padrdo de distribuicdo organizada do
teor de proteinas (Fig. 22e), e tratamento com 15 pM de Cd mostrou
células com material proteico totalmente disperso no citoplasma (Fig.
22f).

3.4 Pigmentos fotossintetizantes

O Cd afetou o contetido de alguns pigmentos fotossintéticos de
gametdfitos jovens de G. floridanum. As quantidades dos pigmentos
fotossintéticos sdo mostradas na Tabela 6. A analise apresentou uma
diminuicdo de 40,40% de clorofila em amostras com 7,5 uM de Cd e de
52,58% em amostras tratadas com 15 uM de Cd em comparagdo com o
controle. Depois de 24 h de recuperacdo, onde a agua do mar foi
enriquecida com 50% de von Stosch (VS/ 2), o controle e as amostras
tratadas mostraram um aumento na quantidade de clorofila. Em relacéo
as concentracbes de ficobiliproteinas (aloficocianina e ficoeritrina)
ocorreu uma reducgdo com diferencas significativas entre as amostras
controle e amostras tratadas com cadmio, mas depois de 24 h de
recuperacdo, as amostras ndo apresentaram aumento destes pigmentos.
A analise ndo detectou a concentracdo de ficocianina.
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Figura 22: Microscopia de luz de secgbes longitudinais de gametdfitos jovens de
Gelidium floridanum ap6s 7 dias de tratamento com cadmio. (a) Amostras controle
com presenca de grdos de amido das florideas nas células corticais e subcorticais.
Note que esses grdos de amido (setas) aumentam nos tratamentos de (b) 7,5 uM e
(c) 15 pM de cadmio, acumulados nas células medulares. Reagdo positiva ao CBB
no (d) controle e (e.f) nos tratamentos. O controle apresentou o conteddo proteico
na periferia das células, e os tratamentos tem o material proteico disperso pelo
citoplasma.
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Tabela 6: Alteragdes dos pigmentos fotossintetizantes de gametofitos jovens de
Gelidium floridanum apés 7 dias de exposicdo ao cadmio e ap6s 24 horas de
recuperacdo (n = 4). Chl a: clorofila a; APC: aloficociancina; PC: ficocianina; PE:
ficoeritrina.

3.5 Fluorescéncia da clorofila a

Analise da curva de fotossintese/irradiancia (Pl) (Fig. 23)
confirmou que gametdfitos jovens de G. floridanum cultivados em
ambas as concentracdes, 7,5 uM e 15 pM, apresentaram um decréscimo
na taxa de transporte de elétrons (ETR) apds a exposicdo (Fig. 23a).
Entretanto, apds 24 horas de recuperagdo (Fig. 23b) onde a 4gua do mar
foi enriquecida com meio de cultura von Stosch (VS/2), somente o
controle apresentou um aumento destes pardmentros, sendo que as
amostras tratadas ndo apresentaram recuperagdo. Valores de ETRmax
(Tab. 7) mostratam um decréscimo de 49,53% e 83,48% em amostras
tratadas com 7,5 uM e 15 uM de Cd, respectivamente, comparado com
as amostras controle apés 7 dias de tratamento. Apds a recuperacao, as
amostras do controle e tratamentos mostraram um aumento nos valores
de ETRmax comparado com o mesmo periodo de exposicdo. Para o Ik
(ponto de saturacéo de luz), os valores diminuiram para 100.269 pmol
m?2s? (7,5 uM Cd) e 27.048 pmol m? s (15 uM Cd) comparado ao
controle (160.45 pmol m™ s') durante a exposicdo (Tab. 7). Na
recuperacdo, comparado a exposicao, os tratamentos (7,5 uM e 15 uM
Cd) apresentaram um aumento nos valores, mas ndo houve aumento nas
amostras controle. Para a eficiéncia fotossintetica (o) (Tab. 7),
diferencas significativas foram observadas entre controle e tratamentos,
mas ndo apresentaram diferengas entre a exposi¢do e o periodo de
recuperacdo de 24 h.
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Figura 23: Curvas Pl (ETR-PAR) de gametofitos jovens de G. floridanum apds 7
dias de exposicdo ao cadmio e ap6s 24 horas de recuperagdo.(a). Curva de Pl apés 7
dias de tratamento com cadmio. (b) Curva de Pl apés 24 h de recuperagdo em
condicdo PAR controle. Letras distintas indicam as diferencas significativas de
acordo com a ANOVA bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 7. Paramentros cinéticos da curva Pl de gametdfitos jovens de Gelidium
floridanum apdés 7 dias de tratamento com cadmio e apds 24 horas de recuperagéo.
ETRmax, taxa maxima de transporte de elétrons; Ik, ponto de saturacdo luminosa; a,
alpha, eficiéncia fotossintetizante.

