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RESUMO

Os efeitos da radiagdo ultravioleta (UV) e do metal pesado cobre (Cu)
foram examinados na macroalga vermelha Pterocladiella capillacea.
Segmentos apicais das algas foram expostos a duas diferentes condi¢des de
radiagdo, PAR (controle) e radiagdo ultravioleta (PAR+RUVAB), ¢ a trés
concentragdes de cobre, 0.62, 1.25 e 2.50 uM. Os efeitos da radiagdo UV e
do cobre foram avaliados nas taxas de crescimento, no conteido de
pigmentos fotossintetizantes, na densidade de grdos de amido das florideas e
na ultraestrutura dos espécimes. As taxas de crescimento das algas expostas
ao cobre ndo sofreram alteragdes significativas, porém a exposicdo a radig¢do
UV resultou num decréscimo da taxa de crescimento. As algas expostas a
radiagio UV e ao cobre, de forma simultinea, obtiveram taxas de
crescimento iguais ou superiores ao controle. O conteido de pigmentos
fotossintetizantes diminuiu apds a exposi¢do a radiacdo UV e ao cobre. A
radiagdo UV resultou em uma menor densidade de amido das florideas, ¢ a
densidade de grdos diminuiu conforme aumentou-se a concentragdo de
cobre. Ambos os tratamentos alteraram a ultraestrutura de células, porém
estas mudangas foram mais drasticas nas amostras expostas a radiagdo UV,
de forma isolada ou simultaneamente ao cobre. Os resultados obtidos
indicam que a radiacdo UV e o cobre afetam negativamente a morfologia, a
bioquimica e a ultraestrutura de P. capillacea, e que estes elementos agem

de forma sinérgica nesta alga.

Palavras-chave: Pterocladiella capillacea, radiagdo ultravioleta, cobre,

interagdes, morfologia, bioquimica, ultraestrutura.



ABSTRACT

The effects of ultraviolet radiation (UV) and copper (Cu) were examined on
the red macroalga Pterocladiella capillacea. Apical segments of the algae
were exposed to two different conditions of radiation, PAR (control) and
ultraviolet radiation (PAR+RUVAB), and three copper concentrations, 0.62,
1.25 ¢ 2.50 pM. The effects of UV radiation and copper on growth rates,
pigments concentration, floridean starch grains and ultrastructure were
analyzed. The growth rates of copper-treated algae didn’t significantly
change, however radiation-treated specimens presented a reduced growth
rate. P. capillacea exposed to UV radiation and copper simultaneously
revealed similar or increased growth rates, when compared to the control.
Photosynthetic pigments were reduced after the exposure to both radiation
and copper. UV radiation exposure resulted in decreased density of
floridean starch grains, and the density of grains reduced as we increased
copper concentrations. Both treatments changed the ultrastructure of the
cells, however this changes were more relevant after exposure to UV
radiation both isolated and simultaneously with copper. These results
indicate that both UV radiation and copper negatively affect the
morphology, biochemistry and ultrastructure of P. capillacea. UV radiation

and copper also have synergistic effects on the algae.

Key words: Pterocladiella capillacea, ultraviolet radiation, copper,

interactions, morphology, biochemistry, ultrastructure.
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I. INTRODUCAO

1.1 Importéncia das Algas

As algas constituem um grupo polifilético de organismos micro ou
macroscopicos fisiologicamente similares a plantas. Os pigmentos
fotossintetizantes (clorofilas a, b, ¢, carotendides e ficobiliproteinas), as
estruturas reprodutivas sem protecdo e a auséncia de um sistema vascular
sdo as principais caracteristicas destes organismos (South & Whittick, 1987;
van den Hoek ef al., 1989; Graham & Wilcox, 2000), os quais podem ser

encontrados especialmente em ambientes aquaticos (Lee, 1989).

Responsaveis por grande parte da produgdo de energia primaria em
nosso planeta, as algas possuem grande importancia ecologica e sdo
essenciais a qualidade de vida e a manutengdo da estabilidade dos
ecossistemas (Oliveira, 2003; Pedrini et al., 2010). Devido a produgdo de
polissacarideos, minerais, agentes estabilizantes, espessantes e compostos
antioxidantes, antivirais, antibacterianos e antifingicos (Anggadiredja et al.,
1997; Matsukawa et al., 1997; Oliveira, 1997; Hudson et al., 1999), as algas
possuem também grande importdncia econdmica, sendo utilizadas por
indistrias alimenticias e farmacéuticas. Estes organismos sdo, ainda, bons
indicadores biologicos, com eficiente aplicagio em técnicas de
biorremediacdo e demais técnicas biotecnologicas (Jensen, 1993; Oliveira,

1997).

As macroalgas formam um conjunto heterogéneo de organismos
extremamente abundantes em nosso planeta. Estima-se que mais de 150 mil
espécies de macroalgas possam ser encontradas em todos os oceanos

(Harvey, 1988; Sousa et al., 2008). De acordo com Lee (1989), as
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macroalgas podem ser classificadas em trés grupos: Chlorophyta (algas

verdes), Phaeophyta (algas pardas), e Rhodophyta (algas vermelhas).

1.2 Divisao Rhodophyta

Compreendendo de 4 a 6 mil espécies (Woelkerling, 1990), dentro
de aproximadamente 700 géneros (Kraft, 1989), a divisdo Rhodophyta ¢ o
mais diverso grupo de macroalgas. As algas vermelhas sdo essencialmente
marinhas, encontradas desde a regido entre marés até profundidades de 200

metros, principalmente na regido equatorial do planeta (Lee, 1989).

Segundo Wynne (2005), as Rhodophyta sdo divididas em quatro
classes: Florideophyceae, Compsopogonophyceae, Bangiophyceae e
Rhodellophyceae. Geralmente macroscopicas e filamentosas, as algas
vermelhas possuem células eucaridticas, porém, diferentemente da maioria
das algas, estas ndo apresentam flagelos em nenhuma fase de seu ciclo de
vida. Sua principal substdncia de reserva ¢ o amido das florideas, um
polissacarideo encontrado proximo ao nucleo celular (Bold & Wynne,

1985).

As células destas algas apresentam cloroplastos discoides ou em
forma de fita, com tilacdides livres (Woelkerling, 1990). Além da clorofila
a, seus cloroplastos apresentam na superficie dos tilacdides os
ficobilissomos, estruturas formadas pelo agrupamento dos pigmentos
acessorios ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina. Os ficobilissomos
auxiliam na absor¢do de energia luminosa, transferindo-a a partir dos
pigmentos acessorios para o centro do fotossistema II, possibilitando um
maior fluxo de elétrons e um maior rendimento energético para as células
(Gantt, 1981; Zuber, 1986). Sao os pigmentos acessOrios 0s responsaveis

pela coloragdo variada das rododfitas (Oliveira, 2003).
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A parede celular das algas vermelhas sdo formadas por um
esqueleto de celulose impregnado por galactanas sulfatadas (agaranas ou
carragenanas), sendo estas as substidncias responsaveis pela grande
importancia alimenticia, biomédica e farmacéutica deste grupo (Gordon-
Mills & McCandless, 1973). Algumas rodofitas da familia Corallinaceae
podem depositar, ainda, carbonato de célcio ou carbonato de magnésio em

suas paredes (Oliveira, 2003).

