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RESUMO

Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sonder ex (Dickie) € distribuida por todo o litoral
brasileiro e possui o potencial econdomico para extragdo de polissacarideos de parede celular
sulfatados como o 4gar. Considerando que existe um aumento gradativo das a¢des industriais
que promovem a poluicdo de 4guas costeiras por metais pesados, dentre este o cadmio,
verificou-se que este metal causa danos em macroalgas marinhas como decréscimo na
fotossintese e na taxa de crescimento. O presente trabalho teve como objetivo avaliar, através
de bioensaio, as alteragdes morfoldgicas, ultraestruturais e fisioldgicas de G. domingensis em
diferentes concentragdes de cddmio. As amostras foram cultivadas com irradidncia
fotossinteticamente ativa (PAR) ao dia de 80 umol fétons /m~ 2 A temperatura de 24 ° C (£2
°C) e o fotoperiodo de 12 h, com aerag¢do continua, em dgua do mar com meio von Stosch, 4
mL por litro e salinidade de 34 ups. Foi utilizado cloreto de cddmio nas concentracdes de 100
UM, 200 uM e 300 uM, durante 16 dias. As amostras foram processadas para microscopia de
luz, microscopia eletronica de transmissdo e varredura. A avaliacdo fisioldgica foi feita
através da taxa de crescimento, eficiéncia fotossintética e quantificacdo dos pigmentos. Nos
tratamentos com cddmio houve decréscimo na taxa de crescimento. Observou-se
despigmentacdo gradativa das amostras conforme aumento de concentragao de cddmio. Este
resultado estd correlacionado com a diminuicio da concentracio de pigmentos
fotossintetizantes (FE, FC, AFC e Cl a) e decréscimo na taxa de transferéncia de elétrons. As
células corticais foram alteradas morfologicamente quando expostas ao cadmio, onde
observou-se reduciao de tamanho das células, aumento na espessura da parede concomitante
ao aumento de carboidratos acidos. O nimero de graos de amido das florideas, nas células
corticais e subcorticais, também aumentaram nas amostras tratadas com cddmio quando
comparadas ao controle. As proteinas totais, nas amostras tratadas com cadmio, nos testes
histoquimicos, reagiram de forma mais intensa. O cddmio foi localizado nas células corticais e
subcorticais especificamente nas paredes celulares. A parede celular, especialmente das
células corticais das amostras tratadas com cddmio, apresentou altera¢des na ultraestrutura
com aumento da espessura e presenca de granulacdes elétron-densas, que também foram
observadas nos vactolos destas células. A alteragdo ultraestrutural mais marcante foi
observada nos cloroplastos das células corticais e subcorticais, com desorganizagao dos
tilacéides juntamente com o aumento no nimero de plastoglobulos. Além disso, houve
formacdo de corpos membranosos e indmeras vesiculas no citoplasma. Os experimentos
apresentados neste trabalho forneceram subsidios para concluir que a presenca de cidmio no
meio ambiente ird alterar de forma significativa os produtores primdrios, base da cadeia

alimentar, onde estdo inseridas as macroalgas.
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ABSTRACT

Gracilaria domingensis is distributed along the Brazilian coast and has the economic
potential for extraction of sulfated polysaccharides from cell wall, such as agar. Whereas there
is a gradual increase of industrial activities that promote pollution of coastal waters by heavy
metals, including cadmium, studies related that this metal causes damage in seaweeds,
decreasing photosynthesis and growth rate. This study aimed to evaluate, through bioassay,
the morphological, physiological and ultrastructural alterations in plants of G. domingensis
cultivated at different concentrations of cadmium. Samples were grown in 80 pmol photons
m™ photosynthetically active irradiance (PAR) per day. The temperature of 24 ° C (+2 ° C)
and 12 h photoperiod, with continuous aeration in sterilized seawater enriched with 50% von
Stosch solution and 34 ups salinity. Cadmium chloride was added in the culture medium in
concentrations of 100 uM 200 uM and 300 uM, for 16 days. The samples were processed for
light microscopy, transmission and scanning electron microscopy. The physiological
assessment was made using the growth rate, photosynthetic efficiency and pigments
quantification. Low growth rates were observed in the treatments with cadmium when
compared to control. Gradual depigmentation of the samples was observed as concentration of
cadmium increased. This result was correlated with the decrease of photosynthetic pigments
concentrations (PE, PC, APC and Chl @) and the decrease of electron transfer rate. The
cortical cells were morphologically altered when exposed to cadmium, presenting reduction in
cell size, and increase in cell wall thickness with concomitant increase of acid carbohydrate
concentration. Floridean starch grains, cortical and subcortical cells, also increased in samples
treated with cadmium when compared to control. Histochemical analyses showed that total
proteins of samples treated with cadmium reacted with more intensity. The cadmium was
located in the cell walls, starch grains and cytoplasm of subcortical and cortical cells. Changes
in the ultrastructure of the cell wall, as expansion of thickness and the occurrence of electron-
dense granules, in the samples treated with cadmium, particularly in cortical cells, were
observed. Electron-dense granules were also observed in the vacuoles of these cells. The most
significant ultrastructural change was observed in the chloroplasts of cortical and subcortical
cells, which showed disorganization of thylakoids and increase of plastoglobuli number.
Furthermore, the formation of membranous bodies and numerous vesicles was observed in the
cytoplasm. The results presented here provide subsidies to conclude that the presence of
cadmium in the environment will change significantly the primary producers in the food

chain, where the seaweeds are inserted.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais das Macroalgas

As macroalgas constituem um grupo de organismos fotossintetizantes, ndo
vasculares, dotados de estruturas reprodutivas que produzem esporos e sdo desprovidas de
sementes e flores (South & Whittick, 1987). Varias caracteristicas sao semelhantes as plantas
como: pigmentos acessorios a fotossintese como os carotendides (fucoxantina e 3-caroteno), a
clorofila @ como principal pigmento fotossintético bem como as mesmas vias metabdlicas
basicas para sua sintese. Além destas semelhangas, as proteinas e os polissacarideos
biossintetizados também podem ser comparados com os das plantas. Também sdo
encontrados nas algas pigmentos acessorios do tipo ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina
e aloficocianina) (South & Whittick, 1987).

As macroalgas sdo agrupadas de acordo com critérios como: morfologia, ciclo de
vida, composi¢do da parede celular, natureza quimica dos produtos de reserva energética,
bioquimica, biologia molecular, pigmentos fotossintéticos e a estrutura celular (Graham &

Wilcox, 2000) em Chlorophyta, Ochrophyta e Rhodophyta (Wynne, 2005).

1.1.1. Aspectos Gerais da Divisao Rhodophyta

E considerado o grupo de macroalgas com maior nimero de espécies, se comparadas
com as Chlorophyta e Phaeophyceae (Woelkerling, 1990). As Rhodophyta sdo divididas em
quatro classes: Florideophyceae, Compsopogonophyceae, Bangiophyceae e Rhodellophyceae
(Wynne, 2005). A maioria € constituida por organismos pluricelulares marinhos (Lee, 1989;
van den Hoek e al., 1989).

Abundantes na regido equatorial, porém ocorrem em todas as latitudes. Sao
encontradas desde a regido entre marés, onde predominam, e em profundidades até 200m
(Lee, 1989).

As Rhodophyta possuem células eucaridticas, auséncia de flagelos, presenca de
pigmentos acessérios como ficoeretrina (pigmento vermelho), ficocianina e aloficocianina
(pigmentos azuis). Estes pigmentos acessorios estdo organizados em estruturas denominadas
ficobilissomos (Gantt, 1981; Zuber, 1986). O pigmentos fotossintetizante desta divisdo, assim
como nas plantas é a clorofila a. Quanto aos cloroplastos, estes ndo possuem tilacoides

agregados e ndo se apresentam externamente ao reticulo endoplasmatico (Woelkerling, 1990).



Os ficobilissomos auxiliam a clorofila a no fotossistema II (PS II) energizando-a, pois os
pigmentos acessorios captam energia luminosa e a transferem ao PS II (Gantt, 1981; Talarico,
1996). Outra caracteristica das Rhodophyta é a presenca do amido das florideas, principal
produto de reserva, também conhecido como rodamilo (Raven, 1999).

Na divisdio Rhodophyta existem varias familias e géneros com importancia
econOmica, pois sdo produtoras de carragenana e agar, por exemplo. Dentro desta divisao
existem espécies do género Gracilaria (Greville) que sdo cultivadas para extracdo de
polissacarideos de parede celular sulfatados como a agarana (Bird et al., 1986; Kain &
Destombe, 1995; Oliveira & Plastino, 1994), sendo este grupo o maior responsdvel pela

extragdo de 4gar no mundo (Guimaraes et al. 1999; Joly, 1977; Oliveira & Plastino, 1994).

