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RESUMO

A intensidade de radiacdo ultravioleta (RUV) aumenta a cada
ano, afetando os organismos de diversas maneiras. Sabe-se que altos
niveis de RUVB podem ser danosos aos organismos, principalmente
aqueles sésseis, como as algas, que ficam diretamente expostos a
radiacdo, especialmente em maré baixa. Acanthophora spicifera é uma
macroalga vermelha de grande importancia econémica, produzindo
muitos compostos de interesse farmacéutico, além de ser fonte de
agarana. O presente estudo avaliou os efeitos biol6gicos da PAR e da
PAR+UVAB na morfologia e fisiologia de A. spicifera coletada em dois
ambientes da llha de Santa Catarina (Lagoa da Conceicdo e Praia de
Sambaqui) com condicBes abidticas distintas. Para tanto, foram feitos
experimentos, com as aguas de cada ambiente, por 7 dias de aclimatacdo
e 7 dias de exposicdo a RUV (3 horas por dia), sequidos de analises
morfoldgicas, ultraestruturais e fisioldgicas. A agua coletada na Lagoa
da Conceicdo possuia concentracdes de 1,06 + 0,27 mM de NH,’
(amonio), 8,47 + 0,01 mM de NO; (nitrato), 0,17 + 0,01 mM de PO,>
(fosfato), salinidade de 30 ups e pH 7,88. Para a Praia de Sambaqui,
esses valores foram de 1,13 + 0,05 mM de NH,", 3,73 + 0,01 mM de
NO3, 0,52 + 0,01 mM de PO,?, 37 ups e pH 8,55.

Foram avaliadas as alteracdes morfologicas e fisioldgicas através
das taxas de crescimento (TC) e das microscopias de luz (ML) e
eletrénica de transmissdo (MET); das concentragbes dos pigmentos
fotossintetizantes (clorofila a e ficobiliproteinas); da viabilidade celular;
da concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) na &gua; das alteragdes
nos compostos antioxidantes através do perfil carotenoidico e de
micosporinas (MAASs), do conteldo total de fendlicos e da atividade
antioxidante (DPPH); e do conteldo total de proteinas, agucares
sollveis e amido nos talos de A. spicifera dos ambientes e ap6s as
exposicoes a PAR e a RUVAB.

Apobs 7 dias de exposicdo a PAR e a PAR+RUVAB a alga da
Lagoa da Conceigdo teve um aumento na TC de 5,65 %.dia™ e 4,05
%.dia™, respectivamente, comparado com 3,27 %.dia* e 0,40 %.dia™
respectivamente para a alga da Praia de Sambaqui. Maiores
concentragdes de nutrientes dissolvidos na agua, como na Lagoa da
Conceicdo, podem beneficiar o crescimento e respostas metabdlicas de
algas. Apos o experimento, observou-se que os talos de ambos os locais
tratados com PAR ficaram despigmentados, mas com crescimento de
novos ramos. Os talos coletados na Lagoa da Conceicdo tratados com
PAR+RUVAB apresentaram despigmentacdo, porém sem presenca de
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novos ramos. Ja os talos coletados na Praia de Sambaqui, para 0 mesmo
tratamento, ficaram sem forma definida, com processo de degeneracéo e
despigmentagdo. Menores disponibilidades de nutrientes dissolvidos na
agua coletada na Praia de Sambaqui podem explicar essa resposta.
Reducdes na clorofila a e nas ficobiliproteinas foram verificadas para 0s
tratamentos com PAR, devido a baixa intensidade de luz em laboratério,
guando comparada com o ambiente. Uma maior queda nos pigmentos
foi verificada para os tratamentos com RUV. Algas cultivadas no
tratamento PAR+UVAB mostraram um descréscimo de 37,4 % e 49,4
% na viabilidade celular quando comparadas com amostras dos seus
ambientes para a Lagoa da Conceicdo e Praia Sambaqui,
respectivamente. Reacdo metacromatica foi observada nas paredes
celulares de todas as amostras, porém em menor intensidade nas que
foram expostas a RUV, indicando uma menor quantidade de agarana.
Apos a exposicdo & RUV, as células corticais diminuiram de tamanho
citoplasmatico e apresentaram espessamento da parede celular com
microfibrilas de celulose desorganizadas. Concentracfes de carotenoides
reduziram nas algas da PAR e da PAR+UVAB, em relacdo ao ambiente,
sugerindo a expressdo de mecanismos de defesa associados a esses
compostos. As maiores quantidades totais de carotenoides foram vistas
nas amostras da Lagoa da Conceicdo. Quanto mais nutrientes
disponiveis, mais as chances de se formarem carotenoides. Apo6s
exposicdo a a PAR+UVAB, o conteldo total de MAAs diminuiu
drasticamente, 61,1 % na amostra da Lagoa da Concei¢éo e de 24 % na
da Praia de Sambaqui, quando comparados com o0s controles. A
guantidade de MAAs pode ser influenciada por fatores abiéticos, como
irradiacdo e nutrientes. Compostos fendlicos sdo antioxidantes,
protegendo contra exposi¢do direta & RUV. As amostras expostas a
RUVAB nédo apresentaram diferencas de fenolicos entre os tratamentos
e os locais. Acdo antioxidante da alga exposta a RUV foi medida pelo
sequestro do radical livre DPPH. Foi verificada uma maior acdo na
amostra exposta a PAR da Lagoa da Conceicdo, e uma menor acao na
amostra do ambiente deste mesmo local. Todas as outras amostras ndo
apresentaram diferencas estatisticas. Amostras da Lagoa da Conceicdo
tratadas com RUVAB tiveram um aumento significativo no seu teor de
proteinas. Por outro lado, a amostra da Praia de Sambaqui tratada com
RUV teve o conteldo total de proteinas diminuido. O aumento das
proteinas na amostra da Lagoa pode estar relacionado com a sintese de
enzimas antioxidantes. A concentracdo de agucares sollveis totais foi
mais elevada na amostra exposta @ PAR da Praia de Sambaqui. Os gréos
de amido das florideas diminuiram com exposi¢do a RUV para as



amostras de ambos os locais. Este decréscimo pode estar relacionado
com a ativacdo da via de degradacdo, em busca de recursos para vias de
defesa.

Pode-se concluir que a RUV em A. spicifera, coletada nos dois
ambientes (Lagoa da Conceicdo e Praia de Sambaqui), degradou os
mecanismos de protecdo, causando mudancas metabolicas. Porém, o
grau de alteracGes ocorreu de forma mais prejudicial para as amostras da
Praia de Sambaqui, onde o estado inicial da alga era mais desfavoravel
devido a deficiéncia de nutrientes na dgua do mar.

Palavras-chave: Acanthophora spicifera, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, morfologia, fisiologia, microscopia.



ABSTRACT

The intensity of ultraviolet radiation (UVR) increases every year,
affecting organisms in different ways. It is known that high levels of
UVBR can be harmful to organisms, especially those sessile such as
algae, which are directly exposed to radiation, especially at low tide.
Acanthophora spicifera is a red macroalgae of great economic
importance, producing many compounds of pharmaceutical interest,
besides being a source of agarana. This study evaluated the biological
effects of PAR and PAR+UVAB in morphology and physiology of A.
spicifera collected in two areas of the island of Santa Catarina
(Conceicdo Lagoon and Sambaqui Beach) with different abiotic
conditions. To this end, experiments were made with the water in each
ambient for 7 days of acclimatization and 7 days of exposure to UVR (3
hours per day), followed by morphological, ultrastructural and
physiological analyzes. The water of Conceicdo Lagoon had
concentrations of 1.06 + 0.27 mM NH," (ammonium), 8.47 + 0.01 mM
NO; (nitrate), 0.17 + 0.01 mM PO, (phosphate), salinity 30 sup and
pH 7.88. For Sambaqui Beach, these values were 1.13 + 0.05 mM NH,",
3.73 +0.01 mM NO3, 0.52 + 0.01 mM PO,*, 37 sup and pH 8.55.

Morphological changes were evaluated by growth rates (GR),
light microscopy (LM) and transmission electron microscopy (TEM);
the concentration of photosynthetic pigments (chlorophyll a and
phycobiliproteins); cell viability; the concentration of dissolved oxygen
(DO) in the water; changes in antioxidant compounds through
carotenoidic profile and micosporines (MAAs), the total phenolic
content and antioxidant activity (DPPH); and the total content of
proteins, soluble sugars and starch in stems of A. spicifera ambients and
after exposure to PAR and UVABR.

After 7 days of exposure to PAR and PAR+UVABR Concei¢do
Lagoon seaweed had an increase in GR of 1 5.65 %.day™ and 4.05
%.day™ respectively, compared to 3.27 %.day’ and 0.40 %.day*
respectively for seaweed of Sambaqui Beach. Higher concentration of
dissolved nutrients in the water as the Conceicdo Lagoon, can benefit
the growth and metabolic responses of algae. After the experiment, it
was observed that the stems of both sites treated with PAR were
depigmented, but growth of new branches. The Conceigdo Lagoon of
stalks treated with PAR+UVABR showed depigmentation, but without
the presence of new branches. Already the stalks of Sambaqui Beach,
for the same treatment, were shapeless, with necrosis process and
depigmentation. Reduced availability of nutrients dissolved in water of
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Sambaqui Beach can explain this response. Reductions in chlorophyll a
and the phycobiliproteins were observed for the treatments with PAR
due to low light intensity in the laboratory when compared with the
ambient. A greater drop in pigment was observed for the treatment with
UVR. Algae grown in the PAR+UVAB treatment showed a decrease of
37.4 % and 49.4 % in cell viability when compared with samples of
their ambients to Conceicdo Lagoon and Sambaqui Beach, respectively.
Metachromatic reaction was observed in the cell wall of all samples, but
to a lesser degree on who were exposed to UVR, indicating a lower
quantity of agarana. After exposure to UVR, the cortical cells had
decreased in size and showed thickness of the cell wall cellulose
microfibrils with disorganized. Concentrations of carotenoids in algae
reduced in PAR and PAR+UVAB and in relation to the ambient,
suggesting the expression of defense mechanisms associated with these
compounds. The highest total amounts of carotenoids were seen in
samples from the lagoon. The more nutrients available, the more the
chances of forming carotenoid. After exposure to PAR and
PAR+RUVAB, the total content of MAAs decreased dramatically, 61.1
% in Concei¢do Lagoon sample and 24 % in the Sambaqui Beach,
compared with the ambient. The amount of MAAs can be influenced by
abiotic factors, such as irradiation and nutrients. Phenolic compounds
are antioxidants, protecting against direct exposure to UVR. The
samples exposed to UVABR showed no differences between treatments
of phenolic and local. Seaweed antioxidant exposed to UVR was
measured by the kidnapping of free radical DPPH. A greater share in the
sample exposed to PAR Conceicdo Lagoon, and a minor action in
ambient sample of this same site was verified. All other samples did not
show statistical differences. Conceicdo Lagoon samples treated with
UVABR had a significant increase in their protein content. On the other
hand, the Sambaqui Beach sample treated with UVR was fully reduced
protein content. The increase in protein in the sample of the pond may
be related to the synthesis of antioxidant enzymes. The high
concentration of soluble sugars in the sample exposed to the PAR
Sambaqui Beach is related to the high GR. The floridea of starch grains
decreased with exposure to UVR for samples from both locations. This
decrease can be related to the activation of the degradation in search of
resources for defense pathways. It can be concluded that UVR in A.
spicifera, collected in both ambients (Lagoa da Conceicdo and
Sambaqui Beach), degraded the protection mechanisms, causing
metabolic changes. However, the degree of change was more harmful
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form for samples of Sambaqui Beach, where the initial state of the alga
was more unfavorable due to nutrient deficiency in seawater.

Keywords: Acanthophora spicifera, ultraviolet radiation, nutrients,
morphology, physiology, microscopy.
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NAO0 AEFINIAD. ...vvvviee i 73
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CAPITULO |
RADIACAO ULTRAVIOLETA E ALGAS
1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Camada de oz6nio e radiagdo ultravioleta

A camada de oz6nio (O3) € a Unica protecdo natural da Terra
contra a radiacdo ultravioleta (RUV) (Casseti & Macedo, 1990;
Madronich, 1992). O O3 é formado pela juncdo de uma molécula de
oxigénio (O,) com um atomo de oxigénio (O). Na estratosfera, camada
atmosférica, o Oz forma-se e dissocia-se constantemente, mas é na
ozonosfera, camada atmosférica onde o O3 encontra-se, que a atenuagéo
de parte da RUV ocorre (Casseti & Macedo, 1990; Okuno et al., 1996).
Os fotobiologistas ambientais, juntamente com a Comissdo
Internacional de Iluminacdo, classificam a RUV em trés grupos: UVA
(400-320 nm), UVB (320-280 nm) e UVC (280-100 nm) (Okuno et al.,
1996). A radiacdo UVA (RUVA) é fracamente atenuada pelo Os; a
radiacdo UVB (RUVB) é atenuada de maneira eficiente, mas ndo
completamente pelo Os; e a radiacdo UVC (RUVC) é completamente
atenuada pelo O3 (Beissert & Granstein, 1996; De Laat et al., 1996;
Scharffetter-Kochanek et al., 1997) (Fig. 1).
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Figura 1. Desenho esquematico representando os diferentes tipos de RUV e
suas interacoes com a camada de ozobnio. Fonte:
www.beladomus.blogspot.com.br/ acessado em 26/05/2015.

Dos espectros de RUV que atingem a superficie Terrestre, a
RUVB é a mais prejudicial aos organismos terrestres (Falkowski &
Raven, 1997; Tsai et al., 2009; Godin-Beekmann, 2010) e a que mais
provoca efeitos negativos, diretos e indiretos, sobre as plantas (Silva et
al., 2012; De Almeida et al., 2013). A RUVB pode causar alteracoes
tanto nos processos fisiologicos e bioquimicos, quanto na morfologia,
incluindo danos ao DNA, proteinas e membranas; alteracfes na
respiracdo, transpiracdo, reproducdo, nos pigmentos relacionados a
fotossintese e a protecdo contra a RUVB; e mudancas na anatomia e no
crescimento vegetal (Poppe et al., 2003; Roleda et al., 2010; Randi et
al., 2014). Por outro lado, a RUVA & benéfica aos vegetais,
impulsionando a producdo da proteina RuBisCo, estimulando a
fotossintese (Bischof et al., 2002) e o crescimento (Henry & Alstyne,
2004). Até o inicio da década de 70, ndo se imaginava que a atividade
humana poderia levar a destruicdo do Oz (Molina & Rowland, 1974;
Stolarski & Cicerone, 1974). Pesquisas nesta area despontaram, até que,
em 1973, dois cientistas californianos, Frank Sherwood Rowland e
Mario Molina, verificaram os efeitos dos clorofluorcarbonetos (CFCs) e
bromofluorocarbonos (BrFCs), classes de gases que podem ficar na sua
forma estavel por anos na atmosfera, e chegar a estratosfera (Molina &
Rowland, 1974). Na estratosfera, esses gases podem ser dissociados por
energia proveniente da RUV e liberar o elemento cloro, flGor e bromo,
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0s quais se se ligam ao O e O, dissociando a molécula de O3
estratosférico (Molina & Molina, 1987; Crutzen, 1974; Stolarski &
Cicerone, 1974). Reduzindo 1 % da camada de O3, aumentam-se de 1,3
% a 1,8 % os niveis de RUVB que atingem a superficie do planeta
(Hollosy, 2001).

De acordo com o Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(INPE), a regido fitogeografica Temperada Quente, a qual compreende o
Estado de Santa Catarina, recebe RUVB de 2,2 a 3,5 W.m, com base
em irradiancias diarias de um verdo tipico. Estes valores variam de 9 a
14 na escala de indice de RUVB (IUV), a qual vai de 0 a 16.