O rendimento quantico maximo (Fv/Fm) (Fig. 24a) apresentou
alteracdes significativas nas amostras de gametofitos jovens de G.
floridanum tratadas com Cd (7,5 uM e 15 uM), tanto para o periodo de
exposicdo quanto o de recuperacdo. Apo6s o periodo de exposicdo, as
amostras controle tiveram um rendimento médio de 0,490 + 0,034,
enquanto que as amostras expostas ao 7,5uM Cd e 15uM Cd
apresentaram uma reducdo de 27,14% (0,357 £ 0,028) e de 36,32 %
(0,312 + 0,036), respectivamente. Por outro lado, a recuperacdo da
fotossintese 24 horas apds a exposi¢do ndo mostrou um aumento em
Fv/Fm nem para o controle e nem para os tratamentos.

O rendimento quéantico efetivo (Y(I1)) (Fig. 24b), seguiu um
padrdo semelhante do rendimento quantico maximo (Fv/Fm)
apresentando diferencgas significativas entre o controle e as amostras
tratadas. O Y(II) diminuiu entre 23,64 % e 35,55 % na exposicdo das
amostras com 7,5 pM e 15 pM de Cd comparado com as amostras
controle. Apds a recuperagdo, o controle ndo apresentou resultados
diferentes mantendo uma média de 0,540 £ 0,020, jA& em amostras
tratadas, a recuperacdo ajudou a aumentar as taxas, principalmente no
tratamento de 15 pM (0,423 £ 0,020).
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Figura 24: (a) Rendimento quantico maximo (Fv/Fm) e (b) Rendimento quantico
efetivo (Y(Il)) de gametdfitos jovens de Gelidium floridanum apés 7 dias de
tratamento com cadmio e ap6s 24 horas de recuperagdo (n =4, média + DP). Letras
distintas indicam as diferengas significativas de acordo com a ANOVA bifatorial e

teste de Tukey (p < 0,05).



85

3.6 Observacdes através da microscopia eletronica de
varredura (MEV)

Sob MEV, a topografia da superficie de gametdéfitos jovens de
G. floridanum da amostra controle mostrou paredes celulares das
células corticais com ondulagdes regulares e uma superficie pouco
rugosa (Fig. 25a-b). Em contraste, as amostras tratadas (Fig. 25c-f)
mostrou um aumento na rugosidade diretamente relacionada com o
aumento da concentragdo do metal cadmio.

Os resultados da microanalise de raios-X de gametéfitos jovens
de G. floridanum, por microanalise de raios-X qualitativa apresentou
diferencas significativas em alguns elementos (Tab. 8). Dos elementos
detectados, carbono, magnésio, enxofre, potassio e calcio mostraram
diferencas significativas; e nitrogénio, oxigénio e sbédio ndo
apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos. O metal Cd
somente foi detectado nas amostras tratadas (Tab. 8).
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Tabela 8: Microandlise de raios X da parede celular de gametdfitos jovens de Gelidium floridanum apds 7 dias de
tratamento com cadmio. C, carbono; N, nitrogénio; O, oxigénio; Na, sodio; Mg, magnésio; S, enxofre; K, de
potéssio; Ca, célcio; Cd, cadmio.
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Figura 25: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da superficie do talo de
gametofitos jovens de Gelidium floridanum ap6s 7 dias de tratamento com cadmio.
(a) Vista geral da superficie da ponta do talo; (b) Detalhe da superficie da parede
celular com aspecto regular e com pouca rugosidade. (c) Vista geral da superficie
da ponta do talo; (d) detalhe da superficie da parede celular mostrando um aumento
da rugosidade. (e) Vista geral da superficie da ponta do talo; (f) Detalhe do aumento
de rugosidade da superficie da parede da célula.
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4, Discussao