1.1.2. O Género Gracilaria Greville

O género Gracilaria bem como outras espécies da divisao Rhodophyta apresentam
ciclo de vida trifasico, onde as geracdes sdo alternadas em hapldide, dipléide e uma fase
dipléide que parasita a planta hapléide feminina (Joly, 1977, South & Whittick, 1987). Este
grupo apresenta uma ampla distribui¢do, principalmente entre os tropicos, onde sdo
encontrados em regides protegidas de ondas e possuem alta tolerancia as variagcdes ambientais
como salinidade, temperatura e circulagao de dgua (Oliveira & Plastino, 1994). Existem no
Brasil diferentes espécies de Gracilaria, entre elas a G. domingensis (Kiitzing) Sonder ex
(Dickie), produtora de dgar e que pode ser utilizada na dieta humana (comida in natura)
(Guimaraes et al., 1999). G. domingensis é amplamente distribuida no litoral brasileiro,
ocorrendo desde o Estado do Maranhdo até o litoral de Santa Catarina (Nunes, 2005). O talo
desta espécie pode possuir um comprimento em torno de 30 cm com o eixo achatado, sem
constricao na base dos cistocarpos e dos ramos, estes ultimos apresentam-se lateralmente ao

eixo, os espermatangios possuem conceptaculos profundos (Oliveira, 2003).



1.2. Metais Pesados e as Macroalgas Marinhas

Nos ultimos anos o aumento gradativo das acdes industriais promoveu a
contaminacdo de dguas estuarinas, rios, lagos e dguas costeiras por varios poluentes, entre eles
os metais pesados (Calfa & Torem, 2007). A pesquisa de métodos para diminuir os niveis de
polui¢do causados pela presenca de metais pesados em efluentes liquidos, bem como seus
efeitos em organismos aqudticos tornou-se extremamente importante (Amado-Filho et al.,
2008; Hashim & Chu, 2004). Muitas algas possuem a capacidade de produzir quelatinas para
realizar a detoxificacdo dos metais pesados (Kiipper, 2002), sendo uma das causas para que as
algas possam sobreviver nestes ambientes (Hu er al., 1996). Grupos carboxilas e sulfatos
presentes nos polissacarideos de algas marinhas das divisdes Rhodophyta, Chlorophyta e a
classe Phaeophyceae podem atrair e seqiiestrar metais pesados (Ahalya et al., 2003; Hu et al.,
1996).

A utilizacdo de algas na bioadsor¢do de metais pesados com o intuito de retira-los
dos ambientes marinhos vem sendo estudada (Ahalya et al., 2003; Alessandretti et al., 2005;
Andrade et al., 2002; Calfa & Torem 2007; Hamdy, 2000; He et al., 2008; Oliveira et al.,
2005; Sheng, 2004). Esta técnica apresenta um custo baixo em relacdo a outras técnicas de
retirada de metais pesados (Ahalya et al., 2003; Calfa & Torem, 2007). As paredes celulares
das algas marinhas possuem polissacarideos polianionicos especificos que permite o seqiiestro
e precipitacdo de metais pesados mesmo em baixa concentragdo em efluentes liquidos
industriais (Amado-Filho et al. 1997, Amado-Filho et al., 1999; Silva et al. 2003).
Alessandretti et al. (2005) avaliaram que freqiientemente as paredes celulares das algas sdo
porosas, o que facilita a entrada de fons metdlicos. Entretanto, o fato das algas servirem de
produtores para muitas cadeias alimentares pode auxiliar na contaminacdo de outros
organismos (Roberts et al., 2006). Por outro lado, os fons metédlicos, em meios aquosos se
ligam a complexos organicos como citratos € aminodcidos e desta forma passam pelas
membranas bioldgicas (Alessandretti et al., 2005; Muse, 1999), o que por sua vez podem
provocar alteracdes na ultraestrutura das algas (Talarico, 2002; Andrade et al., 2004). Mesmo
metais pesados essenciais na constituicdo de metaloenzimas como, por exemplo, o cobre,
quando presentes em altas concentra¢des provocam danos as algas (Vallee & Ulmer, 1972). O
cobre promoveu desorganizacdo dos tilacéides de Entheromorpha flexuosa Wulfen (Andrade
et al., 2004), bem como, o decréscimo na taxa de crescimento de Ulva fasciata Delile (Lee et
al., 2005), Kirchneriella aperta Teiling Brunthaler (Lombardi & Vieira, 1999) e Padina
boergensenii Allender & Kraft (Mamboya et al., 1999). A interferéncia de cada metal pesado



na alga depende do metal, da concentraciao deste metal, tempo de exposicao (Mamboya et al.,
1999) e dos mecanismos de quelacdo e detoxificacdo de cada alga (Lombardi et al., 1998).
Vallee & Ulmer (1972) acrescentam que os metais pesados nao essenciais a formagdo de
compostos organicos, como o chumbo e o cddmio, sdo extremamente tOXicOS mesmo em
pequenas concentracdes, pois competem por sitios de ligacdo de metais essenciais. Metais
pesados como o cddmio, estando presente no meio marinho, serdo seqiiestrados do meio por
algas ricas em compostos sulfatados como dgar e carragenana (Hamdy, 2000; Hashim & Chu,
2004). Neste aspecto as Rhodophyta podem servir de biomonitores por acumularem metais
pesados como cadmio, chumbo e cobre, devido a presenga em grande propor¢do de agar e

carragenana na parede celular (Domoubhtsidou et al., 2000; Kiipper et al., 2002).

1.2.1. O Cadmio

O elemento quimico cddmio € um metal de transi¢ao, na forma metdlica apresenta-se
cinza-esbranqui¢ado, mole e de fusdo baixa se comparado a outros metais (Russel, 1981).
Utiliza-se cddmio na manufaturacido de baterias, placas eletrOnicas, pigmentos, estabilizador
de catalises, como semicondutor em televisores € como componente de ligas metdlicas
(Hashym & Chu, 2004; Hu et al., 1996), bem como no revestimento de ferro formando uma
camada bem lisa que € auto restaurdvel quando sofre arranhdes (Russel, 1981). O cddmio ndo
faz parte de moléculas organicas, entretanto, quando presente, pode estar relacionado ao
decréscimo na fotossintese, na absor¢do de cdlcio e na taxa de crescimento em macroalgas
marinhas (Diannelidis & Delivopoulos, 1997; Visviki & Rachlin, 1992). Este metal pode
ligar-se a metaloproteinas e metaloenzimas, que sdo enzimas e proteinas com sitios de ligagcao
metélicos, neutralizando suas fungdes, percebe-se uma grande afinidade para ligar-se a grupos
sulfatados. O cddmio também prejudica a conformacdo do DNA e RNA e possui efeitos
teratogénicos (Vallee & Ulmer, 1972). O cddmio pode interferir na absorcao de nutrientes
importantes para as plantas como cdlcio, magnésio, fésforo e potassio. Em milho foi
verificada clorose devido ao cddmio ter provocado mudanca na propor¢do de Fe/Zn (Das et
al., 1997). O cddmio € um poderoso inibidor enzimatico (Lockwood, 1976), foi observada
formacgao de granulos de cddmio no interior das mitocondrias de trés espécies de algas verdes
(Silverberg, 1976). Em um estudo realizado com Gracilaria tenuistipitata C. F. Chang & B.
M. Xia observou-se que, esta espécie por estar em regides costeiras, € uma das que mais
acumula metais pesados como o cddmio, sendo este um dos metais de maior perigo de

toxicidade para organismos aqudticos (Hu er al, 1996). Estudos de bioadsor¢do de cadmio



mostraram que as algas vermelhas tais como: G. edulis (S.G. Gmelin) P. C. Silva, G. changii
(B. M. Xia & 1. A. Abbott) I. A. Abbott, J. Zhang & B. M. Xia, G. salicornia (C. Agardh)
E.Y. Dawson e Laurencia obtusa (Hudson) J. V. Lamouroux sdo eficientes na absorc¢do de
caddmio, porém menos eficientes que algumas algas Phaeophyceae como Sargassum
siliquosum J. Agardh e S. asperifolium Hering & G. Martens ex J. Agardh (Hamdy, 2000;
Hashim & Chu, 2004). O cddmio diminuiu a taxa de crescimento de G. tenuistipitata (Collén
et al., 2003) e G. lemaneiformis Bory de Saint-Vincent, Greville 1830 (Xia et al., 2004) e
Ulva lactuca (Kumar et al., 2010). Foi visto que cddmio induziu stress oxidativo em
cloroplastos de algas (Pinto et al., 2003), peroxidacao de lipidios e inducao de stress oxidativo
em G. tenuistipitata (Collén et al., 2003). Foi verificado ainda que cddmio, em G.
lemaneiformis, danificou as ficobiliproteinas interferindo na absorcdo de energia luminosa e
sua conseqiiente transferéncia para os centros de reacdo do fotossistema I e II (PSI e PSII)

(Xia et al., 2004).