A RUVB, em altas intensidades e doses, causa grande impacto na
superficie terrestre, sendo um fator de estresse com potencial negativo
sobre 0s organismos aquaticos. Mesmo sem a destruicdo da camada de
0O;, a RUVB ¢ considerada um agente estressor significativo para
macroalgas. Por outro lado, mudangas climéticas e agdes antrdpicas,
além de afetarem a camada de Os, e consequentemente 0s niveis de
RUV, podem também alterar fatores abioticos de ambientes aquaticos,
como salinidade e concentracdo de nutrientes na agua, sendo mais
estressores para 0s organismos desses ambientes (Cunha, 2001; Faveri
et al., 2015). Algumas espécies de algas possuem a habilidade de tolerar
variacOes desses fatores. AlteracBes na salinidade podem ser dribladas
utilizando rotas bioquimicas que facilitam a retencdo ou absorcdo da
agua, mantendo as fungdes celulares e a homeostase idnica. As
guantidades de nutrientes sollveis na agua podem afetar o crescimento,
a concentracdo de clorofila e carotenoides nas algas (Ramlov et al.,
2011). Essas mudangas estdo relacionadas com as diferentes
capacidades ecofisiolégicas do grupo em questdo para sobreviver em
ambientes urbanizados (Faveri et al., 2015).

Acbes conjuntas da RUV com diferentes fatores abidticos da
agua podem influenciar na acdo desses agentes estressores ambientais
sobre as macroalgas, como visto em Zheng & Gao, (2009), Barufi et al.,
(2011) e Polo et al., (2015). Tanto a RUV, como altera¢6es na qualidade
da &gua podem impactar as macroalgas, levando a alteragdes
morfoldgicas, celulares e bioquimicas. Porém, existem poucas
informac®es, para algas, sobre esta acdo simultanea.
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1.2 Relevancia das macroalgas e efeitos da radiacao ultravioleta

As algas formam um grupo polifilético muito diverso, formado
pelas classes de macroalgas pardas (classe Phaeophyceae), verdes
(classe Ulvophyceae) e vermelhas (classe Rhodophyceae). Esses
organismos sao eucariontes; unicelulares ou pluricelulares, em forma de
agregados, filamentos ou talos (van den Hoek. et al.,, 1989);
fotossintetizantes; e ndo vasculares (South & Whittick, 2009),
apresentando um talo muito simples desprovido de raiz, caule e folhas
(van den Hoek et al., 1995; South & Whittick, 2009). As algas estdo
amplamente distribuidas, ocorrendo em todos os tipos de ambientes
aquéticos e em praticamente todas as condi¢fes ambientais, sendo
encontradas desde os solos mais férteis até os mais indspitos (Lee,
1989).

As macroalgas sdo os principais produtores primarios dos
ecossistemas aquaticos (Sugget et al., 2010; Lima et al.,, 2013),
fornecendo alimento e abrigo para uma variedade de espécies (Sugget et
al., 2010). Alteragdes na produtividade ou diversidade de macroalgas
sdo conhecidas por afetar gravemente a estrutura das cadeias alimentares
marinhas costeiras (Zacher et al., 2009).

Produtores primarios marinhos sdo afetados pela RUV a partir
do nivel de moléculas até comunidades. Altas doses de RUV podem
causar alteragdes nas macroalgas, tais como: na taxa de crescimento
(Navarro et al., 2010; Zhao & Li, 2014; Pereira et al., 2014; Simioni et
al., 2014), no desempenho fotossintético (Aguilera et al., 1999; Polo et
al., 2014), no teor de pigmentos (Roleda et al., 2004; Navarro et al.,
2010; Schmidt et al., 2010; Borderie et al., 2011; De Almeida et al.,
2013; Polo et al., 2014), na organizacdo ultraestrutural (Poppe et al.,
2003; Holzinger & Litz, 2006; Schmidt et al., 2009), e lesdes no DNA
(Mitchell et al., 1992; Bischof et al., 2002; Heo et al., 2010). Todos
estes danos podem levar a um comprometimento na produtividade
marinha, causando mudangas negativas na estrutura destas
comunidades.

Algas pardas sdo mais resistentes quando expostas a RUV. Henry
& Alstyne (2004) realizaram estudos verificando o efeito de niveis
ambientais de RUVA e RUVB no crescimento e na producdo de
florotaninos em embrides e estgios jovens da alga parda Fucus
gardeneri (P. C. Silva). Ap6s um periodo de trés semanas, o tratamento
com RUVB inibiu o crescimento, enquanto que o tratamento com
RUVA ajudou no aumento dos embrifes. A alga parda Sargassum
cymosum (C. Agardh) tratada com RUVA mostrou resultados benéficos,
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principalmente para a concentracdo de clorofila a, fendlicos,
carotenoides e na acdo antioxidante (Polo et al., 2014).

Macroalgas verdes e vermelhas sdo mais sensiveis a exposicéo a
RUV. Ulva sp. exposta a RUVB sofre uma perda de pigmentos,
proteinas e danos no DNA (Bischof et al., 2002). Por outro lado, a
exposicdo a RUVA estimula a produgdo da enzima RuBisCo,
impulsionando a fotossintese (Bischof et al., 2002). Dasycladus
vermicularis (Scopoli) também apresenta respostas positivas com
RUVA quando comparado com RUVB (Gémez et al., 1998).

Diversos estudos com RUVB e algas vermelhas ja foram
realizados, destacando-se os trabalhos com as espécies Iridaea cordata
(Turner) Bory de Saint-Vincent (Navarro et al.,, 2010), Porphyra
acanthophora (E. C. Oliveira & Coll) (Bouzon et al., 2012), Hypnea
musciformis (Wulfen) J. V. Lamouroux (Schmidt et al., 2012a),
Gelidium floridanum (W. R. Taylor) (Schmidt et al., 2012b),
Chondracanthus teedei (Mertens ex Roth) Kitzing (Schmidt et al.,
2012c), Laurencia catarinensis (Cordeiro-Marino & Fujii) e Palisada
flagelifera (J. Agardh) K. W. Nam (Pereira et al., 2014), Grateloupia
filicina (J. V. Lamouroux) C.Agardh (Zhao & Li, 2014) e Gracilaria
lemaneiformis (Bory) Greville (Zhu et al., 2015), onde as algas
apresentaram diminuigdo na taxa de crescimento, altera¢cdes no conteldo
de pigmentos, aumento na espessura da parede celular, alteracbes na
organizacdo plastidial e alteracBes nas enzimas antioxidantes.

1.3 A Classe Rhodophyceae

Dentre as trés grandes classes de macroalgas, a classe das
macroalgas vermelhas é a que possui maior diversidade no litoral
brasileiro, seguida das verdes e das pardas, respectivamente (Bicudo &
Menezes, 2010). Isto se deve ao fato da classe Rhodophyceae ser a com
maior numero de espécies, entre 4.000 a 6.000 (Lee, 2008; Franceschini
et al., 2010), sendo que a grande maioria € marinha (Franceschini et al.,
2010).

A classe Rhodophyceae é caracterizada por possuir a clorofila a
como pigmento principal, e ficobiliproteinas como pigmentos acessérios
(Franceschini et al., 2010; Sugget et al., 2010). S8o estes pigmentos
acessorios que mascaram o verde da clorofila e conferem cor a alga,
podendo ser avermelhada, amarronzada ou azulada (van den Hoek et al.,
1989). As algas vermelhas possuem cloroplastos com tilacdides
paralelos, e ‘“amido das florideas” como produto de reserva
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extraplastidial (De Reviers, 2006; Franceschini et al., 2010). Além
disso, possuem auséncia completa de flagelos em todos os seus
representantes e fases do ciclo de vida (De Reviers, 2006; Franceschini
etal., 2010).

Do ponto de vista econdmico, as algas vermelhas sdo as mais
exploradas, pois biossintetizam polissacarideos sulfatados, as
carragenanas e as agaranas (De Reviers, 2006; Franceschini et al.,
2010). Esses polissacarideos apresentam vérias atividades biologicas
com potenciais beneficios a salde, como: atividade anticoagulante,
antitrombdtica, antiviral, antitumoral, imunomodulatdria e antioxidante,
além de aplicagbes bastantes diversificadas na area de alimentos,
farmacéutica e biotecnolédgica (Vasconselos et al., 2015). Desta forma,
estas algas despertam interesse mundial devido ao seu alto valor
econdmico (De Ruiter & Rudolph, 1997).

1.4 Acanthophora spicifera

Acanthophora spicifera (M. Vahl) Bgrgesen (Fig. 2) é uma
macroalga vermelha pertencente a classe Rhodophyceae, ordem
Ceramiales e familia Rhodomelaceae. Esta alga é nativa do Caribe e da
Flérida (Horn, 2012) e é amplamente distribuida no litoral brasileiro,
ocorrendo desde o litoral do Estado do Maranh&o até o do Rio Grande
do Sul (Algabase- www.algaebase.org). Cresce em zona de marés,
fixadas em substratos duros como rochas, bordas basélticas, ou ainda
flutuando (Wang et al., 1998; Fialho, 2013).

Essa espécie apresenta uma cor vermelho-amarronzada ou
esverdeada, cresce em tufos de 8 a 10 cm e possui ramos eretos
ramificados alternada e abundantemente (Cordeiro-Marino, 1978). Esses
ramos sao revestidos por numerosos ramos curtos papilosos, os quais
possuem 4 a 5 pontas curtas espinescentes. O talo é polissifonico, com 5
células pericentrais revestidas por uma casca parenquimatosa (Cordeiro-
Marino, 1978).

Varios compostos de interesse foram identificados em A.
spicifera, entre eles: esteroides com agdo antitumoral (Dayong et al.,
2011); flavonoides com agdo antimicrobiana (Seenivasan et al., 2012),
antitumoral (Lavakumar et al., 2012), pro-coagulante e antioxidante
(Zeng et al., 2001); e compostos fendlicos com acdo antiproliferacdo
celular (Murugan et al., 2014) e antioxidante (Ganesan et al., 2008).
Esta espécie também ¢é utilizada como biofiltro (Fialho, 2013), na dieta
humana (Lang, 2006; Zakaria et al., 2011; Horn, 2012), além de ser uma
importante fonte de alimento para peixes, ouri¢os, caranguejos e
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tartarugas verdes (Chelonia mydas) (Lang, 2006). Acanthophora
spicifera também € produtora de agarana (Duarte et al., 2004), um
polissacarideo sulfatado de grande interesse econdémico.

Figura 2. Macroalga Acanthophora spicifera coletada na Lagoa da Conceicao
com coloragdo vermelho-amarronzada, tipica da espécie. Talo ereto ramificado
alternada e abundantemente e revestido por numerosos ramos curtos papilosos,
0s quais possuem 4 a 5 pontas curtas espinescentes (seta).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

> Analisar comparativamente os possiveis efeitos bioldgicos da
radiacdo ultravioleta-A e ultavioleta-B (RUVAB) na morfologia e na
fisiologia da macroalga vermelha A. spicifera coletada na Lagoa da
Conceigéo e na Praia de Sambaqui.

2.2 Objetivos Especificos

> Analisar as alteragdes morfoldgicas nos talos de A. spicifera dos
ambientes e apds as exposicoes a PAR e a RUVAB, através das taxas de
crescimento e das microscopias de luz (ML) e eletrdnica de transmissédo
(MET);

> Determinar as concentragdes dos pigmentos fotossintetizantes
(clorofila a e ficobiliproteinas) dos ambientes e apds as exposi¢des a
PAR e a RUVAB;

> Verificar a viabilidade celular através da técnica de MTT nos
diferentes ambientes e apds os tratamentos;

> Analisar diariamente a concentracdo de oxigénio dissolvido na
agua ap0s as exposicdes a PAR e a RUVAB;

> Analisar as alteracGes nos compostos antioxidantes através do
perfil carotenoidico e de micosporinas; do contetdo total de fendlicos e
da atividade antioxidante (DPPH) nos talos de A. spicifera dos
ambientes e apds as exposicdes a PAR e a RUVAB;

> Quantificar o contetdo total de proteinas, aglcares sollveis e
amido nos talos de A. spicifera dos ambientes e ap6s as exposicdes a
PAR e a RUVAB;



3. MATERIAIS E METODOS GERAIS

3.1 Pontos de Coleta (Fig. 3)

A Lagoa da Conceigdo localiza-se no centro-leste da Ilha de
Santa Catarina, entre 27°34'S e 48°27'0. Esta disposta paralelamente a
linha da costa, separada do oceano por uma barreira arenosa, e possui
uma ligagéo de fluxo e refluxo com o mar (Dias et al., 2014). Possui um
perfil assimétrico com margens sinuosas e irregulares (Odreski, 2012).
Bancos arenosos com profundidades inferiores a 1 m dominam suas
margens, mas também existem canais de circulacdo estreitos e
profundos no interior da Lagoa (Dias et al., 2014). A Lagoa da
Conceicdo esta localizada sob a isoterma de 20 °C (Bresciani, 1998;
Odreski, 2012), apresentando uma amplitude de variacdo anual média de
7,9 °C, e diaria de 4,2 °C (Bresciani, 1998). O indice pluviométrico
mensal varia entre 74 e 172 mm, com maiores precipitagdes nos
periodos de maior temperatura atmosférica. A variacdo da maré no
interior do sistema lagunar é de no maximo 0,25 m (Bresciani, 1998). A
Lagoa é alimentada por trés recursos hidricos de agua doce: aguas das
chuvas, dos riachos situados a oeste da Lagoa e das vazdes dos rios
Vermelho e Jodo Gualberto (Odreski, 2012).

A Praia de Sambaqui é uma praia de aguas calmas, pois fica no
canal da llha com o Continente. Encontra-se no norte da llha de Santa
Catarina nas seguintes coordenadas: 27°29'S e 48°32'0. A praia possui
14,17 ha. e um volume de agua de 425.100 m3, apresentando uma
circulacdo intermediaria, com vento norte predominante, sedimento
areno-lodoso e uma profundidade de 2,5 a 3,5 m (Nunes, 2010). Na
Praia de Sambaqui a salinidade varia pouco, com uma média de 33,8 *
0,8 ups (Santos, 2009). A temperatura da &gua do mar sofre uma maior
variacdo, com média minima de 16,8 + 0,8 °C e maxima de 25,4 + 1,1
°C (Santos, 2009).



Figura 3. Localizagdo dos pontos de coleta: Praia de Sambaqui (costdo rochoso) e Lagoa da Conceicdo (rochas submersas),
Floriandpolis-SC.
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3.2 Coleta e Processamento do Material Bioldgico

Os espécimes de A. spicifera foram coletados em rochas
submersas da Lagoa da Concei¢do e no costdo rochoso da Praia de
Sambaqui, Florianépolis-SC, Brasil (Fig. 3), nos meses de dezembro de
2014 e janeiro de 2015. Os talos das algas foram transportados até o
Laboratério de Biologia Celular Vegetal (LABCEV), localizado no
Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC-Floriandpolis), em recipientes plasticos contendo aguas
dos ambientes de coleta. Também foram coletadas amostras de aguas
dos dois ambientes e transportadas em bombonas ao laboratério,
filtradas e utilizadas para os experimentos, mantendo cada alga com a
agua do ambiente natural. No laboratério, os talos foram lavados com
agua filtrada dos determinados ambientes, e triados para remocdo dos
contaminantes. Por¢des saudaveis foram selecionadas e, parte foi
processada para as analises citolégicas e armazenadas em nitrogénio
liquido para extracdo dos metabdlitos primarios e secundarios, sendo
estas amostras ambientais consideradas os controles deste experimento,
e parte foi cultivada para aclimatacdo com as aguas dos dois locais
enriquecida com a solucdo von Stosch 50 % (Edwards, 1970) durante 7
dias em condigBes controladas: temperatura de 24 + 2 °C, aeracdo
constante, irradidncia de 80 + 10 pmol.fétons.m?s-! (lampadas
florescentes, Philips C-5 Super 84 16W/840,Brasil), e fotoperiodo de 12
h, iniciando as 8:00 h. No inicio do quarto dia de aclimatacéo, as 4guas
foram renovadas.