O Cd é um fator chave na limitacdo do crescimento em algas
(Bouzon et al.,2012b). As algas podem ativamente adsorvir o Cd para
minimizar o impacto tdxico do metal. Um dos resultados observados
nesta tese foi a diminuicdo das taxas de crescimento dos gametofitos
jovens ap6s a exposicdo ao metal cadmio. Em estudos com talos adultos
de algas vermelhas como Gracilaria dominguensis (Santos et al.,
2012), Hypnea musciformis (Bouzon et al., 2012b) e G. floridanum
(Santos et al., 2014) também foi relatado a diminuicdo e até a inibicdo
das taxas de crescimento apos exposicdo ao Cd. O tratamento com Cd
também afetou a biomassa em microalgas Desmodesmus subspicatus
(Bascik-Remisiewicz et al., 2011) e Micrasterias denticulata (Andosch
et al., 2012) Metais pesados induzem a producgdo de espécies reativos de
oxigénio (ROS) (Collén et al., 2003), podendo causar danos em
proteinas, acidos nucleicos e lipidios, levando a morte celular e/ou
inibicdo da proliferacdo celular (Andosch et al., 2013). A diminuicdo
das taxas de crescimento, neste estudo, demonstrou maior sensibilidade
dos gametofitos jovens de G. floridanum quando tratados com Cd (7,5 e
15 uM) quando comparado com estudos em talos adultos da mesma
espécie (Santos et al., 2014) cultivadas em altas concentragdes (50 e
100 puM).

As diferentes respostas das algas ao estresse do Cd podem ser
resultantes de especificagdes quimicas deste metal no meio de cultura.
Ja tem sido bem documentado, que fons Cd** livres sdo a forma mais
toxica do Cd para os organismos e que concentragfes de ions livres do
metal podem variar na presenca de agentes complexantes/quelantes
(Fernandez-Pinas et al., 1991). Os componentes do meio de cultura
(acido etilenodiamino tetra-acético -EDTA) quelam aproximadamente
70% dos ions livres de cadmio, assim decrescendo a concentracdo de
Cd®* no meio (Bascik-Remisiewicz & Tukaj, 2002). Portanto, a alta
toxidade do cadmio para a células das algas cultivadas com baixo
conteldo de minerais e componentes quelantes podem resultar no
aumento da bioviabilidade de Cd (alta concentracéo de Cd**) (Bascik-
Remisiewicz et al., 2011). Neste estudo, foi utilizado meio de cultura
sem EDTA resultando na alta toxidade do cadmio para os gametofitos
jovens de G. floridanum, que apresentaram despigmentacdo e baixa
dicotonomia nos ramos apés os 7 dias de tratamento. Este efeito também
foi observado em G. domingensis cultivados com 200 e 300 uM de Cd
durante 21 dias de cultura (Santos et al., 2012) e em talos adultos de G.
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floridanum cultivados com 50 e 100 uM de Cd apds 7 dias de cultura
(Santos et al., 2014).