As rodofitas possuem estilo de vida bentonico, vivendo presas a
rochas, substratos calcareos, paredes ocednicas ou sobre conchas de
moluscos ou outras algas (van den Hoek ef al., 1989). Sdo abundantes na
costa nordeste do Brasil, bem como em costdes rochosos do Espirito Santo

até Santa Catarina (Oliveira, 2003).

1.3 Pterocladiella capillacea (S.G. Gmelin) Santelices & Hommersand

O género Pterocladiella inclui 13 espécies distribuidas em regides
quentes e temperadas do mundo (Santelices & Hommersand 1997, Shimada
et al., 2000). Pterocladiella capillacea ¢ uma espécie de ocorréncia
predominante na regiio equatorial, existente entre as regides de meso e
infralitoral de costdes rochosos (Horta, 2000). No Brasil, esta alga pode ser
encontrada entre os estados do Espirito Santo e Rio Grande do Sul. De
acordo com Santelices & Hommersand (1997), os espécimes de P.
capillacea séo cartilaginosos, de coloragdo vermelho-arroxeada, possuem
base rizoidal, ramos opostos ou alteranados e frondes achatadas, e tamanho
médio de 2 mm de largura ¢ 200 mm de altura (Figura 1). Além da
utilizagdo como alimento, a espécie ¢ fonte de agar de alta qualidade
(Armisen e Galatas, 1987; Oliveira e Berchez, 1993), ¢ produz lecitinas com

atividade antiviral (Liao et al., 2003).
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Figura 1: Espécime de P. capillacea.

Modificado de: AlgaeBase.org. Acesso em: 29 de janeiro de 2015.

1.4 Urbanizaciao, Metais Pesados e o Cobre

A expansdo industrial iniciada no Brasil nos anos 50 promoveu um
rapido e desordenado crescimento, principalmente em regides litoraneas, e
atualmente quase metade da populacdo do pais vive em regides litoraneas
(Pagliosa et al., 2006). Diversos registros de contaminacdo em areas
costeiras do pais tém sido relacionados aos efeitos causados pela

urbanizacdo (Diegues, 1999; Braga et al., 2000; Ledo & Dominguez, 2000).

Segundo Pagliosa et al. (2006), areas urbanas geralmente
apresentam maior contaminagdo por metais pesados. Vallee & Ulmer

(1972) afirmam que certos metais fazem parte de rotas metabdlicas,
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constituem sitios ativos de enzimas e podem atuar diretamente em catélises,
além de estabilizarem macromoléculas de proteinas e acidos nucléicos.
Porém, quando em concentragdes elevadas, estes elementos podem causar
toxicidade a plantas e demais organismos. A contaminag¢do por metais pode
levar a inibicdo de rotas metabdlicas, através da ruptura de estruturas ou do
deslocamento de elementos essenciais a espécie, o que pode resultar em
estresse oxidativo e consequente inibi¢do do crescimento (Dietz et al.,

1999).

O cobre ¢ um exemplo de metal pesado essencial para o
crescimento e desenvolvimento natural das plantas (Hall, 2002). Porém, o
cobre ¢ também considerado um dos metais mais toxicos para as algas
marinhas, e, quando em concentra¢des elevadas, pode causar redugdo na
taxa de crescimento e concentragdo de pigmentos (Rijstenbil ez al., 1994),
danos aos cloroplastos e reducdo da taxa fotossintética (Vidotti &
Rollemberg, 2004), afetar a permeabilidade da membrana plasmatica (de
Filippis, 1979), a mobilidade celular (Anderson & Morel, 1978) ¢ a

distribui¢@o de compostos como proteinas e lipidios (Smith ez al., 1985).

1.5 Camada de Ozoénio e Radiacao Ultravioleta

A estratosfera ¢ a camada da atmosfera compreendida entre 15 a 25
km acima da superficie terrestre. Esta regido contém 90% do ozdnio
atmosférico, o qual forma a camada de ozonio, responsavel pela absor¢do de
parte da radiacdo solar incidente sobre a terra (Okuno efr al., 1996). A
radiagdo ultravioleta ¢é crucial para a existéncia de organismos
fotoautotroficos, e, consequentemente, para toda a vida em nosso planeta. A
radiagdo UV ¢é composta por trés espectros: UV-A, UV-B e UV-C. A

radiagdo UV-A (315 a 400 nm) ndo ¢é absorvida pelo ozonio presente na
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estratosfera, possui o comprimento de onda mais proximo a luz visivel e €,
portanto, a menos deletéria aos organismos. A radiacdo UV-B (280 a 315
nm) ¢ parcialmente absorvida pela camada de ozonio, e a alta exposigdo a
esta resulta em danos ao DNA. Por fim, a radiagdo UV-C (200 a 280 nm) é
extremamente nociva as espécies, porém ¢ eficientemente absorvida pela

camada de ozonio (Héader ez al., 2007).

A liberacdo antropica de poluentes atmosféricos, como os
clorofluorcarbonos, halocarbonos, clorocarbonos e diéxido de carbono,
resultou no que hoje conhecemos como o buraco na camada de o0zonio,
descoberto inicialmente na Antartida (Pessoa, 2012). Na estratosfera, estes
gases sdo dissociados por fotons, liberando moléculas de cloro que reagem
com moléculas de oxigénio e destroem a camada de ozdnio (Molina e
Rowland, 1974). De acordo com Hollésy (2001), uma redugdo de 1% na
camada de 0zdnio resulta em um aumento de 1,3% a 1,8% na incidéncia de
radiagdo UV-B. Altos niveis de radiagdo podem resultar em alteracdes na
performance fotossintética (Aguilera er al., 1999), nas respostas fisidgicas
(Bischof et al., 2000; Polo et al., 2014), no contetido de pigmentos (Roleda
et al., 2004; Schmidt et al., 2010) e na organizagdo ultraestrutural (Schmidt
et al., 2009) das algas.