2. JUSTIFICATIVA

As algas marinhas constituem recurso renovavel de grande significado econdmico,
ainda pouco aproveitado no Brasil, especialmente as Rhodophyta. Neste grupo de algas
destaca-se o género Gracilaria que apresenta demasiada importancia como produtora de dgar
e representa espécie potencial a ser cultivada no litoral catarinense. Por outro lado, os metais
pesados sdo continuamente lancados no ambiente aqudtico por via natural ou por via
antropica, desta forma podem causar efeitos toxicos nos diferentes organismos € no
ecossistema. Como as algas representam um importante elo na cadeia alimentar, podem
representar vias criticas de transferéncia desses elementos para o homem, bem como outros
seres interferindo na biodiversidade. Assim, a proposta de analisar a interagdo de cidmio com
a macroalga G. domingensis permitird um aprofundamento dos estudos referentes ao potencial
efeito deletério deste metal pesado sobre os organismos aquéticos, bem como compreender
mecanismos adaptativos. Desta forma, serd possivel verificar as alteracdes morfoldgicas e
fisiol6gicas decorrentes da presenca deste metal. O presente trabalho poderd servir também
como parametro para possiveis cultivos de G. domingensis, como fonte de dados para outras

pesquisas relacionadas a ultraestrutura de algas quando tratadas com cadmio, além de

subsidiar estudos relacionados aos efeitos do caddmio na biodiversidade.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

> Avaliar os efeitos bioldgicos do metal pesado cddmio na fisiologia, morfologia

e organizacao celular da macroalga vermelha G. domingensis.

3.2. Objetivos Especificos:

> Verificar a interferéncia do cddmio na taxa de crescimento da alga em estudo.
> Demonstrar as possiveis alteracdes nos pigmentos fotossintetizantes, clorofila a
e ficobiliproteinas, das plantas tratadas com cadmio.

> Avaliar comparativamente a taxa relativa de transporte de elétrons das

clorofilas das plantas tratadas com metais pesados com as plantas controle.

> Analisar os tecidos tratados com metais pesados através de métodos
citoquimicos.

> Avaliar as alteracdes superficiais provocadas por cddmio nas amostras.

> Detectar a presenca por meio de andlise de raios-X do cddmio nas células das
amostras.

> Identificar as possiveis alteracdes na organizacdo subcelular das amostras

tratadas com o cadmio.



4. METODOLOGIA

4.1. Coleta e Processamento do Material Biolégico

O estudo foi realizado no Laboratério de Algas Marinhas (LAMAR), Departamento
de Biologia Celular, Embriologia e Genética (BEG), Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB),
UFSC. As amostras de G. domingensis foram coletadas na praia de Ponta das Canas
Florian6polis-SC (27°23°34”S e 48°26’117°W) no dia 14 de agosto de 2010, transportadas em
sacos pldsticos contendo dgua do mar, e reacondicionadas em sacos pretos para evitar a
fotooxidagdo até a chegada ao Laboratério de Algas Marinhas (LAMAR), onde os talos foram

lavados com dgua do mar filtrada e esterilizada, e removidos as epifitas.

4.2. Condicoes de Cultivo

As amostras de G. domingensis foram aclimatadas durante quatorze dias as
condig¢des de laboratério. Neste periodo as algas foram cultivadas em frascos erlenmeyer de
500 mL, contendo por¢des apicais da alga em estudo, com irradiancia fotossinteticamente
ativa (PAR) de 80 um fétons /m? S (Li-cor light meter 250, Estados Unidos da América,
USA). A temperatura de 24 ° C (£2 °C) e o fotoperiodo de 12 horas, sendo que o periodo de
luz iniciou as 8 horas da manhd, com aeracdo continua. A dgua do mar utilizada foi
esterilizada em sistema de passagem em radiacdo ultravioleta. Apds a esterilizacdo essa dgua
foi enriquecida com o meio von Stosch 50% (Edwards, 1970). Com salinidade de 34 ups
(unidades padrao de salinidade).

Ap6s o periodo de aclimatacdo, as algas foram pesadas em balanga de precisao,
sendo separado um ndmero de por¢des apicais que no conjunto pesavam 0.5g, para cada
amostra do tratamento. Foram entdo colocadas em frascos erlenmeyer de 500 mL para serem
tratadas com cloreto de cddmio (CdCl,) com trés concentragdes 100, 200 e 300 uM, de acordo
com Xia et al. (2004) e Talarico (2002), para algas vermelhas. Para cada tratamento e amostra
controle foram feitas quatro réplicas. As plantas tratadas e controle foram submetidas as
condic¢des de cultura descritas acima durante 16 dias.

Para a adi¢ao de cadmio, foi feita uma solucdo estoque de cddmio de 10 mM de
concentracdo utilizando-se 0,3666g de cloreto de caddmio dissolvido em 200 mL de 4dgua do
mar filtrada e esterilizada. Diluiu-se 5 mL da solucdo mae de cddmio de 10 mM em 500 mL

de 4dgua do mar esterilizada e enriquecida com meio von Stosch (propor¢cdo descrita



anteriormente) para obtencdo da cultura com concentragdo de 100 pM. Conseqiientemente
para as concentracdes de 200 uM e 300 uM utilizaram-se 10 mL e 15 mL da solucdo estoque,

respectivamente.

4.3. As Taxas de Crescimento (TC).

A taxa de crescimento dos segmentos apicais de G. domingensis foi avaliada através
de medidas de peso da matéria fresca, a cada quatro dias, durante os dezesseis dias de
tratamento. As taxas de crescimento foram obtidas a partir do aumento da massa fresca e
apresentadas como porcentagem de crescimento didrio, sendo calculada segundo a seguinte
equacao:

TC (% dia-1) = [(Mf/Mi) 1 /t-1] x 100 (Penniman et al., 1986) onde:

Mi = massa inicial em gramas

Mf = massa em gramas apds 16 dias

t = tempo interno em dias

4.4. Extracao e Dosagem dos Pigmentos Fotossintetizantes

Para a extracdo dos pigmentos fotossintetizantes, as amostras provenientes dos
tratados com cddmio e dos controles foram armazenadas em nitrogénio liquido. As extracdes
foram realizadas no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (Itacorubi-

Florianépolis). As andlises foram realizadas em quadriplicatas.

4.4.1. Extraciao e Dosagem de Clorofila a

A extracdo de clorofila a dos talos foi realizada utilizando o método de Hiscox &
Israelstam (1979). A extracio pigmentar foi realizada a partir de amostras de
aproximadamente 250 mg de massa fresca para cada repeticdo. Aos talos foi acrescido 1 mL
de dimetilsufoxido (DMSO, Merck, Darmstadt, RFA), apds, a clorofila foi extraida na
solu¢do sem macerar a 65° C por 30 minutos. No extrato liquido foi completado o volume
para 3 mL da solucdo de DMSO. Todo o processo foi realizado no escuro a 4°C.

A dosagem da concentracdo de clorofila a foi realizada com 3 mL das amostras e
transferidas para cubetas de vidro de 10mm, para leitura em espectrofotdmetro Shimadzu

2301.



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

A determinacdo da concentragdo de clorofila a foi feita utilizando-se a equacgdo
descrita por Wellburn (1994):

Cl-a = 13,8 Ages

Na férmula descrita, a unidade foi pg/mL. Os valores obtidos foram convertidos em

pg/g de massa fresca, multiplicando-se pelo volume do solvente utilizado e, posteriormente,

dividido pela biomassa fresca da amostra. As andlises foram realizadas em quadriplicatas.

4.4.2. Extracido e Dosagem das Ficobiliproteinas

A extracdo das ficobiliproteinas foi realizada a partir de amostras de
aproximadamente 250 mg de massa fresca para cada repeticao. Todo o processo foi realizado
no escuro a 4° C. As amostras foram maceradas até a formag¢ao de um p6 fino em almofariz
congelado em nitrogénio liquido. O p6 diluido em um total de 4 mL de tampao fosfato, pH
5,5. A solucdo foi centrifugada a 44000 xg por 20 minutos. O sobrenadante contendo as
ficobiliproteinas foi retirado e mantido em tubos de ensaio vedados, até a leitura em
espectrofotometro.

A calibragem do aparelho foi realizada com solugdes de tampdo de fosfato. Os
espectros de absorcdo foram obtidos registrando-os no intervalo de 190 a 750 nm (UV —
visivel) com varredura de 1 segundo.