As aguas utilizadas nos experimentos foram coletadas a partir de
ambos os locais. Amostras de agua de cada area foram filtradas,
armazenadas em frascos plasticos e congeladas para andlise de
nutrientes inorganicos dissolvidos: aménio, nitrato e fosfato. A
salinidade foi medida através de um refratdbmetro (Alfakit, Brasil), € o
pH foi medido com um pHmetro (206-Lutron, Taiwan).

A &gua utilizada para aclimatacdo e experimentos das amostras
da Lagoa da Conceicdo possuiam concentracdes de 1,06 + 0,27 mM de
NH," (amdnio), 8,47 + 0,01 mM de NO; (nitrato), 0,17 + 0,01 mM de
PO,? (fosfato), salinidade de 30 ups e pH 7,88. Para a Praia de
Sambaqui, esses valores foram de 1,13 + 0,05 mM de NH,", 3,73 + 0,01
mM de NOj3', 0,52 + 0,01 mM de PO4'3, 37 ups e pH 8,55.
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3.3 Condigdes de Cultivo

As condicdes de cultivo foram: radiagdo fotossinteticamente ativa
(PAR) de 80 pmol.fétons.m™s™ (lampadas florescentes, Philips C-5
Super 84 16W/840), temperatura de 24 + 2 °C, fotoperiodo de 12 h e
aeracdo continua. As RUVA e RUVB artificiais foram fornecidas pela
lampada Vilber Lourmat VL-6LM, Marne La Vallée - France, que emite
0s comprimentos de ondas de 312 nm (RUVB) e de 365 nm (RUVA). A
irradiancia foi de 0,35 W.m? para RUVB e 0,70 W.m? para RUVA
(Radiometer modelo IL 1400A, International Light, Newburyport, MA,
EUA).

Apos a aclimatacdo, porgdes de A. spicifera de aproximadamente
4.0 £ 0,05 g foram cultivadas em frascos do tipo béquer com 500 mL de
dgua filtrada, da Lagoa da Conceicdo ou da Praia de Sambaqui,
enriquecida com solugdo von Stosch 50 %, composto por MnCly,
EDTA, NaHPO,, FeSO,, NaNOs, biotina, cianocobalina e tiamina
(Edwards, 1970), tanto para o tratamento PAR (8 repeti¢fes) quanto
para o tratamento PAR+UVAB (8 repeticBes) (Fig. 4). No quarto dia de
experimento foi acrescentado novamente o meio von Stosch. As algas
foram expostas 8 RUVAB durante 3 h (das 12:00 as 15:00 h) por um
periodo de 7 dias. Durante a exposicdo, a aeracdo foi aumentada no
tratamento com RUV e com PAR para que os fragmentos se
movimentassem de forma constante, para que todos os fragmentos
recebessem intensidade similar de radiagdo. Foi realizado um rodizio
dos béqueres aleatoriamente, a cada 1 h de exposicdo a RUV e
diariamente aos expostos a PAR, para que todos os béqueres recebessem
intensidade luminosa similar.

A cémara de cultivo contendo a lampada emissora de RUVA ¢
RUVB foi isolada externamente com plasticos transparentes espessos
durante o periodo de exposicdo, de forma que a RUV ficasse restrita aos
tratamentos. No término do experimento as amostras da PAR e da
PAR+UVAB foram processadas para as analises citologicas e
armazenadas em nitrogénio liquido para extracdo dos metabdlitos
primérios e secundarios.
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Figura 4. Desenho experimental, onde 8 frascos com aguas e algas da Lagoa da
Conceigdo e 8 com 4guas e algas da Praia de Sambaqui foram expostos a PAR,
e 8 frascos com &guas e algas da Lagoa da Conceigdo e 8 com aguas e algas da
Praia de Sambaqui foram expostos a PAR+RUVAB.
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3.4 Determinacdo de Nutrientes Inorgéanicos Dissolvidos (nitrogénio
amoniacal, nitrato e fosfato)

Amostras de 4gua (n = 3) dos ambientes foram filtradas com
filtro de 0,45 um de porosidade, armazenadas em frascos plésticos e
congeladas. Apods, foram feitas analises de aménia, nitrato e fosfato de
acordo com as metodologias citadas abaixo. As leituras ocorreram em
um espectofotémetro.

3.4.1 Nitrogénio Amoniacal

Descrito em Lana et al., (2006), método de Koroleff (1969).

O método mede a totalidade do nitrogénio amoniacal, seja N-NH3
+ N-NH,".
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A reacdo deu-se em duas etapas:
a) O nitrogénio amoniacal da amostra reagiu com o hipoclorito de
sodio, em meio alcalino (pH entre 10,8 all,5) para formar a
monocloramina.
NH3 e NH," + NaClO — NH,Cl + NaOH
amostra + hipoclorito — monocloramina

b) A monocloramina reagiu com o fenol, na presenca de um
excesso de hipoclorito e também do nitroprussiato de sddio
(catalisador), formando o azul de indofenol, cuja absor¢do maxima é em
630 nm. A fim de evitar a precipitacdo, nesse meio alcalino, dos ions
alcalinos terrosos (Ca, Si, Ba, Mg) da agua, adicionou-se citrato
trissédico (complexante), evitando a interferéncia quanto a turbidez, que
poderia ser causada pela precipitacdo destes ions.
NH,CI + CgHs OH + (Na, Fe(CN)s NO.2H,0) + NazCe¢HsO7 . 2H,0 —

AZUL de INDOFENOL

3.4.2 Nitrato

Descrito em Lana et al., (2006), método desenvolvido por Wood
et al., (1967) e adaptado por Aminot & Chaussepied (1983), com a
modificacdo do uso do NH,CI, ao invés do EDTA, sendo descrito em
Baumgarten et al., (1996).

O método fundamenta-se na dosagem dos ions nitritos (reacdo de
Griess) obtidos por reducdo quantitativa (maior de 90 %) dos ions
nitratos presentes nas amostras. Mediu-se a soma das concentracfes dos
fons nitritos e nitratos. O complexo colorido foi lido num comprimento
de onda de 543 nm. Deduziu-se a concentracdo de nitrato, subtraindo-se
0 nitrito original da amostra da concentragcdo de nitrito total dosado
(somatorio destes NO, com 0 NO3 reduzido).

A reducdo do nitrato foi efetuada pela passagem da amostra por
uma coluna redutora preenchida por grdos de cadmio tratados com
solucdo cuprica (cadmio envelopado com cobre).

3.4.3 Fosfato

Descrito em Lana et al., (2006), método Murphy & Riley (1962),
adaptado por Aminot & Chaussepied (1983).

Esse método dosa o fosforo sob as suas formas de ions
ortofosfatos, os quais reagem com o molibdato de aménio em meio
acido, formando o complexo fosfomolibdato, o qual foi reduzido pelo
acido ascorbico, resultando num composto azul, cuja absorgdo méaxima é
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em 885 nm. Esta reducdo foi catalisada pelo tartarato de antimonio e

potéssio. Os polifosfatos e o fosforo organico ndo séo dosados por este

método.

(NH4)sM070,4. 4H,0 + H* + fons PO,* + CgHgOg +K(ShO)C4H,06 —
(NH4)3PO4M01,036 + H,0
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CAPITULO II

EFEITOS DA RADIACAO ULTRAVIOLETA-A E
ULTRAVIOLETA-B NA ORGANIZACAO CELULAR E NO
CONTEUDO DE PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES DA
MACROALGA VERMELHA Acanthophora spicifera: UM
ESTUDO COMPARATIVO

Artigo submetido ao Journal of Photochemistry & Photobiology, B:
Biology. Revista com fator de impacto de 2,960, sendo qualis B1. A
submissdo ocorreu em 26/08/2015, os revisores analisaram e pediram
algumas mudancas. As devidas mudancas foram feitas e o artigo esta
sob analise.

RESUMO

A intensidade da radiagdo ultravioleta-B (RUVB) aumenta a cada ano, o
gue afeta os organismos de diversas maneiras. Importantes
economicamente, produtores primarios, as algas sofrem com esse
aumento da radiacdo. Portanto, este estudo teve como objetivo comparar
o0 efeito em laboratério das radiagbes UVA+UVB (UVAB) (3 h por dia
durante 7 dias) em Acanthophora spicifera coletada em duas areas com
diferentes condicBGes abioticas, focando na taxa de crescimento, no
contetdo de pigmentos fotossintetizantes, na citoquimica e na
ultraestrutura celular. Em primeiro lugar, as amostras de A. spicifera
foram coletadas em dois locais de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil:
Lagoa da Conceicdo e Praia de Sambaqui. Em seguida, amostras de A.
spicifera foram selecionadas e expostas a duas condicGes diferentes de
radiacdo: PAR e PAR+UVA+UVB (PAR+UVAB). Tratamentos diarios
de PAR, irradiancias de UVA e de UVB foram de 657.40 kJ.m™ (80
10 pmol.photons.m?.s™), 7.56 kl.m? (0.70 W.m?) e 3.78 kJm? (0.35
W.m) respectivamente, durante um fotoperiodo de 12 h, onde a RUV
foi ligada por 3 h por dia durante 7 dias (12:00 as 15:00). Usando
técnicas como microscopia de luz, citoquimica e microscopia eletrénica
de transmissdo; estrutura celular, morfologia, fisiologia e bioquimica
foram analisadas, e junto com anormalidades ultraestruturais, taxa de
crescimento e contetdo de pigmentos fotossintetizantes diminuiram
apos a exposicao a RUV. As viabilidades celulares também diminuiram
37,4 % e 49,4 % em relacdo as amostras ambientais para a Lagoa da
Conceicdo e Praia de Sambaqui, respectivamente. Além disso, o
tratamento com RUVAB causou alteragfes na ultraestrutura das células
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corticais, incluindo o aumento da espessura da parede celular, bem
como tilacdides rompidos no cloroplasto. Com base nestes resultados, o
presente estudo demonstra que a RUV afeta negativamente muitos
pardmetros fisioldgicos em A. spicifera, causando diminuicdo da taxa de
crescimento, do teor de pigmentos fotossintetizantes e da viabilidade
celular, assim como as alteragcdes morfoldgicas, tais como espessamento
da parede celular e perturbagdo de organelas.

Palavras-chave: Acanthophora spicifera, radiagdo ultravioleta,
morfologia, pigmentos fotossintetizantes, microscopia, nutrientes.
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ABSTRACT

The intensity of ultraviolet-B (UVB) radiation increases every year,
affecting organisms in various ways. As economically important
primary producers, algae suffer from this increased radiation. Therefore,
this study aimed to compare the laboratory effect of UV-A+UV-B
(UVAB) radiation (3 h per day for 7 days) on Acanthophora spicifera
collected from two areas with differing abiotic conditions, focusing on
growth rate, content of photosynthetic pigments, cytochemistry, and cell
ultrastructure. First, A. spicifera specimens were collected from two
sites in Floriandpolis, Santa Catarina, Brazil: Conceicdo Lagoon and
Sambaqui Beach. Next, samples of A. spicifera were prepared and
examined with two different conditions of radiation: PAR and
PAR+UVA+UVB (PAR+UVAB). Daily treatments of PAR, UV-A and
UV-B irradiances were 657.40 k.m? (80 + 10 pmol.photons.m?s™),
7.56 ki.m? (0.70 W.m?), and 3.78 kJm? (0.35 W.m™), respectively,
during a 12-h photocycle, andUV was on for 3 h per day for 7 days from
12:00 to 15:00). Using such techniques as light microscopy,
cytochemistry and transmission electron microscopy, cell structure,
morphology, physiology and biochemistry were analyzed, and along
with ultrastructural abnormalities, growth rate and content of
photosynthetic pigments decreased after exposure to ultraviolet
radiation. Cell viability also decreased by 37.4 % and 49.4 % compared
to ambient samples for Conceicdo Lagoon and Sambaqui Beach,
respectively. In addition, UVAB treatment caused changes in the
ultrastructure of cortical cells, including increased cell wall thickness, as
well as disrupted thylakoids in the chloroplast. Based on these findings,
the present study demonstrates that ultraviolet radiation negatively
affects many physiological parameters in A. spicifera, causing decreased
growth rate, content of photosynthetic pigments and cell viability, as
well as morphological changes, such as cell wall thickening and
disruption of organelles.

Keywords: Acanthophora spicifera, ultraviolet radiation, morphology,
photosynthetic pigments, microscopy, nutrients.
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1. INTRODUCAO

Os componentes da radiacdo solar que atingem a superficie da
Terra sdo a radiacdo ultravioleta (RUV), a radiagdo visivel, conhecida
como radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), e a radiacdo
infravermelha (RI) (Diffey, 2002). A RUV é subdividida em trés
diferentes regides espectrais: UVA (400-320 nm), UVB (320- 280 nm) e
UVC (280-100 nm) (Okuno et al., 1996). A radiacdo UVA (RUVA) é
fracamente atenuada pela camada de ozénio (Os); a radiacdo UVB
(RUVB) ¢ atenuada de maneira eficiente, mas ndo completamente pelo
Os; e a radiagdo UVC (RUVC) é completamente atenuada pelo Os;
(Beissert & Granstein, 1996; De Laat et al., 1996; Scharffetter-
Kochanek et al., 1997). Dentre essas trés RUV, a mais perigosa para 0s
organismos vivos é a RUVB (Silva et al., 2012; Costa, 2014).

Com a descoberta do buraco na camada de Oz na Antartida
(Stolarski, 1988), e o entendimento das consequéncias das atividades de
industrializacdo e antropogénicas, e da liberagdo de poluentes no ar,
como os clorofluorocarbonetos (CFC), halocarbonos, clorocarbonos
(CCs), dioxinas (NO,) e de didxido de carbono (CO,), fez com que
muitos estudos com énfase nos efeitos da RUVB ocorressem.

Devido a destruigdo do Os, estima-se um aumento da incidéncia
de RUVB na superficie terrestre, refor¢ando os efeitos nocivos sobre os
organismos (IPCC, 2013). A RUV tem o potencial de penetrar
profundidades ecologicamente significativas nos sistemas aquaticos
(Pérez Rodrigues et al., 1998; Wiencke et al., 2000), até 30 metros de
coluna d’agua, dependendo da transparéncia da agua (Karentz & Lutze,
1990), causando efeitos negativos aos organismos destes ecossistemas.
Organismos sésseis, como as algas, grandes produtores primarios do
ecossistema aquatico, ndo conseguem se movimentar, sendo atingidos
diretamente pela RUV, especialmente durante a maré baixa, atingindo
assim todos os consumidores na cadeia alimentar (Hader et al., 2007).

Esse aumento na RUV resulta em uma incidéncia de radiacdo
prejudicial que altera respostas bioldgicas nas algas, incluindo respostas
fisiologicas (Bischof et al., 2000; Pereira et al., 2014) como o
desempenho fotossintético (Aguilera et al., 1999; Figueroa et al., 2014;
Polo et al., 2014), o teor de pigmentos (Roleda et al., 2004; Schmidt et
al., 2010; Polo et al., 2014), a organizacdo ultraestrutural (Holzinger &
Litz, 2006; Schmidt et al., 2009) e danos ao DNA (Wiencke et al.,
2000; Heo et al., 2010).
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Para sobreviver a niveis elevados de exposicdo a RUV, algas
vermelhas sdo capazes de sintetizar e acumular compostos
fotoprotetores, como 0s aminoacidos tipo micosporina (MAAS) e
carotenoides, que direta ou indiretamente, absorvem a energia da RUV
(Karsten & Wiencke, 1999; Schubert et al., 2011). Outro meio de
protecdo contra a RUV é a produgdo de compostos fendlicos, os quais
estdo envolvidos na protecdo das algas contra a exposicdo direta a
radiacdo da luz solar, tanto pela barreira a RUV, como a capacidade
antioxidante, como observado nas algas pardas Ascophyllum nodosum
(Pavia & Gunilla, 1997), Sargassum cymosum (Polo et al., 2014),
Cystoseira tamariscifolia (Celis-Pla et al., 2014), Laminaria hyperborea
(Kilar & McLachlan, 1986) e Fucus ssp. (Zakaria et al., 2011).