1.6 Interacio entre agentes estressores

Fatores ambientais e agentes estressores podem interagir e resultar
em alteragdes na ecologia e fisiologia de organismos marinhos. Pesquisar os
efeitos cumulativos resultantes destas interagdes ¢ de extrema importancia,
pois os organismos marinhos enfrentam diariamente uma complexa
combinagdo de fatores, os quais podem resultar em efeitos intensificadores

ou mitigadores de estresse (Crain et al., 2008).
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Estudos tém demonstrado os efeitos indiretos da radiagdo
ultravioleta na toxicidade de nutrientes (Zepp et al., 2006) e compostos
quimicos (Huovinen er al., 2001), bem como os efeitos antagdnicos ou
sinérgicos que podem ocorrer na presenga de metais pesados (Andrade et
al., 2006). Huovinen et al. (2010) observou que o metal pesado cobre pode
interagir com a intensidade de radiagdo ultravioleta ao qual os organismos
sdo expostos, de forma que intensifica-se o efeito oxidativo da radiagdo UV
em substancias protetoras das macroalgas, tais como florotaninos. Lupi et
al. (1998) demonstraram que os efeitos deletérios causados pelo cobre e
pela radiagdo UV em microalgas podem intensificar-se com a interagdo
sinérgica destes agentes. Além disso, a combinagdo de fatores ambientais
pode resultar em alteragdes na interagdo entre as espécies, bem como no

recrutamento de macroalgas (Lotze ¢ Worm, 2002).
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I1. JUSTIFICATIVA

A concentracdo de cobre dissolvido em 4guas marinhas ¢
geralmente muito baixa, porém em areas litordneas proximas a centros
urbanos esta concentracdo pode aumentar (Gledhill, 1997). Casos de
contaminag@o por metais pesados ja foram relatados na Baia da Ilha de
Santa Catarina (Pagliosa et al., 2006). Algas marinhas podem acumular
metais pesados, propiciando a entrada destes compostos na cadeia alimentar

(Vallee & Ulmer, 1972).

A radiagdo ultravioleta pode penetrar aguas marinhas em
profundidades de 20 a 30 metros, variando de acordo com a incidéncia de
radiag@o solar, a transparéncia da agua e demais caracteristicas (Dahms &
Lee, 2010). O Sul do Brasil é constantemente exposto a elevados niveis de
radiagdo UV (Kirchhoff er al., 2000). Macroalgas que vivem em costdes
rochosos ficam expostas por longos periodos durante a maré baixa, sofrendo

os efeitos deletérios destes altos niveis de radiagdo.

Diretrizes de qualidade da dgua continuam a basear-se apenas nos
efeitos avulsos do cobre e da RUVAB, negligenciando os possiveis efeitos
interativos destes elementos (West et al., 2003). Este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos in vitro do metal pesado cobre e da RUVAB, de

forma isolada e concomitante, na macroalga vermelha P. capillacea.
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II1. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os possiveis efeitos biologicos de diferentes concentragdes
do metal pesado cobre (0.62, 1.25 e 2.50 uM), bem como da radiagdo
ultravioleta (UV-A e UV-B) na morfologia, na bioquimica e na

ultraestrutura da macroalga vermelha P. capillacea.

3.2 Objetivos Especificos

° Avaliar as possiveis diferengas entre os efeitos isolados e interativos do
metal pesado cobre e da radiagdo UV.

° Comparar as taxas de crescimento dos segmentos apicais de P. capillacea
do controle e das amostras tratadas com cobre e radiagao UV.

° Determinar as concentragdes de pigmentos fotossintetizantes apos o
tratamento com o metal pesado cobre e a radiagdo UV.

° Analisar as possiveis alteragdes morfoldgicas, celulares e ultraestruturais

causadas pelos agentes estressores nas amostras da macroalga.

18



IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e processamento do material bioldgico

Os espécimes de P. capillacea foram coletados da regido
mesolitoral de costdes rochosos da praia da Armagdo (27°44°42°’S), em
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil, entre os meses de dezembro de 2011 e
fevereiro de 2012. Talos das algas foram transportados em recipientes
escuros contendo gelo para evitar a ocorréncia de fotooxidagdo. As algas
foram aclimatadas durante 14 dias ao Laboratorio de Biologia Celular
Vegetal (LABCEV) da Universidade Federal de Santa Catarina. Os talos
foram lavados com agua do mar filtrada e esterilizada e as macroepifitas

foram removidas.

4.2 Condicoes de cultivo

As algas foram mantidas nas cdmaras de cultivo em erlenmeyers de
600mL, com agua do mar esterelizada, salinidade de 35, e 4mL de solugdo
von Stosch 50%, sob a temperatura de 25°C (£1), fotoperiodo de 12h (inicio
as 8h) e com aeragdo continua. A irradidncia fotossinteticamente ativa
(PAR) foi de 80 pmol fétons m™s™ ao dia (Li-cor light meter 250, EUA).
Apds o periodo de aclimatacdo, segmentos apicais de P. capillacea com
peso de aproximadamente 2,00g (£ 0.05g) foram expostos durante 7 dias ao
metal pesado cobre (CuCl,) e a radiagdo ultravioleta (Lampada Vilber
Lourmat - VL-6LM, Marne La Vallée, Franga), bem como a ambos os

agentes estressores, de forma simultanea.

As concentragdes de cobre utilizadas no presente estudo foram
definidas a partir de um experimento piloto. Segmentos apicais de P.

capillacea foram expostos a 0 (controle), 0.62, 1.25, 2.5 ¢ 5.0 uM de cloreto
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de cobre. Devido a grande redu¢do da taxa de crescimento, bem como as
caracteristicas morfologicas apresentadas, dentre elas a despigmentagdo e
necrose dos segmentos apicais, a concentragdo de 5.0 uM foi considerada
letal aos espécimes da macroalga, ndo sendo utilizada nos experimentos

oficiais da pesquisa.

As doses totais de PAR (controle), UV-A e UV-B foram de 657.40
kJ m? (70 + 10 pmol fotons m™>s™), 7.56 kI m™ (0.70 W m™), e 3.78 kI m™
(0.35 W m™), respectivamente. Para evitar a exposi¢io das amostras a
radiagdo UV-C, utilizou-se uma folha de acetato de celulose com espessura
de 0.075 mm. Ao total, oito tratamentos foram realizados, com quatro

réplicas para cada grupo experimental (Figura 2).

PAR PAR + PAR + PAR +
(Controle)  Cu 0.62 uM Cu 1.25 upM Cu2.5 uM

% & & |

PAR + PAR + RUVAB PAR +RUVAB PAR + RUVAB
RUVAB +Cu062uM  +Cul25pM  +Cu2s5uM

Figura 2. Desenho esquematico dos oito grupos experimentais utilizados no

presente estudo.
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4.3 Avaliacio da taxa de crescimento (TC)

As taxas de crescimento foram obtidas a partir do aumento da massa
fresca das amostras e apresentadas como porcentagem de crescimento

diario, calculadas de acordo com formula de Lignell e Pedersén (1989):
TC [% dia'] = [(Mf/Mi)"* - 1] x 100, sendo:
Taxa de crescimento (7C) em %.dia™;
Massa final (Mf) em gramas;
Massa inicial (Mi) em gramas;

Tempo (f) em dias.