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

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

FC (ficocianina) = 151,1 Ag14— 99,1 Ags1;

FE (ficoeretrina) = 155,8 Augss— 40,0 Agia— 10,5 Ags;

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

quadriplicatas.
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4.5. Medida da Taxa Relativa de Transporte de Elétrons

Ao término do experimento todas as réplicas de cada tratamento foram analisadas
por medidas de fluorescéncia da clorofila usando um fluorimetro com amplitude de pulso
modulado (PAM) (underwaterfluorometer Mergulho-PAM, Walz, Effeltrich, Alemanha). As
configuragdes do PAM foram previamente avaliadas, para as espécies em condig¢des in vitro e,
uma vez definido, foram mantidas constantes (gain = 5 e intensidade de luz = 6). O intervalo
dos pulsos de saturacdo foi 0.8s. Para todos os experimentos, as algas foram adaptadas ao
escuro por 30 minutos antes das medi¢cdes, e logo apds, leituras PAM foram tomadas
imediatamente. Os dados foram obtidos a partir da aplicacdo de uma série de oito exposicoes,
para cada um dos quatro tratamentos (um controle e trés tratamentos com metais),
aumentando-se gradualmente os niveis de irradiancia actinica, usando a Curva Répida de Luz
("Rapid Light Curve" - RLC) opcdo de Mergulho do PAM. A técnica de RLC é uma
aplicacdo util para a investigacdo rdapida do aparelho fotossintético e fornece informagdes

sobre o desempenho global de fotossintese de algas (White & Critchley, 1999).

4.6. Processamento para Analises em Microscopio de Luz (ML)

As amostras foram fixadas em soluc@o de paraformaldeido 2,5% em tampao fosfato
0,2 M, pH 7,2, 12 h, a temperatura de 4° C. Apés a fixacdo, o material foi lavado em tampao
fosfato, duas vezes, por 30 minutos em cada troca (Bouzon, 1993). Apds a fixacdo, foram
desidratados em uma série de solucdes aquosas de etanol em concentracdes crescentes (30%,
50%, 70%, 90%, 100%), a cada 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a desitratacio as
amostras foram pré-infiltradas com etanol a 100% e historesina glicolmetacrilato (GMA) nas
propor¢do 1:1, durante 4h. Posteriormente, o material foi infiltrado em resina pura por 24 h. A
inclusdo foi feita em histo-moldes, adicionando-se polimerizador a mesma resina, a
temperatura ambiente por 2-3 h (Arnold et al., 1975, modificado).

Ao término do processo de inclusdo as amostras foram seccionadas em micrétomo
manual de parafina modelo LEICA RM 2135, com navalhas de tungsténio. As sec¢des foram
feitas com espessura de 4 um, coletadas com pinga e distentidos nas laminas de vidro com
gotas de dgua destilada e secos a 37° em placa quente por 30 minutos.

As amostras do controle e dos diferentes tratamentos com caddmio foram processados

para andlises histoquimicas.
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4.6.1. Azul de Toluidina (AT-O).

Corante utilizado para identificar polissacarideos acidos através da reagcdo de
metacromasia. As laminas contendo as se¢des foram tratadas com solu¢do aquosa de AT-O
0,5%, acidificadas com HCI 1N para pH 3,0 por 30 segundos, lavadas em dgua destilada e
secas ao ar (Gordon & McCandless, 1973; McCully, 1970). As laminas foram montadas com
balsamo do Canadd. Os cortes foram observados e fotografados em microscopio de luz
Olympus com sistema de captura de imagem, camara digital (Olympus Q-Color-3C América
ind.). Através deste sistema de captura foi mensurado as espessuras das paredes celulares e do

citoplasma de todos os tratamentos.

4.6.2. Acido Periédico de Schiff (PAS).

Foi utilizado para identificar a presen¢a de polissacarideos neutros (amido e
celulose). As se¢des foram oxidadas com solug@o aquosa de acido periddico a 1% durante 30
minutos, lavadas em agua corrente e coradas com reativo de Schiff por 30 minutos. Foram
entdo, lavados em d4gua corrente, secos ao ar e montados com bdalsamo do Canada
(Gahan,1984). Os cortes foram observados e fotografados em microscépio de luz Olympus

com sistema de captura de imagem, camara digital (Olympus Q-Color-3C América ind.).

4.6.3. Azul Brilhante de Coomassie (CCB).

Utilizou-se este teste para marcar a presenga de proteinas As laminas contendo as
secoes foram coradas por 45 min em CBB 4 % diluida em solugdo etandlica acidificada de
Clark, posteriormente foram lavadas na mesma solu¢do, seguido de dgua destilada e secos ao
ar (Gahan, 1984). Os cortes foram observados e fotografados em microscépio de luz Olympus

com sistema de captura de imagem, camara digital (Olympus Q-Color-3C América ind.).

4.7. Processamento para Analise em Microscopio Eletronico de varredura (MEYV)

Para a andlise no MEV as amostras do controle e dos diferentes tratamentos foram
previamente lavadas com dgua destilada para retirada do excesso de cadmio. As amostras
foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2.5 % tamponada com cacodilato 0.1 M (pH 7.2) e

sacarose 0.2 M. A fixacdo foi realizada em overnight na geladeira, a temperatura de 4° C.
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Posteriormente, o material foi lavado quatro vezes em tampao cacodilato 0.1 M, pH 7.2 (30
minutos cada lavagem) e depois das lavagens os espécimes foram pds-fixados em OsOy
(tetréxido de 6smio) a 1% em tampao cacodilato 0.1 M, pH 7.2 (1:1), durante 4 h a
temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram desidratadas em uma série de solucdes
aquosas de concentracdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), sendo 30
minutos em cada etapa; na ultima série de 100% trocada trés vezes. No final da desidratacgao,
os fragmentos das plantas foram transferidas para o ponto critico, modelo Leica EMCD-030.
Depois de seco os materiais foram colados nos suportes metalicos, onde parte das amostras
foram secionadas transversalmente e deitadas sobre a cola no suporte metélicos, e recobertos
com ouro (Metalizador Blatec, CED 030). Foram observados e fotografados em microscépio
de varredura modelo Jeol 6390 LV no Laboratério Central de Microscopia Eletronica- LCME
da UFSC. Para detec¢do do cddmio nas células foi preparadas amostras para MEV como ja
descritas anteriormente, porém nao foi utilizado a pds-fixacdo em OsOy (tetréxido de 6smio) e
para o recobrimento utilixou-se carbono. Para a andlize foi utilizado o Detector EDS-
Thermoelectro, aparelho acoplado ao microscépio de varredura (MEV) Jeol modelo 6390 LV

aferindo-se uma aceleracdo de elétrons de 15 KV.

4.8. Processamento para Analise em Microscopio Eletronico de Transmissao

(MET).

Para a andlise no MET as amostras provenientes do controle e dos tratamentos foram
fixadas em solucdo de glutaraldeido 2.5 %, sacarose 0.2 M, tamponada com cacodilato 0.1 M
(pH 7.2). A pré-fixacao foi realizada em overnight na geladeira. A pré-fixacao foi seguida por
quatro lavagens (30 minutos cada lavagem) no mesmo tampdo e sacarose em concentragoes
decrescentes. Depois das lavagens os espécimes foram pds-fixados em OsOy (tetréxido de
6smio) a 1% em tampao cacodilato 0.1 M, pH 7.2 (1:1), durante 4 h a temperatura ambiente
(Pueschel, 1979; Bouzon et al., 2000).

Posteriormente, o material foi lavado trés vezes em tampao cacodilato 0.1 M, pH 7.2
(30 minutos cada lavagem) em seguida lavado em 4gua destilada (30 minutos) e desidratado
em uma série de solu¢des aquosas de concentracdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%,
90% e 100%), sendo 30 minutos em cada etapa; na ultima série de acetona 100% trocada trés
vezes. Apos entdo foram infiltrados com resina Spurr receita soft (Spurr, 1969). A infiltracao
foi realizada em sete etapas, durante quatro dias em resina Spurr diluida em acetona nas

propor¢des de 1:3, 1:2, 1:1, 2:1 e 3:1 todas as concentragdes por 12 horas, seguida de resina



13

pura 24 horas. Logo apds a infiltragdo, o material incluido foi polimerizado em moldes
horizontais em estufa a 70° C por 24 h. As secdes ultrafinas foram feitas com navalha de
diamante e contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo de acordo com os
procedimentos de Reynolds (1963). As amostras dos tratamentos e controles foram
observadas e fotografadas em microscépio eletronico de transmissao (MET) JEOL modelo

(JEM) 1011 no LCME.

4.9. Tratamento da Vidraria e Materiais de Descarte apés sua Utilizacao

Depois de utilizada toda a vidraria, esta ficou de molho em HNO; a 10% em
overnight, apds este processo, ficou submersa em solucdo de hipoclorito e detergente neutro
por duas horas, enxaguada por dez vezes em dgua e uma vez em dgua destilada. Por fim,
foram esterilizados em estufa modelo J-prolab SE-4 por duas horas a 180°C.