Estas alteracbes morfoldgicas do talo de gametéfitos jovens de
G. floridanum no presente estudo também foram demonstradas pelas
andlises dos pigmentos fotossintéticos, onde a clorofila a e pigmentos
acessorios, as ficobiliproteinas (APC e PE), apresentaram uma
diminuicdo em amostras tratadas com Cd. Estes pigmentos séo
responsaveis pela coloracdo avermelhada do talo. Metais pesados podem
entrar livremente na célula devido & presenca de transportadores na
membrana plasmatica, promovendo alteracdes nas organelas bem como
em proteinas e pigmentos (Xia et al., 2004). O Cd afetou os niveis de
clorofila a em G. dominguensis (Santos et al., 2012), Hypnea
musciformis (Bouzon et al., 2012b), corroborando este estudo. Esta
redugdo pode ser associada com a deficiéncia de Mg e Fe nos processos
de biossintese da clorofila a (Xia et al., 2004).

A degeneracdo da clorofila levando a uma diminuicdo da
atividade fotossintética tem sido uma resposta comum em plantas
expostas aos metais pesados (Kumar et al.,2010). Em estudos com Ulva
lactuca, uma notavel reducdo no contelido de clorofila em talos expostos
ao Cd** foi correlacionado com a diminuicdo da atividade da enzima
ALA-D (6-aminolevulinico desidratase) (Kumar et al., 2010). O cadmio
inibe a atividade da enzima ALA-D por interagdo com o grupo funcinal-
SH eventualmente interferindo com a biossintese e subsequente
formagcéo da clorofila (Noriega et al., 2007).

No presente trabalho, os resultados indicaram que Cd inibiu
fortemente o acumulo de ficobiliproteinas. Estes pigmentos séo
localizados em estruturas chamadas de ficobilissomos associados com a
superficie dos tilacoides e sdo responsaveis pela captura da energia
luminosa no comprimento de onda complementar da clorofila a que séo
transferidas ao PSII (Xia et al., 2004). Diversos estudos tém mostrado
gue o Cd causou modificagdes nos pigmentos acessorios, como relata o
trabalho de Xia et al.(2004), que trataram G. lemaneiformis, com Cd por
4 dias, e os trabalhos com H. musciformis (Bouzon et al.,2012b), G.
domingensis (Santos et al.,2012) e talos adultos de G. floridanum
(Santos et al., 2014) com tratamento de cddmio por 7 dias. De acordo
com Xia et al. (2004), uma alta concentracdo de Cd altera a estrutura
dos ficobilissomos e essas mudancas resultam em uma queda da energia
da luz absorvida, inibindo a fotossintese.

Como uma consequéncia da diminuicdo dos pigmentos
fotossintetizantes, amostras de gametdfitos jovens de G. floridanum
tratados com Cd mostraram um decréscimo da autofluorescéncia dos
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cloroplastos, bem como alteracdo de sua estrutura. Santos et al. (2014)
atraves de andlises por microscopia confocal observou que talos adultos
de G. floridanum tratados com metais pesados também apresentaram
uma reducdo na intensidade da autofluorescéncia. Os efeitos severos de
Cd no cloroplasto de G. floridanum também foram reportados em outras
plantas (Kupper et al., 1996; DalCorso et al., 2008; Kumar et al., 2010)
e algas (Santos et al., 2012; Santos et al., 2014) e s&o refletidos em sua
aparéncia distorcida através do microscopio de luz. Estudos
ultraestruturais também mostram alteragdes significativas, que incluem
a modificacdo na quantidade, tamanho e organizacdo dos tilactides dos
cloroplastos expostos ao Cd (Talarico, 2002; Bouzon et al., 2012b;
Santos et al., 2013; Santos et al., 2014). Segundo Li et al. (2006), o
aumento de ROS por metais pesados induz a peroxidacdo e
destabilizacdo das membranas do cloroplastos, corroborando o
vizualizado neste estudo.