4.4 Clorofila a e Ficobiliproteinas

Para a extracdo dos pigmentos fotossintetizantes, as amostras do
controle e do tratamento foram armazenadas em nitrogénio liquido. As
extragdes foram realizadas em quadriplicatas no 7° dia de cultivo, no
Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (Itacorubi —
Floriandpolis). A extragdo de clorofila a foi realizada a partir do método de
Hiscox & Israelstam (1979), tendo sido a extragdo realizada a partir de
amostra de aproximadamente 1g de massa fresca para cada repeticdo em
3mL de dimetilsufoxido (DMSO, Merck, Darmstadt, FRG), a 40°C durante
30 minutos. A determinacdo da concentragdo de clorofila a foi feita
utilizando-se a equacdo descrita por Wellburn (1994). Ja a extragdo de
ficobiliproteinas (aloficocianina - AFC, ficocianina - FC e ficoeretrina — FE)

foi realizada através da trituracdo de 1g de massa fresca para cada repeticao
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em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso em tampao fosfato 0.1M,
pH 6.4, no escuro e em temperatura de 4°C. O homogenato foi centrifugado
a 2000xg, durante 20 minutos, e¢ o sobrenadante, contendo as
ficobiliproteinas, foi retirado e mantido no escuro até a leitura em
espectrofotometro (Shimadzu — UV 1800; A = 4985, 615 ¢ 651 nm). A
concentragdo de ficobiliproteinas foi determinada utilizando-se as equagdes

descritas por Kursar et al. (1983).

4.5 Microscopia de Luz

As amostras foram fixadas em solugdo de paraformaldeido 2.5%,
tampdo fosfato 0.1M e pH 7.2, em temperatura média de 4°C, overnight. As
amostras fixadas foram entdo lavadas em temperatura ambiente com tampao
fosfato, duas vezes, por 10 minutos, segundo metodologia de Bouzon
(1993). Em seguida, o material foi desidratado em séries de concentragdes
crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). A pré-infiltragdo das
amostras ocorreu em historesina glicolmetacrilato (GMA) 1:1 em éalcool
100%, com posterior infiltragdo em resina pura (Leica Historesin,
Heidelberg, Alemanha). Apods a secagem das amostras, estas foram
seccionadas em microtomo manual de parafina modelo Leica RM 2135, em
seccdes de Sum. As sec¢des foram secas em laminas de vidro a 37°C
durante 30 minutos, sendo submetidas, entdo ao teste histoquimico de Acido
Periédico de Schiff (PAS), utilizado para indicar a presenca de
polissacarideos neutros, tais como o amido e a celulose, nas células
amostradas. Para tal, amostras do controle e dos tratamentos de P.
capillacea foram oxidadas com solugdo de acido periddico 1%, durante 20

minutos. Apos a oxidagdo, as amostras foram coradas com reativo de Schiff
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por mais 20 minutos, sendo posteriormente lavadas em agua corrente, secas
ao ar ¢ montadas com balsamo do Canada, de acordo com as metodologias

de Gahan (1984) e Schmidt et al. (2009).

4.6 Microscopia Eletronica de Transmissio

Para obsevagdo em Microscopia Eletronica de Transmissdo, as
amostras foram pré-fixadas em solugdo de glutaraldeido 2.5% com sacarose
2% e tampao cacodilato 0.1M, com pH resultante em 7.2. A pré-fixagdo foi
realizada em overnight, em temperatura média de 4°C. Apds a pré-fixagao,
foram feitas quatro lavagens das amostras, em tampao cacodilato 0.1M e
sacarose 2%, e as lavagens foram seguidas da pds-fixagdo, que foi realizada
em tetroxido de 6smio (OsO4) a 1% em tampdo cacodilato 0.1M, com pH
7.2, durante 4h a temperatura ambiente (Pueschel, 1979). Apds a pos-
fixacdo, o material foi lavado duas vezes em tampao cacodilato 0.1M e pH
7.2, sendo em seguida lavado em agua destilada, e desidratado em séries de
concentragdes crescentes de solugdes aquosas de acetona (30%, 50%, 70%,
90% e 100%), durante 30 minutos em cada solucdo. Finalizada a
desidratag@o, todo o material foi infiltrado com resina Spurr (Spurr, 1969).
Esta infiltrag@o foi realizada em sete etapas durante quatro dias, com resina
Spurr diluida em concentra¢des crescentes de acetona. O material foi entdo
polimerizado em moldes horizontais em estufa a 70°C durante 24h. As
secgOes ultrafinas foram realizadas em ultramicrétomo Power Tome XL e
contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo de acordo com os
procedimentos de Reynolds (1963). As amostras foram observadas e
fotografadas no microscopio eletronico de transmissdo modelo Jeol (JEM)

1011 do Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.
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4.7 Anilise e interpretacio dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise do teste de ANOVA
bifatorial, seguida do teste a posteriori de Tukey, para verificar a
significancia das diferengas encontradas entre os tratamentos com cobre,
radiagdo ultravioleta e seus respectivos controles. Todas as analises foram

realizadas no Programa Statistica (versao 6.0).
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V. RESULTADOS

5.1 Morfologia dos segmentos apicais

Ao final dos experimentos, as amostras do grupo controle de P.
capillacea apresentaram coloracdo e ramificagdes tipicas da espécie (Figura
3A). Por outro lado, a exposigdo a radiagdo UV e ao metal pesado cobre
resultou na despigmentac@o dos segmentos apicais das algas (Figura 3B-H,
setas). A intensidade da despigmentagdo foi maior conforme aumentou-se a
concentragdo do cobre (Figura 3C-E), porém esta foi ainda maior nas
amostras expostas a radiagdo UV, especialmente quando simultaneamente
ao cobre. As amostras expostas ao cobre e a radiagdo, simultaneamente,

apresentaram uma maior liberagdo de mucilagem (Figura 3F-H).

Figura 3. Morfologia dos segmentos apicais de P. capillacea ap6s 7 dias de cultivo.
A. Controle. B. Amostra exposta a radiagdo ultravioleta. C-E. Amostras tratadas
com cobre 0.62 uM, 1.25 uM e 2.5 uM, respectivamente. F-H. Amostras expostas a
RUVAB e tratadas com cobre 0.62 pM, 1.25 uM e 2.5 uM, respectivamente.

25



5.2 Taxa de Crescimento

Apds os sete dias de experimento, observou-se que o cultivo das
amostras apenas com o metal pesado cobre ndo resultou em diferengas
significativas nas taxas de crescimento (Figura 4, PAR). Entretanto, a
exposi¢ao das algas apenas a radiacdo ultravioleta resultou em uma redugéo
da taxa de crescimento, enquanto que o cultivo das algas em metal pesado,
quando simultdneo a exposi¢do a radiagdo UV, resultou em um aumento
significativo (P < 0.05) das taxas de crescimento (Figura 4, PAR +
RUVAB). As espécimes cultivadas com PAR+RUVAB+Cu 1.25 uM e
PAR+RUVAB+Cu 2.5 uM demonstraram aumentos de 48.4% e 69.9%,

respectivamente, quando comparados ao controle.