Toda a vidraria deste experimento foi separada das demais vidrarias do laboratério.
Os materiais descartdveis e dgua que tiveram contato com o cddmio foram enviados para

empresa de descarte de materiais toxicos.

4.10. Analise e Interpretacao de Dados

Os dados obtidos foram submetidos a andlise da varidncia-unifatorial ANOVA,
seguida do teste a posteriori de Tukey para verificar as significancias das diferencas (p<0,05)
entre as taxas de crescimento, pigmentos fotossintetizantes e eficiéncia fotossintética para os
tratamentos com diferentes concentracdes de cddmio e controles. Todas as andlises foram

realizadas no Programa Statistica (versao 6.0).



14

S. RESULTADOS

5.1. Efeito do Cadmio na Morfologia Externa dos Segmentos Apicais de G.

domingensis

Ao inicio do experimento, as porcdes apicais de G. domingensis (Fig. 1)
apresentavam-se avermelhadas com formato cilindrico achatado (Fig. 1A), apds o
experimento as por¢des apicais controle tornaram-se maiores € mais ramificadas (Fig. 1B).
Conforme o aumento da concentracdo de cddmio, as amostras tornaram-se cada vez mais
esbranquicadas e menos ramificadas (Fig. 1C, D e E). Algumas amostras apresentaram

despigmentacdo em quase em toda a sua extensao.

."_q. . b
\ ﬁ Q i F‘ér =
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D— E
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Figura 1: Porcdes apicais de G. domingensis utilizadas no experimento com cadmio. A: Amostra inicial. B:
Amostra controle apds os 16 dias de cultivo. C: Porg¢do apical ap6s tratamento com 100 uM de cadmio durante
16 dias. D: Porcdo apical apds tratamento com 200 pM de cddmio durante 16 dias. E: Porcdo apical apds
tratamento com 300 pM de cddmio durante 16 dias. F: Por¢des apicais despigmentadas apds o tratamento com
300 uM de cddmio durante 16 dias.

5.2. Taxa de Crescimento

Durante todo o periodo experimental as taxas de crescimento das amostras controle
foram maiores que as dos diferentes tratamentos. Os primeiros quatro dias de cultivo das
plantas controle houve um crescimento de 8,2% ao dia, seguido de 8,5% ao dia do quinto ao

oitavo dia, 8% ao dia do nono ao décimo segundo. Nos ultimos quatro dias observou-se uma
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reducdo na taxa de crescimento das plantas controle que tiveram um indice de 5,8% ao dia
(Fig. 2)

Todas as medidas dos tratamentos mostraram-se menores taxas de crescimento
quando comparadas ao controle. Com exce¢do da medida do 12° dia onde nas concentragdes
de 200 e 300uM a taxa de crescimento foi igual, todas as outras medidas apresentaram as
taxas de crescimento decrescente de acordo com o aumento da concentragao de cddmio, ou
seja, quanto maior a concentracdo de cddmio menor a taxa de crescimento. Nos primeiros
quatro dias de cultivo a taxa de crescimento didria dos tratamentos de 100, 200 e 300 uM de
cadmio foram de 3.9%, 2.8% e 2% respectivamente; no oitavo dia foram 2.1%, 1.6% e 0.9%
respectivamente; ja no décimo segundo dia foram obtidas as taxas de crescimento de 1.4%
para o tratamento de 100 uM de caddmio e 0.9% para os tratamentos de 200 e 300 uM de
cadmio, finalmente as medidas de taxa de crescimento do décimo sexto dia foi de 1.2%, 1.1%
e 0.8% para os tratamentos de 100, 200 e 300 uM de cadmio respectivamente (Fig. 2).

Segundo o teste a posteriori de Tukey, nos primeiros quatro dias de cultivo existiu
uma diferenca na taxa de crescimento significativa entre o controle e os tratamentos com 100
UM de cadmio e 300 uM de cddmio, bem como entre estes tratamentos. Porém através deste
mesmo teste nao foi identificado uma diferenga substancial entre os tratamentos com cddmio
100 uM e 200 uM, o mesmo foi verificado entre 200 uM e 300 uM.

Para o oitavo dia de cultivo hd diferenca entre o controle e todos os tratamentos, o
mesmo foi observado entre os tratamentos de 100 uM e 200 uM em relacdo ao tratamento
com 300 uM de cddmio. Entre o cultivo com 100 uM e 200 uM de cddmio ndao houve
diferenca substancial.

Apo6s o oitavo dia de cultivo observou-se a continuidade da diferenca na taxa de
crescimento do controle em relagdo aos tratamentos com cadmio, porém as diferencgas entre as

diferentes concentragdes de cidmio nao foi substancial.
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Figura 2: Taxas de crescimento dos segmentos apicais das plantas de G. domingensis controle e de diferentes
concentragdes de cddmio, cultivados durante 16 dias. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais
representam o cdlculo do erro padrdo. As letras distintas e minudsculas significam as diferencas entre o controle e
os tratamentos com diferentes concentracdes de cddmio, segundo o teste a posteriori de Tukey.

5.3. Pigmentos

A quantificac¢do de clorofila @ mostrou uma maior concentracao deste pigmento no
controle (88.61ug/g de massa fresca) em relacdo aos tratamentos com o cddmio nas
concentracoes de 100 uM ( 74.37 pg/g de massa fresca), 200 uM ( 72.63ug/g de massa
fresca) e 300 uM (61.3ug/g de massa fresca), inferindo que o cddmio interferiu nas
concentracoes de clorofila a. Através do teste a posteriori de Tukey foi observado que existe
diferenca significativa do controle em relagdo a cada um dos tratamentos, porém a diferenca
ndo foi significativa entre os tratamentos com cadmio.

A quantificacdo das ficobiliproteinas demonstrou que existe uma maior concentracao
de aloficocianina (AFC), ficocianina (FC) e ficoeritrina (FE) no controle em relacdo aos
tratamentos com cddmio. Ao analisar no teste a posteriori de Tukey observou-se que existe
diferenga significativa do controle em relagdo a cada um dos tratamentos e diferenca

significativa também entre os tratamentos com cadmio.
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5.4. Taxa Relativa de Transporte de Elétrons

As andlises realizadas com o PAM indicaram que o cddmio interfere no correto
funcionamento do fotossistema II. A taxa relativa de transferéncia de elétrons do controle
(Fig. 3) mostrou uma curva bem mais acentuada que nos tratamentos com cddmio. Nestes

houve um leve decréscimo nas curvas conforme o aumento de concentragdao de cddmio.

Figura 3: Taxa Relativa de transporte de elétrons versus luz fotossintética emitida e medida pelo PAM nas
amostras de G. domingensis. Os dados representam a média das quatro réplicas realizadas com cada tratamento.

5.5. Microscopia de Luz

As secdes transversais das plantas controle de G. domingensis, quanto coradas com
AT-O, foi possivel observar a distribui¢do das células no interior do talo. A regido cortical é
formada por células pequenas, uma a duas camadas, que sao revestidas externamente por uma
mucilagem metacromatica. As células aumentam gradativamente de tamanho em dire¢do ao
interior do talo formando as regides subcorticais € medulares. Todas as células, tanto da
camada cortical quando as subcorticais € medulares sdo envolvidas por paredes celulares
metacromdticas ao AT-O indicando a riqueza de grupamentos dcidos. Entretanto, no
citoplasma destas células predominou a reacdo ortocromdtica indicando a auséncia de
grupamentos dcidos (Fig. 4A). As plantas tratadas com caddmio mantém a mesma organizagdo
interna do talo, porém, apresentaram um aumento da espessura das paredes celulares

especialmente na regido superior das células corticais. A parede celular destas células
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apresentou vérias camadas concéntricas com rea¢ao metacromdtica mais intensa nesta regidao
(Fig. 4B-E).

Quando tratadas com PAS as células em se¢des transversais das plantas controle,
mostraram distribuicdo quase homogénea de graos de amido nos diferentes tipos celulares,
com uma concentragdo um pouco mais acentuada nas células subcorticais (Fig. 5A). Em
contrapartida, as células das plantas tratadas com cddmio, nas diferentes concentracoes,
mostraram um aumento crescente de graos de amido especialmente nas células corticais e
subcorticais (Fig. 5B-D). As paredes celulares, tanto das células das plantas controle quanto
das tratadas, reagiram fracamente a reacdo de PAS indicando que ndo ocorreu aumento na
deposi¢do de polissacarideos neutros na parede celular mesmo ap6ds o tratamento com cadmio.