A fotoinibicdo da fotossintense foi observada em gametofitos
jovens de G. floridanum apds o tratamento com Cd. Segundo Perreault
et al. (2011) efeitos do Cd sobre os processos fotossintéticos foram
identificados em varios locais relacionados com o transporte de elétrons
no cloroplasto. Fotossistema Il (PSII) foi encontrado ser um local muito
sensivel ao Cd, sendo inibido pelo mesmo. Diversos estudos tém
demostrado que a presenca de Cd resulta na diminuicdo da atividade
fotossintética, em amostras de microalgas Desmodesmus subspicatus
(Bascik-Remisiewicz et al., 2011), em Chlamydomonas reinhardtii
(Perreault et al., 2011) e algas vermelhas G. dominguensis (Santos et
al., 2012) tratadas com Cd. A fotoinibicdo também foi observada nas
taxas de Fv/Fm e y(Il) de gametofitos jovens de G. floridanum.

De acordo com dados da literatura, o Cd é capaz de perturbar as
reacbes que envolvem O, do PS II, diminuindo o rendimento
fotoquimico do PSII, além de inibir a cadeia de transporte de elétrons
(Aravind & Prasad 2004; Thapar et al., 2008; Ying et al., 2010).
Portanto, varios efeitos de toxicidade observados para Cd pode ser uma
causa de inibicdo do transporte de elétrons na fotossintese. Krupa et al.
(1993) estudando os efeitos do Cd na fotossintese de Phaseolus vulgaris
concluiu que, durante a exposi¢do a curto prazo das plantas ao Cd nos
estagios iniciais de crescimento, as reacdes do ciclo de Calvin é mais
suscetivel ao Cd do que o fotossistema Il. Portanto o Cd causa
fototoinibicdo pelos efeitos causados sobre o PSII e também ao ciclo de
Calvin.

Mesmo apds o periodo de recuperacdo de 24 h, com troca do
meio de cultura, as amostras de gametofitos jovens de G. floridanum
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apresentaram uma recuperagdo baixa, sugerindo fotoinibigdo crénica
e/ou fotodano quando tratada com Cd. Isto, também, foi corroborado os
dados de pigmentos, onde somente a clorofila a teve uma recuperacéo
sem, entretanto, ocorrer aumento dos pigmentos acessorios. A
capacidade de recuperagdo pode ser explicada por “fotoinibi¢do
dindmica”, que consiste de uma baixa regulacdo do aparelho
fotossintético associada a um excesso de dissipacdo de energia
absorvida (geralmente na forma de calor), ou seja, um mecanismo
fotoprotetor permitindo a recuperacdo de atividade fotossintética
(Gomez & Figueroa, 1998).

O metabolismo celular dos gametéfitos jovens de G. floridanum
expostos ao Cd é modificado. Nas amostras controle, a presenca de
grdos de amido das florideas foi observada nas células corticais e
subcorticais, mas nos tratamentos foi observado o aumento dos graos de
amido em células subcortical e principalmente nas células medulares.
Santos et al. (2013) também demonstraram a presenca de numerosos
grdos de amido em ambas as células corticais e subcorticais de algas
expostos ao Cd e sugerem que este aumento poderia ser associada com
alteracdes morfoldgicas, tais como uma reducdo de tilacéides. Em
estudos com algodéao herbaceo (Gossypium hirsutum L.) com diferentes
concentragBes de Cd (1000 - 10000 mM) também relacionaram como
efeito 0 aumento do nimero de granulos de amido (Daud et al., 2013).
Segundo Najeeb et al. (2011) um aumento no nimero de graos de amido
¢ um sinal geral de estresse em plantas. Entretanto, Bouzon et al.
(2012b) observaram uma diminuicdo na quantidade de grdos de amido
em H. musciformis depois de tratados com diferentes concentracGes de
Cd.

A desorganizagdo do material proteico no interior das células de
gametdfitos jovens de G. floridanum ap6és o tratamento de Cd também
foi observada. Daud et al. (2013) relataram a desintegracdo da estrutura
organelar em plantas tratadas com Cd, tal como observado em Elodea
canadensis (Vecchia et al., 2005) e Sedum alfredii (Jin et al., 2008).