Figura 4. Taxas de Crescimento das amostras de P. capillacea apds 7 dias de
experimento (n = 4; media £ DP). As diferentes letras indicam diferengas
significativas de acordo com o teste bifatorial ANOVA ¢ o teste de Tukey (p <
0.05).
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5.3 Clorofila a e Ficobiliproteinas

A concentrag@o de pigmentos fotossintetizantes nas amostras de P.
capillacea foi significantemente influenciada pela exposigdo a radiagdo UV,
bem como pelos tratamentos com cobre. Praticamente todos os tratamentos
obtiveram um valor reduzido em relagdo ao valor obtido com o grupo
controle (Tabela 1). Os valores obtidos para a concentra¢do de clorofila a
apresentaram uma maior redu¢do nas amostras tratadas, em relagdo aos

valores obtidos para ficobiliproteinas (AFC, FC e FE).

Tabela 1. Pigmentos fotossintetizantes de amostras de P. capillacea (pg.g‘l) apos 7
dias de cultivo (n = 4; media + DP). Chl a, clorofila a; AFC, aloficocianina; FC,
ficocianina; FE, ficoeritrina. As diferentes letras indicam diferengas significativas de

acordo com o teste bifatorial ANOVA e o teste de Tukey (p < 0.05).
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5.4 Microscopia de Luz

Os cortes transversais do grupo controle de P. capillacea tratados
com PAS (Figura 5A) apresentaram uma reagdo positiva na parede celular,
indicando a presenca de celulose neste local. Também no citoplasma pode-
se observar uma reagdo positiva do corante com polissacarideos neutros, os
quais apresentam-se em grande quantidade na forma de grios de amido das

florideas.

As amostras tratadas com a radiagdo UV e expostas ao metal
pesado cobre apresentaram reagdes na parede celular e nos grdos de amido
similares as observadas nas amostras do grupo controle. O cultivo das algas
com solugdo de cobre 0.62 puM, com ou sem a exposicdo simultdnea a
radiagdo UV (Figuras 5C e 5F), ndo levou a alteragdes significativas na
densidade de grios de amido das florideas. Entretanto, a exposi¢do a
radiagdo UV (Figura 5B) levou a uma importante diminui¢do na
concentragdo de grdos de amido, assim como o cultivo das amostras em
cobre 1.25 pM e 2.5 uM, com ou sem a simultdnea exposi¢do a radiagdo

(Figuras 5D, 5E, 5G e SH).
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Figura 5. Microscopia de Luz de secgdes transversais de P. capillacea ap6s 7 dias
de cultivo. A. Controle. B. Amostra exposta a radiacdo ultravioleta. C-E. Amostras
tratadas com cobre 0.62 pM, 1.25 uM e 2.5 pM, respectivamente. F-H. Amostras
expostas @ RUVAB e tratadas com cobre 0.62 pM, 1.25 pM e 2.5 uM,
respectivamente. A, amido das florideas; CC, células corticais; CS, células

subcorticais; PC, parede celular.
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5.5 Microscopia Eletronica de Transmissao

Quando observadas em microscopia eletronica de transmissdo, as
amostras do grupo controle de P. capillacea apresentaram células corticais
vacuolizadas, preenchidas por numerosos cloroplastos ¢ alguns grios de
amido das florideas e cercadas por uma espessa parede celular (Figura 6A).
Os cloroplastos apresentaram-se com uma organizagdo interna tipica
daquela encontrada em algas vermelhas, com tilacoides livres e
uniformemente espacados (Figuras 6B-D). Plastoglobulos, goticulas
elétron-densas de lipidios, puderam ser observados entre os tilacoides
(Figura 6B). Pequenas mitocOndrias também encontravam-se presentes, em

associagdo com os cloroplastos (Figura 6B).

A exposi¢do das algas a radiagdo ultravioleta resultou em
alteragdes na ultraestrutura das mesmas (Figura 7). Células corticais com
formato irregular puderam ser observadas (Figuras 7A e 7B), bem como um
aumento na vacuolizag¢do das células (Figura 7D) e na espessura da parede
celular (Figuras 7A e 7B), cujas camadas de microfibrilas podem ser
facilmente observadas (Figura 7A). Vesiculas de conteudo fibroso também
puderam ser observadas em diversas células corticais (Figura 7C, setas).
Além disso, diversos cloroplastos com morfologia irregular também

puderam ser observados (Figuras 7B e 7E). Nestes cloroplastos, os
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tilacoides encontravam-se degenerados e os plastoglobulos podia ser

observados em maior quantidade (Figura 7E).

As amostras de P. capillacea cultivadas com o metal pesado cobre
apresentaram poucas alteragdes ultraestruturais (Figura 8). O citoplasma
encontrava-se tipicamente preenchido por cloroplastos (Figuras 8A-F),
pequenos vacuolos (Figura 8D) e alguns grios de amido das florideas
(Figuras 8A-E). Alguns cloroplastos apresentaram membranas tilacoides
dilatadas (Figura 8E), porém as cristas mitocondriais ndo foram modificadas

(Figura 8F).

Por fim, os espécimes de P. capillacea cultivadas com simultianea
exposi¢do ao metal pesado cobre e a radiagdo ultravioleta apresentaram
diversas alteragdes estruturais (Figura 9). As células corticais destas
amostras apresentaram um conteudo citoplasmatico de volume bastante
reduzido (Figuras 9A e 9B), e as paredes celulares exibiram um aspecto
bastante compacto (Figuras 9A-D). Cloroplastos encontravam-se
degenerados (Figuras 9E e 9F), e com um aumentado numero de
plastoglobulos (Figura 9F). Poucos gridos de amido das florideas puderam

ser observados no citoplasma (Figuras 9A-D).
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Figura 6. Micrografia Eletronica de Transmissdo das amostras do controle de P.
capillacea apos a realizacdo dos experimentos A. Visdo geral de uma célula cortical.
B e C. Detalhes dos cloroplastos, demonstrando a tipica organizaggo interna destas
organelas em algas vermelhas. D. Amplificagdo de um cloroplasto, com detalhes das
membranas tilacoides (setas). A, amido das florideas; C, cloroplasto; CC, células

corticais; M, mitocondria; P, plastoglobulo; PC, parede celular.
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Figura 7. Micrografia Eletronica de Transmissdo de amostras de P. capillacea apos
7 dias de exposi¢do a radiagdo ultravioleta. A e B. Células corticais com formato
irregular ¢ parede celular espessa. C. Vesiculas de contetido fibroso (setas). D.
Grande quantidade de vactiolos nas células corticais. E. Cloroplasto com formato
irregular e maior quantidade de plastoglobulos. A, amido das florideas; C,

cloroplasto; P, plastoglobulo; PC, parede celular; V, vacuolo.
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Figura 8. Micrografia Eletronica de Transmissdo de amostras de P. capillacea apos
7 dias de cutivo com o cobre. A-F. Células corticais contendo organelas com
ultraestrutura normal para a espécie. Poucas modificagdes ultraestruturais podem ser
observadas. E. Observa-se uma leve dilatagdo nos tilacdides da membrana dos
cloroplastos. A, amidos das florideas; C, cloroplasto; M, mitocondria; PC, parede

celular; V, vacuolo.
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Figura 9. Micrografia Eletronica de Transmissdo de amostras de P. capillacea apos
7 dias de exposig@o simultidnea a radiagdo ultravioleta e ao metal pesado cobre. A e
B. Células corticais apresentando grande reducdo no volume citoplasmatico celular.
A-D. Parede celular com aspecto mais compacto. E e F. Detalhe de cloroplastos
degenerados e rompidos. A, amido das florideas; C, cloroplasto; P, plastogldbulo;