Quando tratadas com CBB, nas plantas controle, o citoplasma das células corticais
reagiu de forma mais intensa, indicando uma maior concentracdo de organelas de natureza
protéica nestas células do que nas células subcorticais e medulares (Fig. 6A). Entretanto, nas
plantas tratadas com cddmio, este aumento de reacdo ao CBB foi mais evidente, indicando
reducdo no volume celular e um provavel aumento do conteido protéico em organelas ou
estruturas ricas em proteinas (Figs. 6B-D). Este aumento de intensidade de reacdo no
citoplasma das células corticais foi mais intenso com o aumento da concentracdo de caidmio
nos tratamentos. Esta coloracdo permitiu, também, observar que as células sdo multinucleadas

tanto das plantas controle quanto nas tratadas.
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Figura 4: Secdes transversais de G. domingensis coradas com azul de toluidina (AT-O). A: Planta controle com
reacdo metacromadtica na parede celular (seta) e na mucilagem que envolve o talo (cabeca de seta). B-D: Plantas
tratadas com 100, 200 e 300uM de cadmio respectivamente. Parede celular (PC) com coloracdo metacromatica
observa-se o espessamento lenticulado onde as bandas de deposi¢do da parede celular tornam-se evidentes (seta),
E: Detalhe da figura 4D mostrando camadas concéntricas na regido apical das células corticais. . Granulagdes

acidas sdo observadas no interior celular (asterisco).
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Figura 5: Secdes transversais de G. domingensis coradas com dcido periddico de Shiff (PAS). A: Controle com
células ricas em graos de amido (cabeca de seta) parede celular fracamente positiva (seta). B — D: tratamentos
com 100, 200 e 300uM de cddmio respectivamente. As paredes celulares das células corticais (PC) com fraca
reacdo positiva, setas indicam o espessamento lenticulado. Grios de amido das florideas densamente acumulado
nas células corticais e subcorticais (cabega de seta).
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Figura 6: Secdes transversais de G. domingensis coradas com azul brilhante de coomassie (CBB). A: Planta
controle com reac¢do positiva concentrada na regido parietal das células, nos nucleos (cabeca de seta) e nas
conexdes intercelulares (setas). B-D: Plantas tratadas com 100, 200 e 300uM de cddmio respectivamente com
reacdo citoplasmadtica intensa especialmente nas células corticais. Reagdo positiva com nticleo (cabeca de seta) e
conexdes intercelulares (seta).
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5.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A superficie do talo de G. domingensis, das amostras controle, € revestida por uma
mucilagem que adquire aspecto enrugado durante preparo para o MEV (Fig. 7A). Com o
aumento da concentracdo de cddmio nas culturas, a camada de mucilagem tornou-se delgada e
mais fragil. Esta reducdo, na espessura, foi observada pela presenca de esparsos fragmentos
de mucilagem na superficie das amostras dos tratamentos, com concentracdes de 100uM,
200uM e 300uM de cddmio no meio de cultura, quando observadas no MEV (Fig. 7B-C-D).

Nas amostras controle, esta mucilagem também pode se romper durante o
processamento das amostras, assim sendo, em algumas 4reas onde houve o rompimento, foi
possivel fazer imagens da superficie das células corticais sem mucilagem (Fig. 7A). Estas
células corticais, sem mucilagem, sdo elevadas em forma de domo, com superficie lisa e
espacamento em sulco entre elas (Fig. 7A). Por outro lado, a superficie das células tratadas
com cddmio foi possivel visualizar um enrugamento gradativo da superficie das paredes
celulares das células corticais com o aumento da concentracdo e também redug¢do na
profundidade dos sulcos entre as células (Fig. 7B-D).

Em corte transversal, observou—se que as células corticais das plantas controle sao
pequenas, com citoplasma denso diferindo das células subcorticais e medulares que sao
gradativamente maiores, com presenca de vactiolo que desloca o contetido citoplasmatico
para a periferia onde foram observados os grdos de amido (Fig. 7I). Nos cortes transversais,
das amostras tratadas com cadmio, foi possivel perceber um espessamento da parede celular
(Fig. 7J, K, L, M). Quando comparadas com as amostras controle (Fig. 7I), com o aumento
crescente na concentracdo de cddmio, ocorreu também um aumento gradativo dos graos de
amido e a descaracterizacdo da regido de células subcorticais que estavam bem definidas nas
plantas controle (Fig. 7J, K, L, M). Estes resultados corroboram os dados obtidos na

microscopia de luz.
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Figura 7: Talos de G. domingensis observados no MEV. A regido apical do controle revestida por mucilagem.
B-D: Apice das amostras tratadas com 100uM, 200puM e 300uM respectivamente. Observe os fragmentos de
mucilagem (setas). E-H: Superficie das células corticais sem mucilagem, E: Controle e F-H: Células corticais
100puM, 200uM e 300uM.. I-L: Secdes transversais do talo, sendo I, secdo das plantas controle e J-K dos
diferentes tratamentos em concentracdes crescentes de cddmio. Observe o acimulo de grios de amido das
florideas (*) nas células M: Ampliacdo da imagem do corte transversal da figura L. mostrando o espessamento da

parede das células corticais ap6s o tratamento com 300uM de caddmio. Célula cortical (CC), célula subcortical
(CS), célula medular (CM)

5.7. Detec¢ao de Cadmio por emissao de raios-X (EDS).

A andlise de presenca de cddmio nas amostras de G. domingensis € qualitativa, tendo
em vista que esta andlise foi feita somente em dareas especificas de modo superficial. Na
mucilagem e na superficie externa das células corticais, a deteccdo de cddmio em todas as
amostras foi negativa. Provavelmente o processamento para o MEV tais como lavagens com
tampao e desidratacdes tenham retirado o cddmio presente na mucilagem, bem como da
superficie externa da parede celular das células corticais. Entretanto, nas amostras cortadas
transversalmente, com o uso do EDS, constatou-se a presenga de cddmio, nas paredes em
células corticais tratadas com 300 uM de cddmio(Fig. 8D). Outro fator constatado foi o
aumento do pico de enxofre das amostras tratadas com cadmio, indicando aumento da

concentracdo dos compostos sulfatados.
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Figura 8: Espectro de raios-X (EDS) para deteccio de cddmio nas paredes celulares das células corticais, em
corte transversal, de G. domingensis do controle e tratadas com cddmio em diferentes concentracdes. A: Planta
controle com auséncia de cddmio. B: Tratamento com 100 uM, cadmio positivo. C: Tratamento com 200 puM,
cddmio positivo. D: Tratamento com 300 UM, de cddmio positivo.

5.8. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Quando observadas no MET as células corticais e subcorticais, das amostras
controle, apresentaram a maior parte de seu interior preenchida por cloroplastos e graos de
amido e nucleo (Fig. 9A). Estas células sdo envolvidas por uma espessa parede celular
constituida por microfibrilas concéntricas de celulose, com diferentes elétron-densidades,
embebidas em uma matriz amorfa elétron-transparente (Fig. 9B). Os cloroplastos sao
alongados e se moldam a morfologia celular (Fig.9C). Possuem uma estrutura tipica dos
cloroplastos das algas vermelhas, com tilacdides paralelos livres sem formar pilhas (Fig. 9C e
D). Glébulos elétron-densos, osmiofilicos, os plastoglébulos, distribuidos entre os tilacdides,
foram observados no interior dos cloroplastos (Fig. 9A e E). Estas células possuem ntcleo
central envolvidos pelos graos de amido (Fig. 9A, C e D). Nestas células, os graos de amido,
observados na regido perinuclear, constituem o principal composto de reserva e sdo
armazenado no citoplasma (Fig. 9D) ou por toda a célula (Fig. 9A e E). Préximos aos graos
de amido foram visualizados corpos tubulares semelhantes a microtibulos (Fig. 9F).

Quando tratados por 16 dias com 100 uM de cadmio, as células corticais de G.
domingensis apresentaram diversas alteragdes na organizac¢ao subcelular quando comparadas
as do controle. Foi destacado aumento de espessura da parede celular, bem como na
quantidade de domos de crescimento (Fig. 10A). Dentre outras alteracoes que foram
observadas, observou-se que os cloroplastos perderam a organizagdo tipica dos tilacéides
(Fig. 10B e C), bem como o aumento no nimero de plastoglébulos (Fig. 10B). As paredes
celulares entre as células corticais também apresentaram um aumento na espessura (Fig.
10D). Nestas células, os corpos de Golgi, com morfologia irregular, foram também
observados associados a produ¢do de muitas vesiculas (Fig. 10E). Nas células subcorticais,
tratados por 16 dias com 100 uM de cddmio, quando comparadas com as do controle, também
foram observadas alteragdes na organizacdo celular. As principais mudangas foram: aumento
de graos de amido e vesiculas com compostos, aparentemente, formadores de parede celular
(Fig. 10F e G). Estas vesiculas foram observadas em contato como meio extracelular
sugerindo processo de exocitose (Fig. 10F). Foi freqiiente a presenca de vacuolos com
granulacdes elétron-densas (Fig. 10G) e cloroplastos com parte dos tilacéides desorganizados

e bem como aumento no nimero de plastoglébulos (Fig. 10H).



