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RESUMO

A acidificacdo do oceano influencia a composi¢do quimica do mar e pode causar efeitos
consideraveis nos ecossistemas aquaticos. A Ulva lactuca, uma macroalga essencial nos
ecossistemas costeiros, pode ser impactada de varias formas pela acidificacdo, incluindo a
diminui¢do da taxa de crescimento, mudancas na composi¢ao quimica e alteragdes na estrutura
do ecossistema. A capacidade desta espécie de tolerar mudangas de temperatura e luminosidade
¢ extensivamente pesquisada. Esta caracteristica tem sido observada em regides com
temperaturas que oscilam entre 0° C e 28°C, sendo a maior taxa de crescimento registrada entre
10 e 15 °C. Em temperaturas que variam de 7°C a 10°C, U. lactuca ¢é capaz de se adaptar a niveis
reduzidos de radiacdo luminosa, além de tolerar uma ampla gama de variagdes de salinidade.
Portanto, levando em conta a tolerancia a alteragdes ambientais a vasta distribuicdo mundial ¢ a
abundancia de algas do género Ulva, esses seres parecem ser modelos promissores para a
avaliagdo de agentes estressores ambientais, tais como a acidificacdo dos oceanos. As
macroalgas, seres que realizam fotossintese e t€ém um papel fundamental nos ecossistemas
costeiros, surgem como potenciais parceiras na atenuacdo dos impactos da acidificagdo.
Ademais, a variedade funcional das macroalgas possibilita que diversas espécies ocupem
diversos nichos, fortalecendo a resiliéncia dos ecossistemas marinhos. A alteragao do pH pode
afetar a cadeia alimentar marinha e a biodiversidade, comprometendo a pesca e a seguranga
alimentar. A compreensdo e mitigacdo da acidificagdo ocednica sdo essenciais para a preservacao
dos oceanos e dos servigos que eles fornecem ao planeta. Com as mudancgas climaticas e a
acidificagdo dos oceanos, as algas estdo enfrentando novos desafios. A ecofisiologia das algas
investiga como essas mudancas afetam a sua fisiologia, distribuicao geografica e suas interagdes
com outros organismos. Entender as funcdes ecoldgicas dos oceanos e fomentar sua preservagao
¢ crucial para lidar com os desafios trazidos pela acidificagdo e assegurar a sustentabilidade
marinha.

Palavras-chave: Ecofisiologia, Macroalgas, Metabolismo, antioxidantes.



ABSTRACT

Ocean acidification influences the chemical composition of the sea and can have significant
effects on aquatic ecosystems. Ulva lactuca, an essential macroalgae in coastal ecosystems, can
be impacted in several ways by acidification, including decreased growth rate, changes in
chemical composition, and alterations in ecosystem structure. The ability of this species to
tolerate changes in temperature and light is extensively researched. This characteristic has been
observed in regions with temperatures ranging from 0°C to 28°C, with the highest growth rate
recorded between 10 and 15°C. At temperatures ranging from 7°C to 10°C, U. lactuca is able to
adapt to reduced levels of light radiation, in addition to tolerating a wide range of salinity
variations. Therefore, considering the tolerance to environmental changes, the vast worldwide
distribution and the abundance of algae of the genus Ulva, these beings appear to be promising
models for the evaluation of environmental stressors, such as ocean acidification. Macroalgae,
beings that perform photosynthesis and play a fundamental role in coastal ecosystems, emerge
as potential partners in mitigating the impacts of acidification. Furthermore, the functional
variety of macroalgae allows several species to occupy different niches, strengthening the
resilience of marine ecosystems. Changes in pH can affect the marine food chain and
biodiversity, compromising fisheries and food security. Understanding and mitigating ocean
acidification are essential for the preservation of the oceans and the services they provide to the
planet. With climate change and ocean acidification, algae are facing new challenges. The
ecophysiology of algae investigates how these changes affect their physiology, geographic
distribution and their interactions with other organisms. Understanding the ecological functions
of the oceans and promoting their preservation is crucial to dealing with the challenges brought
by acidification and ensuring marine sustainability.