Além das alteracBes citoplasmaticas, a parede celular das
amostras tratadas sofreram alteragdes quando tratadas com Cd. Santos et
al. (2014) também tém relacionado alteracdes na parede celular de talos
de G. floridanum que foram expostos ao cadmio, resultando em
aumento da rugosidade superficial, corroborando o resultado deste
estudo. Tal aumento na espessura da parede celular observada pode ser
interpretado como um mecanismo de defesa contra a exposi¢do ao Cd
(Bouzon et al., 2012b). Outro fator observado na parede da célula é a
presenca do metal Cd nas amostras tratadas, além de uma diminuicdo
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nos macroelementos, tais como Na, K, Ca e Mg da parede celular de
gametofitos jovens G. floridanum.

Concluimos no presente estudo, que o metal Cd apresenta uma
toxidade alta aos gametofitos jovens da macroalga vermelha G.
floridanum. Este metal, apds 7 dias de exposicdo, induziu a diminuiucao
da concentracdo dos pigmentos fotossintetizantes e também alterou a
morfologia do cloroplasto resultando em uma diminuicéo da eficiéncia
fotossintética. Tendo como consequéncia a reducdo nas taxas de
crescimento e alteragcbes na morfologia. Além disso, para esta fase de
desenvolvimento, o metal cddmio causou uma fotoinibicdo crénica, ndo
tendo recuperagdo apds o periodo de 24 h.
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Capitulo VI

Considerac0es finais

Através do estudo sobre alguns dos mecanismos reguladores da
germinacdo e fatores estressores, pode-se concluir que: a) Durante o
processo inicial de formagdo do tubo germinativo dos tetrdsporos de G.
floridanum, os corpos de Golgi foram os responsaveis pela formagéo do
tubo e os principais produtores de materiais necessarios para 0
crescimento do tubo. b) Os elementos do citoesqueleto estavam
envolvidos na polarizacéo e direcionamento dos componentes celulares
na formacdo do tubo germinativ e, sem a sua organizagdo ndo ocorre a
germinacdo dos tetrasporos. d) A radiacdo ultravioleta e os metais
pesados provocam alteragBes ultraestruturais principalmente nos
cloroplastos, afetando os pigmentos e consequentemente a atividade
fotossintética levando a reducdo da taxa de crescimento de gametofitos
jovens.

A germinacdo de tetrsporos de Gelidium floridanum tem seu
inicio apds a adesdo ao substrato, iniciando uma polarizacdo de
vesiculas derivadas do Golgi. Em sequéncia ocorre a expansao,
alongamento do tubo germinado que € resultado da fusdo de secrecdo de
vesiculas a membrana plasmatica. Os corpos de Golgi sdo responsaveis
pela producdo constante destas vesiculas e manutencgdo do crescimento
do tubo. Com a brefeldina A pode-se comprovar a importancia dos
corpos de Golgi como um dos mecanismos reguladores dos processos
de germinacdo, a droga alterou a estrutura dos corpos de Golgi
formando estruturas tubulares impedindo tanto a secrecdo de
componentes adesivos necessarios a adesdo dos tetrasporos, quanto a
polarizacdo das vesiculas que sdo necessarias a formacdo do tubo
germinativo. As membranas destas vesiculas sdo incorporadas a
membrana plasmatica para o alongamento do tubo, e possuem também
componentes do complexo enzimético responsaveis pela producdo da
parede celular.

Além disso, a formagdo de um vacuolo basal também tem sua
origem atraves da fusdo de vesiculas derivadas do Golgi. O vacuolo
exerce uma pressdo de turgor deslocando as organelas para o tubo
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germinativo. BFA impede a direcionamento de proteinas para o vacuolo,
sendo observado, ap6s o tratamento, somente pequenos vacuolos
espalhados pelo citoplasma.