26

Figura 9: Plantas controle de G. domingensis visualizadas no MET. A: Corte longitudinal de célula cortical
(CC) e subcortical (SC) com parede celular microfibrilar, cloroplastos e graos de amido. B: Detalhe da parede
celular, microfibrilas (seta). C: Detalhe da célula cortical com cloroplastos grandes associados a grios de amido,
parede celular entre células corticais. D: Célula cortical com nicleo central, com nucléolo evidente,
mitocOndrias, cloroplasto e grdos de amido. E: Detalhe de uma célula subcortical, observe a parede celular,
cloroplasto, plastoglébulos e graos de amido. F: Detalhe de uma célula subcortical mostrando estruturas
tubulares (seta), préximas a grdos de amido. Cloroplasto (C) Graos de amido (A), parede celular (PC),
plastoglébulos (P), mitocondria (M) niicleo (N) e nucléolo (Nu).
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Figura 10: Micrografias de G. domingensis tratadas com 100 uM de cddmio por 16 dias, observadas no MET.
A-F: Célula cortical. A: Célula cortical com parede celular destacando as camadas em forma de domos de
crescimento (seta), cloroplastos e grande quantidade de grdos de amido. B: Detalhe de um cloroplasto (C),
mostrando os plastoglébulos (P). Microfibrilas de celulose (seta). C: Cloroplasto com tilacéides desorganizados
e plastoglébulos agrupados. D: Detalhe de parede celular entre células corticais com microfibrilas de arranjos
diversos (setas). E: Corpo de Golgi e vesiculas associadas (seta). F: Detalhe de vesiculas (seta) com material de

formagdo de matriz da parede celular. G-H: Célula subcortical. G: Detalhe de um vacuolo (V) apresentando
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granulagdes (seta). I: H: Detalhe de um cloroplasto com plastoglébulos de diferentes tamanhos (seta).

Cloroplastos (C), graos de amido (A), plastoglébulos (P), parede celular (PC), nicleo (N) e vacuiolos (V).

O tratamento de G. domingensis durante 16 dias com 200 uM de cddmio provocou
maiores alteracdes do que o observado nas plantas cultivadas com 100 uM de cddmio. Tanto
nas células corticais e quanto nas subcorticais foi observado grande um aumento na espessura
das paredes celulares (Fig. 11A). Na parede celular da célula cortical, mais periférica, além de
espessa, apresentou granulacdes elétron-densas distribuidas entre as microfibrilas (Fig. 11B).
Os cloroplastos adquiriram aspecto disforme sem limite definido. Alguns graos de amido
apresentaram forma irregular se comparados com o controle. Nestas células, pequenos
vacuolos granulares também foram observados (Fig. 11C). As células subcorticais mostraram
morfologia irregular acompanhada a um aumento no nimero de grdos de amido (Fig. 11D).
Nestas células ocorreram muitos vacuolos de formato irregular, alguns deles ricos em
granulacdes (Fig. 11E — G). Também foi possivel observar mitocondrias com conteido denso
e também de graos de amido com granulacdes (Fig. 11F e G). Nas células medulares o
vacuolo também apresentou contetido granular e aumento na quantidade de grdos de amido
(Fig. 11H). Estes graos de amido apresentaram morfologia irregular e também granulagdes no
conteddo (Fig. 111).

O tratamento de G. domingensis com 300 UM de cddmio durante 16 dias, provocou
alteracOes ultraestruturais mais severas que nos outros tratamentos (Fig. 12). Nas células
corticais, além do aumento da espessura da parede, houve aumento no nimero e tamanho de
vacuolos (Fig. 12A). A parede celular, assim como no tratamento de 200 uM, apresentou
granulagdes entre as fibrilas (Fig. 12B). Os cloroplastos s6 foram identificados porque os
plastoglobulos, apesar de alterados, foram observados (Fig. 12A-D). Préximos aos
cloroplastos pequenos graos de amido e vactiolos com muitas granulagdes estavam presentes
(Fig. 12C). A maioria das cé€lulas corticais apresentou grande desordem na ultraestrutura (Fig.
12D). Nas células subcorticais foi possivel perceber que os graos de amido sdo menores
quando comparados, principalmente, com os observados nas células das plantas controle (Fig.
12E). Como nas células corticais, as células subcorticais sofreram grandes altera¢des na
ultraestrutura. Destacou-se nestas células alteragdo plastoglobulos que adquiriram aspectos
granular bem como o aumento destas estruturas (Fig. 12H). Outra alteracdo percebida nas

células subcorticais foi a presenca de corpos membranosos (Fig. 12G).
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Figura 11: G. domingensis tratadas com 200 uM de cadmio por 16 dias observadas no MET. A: Corte
longitudinal de células corticais (CC) e subcorticais (SC) com espessa parede celular e citoplasma denso. B:
Detalhe da parede celular da célula cortical da camada mais externa mostrando granulacdes (seta) e domos de
crescimento (cabega de seta). C: Cloroplasto de célula cortical com conteido desorganizado destacando o
gendforo (seta) e grdos de amido préximos a vactiolos. D: Célula subcortical com muitos graos de amido. E:
Detalhe de vactolos fibrilares com morfologia irregular e pequenos graos de amido. F: Vactiolos granulares
préximos a mitocondrias e cloroplastos. G: Vacuolos granulares (seta) associados a graos de amido e também a
cloroplastos com tilacéides desorganizados (cabeca de seta). Observam-se ainda granulagdes nos graos de
amidos. H: Visdo geral de uma célula medular com a presenga de um grande vacuolo. I: Detalhe de graos de
amido apresentando granulacdes. Cloroplasto (C) Graos de amido (A), parede celular (PC), plastoglébulos (P),
mitocdndria (M), vaciolo (V).
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Figura 12: G. domingensis tratadas com 300 UM de cadmio por 16 dias e observadas no MET. A: Visdo célula
cortical (CC) onde ¢ visivel a espessa parede celular e grande nimero de vesiculas (seta). B: Detalhe da parede
celular mostrando granulagdes (seta). C: Detalhe da célula cortical mostrando o vactolo com granulagdes. D:
Célula cortical com muitos grdos de amido (A) diminutos e com grande desordem na ultraestrutura. E: Visdo
geral de uma célula subcortical com muitos graos de amido, os cloroplastos possuem varios plastoglébulos. F:
Detalhe da célula subcortical mostrando cloroplastos com plastoglébulos alterados. G: Cloroplastos com
tilacéides desorganizados (seta). Corpos membranosos estdo presentes no citoplasma (cabeca de seta).
Observam-se ainda granula¢des nos griaos de amido. H: Vacuolo apresentando muitas granulacdes e cloroplasto
com vdrios plastoglébulos. Cloroplasto (C) Graos de amido (A), parede celular (PC), plastoglébulos (P), vactiolo
V).
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6. DISCUSSAO

A presenca de cddmio no meio interferiu nas amostras tratadas com as concentragdes
de 100, 200 e 300 uM de cddmio. As amostras controle de G. domingensis apresentaram
maior taxa de crescimento que o observado nas plantas tratadas com cddmio, provavelmente,
devido ao estresse gerado pela presenca do cidmio no meio como um agente competidor em
rotas metabdlicas. Nos dltimos dias de cultivo houve decréscimo na taxa de crescimento (TC)
do controle, ainda assim maior que TC das plantas tratadas. O volume das amostras era
superior em relacdo ao inicio do experimento. Isto resultou num aumento da relagdo amostra-
nutriente o que por sua vez diminuiu a disponibilidade de nutrientes, resultando na limitacao
do crescimento das plantas controle. Coéllen et al. (2003) observou que G. tenuistipitata em
contato com cobre e cddmio produz espécies reativas de oxigénio (ERO), estas por sua vez,
promovem alteracdes em lipidios, proteinas e &acidos nucléicos. Para confrontar o efeito
deletério de metais pesados as algas podem produzir compostos quelantes como os
grupamentos nao tidis, polissacarideos sulfatados além de produzir compostos de defesa
antioxidante como: flavondides, tocoferdis e carotendides e enzimas (Kiipper, 2002).
Provavelmente, estas mudancas em vias metabdlicas seriam algumas das razdes da menor
taxa de crescimento nos tratamentos com cddmio observado em G. domingensis. Este
decréscimo da taxa de crescimento serve como bioindicador da toxicidade dos metais pesados
(Visvik & Rachlin,1992).