Keywords: Ecophysiology, Macroalgae, Metabolism, Antioxidants.
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Introducio Geral

Os niveis de CO; atmosférico aumentam constantemente desde a revolucao industrial.
Atualmente a concentragdo de CO2 atmosférico ¢ de 412 ppm, um aumento de 47% desde o
inicio da Revolucao Industrial (OMM, 2023). Este aumento de CO2 ¢ considerado um dos
principais fatores responsaveis pelas alteragdes climaticas em vigéncia (Kabir et al, 2023).
Além disso, a alta concentracdo de dioxido de carbono atmosférico pode resultar em mudanga
na composi¢ao quimica dos oceanos, uma vez que na interface atmosfera/oceano hé absorgao
de aproximadamente 25 a 30% do CO; antropogénico pelos oceanos. Os oceanos cobrem mais
de 70% da superficie da Terra e sustentam 97% da superficie terrestre. Ao absorver mais de
90% do excesso de calor libertado no ambiente do globo e quase um ter¢o das emissdes de
didxido de carbono (COy), retarda o aquecimento global e regula o clima global. No entanto,
o0s ecossistemas marinhos sdo altamente vulneraveis as atividades humanas (Landrigan et al.,
2020). A medida que o CO, atmosférico aumenta, a interagdo com a superficie do oceano
alterard a quimica da 4gua do mar, resultando no conhecido processo de acidificagdo.

As algas marinhas sdo vulneraveis a mudangas fisicas e quimicas no ambiente marinho,
e os impactos das mudangas climaticas, e antropogénicas (atuais e futuras) em ecossistemas
dominados por grandes bancos de macroalgas esta cada vez melhor elucidado (Harley et al,
2012, Pellizzari et al. 2014, 2017, 2020a, b 2013). Embora se saiba que a acidificagdo dos
oceanos tem impacto na fisiologia das algas marinhas, os efeitos nas fases iniciais das
macroalgas sdo desconhecidos devido a falta de dados (Navarro et al. 2020). Biomarcadores de
relevancia molecular podem estimular respostas enzimaticas nas células das algas Ulva lactuca
e Petalonia fascia. Muitas vezes, essas respostas sdo diretamente afetadas pelas espécies
reativas de oxigénio (EROs), bioprodutos resultantes do metabolismo do oxigénio. O complexo
formado pela catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD) e
glutationa redutase (GR) € um exemplo de enzima com atividade antioxidante.

A proposta foi investigar os efeitos da acidificacdo oceanica sobre as macroalgas. No
capitulo 1, foi realizada uma revisao de literatura abordando como a acidificagdo oceanica afeta
as comunidades de macroalgas ndo-calcérias fisiologicamente e ecologicamente. No capitulo
2, sao apresentados os dados de experimentos com as espécies Ulva lactuca Linnaeus e
Petalonia fascia (O.F.Miiller) Kuntze, 1898, em trés cenarios de acidificacdao oceanica previsto

pelo IPCC para o ano de 2100.
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Capitulo 1.

MACROALGAS MARINHAS NAO CALCIFICANTES E SUAS POSSIVEIS
RESPOSTAS FRENTE A ACIDIFICACAO DOS OCEANOS

Resumo: A presente revisdo de literatura trata-se dos efeitos da acidificacdo no
desenvolvimento de algas marinhas ndo calcificantes. A acidificagdo dos oceanos ¢ um
problema ambiental complexo, oriundo das mudangas climdticas, e que se intensificou como
resultado do aumento das emissdes de CO; causado pela atividade humana. O CO; atmosférico
¢ absorvido pelos oceanos, causando altera¢des quimicas na agua, e consequente redu¢ao no
pH. Esta diminui¢do do pH contribui para a acidificagdo em determinadas areas, e afetando
negativamente os organismos marinhos, incluindo as macroalgas. Os ecossistemas costeiros,
onde as algas habitam sdo altamente produtivos e fornecem uma gama de servigos
ecossistémicos. As algas marinhas, como produtoras primarias, sequestram e acumulam
carbono, que podem ser exportados e depositados em regides mais profundas. No entanto, a
medida que os niveis atmosféricos de dioxido de carbono aumentam, a acidifica¢do dos oceanos
(AO) afetara negativamente comunidades marinhas inteiras. As respostas fisioldgicas das algas
marinhas ndo calcarias a AO sdo intraespecificas e variaveis para os diferentes estagios de
desenvolvimento, principalmente devido as diferentes estratégias de absor¢do de carbono para
o processo fotossintético. Além disso, os efeitos integrados da AO e de outras varidveis
ambientais, como temperatura e salinidade, desafiam qualquer previsdao e ou modelagem sobre
os impactos dos efeitos da AO nas macroalgas nao calcificantes. Embora a AO seja uma questao
global urgente, os estudos in vitro e in situ sobre os potenciais impactos ecoldgicos ou
econdmicos nas populacdes de algas marinhas naturais ou cultivadas ainda sdo incipientes,
especialmente para as espécies do Atlantico Sul, e sdo sobre estes dados que esta revisdo integra
e reporta.