Acanthophora spicifera (M. Vahl) Bgrgesen é uma macroalga
vermelha amplamente distribuida nos trépicos e subtrdpicos (Wang et
al., 1998), e ao longo do litoral brasileiro encontra-se da costa do Estado
do Maranhdo até o Rio Grande do Sul (Algabase- www.algaebase.org).
Esta alga ocorre em zonas entre marés e em uma ampla variedade de
substratos, como epifita sobre outras algas, ou como uma populagéo de
vida livre (Wang et al., 1998; Fialho, 2013). A espécie pode ser usada
em saladas, como tempero, (Lang, 2006; Zakaria et al., 2011; Horn,
2012) e também em inddstrias alimenticia, cientifica, farmacéutica e
higiénica, devido a presenca de agarana na sua parede celular (Duarte et
al., 2004). Estudos tém mostrado que A. spicifera produz compostos
bioativos que possuem acdo antibacteriana, antioxidante, antiviral,
antitumoral e anti-incrustantes (Zeng et al., 2001; Duarte et al., 2004;
Lang, 2006; Ganesan et al., 2008; Dayong et al., 2011; Lavakumar et al.,
2012; Seenivasan et al., 2012).

Apesar do impacto significativo da RUV e da importancia
ecoldgica e econdmica da macroalga vermelha A. spicifera, estudos que
avaliam os efeitos da RUV na arquitetura celular, na ultraestrutura e nos
pardmetros fisioldgicos séo escassos na literatura. Assim, neste presente
estudo, investigou-se o efeito em laboratdrio da radiacdo UVA+UVB
(RUVAB) em talos de A. spicifera coletados a partir de duas é&reas de
Floriandpolis, Lagoa da Concei¢do e Praia de Sambaqui, com énfase nos
efeitos sobre a taxa de crescimento, o teor de pigmentos
fotossintetizantes e a organizacdo ultraestrutural. Assim, o objetivo do
estudo foi comparar as respostas na mesma espécie de alga, proveniente
de diferentes ambientes, com diferentes condi¢Bes abidticas, quando
expostas a RUV.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Pontos de Coleta; Coleta e Processamento do Material
Bioldgico; Condiges de Cultivo
Vide itens 3.1; 3.2 e 3.3 do capitulo | (paginas 9 a 12).

2.2 Taxa de Crescimento

O efeito da RUVAB no crescimento dos talos de A. spicifera foi
avaliado através da diferenca entre a massa da matéria fresca no inicio e
no final dos tratamentos (n = 8). As taxas de crescimento foram
apresentadas como porcentagem de crescimento diario, sendo calculadas
segundo a férmula de Penniman et al., (1986).

2.3 Extracdo e Dosagem de Clorofila a e Ficobiliproteinas

Para a extracdo dos pigmentos fotossintetizantes, as amostras
provenientes dos ambientes e dos tratados foram armazenadas em
freezer -80 °C. As extracbes foram realizadas no Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal (LMBV), localizado no Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) da UFSC-Florianopolis.

2.3.1 Clorofila a

A extragdo pigmentar foi realizada a partir de amostras de 1 g
(massa fresca) em 3 mL de dimetilsufoxido (DMSO, Merck, Darmstadt,
FRG) a 40 °C durante 30 min, de acordo com o método de Hiscox &
Israelstam (1979). A determinacdo da concentracdo de clorofila a foi
feita utilizando-se a equacéo descrita por Wellburn (1994). As analises
foram realizadas com n = 6 e os resultados foram expressos em g de
pigmentos por g de massa fresca.

2.3.2 Ficobiliproteinas

A extragdo das ficobiliproteinas [aloficocianina (AFC),
ficocianina (FC) e ficoeretrina (FE)] foi realizada através da
dessalinizacdo das amostras em formiato de aménio 0,5 M por 30 seg,
seguida por duas lavagens em agua destilada. As amostras de 1 g (massa
fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso
em 3 mL de tampdo fosfato 50 mM, pH 5,5 e temperatura de 4 °C. A
solucdo foi centrifugada por 20 min (4000 rpm a 4 °C) e o sobrenadante
foi retirado e mantido no escuro até a leitura em espectrofotémetro
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(Shimadzu — UV 1800; A = 498,5, 615 ¢ 651 nm). A determinagdo das
concentracBes das ficobiliproteinas foi realizada utilizando-se as
férmulas descritas por Kursar et al., (1983). As analises foram realizadas
com n = 6 e os resultados foram expressos em g de pigmentos por g de
massa fresca.

2.4 Viabilidade Celular (MTT)

As analises foram obtidas a partir de amostras de A. spicifera
(0,250 g de massa fresca) baseadas na reducdo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazdlio de brometo (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). A viabilidade celular foi determinada atraves da reducéo do
sal de tetrazolio em formazan por enzimas desidrogenases
mitocondriais, as quais reduzem o MTT em um composto insoldvel
parpura. A concentragdo de formazan foi  determinada
espectrofotometricamente, uma vez que este é proporcional a quantidade
de mitocondrias ativas e, por consequéncia, o nimero de células vivas.
Os segmentos de alga foram lavados com agua do mar esterilizada, e as
amostras foram incubadas com uma solugdo de 30 uL de MTT (0,17
g.L" de MTT) em tubos de ensaio com agua do mar esterilizada (3 mL
de volume final), os quais foram mantidos a 37 °C durante 3 h.
Fragmentos de alga foram lavados em agua destilada e transferidos para
um tubo de ensaio contendo 1,0 mL de dimetilsulféxido (DMSO,
Merck, Darmstadt, FRG) (Mendes et al., 2013). A absobancia foi
determinada a 570 nm. As andlises foram realizadas com n = 4 e a
viabilidade celular foi expressa em porcentagem, considerando a
absorbancia de amostras ambientais (controle) (100 %).

2.5 Microscopia de Luz (ML)

As amostras foram fixadas em solucdo de paraformaldeido a 2,5
% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2, a temperatura de 4° C, overnight.
Apos a fixagdo, em temperatura ambiente, o material foi lavado com
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2, duas vezes, por 10 min em cada troca
(Bouzon, 1993), e em seguida foi desidratado com etanol. A pré-
infiltracdo das amostras foi realizada com uma mistura de 1:1 de etanol
100 % e historesina glicolmetacrilato (GMA), durante 12 h.
Posteriormente, o material foi infiltrado em resina pura (Leica
Historesin, Heidelberg, Alemanha). As amostras foram seccionadas em
micrétomo rotativo modelo Leica RM 2135, com navalhas de
tungsténio. As seccbes com espessura de 5 um foram coletadas nas
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laminas sobre gotas de dgua destilada e secas a 37 °C por 30 min para as
analises citoquimicas.

2.5.1 Citoquimica

O material foi submetido ao seguinte teste citoquimico:

Azul de Toluidina (AT-O): Este corante foi utilizado para identificar
polissacarideos &cidos através da reacdo de metacromasia. As laminas
contendo as seccdes foram tratadas com solucdo aquosa de AT-O a 0,5
%, acidificada com HCI 1 N para pH 3,0, por 30 seg, lavadas em &gua
destilada e secas ao ar (McCully, 1970; Gordon & McCandless, 1973).
Apdbs as laminas prontas e coradas, as imagens foram adquiridas no
sistema de captura Image Q Capture Pro 5.1 Software (Qimaging
Corporation, Austin, TX, Estados Unidos da América) do microscopio
de Epifluorescéncia (Olympus BX 41, Tokyo, Japan). Nesse mesmo
sistema de captura foram realizadas as medidas de largura e altura das
células corticais e subcorticais, assim como medida do espessamento de
parede destas mesmas células (n = 50).

2.6 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As amostras provenientes dos ambientes e das exposicdes a PAR
e PAR+UVAB foram pré-fixadas em solugdo de glutaraldeido a 2,5 %,
tampédo cacodilato de sddio 0,1 M com pH 7,2 e sacarose 0,2 M. A pré-
fixacdo foi realizada overnight a 4 °C e seguida por trés lavagens no
tampdo cacodilato de s6dio 0,1 M, pH 7,2. ApGs, os espécimes foram
pos-fixados em tetroxido de smio (OsO,4) a 1 % em tampao cacodilato
0,1 M, pH 7,2 (Pueschel, 1979). Posteriormente, 0 material foi lavado
trés vezes em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2 e em seguida desidratado
em acetona. Ap6s a desidratacdo, o material foi infiltrado em resina
Spurr (Spurr, 1969). O material foi polimerizado em moldes horizontais
em estufa a 70 °C por 24 h. As seccdes ultrafinas foram feitas com
navalha de diamante em ultramicrétomo Power Tome XL e contrastadas
com acetato de uranila e citrato de chumbo, de acordo com os
procedimentos de Reynolds (1963). As amostras foram observadas e
fotografadas em microscéopio eletrdnico de transmissdo modelo Jeol
(JEM)1011 do Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME)
da UFSC-Floriandpolis.
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2.7 Oxigénio Dissolvido (OD)

Apo6s o inicio dos experimentos a concentracdo de oxigénio
dissolvido (OD) (mg.L™; n = 8) na agua foi medida diariamente. As
medidas ocorreram em todos 0s béqueres apds as exposicdes a PAR e a
PAR+UVAB. Para isto, utilizou-se um oximetro portétil Lutron DO-
5519, com ajuste para a salinidade da 4gua marinha de cada local (30 e
37 ups).

2.8 Analise dos Dados

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA)
Bifatorial, seguida do teste a posteriori de Tukey para verificar as
significancias das diferengcas (p < 0,05). Todas as analises foram
realizadas no Programa Statistica (versédo 7.0).
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3. RESULTADOS

3.1 Taxas de Crescimento (TCs) e Morfologia dos Talos
Apbs 7 dias de exposicdo, os espécimes de A. spicifera
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (ANOVA, p <
0,05) entre as algas cultivadas com PAR e com PAR+RUVAB (Fig. 1).
As algas coletadas na Lagoa da Conceicdo cultivadas com PAR e com
PAR+UVAB apresentaram um aumento nas TCs de 5,65 % dia™ e 4,05
% dia”, respectivamente. Os espécimes provenientes da Praia de
Sambagqui cultivados com PAR e PAR+UVAB apresentaram acréscimo
nas TCs de 3,27 % dia™ e 0,40 % dia™, respectivamente.
8 -

7 a

ab

Taxade Crescimento (% dia'")

PAR | PAR+UVAB PAR+UVAB
Lagoa da Conceigao Praia de Sambaqui

Figura 1. Taxas de crescimento expressas em %.dia™* dos talos expostos & PAR
e a PAR+RUVAB de A. spicifera coletados na Lagoa da Conceicéo e na Praia
de Sambaqui cultivados por 7 dias. Valores apresentados com média (n=8) +
desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas significativas de acordo
com a analise de variancia bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).

Os espécimes de A. spicifera provenientes da Lagoa da
Conceicdo e da Praia de Sambaqui apresentavam um talo carnudo com
ramificagdes pequenas. Os espécimes coletados na Lagoa da Concei¢do
apresentaram coloragdo vermelho-amarronzada, caracteristica da
espécie, com até 11 cm de comprimento (Fig. 2a). Entretanto, os
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espécimes coletados na Praia de Sambaqui apresentaram coloracdo
marrom-esverdeada com apices amarelados (Fig. 2d), com até a 6 cm de
comprimento. Apds o experimento, observou-se que o0s talos
provenientes de ambos os locais tratados com PAR ficaram
despigmentados, porém com crescimento de novos ramos (Fig. 2b, e).
Os talos tratados com PAR+UVAB provindos da Lagoa da Conceigédo
também apresentaram despigmentacdo, porém sem presenca de novos
ramos (Fig. 2c). Por outro lado, os talos provenientes da Praia de
Sambaqui tratados com RUV ficaram sem forma definida e amolecidos,
um processo de degeneracdo dos 4apices fazendo com que as
ramificacBes ficassem mais curtas e com um inicio do processo de
despigmentacdo (Fig. 2f).



Ambiente PAR+UVAB

Lagoa da Conceicao

Praia de Sambaqui

Figura 2. Morfologia dos talos da macroalga vermelha A. spicifera coletados na Lagoa da Conceicéo e na Praia de Sambaqui e
algas cultivadas com radiagdo em laboratério. (a) Alga proveniente da Lagoa da Concei¢cdo com sua coloragdo vermelho-
amarronzada, tipica da espécie. (d) Alga da Praia de Sambaqui com coloracdo marrom-esverdeada. (b) (e) Note que as algas
expostas a PAR apresentaram despigmentacao e crescimento de novos ramos (setas). (c) Alga da Lagoa da Conceigdo exposta a
RUV com despigmentagdo e auséncia de crescimento. (f) Alga proveniente da Praia de Sambaqui tratada com PAR+UVAB
apresentou degeneragdo nas ramificacOes (setas) e perda de biomassa.

LE
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3.2 Pigmentos Fotossintetizantes

A quantidade de pigmentos fotossintetizantes (clorofila a e
ficobiliproteinas) de A. spicifera, apresentada na Tabela 1, indicou que
as amostras dos dois ambientes apresentaram, significativamente, as
maiores concentracdes de clorofila a e ficobiliproteinas [(aloficocianina
(AFC), ficocianina (FC) e ficoeritrina (FE)] quando comparadas com
amostras tratadas com PAR e PAR+UVAB. As algas expostas ao
tratamento de PAR+UVAB registraram menores concentragGes de
pigmentos do que as amostras controle e tratamento com PAR. Apesar
da diminuigdo na quantidade dos pigmentos em amostras tratadas com
PAR+UVAB, ndo houve diferenca entre as duas areas sob este
tratamento.

Tabela 1. Contetido de pigmentos fotossintetizantes (ug.g™ de massa fresca),
clorofila a (Cl. a) e ficobiliproteinas (AFC: aloficocianina, FC: ficocianina, FE:
ficoeritrina), de A. spicifera proveniente da Lagoa da Conceicdo e da Praia de
Sambaqui. Amostras do ambiente e amostras tratadas com PAR e PAR+UVAB
por 7 dias (n = 6; media £ DP). Letras diferentes indicam diferencas
significativas de acordo com a analise de variancia bifatorial e teste de Tukey (p
<0,05).