Além do decréscimo na taxa de crescimento observou-se menor ramificacdo das
por¢cdes apicais, bem como a despigmentacdo das amostras tratadas com cddmio. A
despigmenta¢do corroborou com o decréscimo na concentracdo de pigmentos acessorios, as
ficobiliproteinas como: ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina; observadas nos tratamentos
com cdadmio. Os pigmentos acessorios, caracteristica de uma Rhodophyta, além de
promoverem a cor vermelha auxiliam o centro de reacdo do fotossistema II, captando energia
solar e repassando para este fotossistema, excitando a clorofila a, estabelecendo um fluxo de
elétrons (Gantt, 1981; Talarico, 1996). A anédlise da taxa relativa de transporte de elétrons
(ETR) com o PAM demonstrou que houve reducao do transporte de elétrons nas amostras em
contato com cdmdio. Xia et al. (2004) também encontrou decréscimo na quantidade de
ficobiliproteinas € ETR ao tratar G. lemaneiformis com cobre e cddmio. Estes autores

atribuiram correlagdo entre o decréscimo de ficobiliproteinas e ETR, pois quando ha
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diminui¢do na quantidade de ficobiliproteinas menos energia luminosa € captada e repassada
ao fotossistema II, diminuindo por fim a ETR.

As amostras cultivadas com caddmio apresentaram aumento de espessura da parede
celular, visualizadas ao ML e ao MEV. Nas andlises citoquimicas AT-O e PAS observou-se
que o aumento da espessura da parede celular ocorreu na forma de domos. A maior
intensidade da reacdo da parede celular com o AT-O indica uma maior deposicdo de
compostos sulfatados como o dgar. Com a técnica de PAS que verifica a presenca de
polissacarideos neutros como a celulose ndo houve aumento de intensidade de reacdo.
Analisadas a0 MEV os tratamentos com cddmio apresentaram espessamento de parede
celular. As paredes celulares analisadas ao MET dos tratamentos com cddmio mostram além
do espessamento de parede um aumento na quantidade de matriz amorfa, entre os
componentes desta matriz estd o dgar, em relacao as fibrilas de celulose. Segundo Diannelidis
e Delivopoulos (1997), o grau de sulfatacdo de um composto refere-se a capacidade deste
seqiiestrar e quelar metais pesados. Quando analisadas com EDS houve deteccao de cddmio
na parede celular das amostras tratadas com 300 uM de cadmio. As paredes celulares de todos
os tratamentos com cadmio apresentaram granulagdes quando analisadas ao MET. Talarico
(2002) observou granulagdes metélicas na parede celular de Audouinella saviana apds
tratamento com caddmio. Sugere-se que as granulacdes observadas nas paredes celulares das
amostras de G. domingensis tratadas com cddmio sejam aglomeragdes deste metal.
Juntamente com o espessamento da parede foi observada uma diminuicdo da regido
citoplasmatica. As medidas feitas ao ML na técnica de AT-O foram corroboradas com as
visualizagdes realizadas ao CBB e MEV. Ao MET foi observada vesiculas de deposi¢do em
algumas amostras de tratamentos com cddmio. Para realizar a sintese da parede celular as
células depositam, através de vesiculas, substancias de matriz de parede logo abaixo da parede
celular, aumentando a espessura de parede e reduzindo o citoplasma.

Foi observado um aumento de vacuolizacdo das células corticais e subcorticais
tratadas com cddmio nas andlises realizadas ao MET. Outro fator observado foi a presenca de
granulagdes elétron-densas nos vacuolos dos tratamentos de 200 e 300 uM de cadmio.
Talarico (2002) também observou granulacdes elétron-densas no interior de vaciolos de A.
saviana apés o tratamento com cddmio. Andrade et al. (2004) ao estudar os efeitos do cobre
na alga verde Enteromorpha flexuosa sugeriram que compostos sulfatados estariam
relacionados com o aparecimento deste metal no vacuolo. Provavelmente as granulacdes

referidas observadas nos vactiolos do presente estudo possuem cadmio.
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As estratégias de protecdo ao metal pesado cddmio como aumento de concentracdo
de 4gar na parede celular, aumentando a espessura da parede, e a vacuolizacdo de células
corticais e subcorticais ndo foram suficientes para impedir a interferéncia do cddmio em
organelas como o cloroplasto. Com a técnica do CBB a intensidade maior da reacdo com o
interior celular significa aumento de proteinas em organelas como o cloroplasto. Ao MET foi
observado que a maior parte do citoplasma, de células corticais e subcorticais, sao ocupadas
por cloroplastos. A maior concentracdo de proteinas pode estar relacionada as defesas
antioxidantes ou quelacdo do cddmio. Em algas vermelhas, os tilacéides ndo estdo associados
uns com os outros, eles sao livres nos cloroplastos. Os cloroplastos das amostras controle de
G. domingensis apresentaram a estrutura como a das algas vermelhas, com um tilac6ide
periférico envolvendo os tilacdides em paralelo. O nimero de tilacéides paralelos foi varidvel,
e esse numero depende, principalmente, da localizacdo espacial da célula nas algas. A
presenca de cddmio interferiu na morfologia e fisiologia dos cloroplastos especialmente nas
células corticais superficiais. Nos cloroplastos destas células , quando observados no MET, os
tilacéides apresentaram alteragdes estruturais significativas, incluindo a modificacdo na
quantidade, tamanho e organizacdo dos tilacdides. Apesar das alteracdes observadas na
organizagdo dos tilacoides ndo estd bem estabelecida qual a interferéncia deste metal na
morfologia. Outra alteracdo significativa na organizacdo dos cloroplastos foi o aumento no
nimero e na estrutura dos plastoglébulos na presenca de cddmio que pode ser considerado
como uma mudanc¢a no metabolismo, que, por sua vez, resulta em reducdo da proliferacdo
celular e diminui¢do da taxa de crescimento. O mesmo foi visto por Diannelidis &
Delivopoulos (1997) em Ceramium ciliatum ap0s ser tratada com cddmio. De acordo com
Holzinger et al. (2009) quando as algas sao submetidas a estresse observa-se um aumento na
sintese de lipidios e isto ocorre porque as vias para formar proteinas sao suprimidas.

As anélises das amostras ao ML com a técnica de PAS demonstraram um aumento
na quantidade de graos de amido das florideas das células corticais e subcorticais dos
tratamentos com cddmio em relagdo ao controle. O aumento de graos no interior celular das
células corticais e subcorticais foram visualizados ao MEV em células tratadas com cadmio,
corroborando com o resultado obtido com PAS. Ainda na andlise com MEV realizou-se a
medida dos graos o que demonstrou uma diminuicao significativa no tamanho destes graos
nas células tratadas em relacio ao controle. Provavelmente as mudangas de rotas metabdlicas,
principalmente dos cloroplastos, em resposta a presenca de cddmio promoveram o aumento

no numero de graos, sendo esta uma estratégia de armazenar energia sob condicio de estresse.
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A reduc¢do do tamanho pode ter sido resultado de um processo acelerado de produgdo de graos

de amido bem como o maior consumo deste como fonte de energia.

7. CONCLUSAO

As evidéncias do presente trabalho indicam que o aumento na espessura € a
quantidade de dgar da parede celular, verificado nas células de G. domingensis tratadas com
cadmio, seria uma forma de reter este metal. Entretanto, este mecanismo nao foi o suficiente
para impedir a entrada de ciddmio no citoplasma. A entrada de cddmio no citoplasma
ocasionou alteracdes nos vacuolos, nos cloroplastos e nos amidos.

Os vacuolos apresentaram um aumento de tamanho nas amostras tratadas com
cadmio e granulacdes elétron-densas vistas ao MET, provavelmente cddmio.

A presenca de cadmio no citoplasma levou a alteragdes na ultraestrutura dos
cloroplastos, nos tilacéides, no nimero e na estrutura dos plastoglébulos. Torna-se evidente
também que a presenca de cddmio no meio de cultivo promoveu a diminuicdo nas
concentracdoes dos pigmentos fotossintetisantes (clorofila a, ficoeritrina, ficocianina e
aloficocianina), interferindo na fotossintese.

Como a producdo de amido das florideas estd associada a producdo de energia,
dependente de compostos sintetizados pelos cloroplastos, a alteracdo dos cloroplastos
provavelmente promoveu as alteracdes no aumento de nimero e diminuicdo de tamanho dos
graos de amido nas células de G. domingensis tratadas com cddmio.

A mudanca ocorrida no sistema metabdlico de G. domingensis, provocada por
cadmio, interfere nas condi¢des da célula e por tanto na reprodugdo celular o que provocou o
decréscimo na taxa de crescimento de G. domingensis, juntamente com a modificacao
morfoldgica externa onde se observa menor ramificacdo e a despigmentacao.

Os experimentos apresentados neste trabalho forneceram subsidios para concluir que
a presenca de cddmio no meio ambiente ird alterar de forma significativa as macroalgas,

produtores primdrios e base da cadeia alimentar, bem como as influéncias sobre a maricultura.
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