Palavras-chave: Carbono, algas bentonicas, fisiologia, pH, mudancas climaticas.

NON-CALCIFYING MARINE MACROALGAE AND THEIR POSSIBLE
RESPONSES TO OCEAN ACIDIFICATION

Abstract: This literature review focuses on the effects of acidification on the development of
non-calcifying marine algae. Ocean acidification is a complex environmental problem that has
arisen from climate change and has intensified as a result of increased CO2 emissions caused
by human activity. Atmospheric CO2 is absorbed by the oceans, causing chemical changes in
the water and a consequent reduction in pH. This decrease in pH contributes to acidification in
certain areas, negatively affecting marine organisms, including macroalgae. Coastal ecosystems
where algae inhabit are highly productive and provide a range of ecosystem services. Marine
algae, as primary producers, sequester and accumulate carbon, which can be exported and
deposited in deeper regions. However, as atmospheric carbon dioxide levels increase, ocean
acidification (OA) will negatively affect entire marine communities. The physiological
responses of non-calcareous seaweeds to AO are intraspecific and variable for the different
developmental stages, mainly due to the different strategies of carbon uptake for the
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photosynthetic process. Furthermore, the integrated effects of AO and other environmental
variables, such as temperature and salinity, challenge any prediction and/or modeling on the
impacts of AO effects on non-calcifying macroalgae. Although AO is an urgent global issue,
in vitro and in situ studies on the potential ecological or economic impacts on natural or
cultivated seaweed populations are still incipient, especially for species from the South Atlantic,
and it is on these data that this review integrates and reports.

Keywords: Carbon, benthic algae, physiology, pH, climate change.

1. INTRODUCAO

Na atmosfera, o CO; ¢ o gas dominante contendo carbono, com uma concentracao atual de
aproximadamente 421 ppm (NOAA, 2024). Atualmente, o aporte extra de CO> antropogénico
¢ uma das principais questdes relacionadas as mudancas climaticas. As atuais emissdes de
diéxido de carbono estdo mudando a biogeoquimica do oceano afetando a conservacgao da biota
marinha, com consequéncias na pesca e aquicultura, e incluso na saude humana (IPCC, 2022).
De acordo com Sousa (2021) aproximadamente 25% do CO; emitido por atividades antropicas
¢ atualmente absorvido pelos produtores primarios dos oceanos, ou seja, fitoplancton,
macroalgas e gramas marinhas.

Segundo o IPCC (IPCC 2021 e 2022 ) o AR6 fornece a visdo geral mais recente sobre a
compreensdo atual do sistema climatico, que esta fortemente associado aos sistemas biologicos,
e estima-se uma diminuic¢do de pH de aproximadamente 0,3 até o ano de 2100, o que podera
agravar a acidificacao dos oceanos e seus efeitos nos organismos marinhos (Fabry et al. 2008;
Roleda et al. 2012). Nesse sentido, a poluicdo marinha e as mudangas climaticas, que resultam
em acidifica¢do dos oceanos, estdo entre as maiores causas de perda de biodiversidade (Young
et al., 2016). O pH padrao e esperado das dguas marinhas (entre 8,1-8,2) possibilita que
relevante parcela de CO; seja passivamente convertida em compostos carbonatados pelas
reacdes de equilibrio fisico-quimico (principio da solubilidade) (Hoegh-Guldberg et al. 2007,
Hoegh-Guldberg & Bruno 2010).

O aumento da concentracao de CO» atmosférico ¢ acompanhado pelo aumento proporcional
na temperatura média global (Hansen et al.,, 2005). Isto deve-se ao aumento da concentragao
dos gases de efeito estufa (GEEs) — dentre os quais o CO> ¢ um dos abundantes, seguido do
metano (CH4) e outros em menores concentragdes, como Dioxido de Carbono (CO:z), Metano
(CH.), Oxido Nitroso (N20), Clorofluorcarbonetos (CFCs) e Vapor de Agua (Hz0). Estes gases

ocasionam um aprisionamento da radiacdo solar na atmosfera do planeta gerando assim maior


https://agupubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1029/2022MS003563#jame21817-bib-0056
https://agupubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1029/2022MS003563#jame21817-bib-0057
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retencao de calor pela troposfera, desta forma, aumentando a temperatura média atmosférica e
consequentemente a temperatura da superficie dos oceanos (SST — seawater surface
temperature) (NOAA, 2024).