PC, parede celular.
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VI. DISCUSSAO

As amostras de P. capillacea utilizadas nos presente estudo
apresentaram diversas alteragdes morfologicas, bioquimicas e ultra-
estruturais, quando expostas ao metal pesado cobre e a radiagdo ultravioleta.
Quando expostas & ambos os agentes estressores, de forma simultinea, as
alteragdes encontradas foram ainda maiores, revelando uma possivel agdo

sinérgica entre o cobre e a radiagdo ultravioleta.

O cobre ¢ um micronutriente essencial para o desenvolvimento das
plantas (Sorentino, 1979), entretanto, quando em concentragdes elevadas,
este elemento pode ser toxico (Hall, 2002). Segundo Leonardi & Vasquez
(1999), a concentragdo total de cobre encontrada naturalmente no mar varia
entre 0.002 e 0.6pg/L, porém estes valores podem aumentar

consideravelmente em areas costeiras.

Sendo o cobre um elemento essencial para o metabolismo das
algas, ¢ possivel que estas possuam transportadores especificos para este
elemento (Tonon et al., 2011). Assim, o cobre possui uma maior capacidade
de ser transportado para dentro das células. Em geral, quanto maior a
mobilidade de um metal pesado, mais significante ¢ o efeito toxico deste
(Hu et al., 2010). Uma vez dentro das células, o cobre pode facilitar e
acelerar o processo de produgao de espécies reativas de oxigénio (Mallick &
Mohn, 2000), promovendo alteragdes a lipidios, proteinas e acidos
nucléicos (Céllen et al., 2003), e levando & uma diminui¢do da eficiéncia

fotossintética.

De forma similar, a radia¢do ultravioleta, apesar de essencial aos
organismos fotossintéticos e, consequentemente, a todas as formas de vida,

tem sido observada em proporgdes elevadas em diversas regides do planeta,
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dentre elas a América do Sul (Cabrol ef al., 2009). Altas exposi¢cdes a
RUVAB resultam especialmente em danos ao DNA. Estes danos podem ser
causados por alteragdes estruturais diretas (Lois & Buchanan, 1994), como
também por alteragdes indiretas, resultantes da producdo de espécies
reativas de oxigénio (Mitchell & Karentz, 1993). Danos a pigmentos (Strid
et al., 1990), lipidios (Murphy, 1983), proteinas e enzimas (Strid et al.,
1990; Vass, 1997), e organelas (Schmidt et al., 2009; Polo et al., 2014)
também ocorrem em decorréncia da exposi¢cdo a RUVAB, os quais podem
resultar em alteracdes bioquimicas e fisioldgicas nos espécimes, reduzindo
sua eficiéncia fotossintética (Strid et al., 1990), bem como seu crescimento

e sucesso reprodutivo (Bischof ef al., 2006).

Ao final dos 7 dias de experimento, as amostras de P. capillacea
tratadas com o cobre apresentaram uma despigmentacdo leve, enquanto que
a RUVAB resultou em uma despigmentacdo mais acentuada. A
despigmentacdo foi ainda maior nas amostras tratadas com o cobre
concomitantemente a exposicdo a RUVAB. A despigmentacdo dos
segmentos apicais das amostras tratadas com o cobre é possivelmente
resultante da diminui¢@o na concentra¢do de pigmentos fotossintetizantes. A
despigmentacdo de segmentos apicais, bem como redugdes no contetido de
pigmentos fotossintetizantes foram observadas em outras macroalgas
vermelhas tratadas com cobre, tais como Gracilaria domingensis (Gouveia
et al., 2013), G. lemaneiformis (Xia et al., 2004) e Gelidium floridanum
(Santos et al., 2014). Alteragdes na concentragdo de pigmentos
fotossintetizantes também puderam ser observadas em Sargassum cymosum
(Polo et al., 2014), Gelidium floridanum (Simioni et al., 2014), e
Chondracanthus teedei (Schmidt et al., 2012) expostas a radiacdo

ultravioleta.
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Quando tratadas com o cobre, as amostras de P. capillacea nio
apresentaram alteragdes significativas em suas taxas de crescimento. A
exposi¢do das amostras a RUVAB, por outro lado, resultou em uma
significativa reduc¢do das TCs. Quando em grandes concentragdes, o cobre
pode resultar em efeitos toxicos as macroalgas, dentre estes, menores taxas
de crescimento. Tal efeito foi observado por Gouveia et al. (2013) em G.
domingensis e Santos et al. (2014) em G. floridanum. Entretanto, sendo o
cobre um elemento essencial aos organismos, baixas concentracdes deste
elemento sdo saudaveis e podem ndo alterar processos metabolicos
relacionados ao crescimento das algas (Linder, 1991). De modo contrario, a
RUVAB ¢ geralmente toxica aos organismos, reduzindo, assim, seu
metabolismo e, consequentemente, sua biomassa (Bischof et al., 20006).
Resultados semelhantes foram obtidos para K. alvarezii, G. domingensis e
Chondracanthus teedei (Schmidt et al., 2009, 2010 e 2012,

respectivamente).

A exposi¢do concomitante do cobre com a RUVAB resultou em
TCs iguais ou superiores as do controle. Entretanto, estas amostras exibiram
também uma grande quantidade de mucilagem. A mucilagem, rica em
polissacarideos, pode ser resultante de um mecanismo de defesa contra a
exposi¢do a elementos estressores, especialmente contra a absorgdo do
cobre (Wang et al., 2009). Assim, o aumento na biomassa destas amostras
reflete a liberagdo de grande quantidade de mucilagem, ndo estando

relacionado a um real aumento nas TCs das amostras tratadas.

A redugdo na concentragdo de clorofila @ em plantas pode estar
associada a deficiéncia de magnésio e ferro (Greger & Ogren, 1991), ou a
inibi¢do da sintese de enzimas responsaveis pela produgdo de clorofila

(Stobart et al., 1985). Além disso, o cobre pode ter alterado a estrutura dos
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ficobilissomos, reduzindo a concentragdo de ficobiliproteinas (Xia et al.,
2004). A radiacdo ultravioleta, por outro lado, parece apresentar um efeito
mais deletério sobre estes pigmentos. A RUVAB ¢ uma importante fonte de
dano ao DNA, especialmente através da formagdo de dimeros de pirimidina,
os quais inibem o progresso de DNA polimerases durante os processos de
transcrigdo e replicagdo, levando a necrose de parte dos segmentos apicais
(Britt et al., 1995). Resultados similares foram obtidos em Kappaphycus
alvarezii exposta 8 RUVAB (Schmidt ez al., 2010).