Tratamentos
Cl.a AFC FC FE
 |_Ambiente | 5553+1,69" 34,28+545% 61,44+11,91° 121,22+9,08°
g- PAR 17,79+0,27°° 28,14+2,93™ 41,43+4,33" 88,89+9,53"
(@)
S {PAR+UVAB
13,33+1,18 24,33+2,61° 25094+935° 58,86+15,70%
Y- Ambiente | 4091+1,71° 52,84+1,33% 46,18+0,52° 123,46+2,25°
S| PAR 21,68+2,75° 38,98+0,64° 32,80£0,36° 80,41+0,49"
[4]
T | PAR+UVAB
8,42+1,04° 2369+1,98° 16,03+0,28° 44,7442 66°

3.3 Viabilidade Celular (MTT)

Foram observadas diferengas estatisticas entre as viabilidades
celulares das amostras dos ambientes, expostas a PAR e a PAR+UVAB
da Lagoa da Conceigdo e Praia de Sambaqui (Fig. 3). Houve uma
pequena queda na viabilidade celular das amostras da PAR quando
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comparadas com 0s ambientes. Algas cultivadas no tratamento
PAR+UVAB mostraram uma queda de 37,4 % e 494 % nas
viabilidades celulares quando comparadas com amostras dos ambientes
para a Lagoa da Conceigdo e Praia Sambaqui, respectlvamente

100 4
50 4
80 4
704
50 4
c
50
40
30
20 4
10 4
| PAR+UVAB

Viabilidade Celular (%)

=

=)

Ambiente PAR+UVAB Ambiente PAR

Lagna da Cnncec;.an F'ralade Sambagui

Figura 3. Viabilidade celular (%), por ensaio de MTT, de A. spicifera da Lagoa
da Conceicédo e da Praia de Sambaqui das amostras ambientais e tratadas com
PAR e PAR+UVAB por 7 dias (n = 4; média + DP). Letras diferentes indicam
diferencas significativas de acordo com a analise de variancia bifatorial e teste
de Tukey (p < 0,05)

3.4 Descricdo Micromorfoldgica

A regido cortical de amostras de campo de A. spicifera da Lagoa
da Conceigdo e Praia de Sambaqui é formada por 1 a 2 camadas de
células corticais. O contetdo citoplasmatico das células corticais variou
entre 2,1 ¢ 9,5 um de altura e 2,6 e 9,25 um de largura. Essas células séo
envolvidas por parede celular com espessura de 0,15 a 1,1 pm. As
células subcorticais sdo maiores do que as células corticais, e mais
vacuolizadas (Fig. 4a, d), com tamanhos variados do contetdo
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citoplasmatico: 7 a 34 pum de altura, 7 a 26,9 um de largura e
espessamento da parede celular de 0,4 a 1,5 um (Fig. 4a, d).

As amostras da Lagoa da Concei¢do e da Praia de Sambaqui
tratadas com PAR mostraram uma gama de medidas dos contedos
citoplasmaticos, onde as células corticais apresentaram alturas variando
de 2,5a 9,7 um, larguras de 2,25 a 10,5 um, e espessamento da parede
celular de 0,10 a 0,90 um (Fig. 4b, e). As células subcorticais mediram
6,9 a 27 um de altura e 6,8 a 36 um de largura, e a parede celular com
0,35a 1,7 um de espessura (Fig. 4b, e).

As células corticais e subcorticais das amostras de ambos os
locais tratadas com PAR+UVAB apresentaram uma reducéo no volume
citoplasmatico e aumento na espessura da parede celular (Fig. 4c, f).
Células corticais mediram entre 1,9 e 6,8 um de altura, 2,7 e 6,1 um de
largura, e espessura da parede celular de 0,5 a 2,35 um (Fig. 4c, f). As
células subcorticais mediram 4,4 a 19 um de altura e 5 a 27 um de
largura, e espessura de parede celular de 0,6 a 4,3 um (Fig. 4c, f).

Tabela 2. Medidas de altura, largura e espessamento de parede celular de
células corticais (n = 50) e subcorticais (n = 50) realizadas através de
microscopia de luz e expressas em pm.

Tratamentos
Espessamento
Altura Largura de Parede
Celular
, | Ambientes | 21295 26a925 015a1,10
n 2
<8 PAR 25a97 225a105  0,1a0,90
T £
O o
O |PAR+UVAB

19a6,38 2,7a6,1 0,5a2,35
Ambientes | 70a34,0 7,0a26,9 04al5
PAR 692270 6,8a36,0 0,35a1,7

Células
Subcorticais

PAR+UVAB

44a2190 50a27,0 06a43
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3.5 Microscopia de Luz (ML)

Amostras dos ambientes de A. spicifera coradas com azul de
toluidina (AT-O) apresentaram uma reacdo metacromatica nas paredes
celulares, indicando a presenca de polissacaridos sulfatados, tais como
agaranas (Fig. 4a, d). Amostras da Lagoa da Conceicdo e da Praia de
Sambaqui tratadas com PAR (Fig. 4b, e) mostraram uma reacdo
metacromatica na parede celular semelhante a observada para as
amostras dos ambientes. Amostras de A. spicifera expostas a
PAR+UVAB também reagiram metacromaticamente, porém com uma
menor intensidade na coloracdo (Fig. 4c, f) quando comparadas com 0s
controles e expostas a PAR. Além disso, o citoplasma das células
corticais e subcorticais é mais denso, com granulagfes metacromaticas,
guando comparado com as amostras de campo e tratadas com PAR (Fig.

4c, f).



PAR+UVAB

Lagoa da Conceicao

Praia de Sambaqui

;.("“ 20m CSs \20um -:.’,*‘<_‘ - :
Figura 4. Microscopia de luz de secgBes transversais de A. spicifera da Lagoa da Concei¢do e Praia de Sambaqui de algas do
campo (a, d), algas expostas a PAR (b, €) e algas expostas a PAR+UVAB (c, f) coradas com AT-O. (a-f) Note que a regido
cortical é formada por 1 a 2 camadas de células corticais (CC) e que houve reacdo metacromatica na parede celular (PC) de
células corticais (CC) e de células subcorticais (CS). (a) (d) Amostras ambientais com regido cortical com células corticais (CC)
pequenas e parede celular (PC) espessa. (b) (€) Amostras expostas a PAR apresentaram um menor espessamento de parede celular
(PC). (c) () Perceba que células corticais (CC) e células subcorticais (CS) de amostras expostas a PAR+UVAB apresentaram
reducdo no volume celular e aumento da espessura da parede celular (PC), observe o citoplasma mais denso de células corticais
(CC) e células subcorticais (CS) e com granulagdes metacromaticos (asteriscos). Note uma intensidade menor na coloragao

metacromatica na parede celular (PC).

[474
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3.6 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Quando observadas na MET, as amostras de A. spicifera dos
ambientes e tratados com PAR da Lagoa da Conceigdo e da Praia de
Sambaqui ndo apresentaram diferengas ultraestruturais (Fig. 5.a-f).
Células corticais mostraram a presenca de pequenas mitocondrias (Fig.
5a), numerosos cloroplastos parietais (Fig. 5a), ntcleo (Fig. 5b) e alguns
grdos de amido (Fig. 5e). As células sdo envolvidas por uma parede
celular espessa com microfibrilas de celulose bem organizadas (Fig. 5¢).
Os cloroplastos apresentaram organizacdo interna tipica de algas
vermelhas, com tilacoides paralelos uniformemente espacados (Fig. 5d,
e). Plastoglébulos, gotas lipidicas elétrondensas, foram observadas entre
os tilacdides (Fig. 5b, d). Pequenas mitocondrias presentes em
associacdo com os cloroplastos e o ndcleo também foram observadas
(Fig. 5a, b, f). O nucleo e o nucléolo estavam conservados, ocupadando
um grande volume da célula (Fig. 5f).

Por outro lado, ap6s a exposicdo a PAR+UVAB as amostras de
A. spicifera de ambos os locais apresentaram algumas alteracOes
ultraestruturais. Células corticais apresentaram uma forma irregular e
com um aspecto mais compacto (Fig. 6a, b, c), e parede celular mais
espessa com microfibrilas de celulose desorganizadas e onduladas (Fig.
6d, e, ). Além disso, os cloroplastos apresentaram mudancas visiveis na
organizacdo ultraestrutural, incluindo morfologia irregular e tilacoides
interrompidos (Fig. 6g, h). Alguns gréos de amido das florideas foram
observados no citoplasma (Fig. 6i).



Figura 5. Imagens de Microscopia Eletronica de Transimssdo de amostras dos ambientes e tratadas com PAR de A. spicifera da
Lagoa da Conceigdo (a, c, ) e da Praia de Sambaqui (b, d, ). (a) Visdo geral de uma célula cortical (CC) preenchida com
organelas celulares, como cloroplastos (C) e mitocéndrias (M), envolvidas por uma parede celular (PC). (b) Detalhe de célula
cortical (CC) com muitos cloroplastos (C) perinucleares com plastoglébulos (P), ntcleo (N) e pequenas mitocondrias (M). (c)
Detalhe das microfibrilas de celulose (setas) organizadas na parede celular (PC). (d) Cloroplastos (C) com tilacéides paralelos, e
com plastoglobulos (P). (e) Cloroplastos (C) e grdos de amido (A). (f) O ndcleo interfasico (N) com nucléolo (Nu) evidente.

N
N
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Figura 6. Imagens de MET de amostras de A. spicifera da Lagoa da Concei¢do (b, d, e, g) e Praia de Sambaqui (a, c, f, h, i)
tratadas com PAR+UVAB. (a) Note as células corticais (CC) mostrando parede celular (PC) com espessamento. (b) (c) Parede
celular (PC) espessa causando deformacédo e reducdo do tamanho celular. (c) Note a presenca de grandes grdos de amido (A) e
cloroplastos (C). (d) (e) (f) Microfibrilas de celulose desorganizadas e onduladas da parede celular (PC) das células corticais (CC)
(setas). (g) (h) Cloroplastos (C) com morfologia irregular e tilacdides rompidos (setas). (i) Células corticais com aumento de

grdos de amido (A).

14
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3.7 Oxigénio Dissolvido (OD)

As quantidades de OD nas aguas (mg.L™) das amostras de A.
spicifera da Lagoa da Conceicdo e da Praia de Sambaqui s&o
apresentadas nas Figuras 7 e 8, respectivamente. As quantidades de OD
nas amostras PAR e PAR+UVAB da Lagoa da Concei¢do (Fig. 7) ndo
apresentaram diferencas estatisticas durante os dias de experimentacao.
Em contrapartida, as amostras da Praia de Sambaqui (Fig. 8)
apresentaram algumas diferencas, onde a quantidade de OD nas
amostras expostas a PAR+UVAB foram menores que nas expostas
somente a PAR.

Lagoa da Conceigao 1PAR
N o1, QPAR+UVAB
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Figura 7. Oxigénio dissolvido na 4gua (OD) em mg.L™ de A. spicifera da
Lagoa da Conceicdo das amostras tratadas com PAR e PAR+UVAB por 7 dias
(n = 8; média + DP). Letras iguais ndo indicam diferencgas significativas de
acordo com a andlise de varidncia bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 8. Oxigénio dissolvido na 4gua (OD) em mg.L™ de A. spicifera da Praia
de Sambaqui das amostras tratadas com PAR e PAR+UVAB por 7 dias (n = 8;
média + DP). Letras diferentes indicam diferencas significativas de acordo com
a analise de variancia bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05).
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3.8 Analises Estatisticas

Tabela 3. Analise estatistica em ANOVA-Bifatorial, onde sdo mostrados o grau
de liberdade (GL), indice estatistico (F) e probabilidade (p).

GL F p
TC
Tratamento 1 32,71 0,0000
Local 1 59,01 0,0000
Tratamento X Local 1 2,59 0,1333
Cl.a
Tratamento 2 64,05 0,0000
Local 1 3,32 0,0739
Tratamento X Local 2 4,13 0,0214
AFC
Tratamento 2 57,70 0,0000
Local 1 31,25 0,0000
Tratamento X Local 2 14,11 0,0000
FC
Tratamento 2 53,45 0,0000
Local 1 25,13 0,0000
Tratamento X Local 2 0,33 0,7186
FE
Tratamento 2 105,82 0,0000
Local 1 6,43 0,0166
Tratamento X Local 2 2,58 0,0922
MTT
Tratamento 2 94,71 0,0000
Local 1 0,10 0,7508
Tratamento X Local 2 5,72 0,0119
OD Lagoada
Conceicao
Tratamento 1 0,15 0,6934
Dia 6 2,71 0,0255
Tratamento X Dia 6 2,15 0,0664
OD Praia de
Sambaqui
Tratamento 1 16,68 0,0001
Dia 6 1,87 0,1082
Tratamento X Dia 6 2,21 0,0600
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4. DISCUSSAO

Com base nos resultados do presente estudo, os espécimes de A.
spicifera da Lagoa da Conceicéo e da Praia de Sambaqui (llha de Santa
Catarina, Brasil) expostos ao tratamento PAR+UVAB mostraram
alteracBes importantes na morfologia, organizacao celular e respostas
fisiolégicas, quando comparadas com as amostras cultivadas com PAR,
indicando que a RUV, na dose e intensidade empregadas, provoca
diferentes danos morfofisiologicos na referida espécie.

Os espécimes presentes na Praia de Sambaqui ocorrem,
naturalmente, fixados em uma plataforma rochosa paralela a lamina
d’agua e em baixa profundidade, ficando expostos ao ar em marés
baixas. Por outro lado, os espécimes da Lagoa da Concei¢do ocorrem,
predominantemente, em rochas soltas sempre submersas. Desta forma,
pode-se supor que as algas da Praia de Sambaqui, regularmente expostas
a maior intensidade de RUV, estariam mais adaptadas a este fator de
estresse. Assim, poderia-se inferir que 0s espécimes presentes na Praia
de Sambaqui estariam mais adaptados a RUV em condicfes
laboratoriais. Entretanto, os espécimes provenientes da Praia de
Sambaqui apresentaram maior sensibilidade a RUV, quando
comparados aos coletados na Lagoa da Conceicdo. Portanto, podemos
inferir que os espécimes da Praia de Sambaqui, apesar estarem
naturalmente mais expostos a RUV, em condicGes de laboratério ndo
demonstram adaptacGes morfofisiologicas a esta radiacdo. Porém,
segundo a literatura, adaptacdes de algas bentbnicas a ambientes com
maior irradidncia foram observadas em Lobophora variegata, Dictyota
spec (Hanelt & Roleda, 2009), Porphyra endiviifolium, Monostroma
hariotii, Adenocystis utricularis (Houvinen & Goméz, 2013),
Desmarestia menziesii e Ascoseira mirabilis (Rautenberger et al., 2015),
fornecendo evidéncias de que as algas em Aaguas rasas respondem
melhor a RUV do que aquelas encontradas em &guas mais profundas,
mais protegidas.

Por outro lado, os espécimes da Lagoa da Concei¢do, menos
expostos naturalmente a radiagdo, apresentaram maior resisténcia a
radiacdo em laboratério. Estes resultados podem ser sustentados pela
absorcdo e assimilacdo de nutrientes pelas algas da Lagoa da Conceicdo,
gue devem ter sido maiores do que as observadas em algas da Praia de
Sambaqui. Esta tendéncia esta relacionada com a maior disponibilidade
de nutrientes dissolvidos em amostras de agua, de maneira que a
assimilacdo anterior foi capaz de manter uma quantidade maior de
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metabolitos. A dgua da Praia de Sambaqui mostrou altas concentracdes
de fosfato, potencial de N-limitacdo e salinidade de 37 ups, enguanto
gue a da Lagoa da Conceicdo apresentou altas concentragdes de
nitrogénio, sem N-limitacdo e salinidade de 30 ups. Niveis ambientais
de nutrientes podem melhorar as quantidades de compostos de
nitrogénio na agua, necessarios para sintetizar metabdlitos, podendo
beneficiar o crescimento e respostas celulares da macroalga (Chow et
al.,, 2001; Costa, 2006; Dailer et al., 2012; Rojas et al., 2013).
Experimentos com Gracilaria lemaneiformis (Zheng & Gao, 2009) e
Gracilaria tenuistipitata (Barufi et al., 2011) tratadas com
concentragdes de nitrato e RUV sustentam esta hipdtese, mostrando que
guanto maior a disponibilidade do nutriente, menores 0s danos causados
pela RUV.

As taxas de crescimento e biomassas elevadas de A. spicifera a
partir de amostras da Lagoa Concei¢cdo podem ser suportadas pelo
estado nutricional da agua, como proposto por Chow (2012). Em
contraste, A. spicifera da Praia de Sambaqui foi mais suscetivel a
exposicdo a RUVAB, na qual foi observada uma maior reducdo na taxa
de crescimento apds este tratamento. Menor disponibilidade de
nutrientes inorganicos dissolvidos, como sugerido pelos parametros
fisicos e quimicos da agua do mar da Praia de Sambaqui, faz com que o
estado inicial da alga seja menos favoravel quando comparado com o
estado inicial da alga proveniente da Lagoa da Conceicdo. Menor
producdo de metabolitos e, portanto, menores estoques de nitrogénio
juntamente com menor disponibilidade de nutrientes na dgua poderiam
explicar essa grande queda no crescimento.