O deslocamento dos corpos de Golgi e suas vesiculas derivadas
juntamente com as organelas em direcdo ao tubo germinativo é o
primeiro indicio do processo de germinagdo. Esse movimento é
direcionado pelos elementos do citoesqueleto, os microtibulos e os
filamentos de actina. Neste estudo, a colchicina e a citocalasina
diminuiram a taxa de germinacdo de esporos causando alteragdes no
tubo germinativo, nas concentragdes maiores inibiu totalmente a
germinagdo. Pode-se concluir que tanto os microtibulos quanto os
filamentos de actina regulam os mecanismos de germinagdo dos
tetrasporos de G. floridanum. Mas as analises realizadas ndo elucidaram
diretamente a fungdo dos elementos do citoesqueleto durante a
germinacdo. Para algas vermelhas, estudos principalmente no
desenvolvimento de esporos sdo necessarios para ampliar o
conhecimento da funcdo do citoesqueleto durante este periodo. Um dos
pontos criticos para a realizagdo destes estudos é a utilizacdo de
marcadores e a forma de fixacdo destes elementos que sdo bastante
instaveis. Mesmo ja tendo estudos utilizando marcadores em plantas e
com algas pardas, os protocolos utilizados para estes grupos devem ser
padronizados para a espécie especifica. Isso foi verificado com testes
realizados em nosso laboratério com protocolos existentes para algas
pardas, os quais ndo obtiveram sucesso. Além da padronizacdo de
protocolos especificos para a marcacdo tanto dos microtibulos como
dos filamentos de actina, investigacdes sobre as proteinas motoras tanto
as miosinas que se associam aos filamentos de actina quanto & cinesinas
e dineinas que se associam aos microtdbulos, além das proteinas que
regulam o funcionamento do citoesqueleto ajudardo no entendimento de
diversas questdes em relagdo aos processos celulares.

Em relagdo ao desenvolvimento de gameto6fitos jovens de G.
floridanum, o presente estudo demonstrou que a exposi¢cdo PAR+ UVA
+ UVB afeta negativamente em varios niveis metabdlicos e
morfoldgicos. Com somente 3 h de exposi¢do durante trés dias de
experimento os gametofitos sofrem alteragBes ultraestruturais como
desorganizacdo interna dos cloroplastos, aumento da espessura da
parede celular e alteracbes na morfologia do talo. Consequentemente
foram observados fotodanos e fotoinibicdo dos pigmentos
fotossintéticos com diminuicdo da eficiéncia fotossintética e das taxas
de crescimento. Mesmo assim os gametofitos jovens de G. floridanum
expostos a PAR + UVA + UVB conseguem se recuperar apos 24 h,
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indicando que a fotoinibicdo foi um mecanismo de defesa para
minimizar os efeitos da radiacdo ultravioleta. O estudo apresentou
dados referentes aos efeitos conjuntos da radiagdo UVA + UVB, para
uma analise mais detalhada estudos podem ser realizados verificando os
efeitos da radiagdo UVA e da radiacdo UVB separadamente. Outro
ponto que merece aprofundamento é a agdo de fotoprotetores de UV
como amino&cidos do tipo micosporinas (MAAS) que contribuem para
amenizar os efeitos da radiacao.

Na exposi¢do ao Cd, os gametdfitos jovens de G. floridanum
apo6s sete dias de tratamento, também apresentaram alteracfes nos
pigmentos fotossintetizantes e na estrutura e autofluorescéncia dos
cloroplastos. Essas alteragcdes provocaram uma diminuicéo da eficiéncia
fotossintética e das taxas de crescimento com alteracdo da morfologia.
Diferentemente do experimento da radiacdo, para o metal cadmio, os
gametdfitos ndo apresentaram uma recuperacao apds o periodo de 24 h,
indicando que a utilizacdo de metais nesta fase de desenvolvimento
pode causar uma fotoinibicdo crdénica, podendo ser até mesmo
irreversivel.

Tanto para radiagdo quanto para estudos com metais em
gametdfitos jovens de G. floridanum, sugere-se estudos que confirmem
0 estresse oxidativo, através dos niveis de ROS (espécies reativas
oxigénio), estudos com atividade enzimatica como exemplo, glutationa
peroxidade e glutatione redutase, além de verificar danos ao DNA.
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