Em algas vermelhas, a ficoeritrina ¢ responsavel pelos processos de
aclimatagdo, sendo, portanto, o pigmento acessorio localizado mais
externamente no ficobilissomo (Talarico, 1996). Assim, a ficoeritrina é o
primeiro pigmento a ser afetado em condi¢des de estresse, seguido da
ficocianina, aloficocianina, carotenoides e, finalmente, a clorofila «
(Eswaran et al., 2002). No presente estudo, esta escala de sensibilidade
ficou bastante evidente para as amostras tratadas com cobre 0.62 puM, cobre
2.5 uM e RUVAB. Porém, para as amostras de P. capillacea tratadas com o
metal pesado concomitantemente a exposi¢@o a radiagdo, os maiores efeitos
puderam ser observados na clorofila a, cuja redugéo foi proxima ou superior
a 50%. Com exce¢do de PAR+RUVAB+Cu 0.62 uM para aloficocianina,
PAR+RUVAB+Cu 0.62 uM para ficocianina e PAR+RUVAB+Cu 2.5 uM
para ficoeritrina, todos os tratamentos de cobre com radiacao resultaram em
maiores redugdes nas concentragdes de pigmentos fotossintetizantes,

quando comparados ao tratamento apenas com o metal pesado.

O amido das florideas possui grande importancia como substincia
de reserva para as algas vermelhas, e em certos casos a densidade de gréos
pode chegar a 80% do volume celular total (Ekman et al., 1991). As

imagens obtidas em microscopia de luz revelaram uma grande redug@o na
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quantidade de grios de amido das florideas nas amostras expostas a
radiagdo. Em algas vermelhas, a sintese e reserva de grios de amido ocorre
no citosol (Pueschel, 1990), sendo, portanto, mais suscetivel a alteragdes
devido a estresses ambientais. Mudangas na rota de biossintese destas
reservas, tais como no Ciclo de Calvin, podem resultar na inibi¢do da
sintese de reservas, bem como na ativagdo de vias de degradacdo, de forma
a gerar energia para a producdo de compostos de defesa, dentre eles amino

acidos, enzimas e carotenoides (Bouzon et al., 2012).

Para as amostras de P. capillacea expostas a solu¢des de cobre,
com ou sem a exposi¢do a RUVAB, a quantidade de grdos diminuiu
conforme aumentou-se a concentragdo do metal. Uma redugdo na
concentragdo de amido das florideas foi observado em G. domingensis
tratadas com cobre (Gouveia et al., 2013). Entretanto, plantas em condigdes
de estresse podem ampliar a produgéo e reserva de gridos de amido (Daud et
al., 2009; Najeeb et al., 2011), e estudos demonstraram um aumento na
quantidade de amido das florideas em rodofitas tratadas com o metal pesado
caddmio (Santos et al., 2013; Simioni et al., 2015). Assim, pode-se inferir
que a exposi¢cdo simultdnea de P. capillacea a radiagdo ultraviolet e ao
cobre resultou em um equilibrio entre a produ¢do e degradagdo de grios de

amido das florideas.

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo revelaram
alteragdes ultraestruturais em todas as amostras de P. capillacea tratadas,
em diferentes intensidades. As amostras tratadas com o metal pesado cobre
apresentaram  poucas alteracdes, especialmente relacionadas aos
cloroplastos, os quais apresentaram algumas membranas tilacoides
dilatadas. A radiagdo ultravioleta resultou em alteragdes mais profundas nas

amostras, tais como aumento na espessura da PC, degeneracdo de
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cloroplastos, e aumento na quantidade de plastoglobulos e vactiolos. Por
fim, as amostras de P. capillacea expostas ao cobre ¢ 8 RUVAB de forma
simultdnea revelaram grandes alteragdes ultraestruturais, dentre eles PCs
mais compactadas, cloroplastos rompidos e totalmente degenerados, volume
citoplasmatico reduzido, e uma grande quantidade de plastoglobulos.
Alteragdes ultraestruturais causadas por agentes estressores como o metal
pesado cobre e a RUVAB ja foram relatados em diversos estudos com algas
(Buma et al., 1995; Correa et al., 1999; Gouveia et al., 2013; Holzinger et
al., 2004; Polo et al., 2014). Entretanto, poucos estudos demonstram as
alteragdes ultraestruturais causadas por ambos os agentes estressores,

quando em acdo simultanea.

A parede celular de rodéfitas possui, dentre outros compostos,
grandes quantidades de polissacarideos sulfatados, tais como agar e
carragenana. Estes compostos, muito utilizados em industrias farmacéuticas
e alimenticias, fornecem protegdo para as algas (Craigie, 1990), evitando a
entrada de elementos potencialmente prejudiciais. Algumas das estratégias
de resisténcia a entrada de metais pesados sdo a absor¢do, imobilizagdo e

precipitagdo destes compostos (Andrade et al., 2004).

As solugdes de cobre utilizadas no presente estudo ndo alteraram
significativamente a espessura da PC de P. capillacea. Sendo o cobre um
metal pesado essencial, baixas concentragdes destes elemento sdo
absorvidas através de transportadores especificos e metabolizados
normalmente pelas células, ndo alterando de forma comprometedora a
ultraestrutura das algas. A RUVAB, por outro lado, ¢ altamente toxica as
células, e PCs mais espessas puderam ser observadas apos a exposi¢do a
este agente estressor. Um aumento na espessura das folhas pode ser

observado em plantas (Hollosy, 2001), e estudos demonstram PCs mais
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espessas em algas expostas a radiacdo (Polo et al., 2014; Schmidt et al.,
2009). Esta espessura aumentada deve-se a uma maior atividade do
complexo de Golgi, com uma maior deposi¢do de vesiculas levando a um

espessamento da PC (Bouzon et al., 2012).

De acordo com Héder e Worrest (1991), a radiacdo ultravioleta
pode aumentar a permeabilidade da parede celular, facilitando, assim, a
entrada de compostos nas células. As algas tratadas com RUVAB
simultdneamente com o cobre apresentaram alteragdes ultraestruturais
graves. Assim, infere-se que a exposi¢do de P. capillacea @ RUVAB
concomitantemente ao cobre resultou em uma maior permeabilidade da PC,
permitindo uma maior entrada do metal pesado nas células e resultando em

efeitos deletérios maiores nas amostras.