Tem sido relatado (Cronin & Lodge, 2003; Jormalainen et al.,
2003; Navarro et al., 2014; Polo et al., 2015) que macroalgas com
grandes concentra¢des nutricionais internas (compostos inorganicos ou
organicos a base de nitrogénio) podem suportar condigdes de estresse e
combate ao estresse oxidativo melhor do que espécies com limitada
disponibilidade de nitrogénio. Neste sentido, as espécies de ambientes
com melhores condigdes de nitrogénio podem melhorar a sua
capacidade de tolerar o estresse e, até mesmo, gerar uma série de
respostas para manter o controle sobre a homeostase biologica (Vifiegla
& Figueroa, 2009). Algumas respostas de A. spicifera expostas a
PAR+UVAB forneceram provas do efeito negativo no desempenho
bioldgico, incluindo, por exemplo, a despigmentacdo, a reducdo na
formacdo de novos ramos, e degeneracdo celular, especialmente para
amostras da Praia de Sambaqui. Esta Gltima resposta pode estar
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relacionada com o atraso no processo de divisdo celular, resultado da
formacgdo de dimeros de pirimidina induzidos por RUV e suportados
pelos baixos valores de concentracdo de nitrogénio na agua do mar.

A viabilidade celular também foi alterada em A. spicifera exposta
a RUV. De acordo com Berridge et al., (2005), a reducdo do corante de
tetrazdlio depende de enzimas oxidoredutase dependentes de NAD(P)H
presentes no compartimento mitocondrial. Portanto, a reducdo de MTT e
outros corantes de tetrazdlio dependem da atividade metabdlica celular
do fluxo de NAD(P)H. Em resposta a RUV, estudos recentes mostraram
gue as mitocondrias e cloroplastos produzem espécies reativas de
oxigénio (EROs) que podem danificar os componentes celulares
(enzimas mitocondriais e membranas) inibindo a atividade metabdlica
celular (Nawkar et al., 2013). De acordo com Yao et al., (2004), também
foi relatado que as diferentes condi¢Bes de estresse causam alteracfes no
potencial transmembranar mitocondrial (PTM) liberando citocromo ¢ no
citoplasma, ativando a atividade de caspase e, subsequentemente, a
morte celular. Como relatado por Mittler et al., (2011), EROs séo
descritas como as moléculas de sinalizacdo secundarias, além de atuar
como um agente danificador de células. Sinalizacdo mediada por EROs
€ um mecanismo complexo que depende da natureza da classe da
espécie reativa para atingir um equilibrio entre as enzimas produtoras de
EROs e os estados de oxidacdo-reducdo de varios antioxidantes (De
Tullio, 2010). Nas plantas, em resposta a RUV, niveis elevados de
EROs causam danos oxidativos resultante da interrupcao das atividades
metabdlicas e aumento da atividade da membrana onde localiza-se a
NADPH-oxidase (Kalbina & Strid, 2006). Com a exposi¢do a RUV, A.
spicifera pode ter aumentado a producdo de EROs, danificando as
mitocondrias, apresentando assim uma menor viabilidade celular. Por
outro lado, uma maior viabilidade celular foi observada na amostra da
Lagoa da Conceigdo exposta a PAR, quando comparada com 0 mesmo
tratamento para a amostra da Praia de Sambaqui. Novamente, este
resultado pode ser suportado pela quantidade de nutrientes na agua deste
local. Com um pool maior de nutrientes sollveis na &gua, a alga da
Lagoa torna-se mais adaptada, facilitando a manutencéo celular.

Os resultados do presente trabalho mostram teores de pigmentos
fotossintetizantes elevados em amostras ambientais de A. spicifera, em
comparagdo com todos os tratamentos de laboratério (PAR e
PAR+UVAB). Maiores concentracdes de pigmentos sdo esperados em
ambientes com variaveis abitticas maiores, permitindo que as plantas
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mantenham o equilibrio de energia por meio de pigmentos acessorios,
pela versatilidade de absorcdo de energia no espectro através destes
pigmentos (Ramlov et al., 2011). Sob o tratamento PAR, observou-se
uma pequena queda estatistica entre as amostras dos dois pontos de
coleta quando comparadas com os controles. Esta queda no teor de
pigmentos deve-se a intensidade de PAR da cultura, a qual é menor que
a encontrada no ambiente. Enquanto isso, amostras expostas a RUV
apresentaram fortes efeitos negativos, causando modificacBes nos
cloroplastos observadas através da MET. Essas alteracfes podem estar
relacionadas a variacdo do conteldo de pigmentos em algas de ambos 0s
ambientes. Com a ruptura de membrana do cloroplasto, as amostras
tratadas com PAR+UVAB tiveram uma reducdo no conteldo de
ficobiliproteinas, provavelmente associada com o processo degenerativo
da biossintese de pigmentos, a fim de manter a disponibilidade de
compostos de nitrogénio para a sintese de compostos antioxidantes,
como observado em Grateloupia lanceola (Huovinen et al., 2006),
Palmaria decipiens (Holzinger & Litz, 2006), Palmaria palmata
(Holzinger & Lutz, 2006), Phycodrys austrogeorgica (Poppe et al.,
2003) expostas a RUV. Nutrientes limitados durante todo o periodo
experimental também podem ter causado a reducdo do contetdo de
pigmentos observados em ambos o0s locais.

A quantidade de O, dissolvido em &gua representa a quantidade
de fotossintese que ocorre (Oliveira, 2011). Elevado O, dissolvido em
agua reflete melhor a qualidade da agua e a maior produtividade
primaria (Oliveira, 2011). A variacdo desta molécula dissolvida na agua
durante os 7 dias de exposicdo a radiacdo ndo mostrou uma diferenca
significativa nas amostras da Lagoa da Conceicdo, afetando pouco a
taxa de cresimento das amostras expostas & RUV. Por outro lado, para
as amostras da Praia de Sambaqui, a quantidade de O, dissolvido em
agua diminuiu durante o periodo experimental sob PAR+UVAB. Esta
diminuicdo resultou em uma perda significativa de biomassa pela
reducdo na taxa de crescimento. Para este trabalho, ndo foi possivel
estabelecer uma correlagdo entre a quantidade de O, dissolvido e o nivel
de nutrientes nos dois ambientes, porque as quantidades de O,
dissolvido eram praticamente as mesmas nas algas dos dois locais,
variando de 4,0 mg.L™" a 5,5 mg.L™.

A morfologia interna de A. spicifera tratada com PAR+UVAB foi
alterada em comparacdo com as amostras controles e as tratadas com
PAR, apresentando um contorno irregular de células corticais e
subcorticais, e um aumento na espessura da parede celular. As paredes
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celulares de A. spicifera dos ambientes, cultivadas com PAR e com
PAR+UVAB reagiram metacromaticamente a coloracdo AT-O,
indicando a presenca de polissacaridos sulfatados. Porém, a intensidade
da coloracdo foi mais fraca para as amostras expostas a RUV,
mostrando que a sintese deste composto de interesse deve ter diminuido.
Quando analisada na MET, amostras da Lagoa da Conceicdo e da Praia
de Sambaqui expostas a PAR+UVAB revelaram aumento da espessura
da parede celular. Este aumento pode ser interpretado como um
mecanismo de defesa fisica contra a exposicdo a RUV, sem a producéo
da agarana.

Quando obsevados na MET, os cloroplastos das amostras de A.
spicifera dos ambientes e expostas a PAR assumiram uma organizacdo
interna tipica de algas vermelhas. Em contraste, os cloroplastos de
células expostas & PAR+UVAB mostraram alteragBes estruturais
significativas, incluindo a morfologia irregular e interrup¢do dos
tilacGides. Estas mudangas em A. spicifera podem ser resultado do efeito
toxico da RUV, um fenémeno que promove uma condicao de tensdo que
resulta na formagdo de EROs (Hollésy, 2002; Yannarelli et al., 2006),
causando a peroxidacdo (Neil et al., 2002) e a desestabilizacdo das
membranas dos tilacoides (Hollosy, 2002) e conduzindo, por sua vez, a
uma reducdo das taxas de crescimento e dos contelidos de pigmentos
fotossintetizantes.

Algas dos ambientes e expostas a PAR apresentaram presenca de
plastoglébulos, gotas lipidicas elétrondensas nos cloroplastos. Sob
condicdes desfavoraveis, compostos celulares sdo degradados e
agrupados nos plastoglobulos para ndo desestabilizarem os tilacoides
(Bréhélin et al., 2007). A diminuicdo da intensidade de PAR no
laboratério e a RUV presente normalmente no ambiente podem ser a
causa da formacdo desses plastoglébulos. Essas gotas lipidicas, tipicas
de algas em estresse, ndo foram observadas sob MET nas amostras
expostas a PAR+RUVAB. Essa auséncia pode ter ocorrido, pois eles ja
foram degradados como fonte de moléculas utilizadas no sistema de
defesa, como carbono para ativagdo do sistema antioxidante a fim de
proteger as células contra danos da RUV (Polo et al., 2015).
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CAPITULO I

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DA MACROALGA VERMELHA
Acanthophora spicifera PROVENIENTE DA LAGOA DA
CONCEICAO E DA PRAIA DE SAMBAQUI SUBMETIDA A
RADIACAO ULTRAVIOLETA-A E ULTRAVIOLETA-B

1. INTRODUCAO

A luz solar é composta por um espectro continuo de radiacdo
eletromagnética que estd dividido e designado de acordo com o
comprimento de onda, podendo ser radiacdo ultravioleta (RUV) (100-
400nm), visivel (PAR) (400-780nm) ou infravermelho (RI) (>780 nm)
(Diffey, 2002). A distribuicdo destas radiacdes eletromagnéticas na
superficie da Terra ocorre de forma irregular, sendo 56 % da radiacdo
incidente na Terra de RI, 39 % de PAR e 5 % de RUV (Balogh et al.,
2011). A RUV é a que menos atinge a superficie terrestre, mas é a
radiacdo mais prejudicial aos organismos. Esta radiagdo é subdividida
em trés regibes espectrais diferentes: UVA (400-320 nm), UVB (320-
280 nm) e UVC (280-100 nm). A radiacdo UVA (RUVA) estd mais
proxima do espectro visivel, e ndo é atenuada pela camada de 0z6nio
(03). A radiacdo UVB (RUVB) é atenuada em partes pelo Oz, mas o que
chega a superficie terrestre é prejudicial aos organismos vivos e pode
causar danos no DNA. A radiacdo UVC (RUVC) é extremamente
prejudicial aos organismos, porém ela é completamente atenuada pelo
O; (De Laat et al., 1996; Scharffetter-Kochanek et al., 1997).

Devido a reducdo de Oz estratosférico, ocorre um aumento da
exposicdo a radiacdo na superficie da Terra, especialmente de RUVB,
resultando em uma intensidade de radiacdo prejudicial. Altas doses e
intensidades de RUV podem causar alteracbes nas macroalgas, tais
como: na taxa de crescimento (Navarro et al., 2010; Pereira et al., 2014;
Simioni et al., 2014; Zhao & Li, 2014), no desempenho fotossintético
(Aguilera et al., 1999; Polo et al., 2014), no teor de pigmentos (Roleda
et al., 2004; Navarro et al., 2010; Schmidt et al., 2010; Borderie et al.,
2011; Polo et al., 2014), na organizacdo ultraestrutural (Poppe et al.,
2003; Holzinger & Lutz 2006; Schmidt et al., 2009) e lesbes no DNA
(Mitchell et al., 1992; Bischof et al., 2002; Heo et al., 2010). Danos no
DNA podem afetar a expressdo de proteinas importantes, como a
RuBisCO (Fukuyama et al., 2012; Recuenco-Mufioz et al., 2015).
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Dentre as estratégias produzidas pelas macroalgas para contornar
os efeitos aos niveis elevados de RUV estdo a sintese e acumulo de
compostos fotoprotetores, como 0s aminoacidos tipo micosporina
(MAA:s), carotenoides e fendlicos (Falkowski & Raven, 1997; Simioni
et al., 2014), que direta ou indiretamente absorvem energia da RUV
(Karsten & Wiencke, 1999). MAAs sdo compostos nitrogenados
sollveis em agua e em grande parte encontrados em organismos de agua
doce e salgada (Barufi et al., 2011). Estes compostos sdo fortemente
estudados, pois possuem a capacidade de fotoprotecdo contra RUVB e
RUVA (Barufi et al., 2011; Rastogi & Incharoensakdi, 2013). Os
carotenoides sdo pigmentos secundarios que tém sido utilizados como
um aditivo alimentar, sob a forma de corantes e vitaminas, e também
nas industrias cosmética e farmacéutica por conta da sua prote¢do contra
os radicais livres (Fré et al., 2014). Ja os compostos fendlicos, os quais
também sdo antioxidantes (Borges et al., 2011), estdo envolvidos na
protecdo do talo contra a exposicdo direta a radiacdo da luz solar, em
especial a RUV, como observado nas algas pardas Ascophyllum (Pavia
& Gunilla, 1997) e Sargassum cymosum (Polo et al., 2014).

Acanthophora spicifera (M.Vahl) Bgrgesen é uma macroalga
vermelha pertencente a classe Rhodophyceae, ordem Ceramiales e
familia Rhodomelaceae. As algas desta classe sdo eucariontes com
ficobiliproteinas, clorofila a e grdo de amido, substancia de reserva,
também conhecido como "amido das florideas" (Lang, 2006). Esta
espécie é nativa da Florida e do Caribe e é cultivada para consumo
humano devido seus altos valores nutricionais (Horn, 2012). No Brasil,
esta espécie ocorre a partir do Estado do Maranhdo ao Rio Grande do
Sul (Algabase- www.algaebase.org). A. spicifera é facilmente
encontrada em regides de mar calmo, dguas rasas e bancos rochosos.
Normalmente esta ligada a substratos duros, como rochas, ou flutuante,
devido a sua fragil constituicdo (Wang et al., 1998; Fialho, 2013).

A espécie é utilizada para consumo humano, em paises
asiaticos (Zakaria et al., 2011; Horn, 2012), e nos ecossistemas
marinhos como parte da dieta de peixes, ourigos, caranguejos e
tartarugas marinhas (Lang, 2006). Também tem sido utilizada em
pesquisas pela indlstria farmacéutica por conta da presenca de
compostos bioativos (Wang et al., 1998; Zeng et al., 2001; Lang, 2006)
com acdo antibacteriana, antioxidante, antiviral, antitumoral e anti-
incrustantes (Zeng et al., 2001; Duarte et al., 2004; Lang, 2006; Ganesan
et al., 2008; Dayong et al., 2011; Lavakumar et al., 2012; Seenivasan et
al., 2012).
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Para tentar entender o efeito do fator estressor, RUV, sobre
alguns aspectos fisiolégicos da alga vermelha A. spicifera proveniente
de dois diferentes ambientes, com condicBes abidticas distintas, este
estudo investigou o efeito combinado in vitro destes fatores sobre as
concentracGes de carotenoides, de MAAs, compostos fendlicos, acdo
antioxidante através da capacidade de eliminacdo do radical livre DPPH,
e concentracdes totais de proteina, agucares sollveis e amido.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Pontos de Coleta; Coleta e Processamento do Material
Bioldgico; Condiges de Cultivo
Vide itens 3.1; 3.2 e 3.3 do capitulo | (paginas 9 a 12).