Trocas oceano-atmosfera regulam o clima do globo, e mudangas no equilibrio das variaveis
meteoroldgicas e oceanograficas podem provocar alteracdes nos padrdes termo-halinos, e
consequentemente, nas velocidades e direcao da circulagdo oceanica (correntes) (Pellizzari et
al. 2020, 2023). A circulagdo termo-halina refere-se a circulagao oceanica global movida pelas
diferencas de densidade das aguas dos oceanos devido a variagdes de temperatura ou salinidade
em camadas superficiais e sub-superficiais.

O Global Monitoring Laboratory (GML) mediu diéxido de carbono e outros gases de
efeito estufa por vérias décadas (Figura 1) desde 1980 até 2024. As concentragdoes de CO>
atmosférico evitam que o planeta esteja completamente congelado, com uma temperatura média
33°C, inferior a atual. A fixagdo fotossintética do CO: ao longo do tempo geoldgico também ¢
responsavel pela existéncia das concentragdes atuais de oxigénio na atmosfera (Ferreira, 2021).

No ciclo biolégico do carbono no oceano, o processo ¢ dindmico e rapido, envolvendo
a fotossintese, a respiracdo das algas e a decomposicao natural da matéria organica. Sendo o
COs existente na atmosfera ou o CO; presente em acumulos de massas de agua, absorvido pelas
algas fotossintetizantes, transformando-os em compostos organicos através da utilizacdo da

energia solar nas reacdes fotossintéticas.
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Figura 1: Média mensal de dioxido de carbono globalmente calculada sobre locais de

superficie marinha. Fonte: Global Monitoring Laboratory, (NOAA 2023).

As algas marinhas bentdnicas além de base da teia alimentar, incluem muitas espécies
de importancia econdmica, usadas tanto diretamente como alimento, como pela sintese de

compostos de usos nas industrias alimenticia, cosmética e de farmacos (Pellizzari & Reis 2016;
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Graham 2004). Portanto, estes organismos estdo conectados a sistemas culturais e econdmicos
humanos. A sobrevivéncia, crescimento e reproducdo algal dependem de diversas varidveis
abioticas, sendo suas populagdes limitadas por temperatura, salinidade, pH, dessecagao,
hidrodinamismo, concentragdo de nutrientes e aporte de diéxido de carbono ou ions
carbonatados para a fotossintese (Harley et al, 2012). Desta forma s3o reconhecidas
bioindicadoras da qualidade ambiental (Pellizzari et al. 2017, 2020b, 2023) e sofrem com
mudangas abruptas dos parametros abioticos, como a variacao de termo-halina e de pH vigentes
nos oceanos. Embora algumas macroalgas demonstrem alta tolerancia a estressores ambientais,
ou até mesmo se beneficie de certas mudangas termo-halinas, a acidificagdo em zonas costeiras
em geral traz mudangas drasticas no crescimento e reprodu¢do das comunidades bentonicas

(Hengjie et al, 2023).

2. DESENVOLVIMENTO
2.1 Biogeoquimica marinha vs acidificacdo dos oceanos

A acidificag¢do dos oceanos (AO) afeta a biota marinha, de um modo geral, em termos
de funcionalidade, produtividade, crescimento e reproducdo dos organismos (Bijma et al.,
2013). Em contrapartida, o pH da dgua do mar também ¢ influenciado pela fotossintese,
calcificagdo e respiracio. E conhecido, que organismos calcificadores, como recifes de corais,
macroalgas calcareas, e moluscos com conchas, estdo entre os organismos mais afetados pela
AO (Triginelli, 2020), porém, os efeitos em organismos ndo calcificadores sdo diversos, embora
menos estudados. Como consequéncia, a AO também afetard diversos setores econdomicos
como pesca, aquicultura, turismo (Duarte et al, 2017) e atividades de subsisténcias artesanais
de comunidades costeiras, com fortes efeitos indiretos em segmentos mais amplos da economia
global, assim como satde e qualidade de vida das populagdes humanas. Ja a alcalinidade total
pode ser afetada por processos de precipitagdo e dissolucdo, a concentragdao de CaCOs, a
concentragdo de fons H" e pH, HCO3~, CO3*" e COs sdo afetados pela fotossintese e pela
respiracdo (Jokiel ef al., 2016). A entrada de didxido de carbono na 4gua do mar contribui para
0 aumento do carbono inorganico dissolvido (CID) mas nao altera a alcalinidade total. O
processo fotossintético também ajuda a reduzir o CID e ocasionando a diminuicdo da
alcalinidade total devido a absor¢do de nutrientes e carbono inorganico (Zeebe & Wolf-
Gladrow, 2001).