A radiagdo ultravioleta resultou em maiores alteragdes aos
cloroplastos das algas, quando comparada com o cobre, e os efeitos foram
ainda maiores com a exposi¢cdo simultdnea dos dois elementos. Segundo
Najeeb e al. (2011), os cloroplastos sdo altamente suscetiveis a estresse
oxidativo, e a toxicidade do cobre ¢é significativamente influenciada pela
RUVAB (West et al., 2003). Alteragdes na ultraestrutura dos cloroplastos
podem torna-los mais acessiveis a acdo de proteases, as quais podem
degradar proteinas como a Rubisco, através, por exemplo, da via da

ubiquitina (Feller ez al., 2008).

Por fim, uma maior quantidade de plastoglobulos pode ser
observada nas amostras expostas a radiagdo, bem como nas amostras
expostas 8 RUVAB e ao cobre, simultaneamente. Os plastoglobulos sdo
particulas de material lipidico com a fung@o princial de reserva. Holzinger

et al. (2009) observou que a exposi¢do de macroalgas a radia¢do resulta em
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um aumento na quantidade destas particulas, as quais sdo resultantes da
supressdo de vias de biossintese protéica em decorréncia da limitagdo de
nitrogénio. Além disso, Lichtenthaler (1968) sugere uma relagdo entre a
desconstrugdo de tilacoides e uma maior reserva lipidica na forma de

plastoglobulos, em resposta a situagdes de estresse.
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VII. CONCLUSOES FINAIS

Prever os efeitos cumulativos de agentes estressores pode ser
bastante desafiador. Uma grande quantidade de fatores, bidticos e abidticos,
podem estar relacionados as interagdes, tais como especificidade, nivel
trofico, taxa de reproducdo, magnitude dos elementos e padrdes temporais
(Crain et al., 2008). Consequentemente, dados obtidos em experimentos
laboratoriais podem néo representar a realidade de uma comunidade frente a
determinados agentes estressores. Entretanto, tais experimentos ainda sdo
relevantes e necessarios, pois experimentos baseados em mesocosmos sdo

custosos ¢ demandam uma grande quantidade de tempo.

Interagdes entre as mudangas climaticas, a radiacdo ultravioleta e
um aumento na deposicdo de elementos poluidores em ambientes aquaticos
estdo alterando os efeitos resultantes da exposi¢do a radiagdo UV (Héder et
al., 2014). Diversos estudos apontam interacdes sinérgicas entre a RUVAB
e demais elementos. Estas interagdes sdo reflexo de mudangas em reagdes
quimicas resultantes da combinacdo destes agentes estressores, como a

fototoxicidade (Crain et al., 2008).

Os resultados obtidos neste estudo revelaram modificagdes na
morfologia, nos pigmentos fotossintetizantes e na ultraestrutura de P.
capillacea apds os tratamentos com o cobre ¢ a radiacdo UV. A exposi¢do a
radiacdo UV resultou em efeitos mais drasticos as amostras de P.
capillacea, quando comparados aos efeitos do cobre. Porém, quando em
acdo simultinea, estes elementos estressores resultaram em efeitos ainda
mais deletérios para os pardmetros estudados. Assim, conclui-se que a
radiagdo UV e o metal pesado cobre agem de forma sinérgica sobre a

morfologia, a bioquimica e a ultraestrutura da macroalga P. capillacea.
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ABSTRACT

The effect of ultravialet (U'V} radiation and copper (Cuj an
apical segments of Perncladiels copilloces was examined
wnder two different conditions of radimtion, PAR (contralh
md PAR+UVA+UVE (PAR+UVAB) and three copper cone
entrations, renging from @O (control} to A2 125 and
250 . Algee were exposed in vitrn to photoynthetically
ative radiation (PAR) =t 70 gmal phatons m™ 5™, PAR +
UVE at 035 W m ™" and PAR +UVA at 070 W m™ during
2 12+h phatocycle for 3 h each day for 7 days. The effects of
rediztion aml copper on growth rates, content of phatosy n-
thetic pigments and photsynthetic performance were ana-
bzed. In sddition, samples were processed for light and
transmision electran microscopy. The content of photayne
thetic pigments decremsed afler expasure o radistion and
(. Compared with PAR radiation and copper trestments
mendlified the kinetics patterns of the photmsynthesisirradi.
mce curve. The trestments also caused changes in the ultra-
sgructure af cortical and subcortical cells, inchiding incressed
el wall thickness and scounmulstion of plastoglobuli, = well
= changes in the arganizstion of chloraplests. The resulis
indicate that the synergistic interaction hetween UV radiation
md Cu in P capillacea, led to the failre of protective
mechanims and causing mure drestic changes and cellular
imbalances.

NTRODUCTION

Ukravialet {UV) radiation has hecome a major isoe since the
discavery af the aeane hale in Amarctica resaking fram the
antropagenic nelease of amaspheric palliams sach as chlaras
froaracarhans (CFCs), halacarbans, chlarocashans (Cos), dioxins
Ny and carhan dioxide (1. Scenarios relaed w0 oheerved and
medicied climate changes can increase UW.B radistion fram

o o e o e (Feder . Sich mick )
& 34 The Ametce Socety of Pushicogy

azone deplesian, einfarcing i damaging effecs on aguatic
arganisms. Ukraviale: radiation has $hree spectral regions, UWV.C

pids and proesins,
and aker physialogical respamses (3.4) and pigmem comem
3 idex change ukrasmactral arganization
the aherations caused fy i

e arganisms.

Despie  mingeachemical
activities have heen increasing the comer af feavy mesal pallu
tams in water hodies {10}, Copper (Cu) is an essersial micranse

mtwral processes, anfwopagenic

electran transpar, mitachandrial nespirasion, axidative srexs, cell
wall mesahalism, tranecription, prowedn trafficking and harmane
signaling {11}, Haweves, in ewess Cu infites growsh and
impairs imparam celkilar process {phoosymhetic electran rans.
part, phoxmymhesis and respiration). The memfrane transpart
sysems seem o be Cu arges, plying 2 cemmal rake in the
axicity processes {11},

Hewever, Cu i alsa ane of the mos: taxic race mesak o mars
12}, and higher concentrations af this element
| and wrhan effluenss are hisaccumalaed
draugh the food chains (13} Several mudies
harmful effects af cap n macroal gae, such as
powymhesis rases (14,15) and increassd or inhihied
emymatic activities (16,17}, ax well as akerations in microtubu e
and actin fikmerx marphalagy | 18) and alrasiractune {19,200},
Prerocladiela capillacea (5.G. Gmelin) Samelices & Homs
mersand i a red macroalga (Rhodaphyta, Gelidiales) and cosma.
palran species that can he found hetween the shallow intertidal
and suimidal rocky shares of Brazil. The gems has great ecakigic
and econamic imporance far fuman camsammion and agas
extraction (21},

msuking from. ind:

Figura 10. Artigo publicado na revista Photochemistry and Photobiology,

utilizando-se os dados obtidos com o presente trabalho de conclusdo de curso

(DOI: 10.1111/php.12396).
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