2.2 Extracgéo e Quantificacao de Carotenoides

As amostras foram preparadas segundo Aman et al., (2005), com
modificagcBes. As amostras foram dessalinizadas com formiato de
aménio 0,5 M por 30 seg, seguida por duas lavagens com &gua
destilada. As amostras de 1 g (massa fresca) foram trituradas em
nitrogénio liquido e maceradas em 10 mL de solucdo hexano:acetona
(50:50, v/v), contendo 100 mg.L™ de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Ap6s
a maceracdo, as amostras ficaram em repouso (1 h) em cémara escura,
filtradas sob vacuo e o solvente evaporado sob fluxo de N, gasoso. O
extrato foi ressuspenso em 3 mL de hexano. Aliquotas de 10 pL de cada
amostra foram analisadas em cromatografo liquido (Shimzadu LC —
10A), equipado com coluna de fase reversa C18 (Vydac 201TP54, 25
cm x 4,6 mm @ interno), pré-coluna (Vydac 218GK54, 5 dm) e detector
espectrofotométrico UV-visivel (UV-vis) operando em 450 nm. A
eluicdo utilizou metanol:acetonitrila (90:10, v/v) como fase movel, e
fluxo de 1 mL.min™. A identificacdo dos compostos de interesse foi
realizada através de comparacdo com os tempos de retencdo dos
compostos padrdes (luteina, zeaxantina, § e a-caroteno, Sigma), sob as
mesmas condicBes experimentais. A concentracdo de carotenoides foi
expressa em pg por g de massa seca, sendo que os valores apresentados
correspondem a média de 3 inje¢BGes por amostra.

2.3 Extracdo e Quantificagdo de Aminoacidos Tipo Micosporinas
(MAASs)

As amostras foram preparadas no Departamento de Ecologia e
Geologia da Universidade de Malaga, Espanha, segundo Figueroa et al.,
(2014). Amostras de 100 mg (massa fresca) dos ambientes e tratados
foram secas em sacos plasticos contendo silica. As amostras secas foram
inseridas em tubos eppendorf e 0s MAAs extraidos em 1 mL de metanol
20 %, sonicados por 5 min e incubados por 2 h a 45 °C. Aliquotas de
600 pL dos extratos foram transferidas para novos tubos, e o contetido
liquido dos tubos removido por meio de uma microcentrifuga a vacuo.
A esse residuo solido foram adicionados 600 uL de metanol 100 % para



67

cromatografia, misturados por agitacdo em vortex e centrifugados a
1300 g, 4 °C por 10 min. 100 pL de sobrenadante desse extrato foram
transferidos para os tubos de vidro de sistema Waters (Barcelona, Spain)
de HPLC.

O volume de 30 puL das amostras foi injetado em fluxo isocréatico
de fase movel filtrada e desgaseificada composta por metanol a 2,5 % e
acido acético a 0,1 %. Essa fase movel foi bombeada num fluxo de 0,5
mL.min® através da fase fixa, uma coluna C8 (Spheroclone
Phenomenex, Aschaffenburg, Alemanha) de 5 pum de didmetro, com
tamanho de 250X4,6 mm. Uma pré-coluna (Phenomenex, Alemanha)
foi utilizada para filtrar as amostras antes que as mesmas passassem pela
coluna. O tempo de eluicdo de cada amostra foi de 25 min.

As amostras foram detectadas por meio de um diodo UV-visivel
(Photodiode Array Detector 996). A cada seg foram tomados dados de
absorbancia para cada comprimento de onda entre 290 e 400 nm. Ao
final, um cromatograma selecionado para a absorbancia 330 nm foi
obtido e os picos observados foram identificados de acordo com o
espectro e os tempos de retencdo, comparando-se com um padrdo de
Porphyra. Os dados foram recolhidos e analisados pelo programa
Millenium 3.2, a partir do valor da area dos picos presentes em cada
cromatograma (relacionados a cada uma das micosporinas ou 0 seu
total) e também dos coeficientes de extingdo molar. A concentracédo de
MAAs foi expressa em mg por g de massa seca, sendo que os valores
apresentados correspondem a média de 3 inje¢Ges por amostra.

2.4 Extracdo e Dosagem de Fenolicos Totais

Amostras foram dessalinizadas com formiato de aménio 0,5 M
por 30 seg, seguidas por duas lavagens com agua destilada. As amostras
de 1 g (massa fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido e
maceradas em 10 mL da solucdo de metanol 80 %. Apds a maceracéo,
foram mantidas em repouso (1 h) em cémara escura e em seguida,
filtradas sob vacuo. A analise dos compostos fendlicos foi realizada
usando o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau baseado em
Waterman & Mole (1994). Aliquotas de 50 pL provenientes do
sobrenadante dos extratos foram adicionadas a uma solucdo concentrada
de 180 pL de &gua destilada, 10 pL do reativo Folin-Ciocalteau (Vetec)
e 30 uL de carbonato de sédio a 20 % (Na,COs, p/v), e incubados
durante 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se a leitura a
750 nm em leitor de microplaca (Tp Reader; Thermoplate, China). A
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quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi feita a partir da curva
padréo de 4cido galico (50 a 1250 pug.mL™ — r® = 0,99; y = 0,0004x). As
analises foram realizadas em triplicata e 0s resultados expressos em g
de &cido galico por g de massa seca.

2.5 Inibicédo do Radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

Uma aliquota de 250 uL da solugdo metandlica do radical DPPH
(Sigma, 0,1 mM em metanol 80 %) foi acrescida a 50 pL da amostra
preparada conforme descrito no item 2.4. O decréscimo da absorbancia
em 530 nm foi medido em leitor de microplaca (Tp Reader;
Thermoplate, China) apds 30 min de incubacdo da amostra, de acordo
com Kim et al., (2002). As amostras foram analisadas em triplicata e
expressas em % de sequestro do radical livre DPPH.

2.6 Extracdo e Dosagem de Proteinas Solaveis Totais

Amostras foram primeiramente dessalinizadas com formiato de
amodnio 0,5 M por 30 seg, seguidas por duas lavagens com agua
destilada. A extracdo foi realizada atraveés da trituracdo de 1g (massa
fresca) de amostra em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso em
tampédo de extragdo (50 mM tampéo fosfato; pH 7; 1 mM EDTA; 1 mM
DTT; 1 mM PMSF; 1 % PVP) na propor¢do de 1 g de massa fresca para
2 mL de tampdo. A solucdo foi centrifugada (4000 rpm a 4 °C) por 30
min. A leitura ocorreu em microplacas (Tp Reader; Thermoplate, China)
em 595 nm, apds a adicdo de solucdo de Coomassie Blue (Sigma),
segundo o método de Bradford (1976). A concentracdo proteica foi
determinada em triplicata com a utilizacdo de curva padrdo externa,
utilizando-se soro albumina bovina (BSA, Sigma) como padrdo (2 a 10
pL.mL™ —r2 = 0,99; y = 0,035x). Os resultados foram expressos em mg
de proteina por g de massa seca.

2.7 Extracdo e Dosagem de Acucares SolUveis Totais

Amostras foram dessalinizadas com formiato de aménio 0,5 M
por 30 seg, seguidas por duas lavagens com agua destilada. As amostras
de 1 g (massa fresca) foram trituradas em nitrogénio liquido e
maceradas com 2 mL da solugdo MCW (metanol:cloroférmio:agua)
(12:5:3, vIv). A solucdo foi centrifugada (4000 rpm a 4 °C) por 5 min, o
sobrenadante foi coletado e o residuo foi novamente extraido com 2 mL
da solugdo de MCW (5 min, 4000 rpm a 4 °C). Os sobrenadantes foram
reunidos, adicionados 1 mL de cloroformio e 1,5 mL de &gua, e o
extrato foi novamente centrifugado. A fase superior dos extratos foi
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coletada, de acordo com a metodologia de Shannon (1968). A dosagem
foi realizada com o método de Umbreit & Burris (1964) utilizando-se
reagente atrona (200 mg de antrona em 100 mL de é&cido sulflrico
concentrado), agitando em voértex e aquecendo em banho-maria a 100 °C
por 3 min.. A leitura das amostras ocorreu a 630 nm em leitor de
microplacas. A quantificacdo dos agUcares solUveis totais foi a partir da
curva padrdo de glucose (1 a 200 pg. mL-1- r2= 0,99; y = 0,008x). As
andlises foram realizados em triplicatas e os resultados expressos em mg
de glucose por g de massa seca.

2.8 Extracdo e Dosagem de Amido

Ao residuo da centrifugacdo do extrato estabelecido conforme o
item 2.7, foram adicionados 2 mL de &cido perclérico 30 % (v/v). A
solucdo foi centrifugada (4000 rpm a 4 °C) por 5 min, o sobrenadante
coletado e o residuo foi novamente extraido com 2 mL da solucdo de
acido perclérico 30 % (5 min, 4000 rpm a 4 °C). Os sobrenadantes
foram reunidos, de acordo com a metodologia descrita por McCready et
al., (1950). A dosagem do amido foi realizada de acordo com o método
de Umbreit & Burris (1964). Aliquotas de 1 mL do extrato foram
acrescidos de 2 mL do reagente antrona, sendo agitados em vortex e
aquecidos em banho-maria a 100 °C por 3 min. Apds, procedeu-se a
leitura das amostras a 630 nm em leitor de microplacas. A quantificagdo
dos amidos totais foi feita a partir da curva padrdo de glucose (1 a 7,5
pg.mL-1- r2 = 0,99; y = 0,341x). As analises foram realizados em
triplicatas e os resultados expressos em mg de glucose por g de massa
seca.

2.9 Anaélise dos Dados

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA)
Bifatorial, seguida do teste a posteriori de Tukey para verificar as
significancias das diferencas (p < 0,05). Todas as analises foram
realizadas no Programa Statistica (versédo 7.0).
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3. RESULTADOS

3.1 Perfil Carotenoidico

A gquantidade de carotenoides presentes em A. spicifera (amostras
ambientais, tratamentos com PAR e com PAR+UVAB) esta expressa na
Tabela 1. A analise cromatografica permitiu a identificacdo dos
seguintes carotenoides: luteina, zeaxantina, um composto ndo
identificado (tempo de retencdo (Tr) em 55 min) e a-caroteno. O
composto Tr 5,5 ndo foi identificado na amostra ambiental da Lagoa da
Conceigdo, e 0 a-caroteno ndo foi identificado na amostra da Praia de
Sambaqui exposta a PAR+UVAB.

Dentre as amostras da Lagoa da Concei¢do observou-se
concentracdes decrescentes de carotenoides, 27,32 mg.g™* de massa seca
(MS) para amostra ambiental, 23,97 mg.g™ de MS para amostra exposta
a PAR, e 15,62 mg.g” de MS para amostra exposta 8 PAR+UVAB. Por
outro lado, a amostra da Praia de Sambaqui exposta a PAR mostrou um
pequeno aumento no teor de carotenoides (19,05 mg.g”* de MS) em
comparagdo com amostra ambiental (18,59 mg.g™ de MS) e reducéo nas
algas expostas 8 PAR+UVAB (14,55 mg.g™* de MS).

Percebe-se uma diferenca inicial na quantidade de carotenoides
nas algas dos dois ambientes, onde a alga proveniente da Lagoa da
Conceigdo apresentou uma maior quantidade inicial de carotenoides
(27,32 mg.g~ MS) quando comparada com a alga proveniente da Praia
de Sambaqui (18,59 mg.g™ de MS).



Tabela 1. Contetido de carotenoides (mg.g™ de massa seca) (luteina, zeaxantina, Tr (tempo de retenc&o) 5.5 minutos, a-caroteno e
carotenoides totais (soma de todos os carotendides identificados)) de A. spicifera de amostras ambientais e amostras tratadas da
Lagoa da Conceicdo e Praia de Sambaqui apds 7 dias com exposicdo a PAR e a PAR+UVAB (n = 3; média £ DP). Letras
diferentes indicam diferencas significativas de acordo com a analise de varidncia bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05). Asteriscos
(*): presenca ndo verificada.

Tratamentos
. . Total
Luteina Zeaxantina Tr55 a-caroteno Carotenoides
g | Ambiente  376+0,64°  7,93+144° * 15,63+2,37° 27,32
g = PAR 1,76+0,04"  579+0,60° 0,25+0,04°  16,17+1,31° 23,97
(&)
D C
5 8 |PAR+UVAB , . o
0,79+0,02°  8,81+0,47" 4,43+0,22°  1,59+0,19 15,62
oS | Ambiente  3,94+0,29°  10,20+0,37  2,43+0,06"  2,02+0,20" 18,59
=8 PAR 1,68+0,31°  11,28+0,32° 2,71+0,07°  3,38+0,68" 19,05
S e
o § |PAR+UVAB . o .
2,39+0,20 7,46+0,41 4,70£0,44 * 14,55

1L
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3.2 Aminoacidos Tipo micosporina (MAAS)

Cinco tipos de MAAs foram identificados em A. spicifera:
asterina, palitina, palitinol, Porphyra-334 e shinorina (Tab. 2). Os
MAAs palitina, palitinol e shinorina ocoreram em todas as amostras.
Enquanto que asterina e Porphyra-334 ndo foram encontrados nas
amostras da Lagoa da Conceicdo expostas a PAR+UVAB. Os contelidos
dos cinco tipos de MAAs identificados mostraram flutuagdes, mas com
nenhuma tendéncia clara para as diferentes amostras. Entretanto,
percebeu-se, para ambos os locais, um descréscimo no total de MAAs
das algas expostas a PAR, seguido de um maior decréscimo nas
expostas a PAR+UVAB, quando comparadas com os controles. Ap6s 7
dias de exposicdo a PAR+UVAB, o total do conteldo de MAAs
diminuiu drasticamente, 61,1 % na amostra da Lagoa da Conceigdo e de
24 % na amostra da Praia de Sambaqui, quando compradas com o0s
ambientes.

As maiores quantidades de MAAs foram observadas nas amostras
da Praia de Sambaqui, onde o ambiente apresentou 1,261 mg.g” de
massa seca (MS), seguida da alga exposta & PAR, com 1,071 mg.g™ de
MS, e da exposta @ RUV, com 0,958 mg.g™* de MS. Para as amostras
provenientes da Lagoa da Conceicdo a concentracdo inicial de MAAs,
amostra controle, é menor que a amostra exposta a RUV da Praia de
Sambaqui, sendo um total de 0,779 mg.g™ de MS.



Tabela 2. Conteldos de MAAs: asterina, palitina, palitinol, Porphyra-334, shinorina e MAAs total (soma de todos identificados
MAAs) em mg.g” de massa seca de A. spicifera das amostras ambientais da Lagoa da Conceicdo e da Praia de Sambaqui e
amostras tratadas ap6s 7 dias de exposicdo & PAR e PAR+UVAB (n = 3; média + DP). Letras iguais ndo indicam diferengas
significativas de acordo com a analise de variancia bifatorial e teste de Tukey (p < 0,05). Asterisco (*): composto nao definido.

Tratamentos
Asterina . . Porphyra- L Total
Palitina Palitinol 334 Shinorina MAAS
.9 Ambiente 0,017+0,006" 0,058+0,015° 0,434+0,125" 0,2330,029° 0,03720,011° 0,779
(&
g3 PAR  0021+0,014" 0 120+0,035° 0,221+0,022° 0,088+0,035° 0,062+0,036° 0,512
D C
®© g
- g PAR+UVAB * 0,049+0,003° 0,237+0,011° * 0,017+0,005° 0,303
- - 0,194+0,167°
g5 Ambiente 0,126+0,015° 0,494+0,390° 0,271+0,226* 0,176+0,137* 1,261
.gég“ PAR  0.175%0,158" 0 123+0,044° 0,318+0,088° 0,225+0,067* 0,230+0,155° 1,071
S
o
g PARTUVAB ) 040£0,030° 0,060+0,032® 0,324:0,170° 0,281:+0,085° 0,2530,050° 0,958

€L
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3.3 Compostos Fendlicos e Inibicdo do Radical Livre DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil)

A concentragcdo de fendlicos totais ndo foi significantemente
afetada pelos tratamentos PAR e PAR+UVAB (Tab. 3), em comparacéo
com amostras ambientais. Entretanto, a inibicdo do radical livre DPPH
foi maior nas amostras expostas a PAR da Lagoa da Concei¢do, e menor
nas amostras ambientais deste mesmo local.

Tabela 3. Contetido fendlico total (mg.g™ de massa seca) e inibicdo do radical
livre DPPH (%) de A. spicifera de amostras ambientais da Lagoa da Conceicéo
e Praia Sambaqui e amostras tratadas apds 7 dias a exposicdo a PAR e
PAR+UVAB (n = 3; média £ DP). Letras diferentes indicam diferencas
significativas de acordo com a analise de variancia bifatorial e teste de Tukey (p
<0,05).

Tratamentos
Fendlicos DPPH
s 9 Ambiente 10,15+0,62°  47,82+1,42°
g 1 PAR 7,05+0,32° 55,69+5,26°
[&]
o C
38| PAR+UVAB .
10,66+4,24°  49,35+0,10°
"'S Ambiente 13,03+3,90°  52,52+2,15%
=8 PAR 9,96+3,72*°  53,48+1,89%
=
o 8 | PAR+UVAB .
0,4442,29°  5212+0,17°
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3.4 Proteinas, Aglcares Solaveis e Amido

Os teores totais de proteina, acUcares sollveis e amido variaram
significativamente entre as amostras ambientais e os tratamentos com
PAR e RUVAB (Tab. 4).

Amostras da Lagoa da Conceicdo tratadas com PAR+UVAB
tiveram um aumento significativo no teor de proteinas. Por outro lado, a
amostra da Praia de Sambaqui tratada com RUV teve o contelido total
de proteinas diminuido. Para ambos os locais, o tratamento com PAR
ndo alterou a concentracdo de proteinas nas amostras, quando
comparado com o controle.

O teor de agUcares sollveis totais da amostra da Praia de
Sambaqui exposta & PAR mostrou a maior concentracdo em relacéo a
todas as outras amostras da Praia de Sambaqui e da Lagoa da
Conceicdo. Entretanto, para as amostras provenientes da Lagoa da
Conceicdo, ndo houve diferenga estatistica significativa.

O teor de amido apresentou uma maior concentracdo nas
amostras ambientais, com 0,22 e 0,26 mg.g™* de massa seca para amostra
da Lagoa da Conceicdo e da Praia de Sambaqui, respectivamente.
Observou-se uma queda no teor de amido nas amostras expostas a PAR,
seguida das expostas a PAR+UVAB, quando comparadas com amostras
controles, para ambos os locais.
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Tabela 4. Contetidos totais de proteina, acticares soltveis e amido (mg.g” de
massa seca) de A. spicifera de amostras ambientais da Lagoa da Conceigdo e da
Praia Sambaqui e amostras tratadas apds 7 dias com exposicdo a PAR e
PAR+UVAB (n = 3; média £ DP). Letras diferentes indicam diferengas
significativas de acordo com a analise de variancia bifatorial e teste de Tukey (p
<0,05).

Tratamentos
Proteinas Agugargs Amido
Soluaveis
o g | Ambiente 0,52+0,07*  0,68+0,07°  0,22+0,02%
c'é 1 PAR 0,62+0,13" 0,85+0,08"  0,16+0,02"
(&)
o C
9 8 | PAR+UVAB . )
1,20+0,07° 0,76+0,18 0,13+0,06
o 5 | Ambiente 0,4620,03" 0,79+0,14°  0,26+0,008
= § PAR 0,43+0,04 2,2640,61°  0,17+0,01°%
S £
o 8 | PAR+UVAB . .
0,39+0,07° 0,43+0,06°  0,19+0,03"
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3.5 Analises Estatisticas

Tabela 5. Anélise estatistica em ANOVA-Bifatorial, onde sdo mostrados o grau
de liberdade (GL), indice estatistico (F) e probabilidade (p).

Grau de F p
Liberdade
Luteina
Tratamento 2 91,57 0,0000
Local 1 13,76 0,0030
Tratamento X Local 2 11,63 0,0016
Zeaxantina
Tratamento 2 2,58 0,1170
Local 1 40,43 0,0000
Tratamento X Local 2 34,64 0,0000
Tr55
Tratamento 2 484,60 0,0000
Local 1 308,52 0,0000
Tratamento X Local 2 54,90 0,0000
a-caroteno
Tratamento 2 111,31 0,0000
Local 1 298,63 0,0000
Tratamento X Local 2 51,59 0,0000
Asterina
Tratamento 2 1,00 0,3953
Local 1 511 0,0431
Tratamento X Local 2 0,60 0,5642
Palitina
Tratamento 2 5,63 0,0188
Local 1 2,88 0,1151
Tratamento X Local 2 1,58 0,2458
Palitinol
Tratamento 2 1,39 0,2847
Local 1 0,58 0,4602
Tratamento X Local 1 0,01 0,9897
Porphyra-334
Tratamento 2 1,41 0,2822
Local 1 6,71 0,0237
Tratamento X Local 2 1,43 0,2772
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Shinorina
Tratamento 0,18 0,8305
Local 10,78 0,0072
Tratamento X Local 0,25 0,7768
Fendlicos
Tratamento 0,47 0,6409
Local 0,86 0,3800
Tratamento X Local 0,74 0,5034
DPPH
Tratamento 5,46 0,0205
Local 2,18 0,1650
Tratamento X Local 3,00 0,0874
Proteinas
Tratamento 31,96 0,0000
Local 105,19 0,0000
Tratamento X Local 47,49 0,0000
Acucares Soluveis
Tratamento 44,51 0,0000
Local 19,39 0,0000
Tratamento X Local 33,35 0,0000
Amido
Tratamento 23,17 0,001
Local 12,91 0,0000
Tratamento X Local 1,91 0,1648
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4. DISCUSSAO

Este trabalho mostrou que os espécimes de A. spicifera
provenientes da Lagoa da Conceicdo e da Praia de Sambaqui (llha de
Santa Catarina, Brasil) expostos ao tratamento PAR+UVAB
apresentaram alteracBes na fisiologia quando comparados com o
tratamento PAR. Foram observadas quedas nas concentragdes totais de
carotenoides, de MAAs e de amido; aumento na concentracdo de
proteinas; e sem alteragdes significativas para os fendlicos, aclcares
soluveis totais e sequestramento do radical livre DPPH. Os espécimes de
A. spicifera provenientes de ambos os locais apresentaram respostas
similares frente @ RUV, porém com concentracBes diferentes dos
metabolitos. Estas diferentes quantidades sdo devido o estado inicial das
algas dos ambientes, visto que as quantidades de nutrientes sollveis na
dgua da Lagoa da Conceicdo sdo maiores que as da &gua da Praia de
Sambaqui.

Nas amostras de A. spicifera foram identificados os carotenoides
luteina, zeaxantina, a-caroteno e um carotenoide com tempo de retencéo
em 5,5 minutos (Tr 5,5). Com excecdo do Tr 5,5, todos os outros
diminuiram com a exposicdo a RUV, para ambos os locais. Isto indica
que eles ja foram utilizados como agentes fotoprotetores e o Tr 5,5 ainda
podera ser usado. Estes mesmos resultados foram observados em Oryza
sativa (De Almeida et al., 2013) e Sargassum cymosum (Polo et al.,
2014). A guantidade total de carotenoides foi maior para as amostras da
Lagoa da Conceicdo, do que para as da Praia de Sambaqui, e isto pode
estar relacionado a quantidade de nutrientes na agua do mar. Para
ocorrer a formagdo da luteina deve acontecer a hidroxilagdo do o-
caroteno; ¢ a formagdo da zeaxantina, a hidroxilagdo do [B-caroteno
(Filho, 2010; Quilan et al., 2012). Para estas hidroxilagdes ocorrerem, 0s
nutrientes do meio externo sdo recrutados. Portanto, quanto mais
nutrientes no meio, como na Lagoa da Conceicdo, maiores as chances da
formagdo de carotenoides na alga. A baixa concentracdo total de
carotenoides observada nas amostras da Praia de Sambaqui pode ser
devido a condicdo prévia do ambiente. Como as algas do Sambaqui séo
muito expostas a RUV estes compostos sao muito utilizados como agéo
fotoprotetora, restando baixas concentragGes dos mesmos.

Além de serem pigmentos acessorios, 0s carotenoides podem
contribuir como agentes antioxidantes, eliminando espécies reativas de
oxigénio (EROs) geradas pela RUV (Aple & Hirt, 2004; Kottuparambil
et al., 2012). Portanto, os carotenoides agem a favor da fotossintese e da
fotoprotecdo (Quinlan et al., 2012).
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Os aminoacidos tipo micosporina (MAAS) sdo compostos de
nitrogénio soluveis em &gua (Barufi et al., 2011) e agem como
fotoprotetores que, direta ou indiretamente, absorvem energia da RUV
(Karsten & Wiencke, 1999). A quantidade de MAAs pode ser
influenciada por varios fatores abioticos, tais como irradiacéo, calor,
tensdo idnica e nutrientes (Rastogi & Incharoensakd, 2013). Além da
atividade fotoprotetora, a formacdo de MAAs pode funcionar como
reservas de nitrogénio (Barufi et al., 2011; Carreto & Carignan, 2011) e
como agente antioxidante (De La Coba et al., 2009; Carreto & Carignan,
2011).

Para A. spicifera proveniente da Lagoa da Conceigdo e da Praia
de Sambaqui foram identificados cinco MAASs, 0s quais nao
apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos. Porém, o teor
total de MAAs apresentou queda para as amostras expostas a RUV,
guando comparadas com amostras expostas a PAR e amostras controles.
Todas as amostras da Praia de Sambaqui apresentaram maiores
concentracGes de MAAs do que as amostras da Lagoa da Conceicdo.
Este resultado pode ser devido a adaptabilidade da alga proveniente da
Praia de Sambaqui as condi¢des ambientais. Como esta alga, no
ambiente, fica diretamente exposta a RUV, a sintese desses compostos
ocorre em maior quantidade do que nos espécimes submersos da Lagoa
da Conceicdo. Por outro lado, a degradagdo de MAAS observada para 0s
dois locais expostos a RUV pode estar relacionada com o recrutamento
de moléculas para formagdo de outras respostas celulares contra o
estresse da radiacdo. Entretanto, em condigdes laboratoriais Anabaena
sp., Nostoc commune e Scytonema sp. (Sinha et al., 2001), Gracilaria
tenuistipitata (Carreto & Carignan, 2011) e Tetraspora sp. (Rastogi &
Incharoensakd, 2013) sdo capazes de produzir MAASs quando expostas a
RUV.

Os compostos fenolicos também sdo antioxidantes (Borges et al.,
2011), estando envolvidos na protecdo contra a exposicdo direta a
radiacdo da luz solar, em especial da RUV. Os resultados observados em
A. spicifera exposta a RUVAB ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos e os locais. Estudos com
Chlamydomonas nivalis (Durval et al., 2000), Acrostichum danaeifolium
(Randi et al., 2014), Oryza sativa (De Almeida et al., 2013), Zygnema
(Pichrtova et al., 2013) e Sargassum cymosum (Polo et al., 2014)
expostos a RUV tiveram os contetidos fendlicos aumentados.

A acdo antioxidante da alga exposta a RUV foi medida pelo
sequestro do radical livre DPPH, e percebeu-se uma maior acéo
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antioxidante na amostra exposta a PAR da Lagoa da Conceigéo, e uma
menor acdo na amostra do ambiente deste mesmo local. Carotenoides,
fendlicos e MAAs sdo alguns dos metabolitos secundarios responsaveis
pela agdo antioxidante. A alta concentragdo de a-caroteno observada na
amostra exposta a PAR da Lagoa da Concei¢do pode responder esta
acdo antioxidante. Porém, a compreensdo de quais fendlicos estdo
envolvidos com as respostas a PAR e a RUV, nesta alga, podem ajudar a
explicar este resultado. Sargassum cymosum (Polo et al., 2014),
Ecklonia cava (Kim et al., 2014) e Tetraspora sp. (Rastogi &
Incharoensakd, 2013) expostos a RUV apresentaram um maior potencial
antioxidante nas amostras irradiadas.

No fotossistema 1l, durante a fotossintese, produz-se o oxigénio,
0 que aumenta a concentracdo desta molécula no interior das células
(Zhao & Li, 2014). Em condicBes de estresse, como exposi¢do & RUV,
este oxigénio livre pode formar espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(Zhao & Li, 2014). As algas possuem mecanismos para retirar essas
EROs através de enzimas antioxidantes, como a catalase, glutationa-
peroxidase, superperéxido dismutase, entre outras (Maia et al., 2012;
Batista et al., 2015). As amostras de A. spicifera da Lagoa da Conceigédo
tiveram a quantidade de proteinas totais aumentada quando expostas a
RUV. As enzimas contra o estresse oxidativo podem ter sido
sintetizadas como forma de defesa. Para as amostras da Praia de
Sambaqui, este mecanismo nao foi observado. Com exposicdo a RUV, a
guantidade de proteinas totais diminuiu. Com menos nutrientes livres na
agua do mar, estas algas ndo foram capazes de produzir este tipo de
defesa. A proteina RuBisCO, responsavel por assimilar CO, para o ciclo
de Calvin (Fukuyama et al., 2012; Recuenco-Mufioz et al., 2015), é uma
das proteinas que mais sofre com a RUV (Galmés et al., 2013), como
visto em Alaria esculenta, Laminaria solidungula, Monostroma
arcticum, Palmaria palmata, Phycodrys rubens (Bischof et al., 2000) e
Oryza sativa L. (Yu et al., 2013), e pode estar relacionada com esta
diminuicdo neste resultado.

O amido das florideas é o material de reserva das algas vermelhas
(Lang, 2006). Com exposicdo a RUV a concentracdo desta reserva
diminuiu tanto para as amostras da Lagoa da Concei¢do, como para as
da Praia de Sambaqui. Este decréscimo pode estar relacionado com uma
alteracdo na via de biossintese de amido, no ciclo de Calvin,
possivelmente através da ativagdo da via de degradacdo. A via de
degradacdo pode ser utilizada para ativar a biossintese de compostos de
defesa. A inibicdo da sintese de grdos de amido, por meio de UDP-
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glicose, é desviada para a produgdo de componentes da parede celular,
espessando-a, como visto em ML e MET no capitulo anterior (Schmidt
etal., 2012).
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CAPITULO IV

1. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstra que a RUV afeta negativamente
vias fisioldgicas de A. spicifera, como uma diminui¢cdo na taxa de
crescimento, na concentragdo de pigmentos fotossintetizantes, nos
carotenoides, nas proteinas, no amido e na viabilidade celular.
Alteracfes nos pardmetros morfologicos também foram observadas,
como desorganizagao dos tilacdides e espessamento da parede celular.

Além disso, ap6s a exposicdo a RUV, os teores de pigmentos
fotossintetizantes (clorofila a e ficobiliproteinas) diminuiram, levando a
um decréscimo das taxas de crescimento e uma reducdo da viabilidade
celular.

Os carotenoides, pigmentos secundarios, também foram afetados
negativamente quando a alga foi exposta a RUV. A quantidade total de
grdos de amido e proteinas diminuiu, 0 que indica que estas reservas de
energia foram gastas para suprir este estresse. A quantidade de
fendlicos, acdo antioxidante (DPPH) e acglcares sollveis ndo
apresentaram mudancas significativas aos tratamentos. Analises como o
perfil desses metabdlitos nos ajudariam a entender esta resposta. O perfil
de MAAs ndo apresentou diferenca quando expostas 8 RUV.

Os resultados indicaram claramente que a RUV em A. spicifera,
coletada nos dois ambientes (Lagoa da Conceicdo e Praia de Sambaqui),
degradou os mecanismos de prote¢do, causando mudancas metabdlicas.
Porém, o grau de alteragdes ocorreu de forma mais drastica nas amostras
da Praia de Sambaqui, onde o estado inicial da alga era mais
desfavoravel devido a 4gua do mar ser deficiente em alguns nutrientes.