Agua e dioxido de carbono (atmosférico), ou ainda ions carbonatados do meio marinho,

combinam-se para formar acido carbonico (H>COs3), um acido fraco que dissocia em ions
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hidrogénio (H") e ions bicarbonato (HCO3"). De acordo com o Representative Concentration
Pathway (RCP 6.0) a emissdo atmosférica de CO, aumentard para 700 ppm até o ano 2100.
Espera-se que o pH dos oceanos diminua em 0,3-0,5 unidades ao final do século, com um
aumento correspondente estimado de 100-150% em [H'] (Garcia-Soto et al, 2021).

A relagdo entre a concentragdo de didéxido de carbono (CO2) atmosférico e o sistema
carbonato marinho estd esquematizada na Figura 2. O CO; atmosférico reage com a agua,
tornando-se parte do sistema carbonato aquatico. Aguas naturais (rios, lagos e oceanos) sao
tamponadas com respeito as mudangas no pH devido as espécies de carbono inorganico

dissolvidas na agua.

S~ - Atmosphere

co,

Figura 2: Reacdes da quimica do carbono na dgua e a relagdo com fotossintese algal, respiragao

algal e animal, e calcificagdo de organismos com conchas ou acimulo de ions carbonato.

(Adaptado de Schneider, 2021).

Ao longo das eras geologicos, uma parte do carbono depositado nos sedimentos € capaz
de ser liberada novamente para a atmosfera através de eventos naturais, como erupgdes
vulcanicas em zonas de subducg¢do, colisdes de placas tectonicas e fontes hidrotermais
profundas (Williams et al. 2011).

Como representado na Figura 3, o fluxo liquido de CO; na interface oceano—atmosfera
pode ser controlado através de trés mecanismos principais conhecidos como “bomba fisica”,
“bomba do carbonato” e “bomba bioldgica” (biological pump). A bomba fisica é produzida

pela troca de CO; na interface oceano-atmosfera e pelo transporte vertical de CO2 no oceano
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profundo. Esta captagdo fisica de CO> ¢ especialmente intensa nas dguas superficiais frias
porque a solubilidade dos gases ¢ maior em baixas temperaturas. A d4gua mais densa desce para
o assoalho oceanico, levando consigo o carbono dissolvido. O carbono dissolvido pode ficar
retido ali por centenas de anos, enquanto se move lentamente pelas partes mais profundas dos
oceanos, antes de retornar gradualmente a atmosfera. Em altas latitudes, a 4gua armazena CO>
com mais facilidade, porque as baixas temperaturas facilitam a dissolu¢do atmosférica do COa.
A bomba fisica ¢ menos sensivel a perturbacdes, mas ¢ afetada em longo prazo (CEMBRA,
2024).

A bomba bioldgica ¢ um processo de sequestro de carbono oceanico que ¢ impulsionado
principalmente pelos autdtrofos, eg. fitoplancton e macroalgas, que habitam a zona eufotica. A
fotossintese, converte CO2 (que compde a fracdo de CID) em biomassa organica (carbono
orgéanico particulado ou POC) (Sigman & Hain, 2012). A fotossintese ¢ o método inicial de
trazer carbono para a bomba biologica. Ele ¢ ainda transportado por todo o oceano ao entrar na
cadeia alimentar depois que o fitoplancton e as macroalgas, produtores primarios no nivel
troéfico mais baixo, sdo consumidos. O carbono pode entdo permanecer na cadeia alimentar a
medida que niveis troficos mais elevados consomem continuamente os organismos, ou pode
ser libertado da cadeia alimentar sob a forma de defecacdo ou tecido morto (Passow & Carlson,
2012). Desta forma a bomba bioldgica contribui para o armazenamento de carbono nas bacias

oceanicas do planeta (Hain & Sigman, 2014; Hauck, 2015).
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Figura 3. Bombas fisicas e biologicas do didéxido de carbono. (Fonte da imagem
https://theoceanexplained.wordpress.com/2021/07/13/the-three-carbon-pumps-of-the-ocean-
biological-carbonate-and-physical/)
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Ja a bomba de carbonato ¢ uma extensdo da bomba bioldgica, mas em vez disso
sequestra carbono inorganico particulado (CIP) e ¢ acionada por organismos calcificantes
(organismos que produzem conchas de carbonato de calcio). O principal contribuinte para a
bomba de carbonato ¢ o plancton calcificante conhecido como cocolitoforideos devido a grande
biomassa global, além de algas calcareas, corais e moluscos com conchas. A producio de ions
carbonatados através da absor¢do de carbono inorganico dissolvido e célcio produz CaCOs e
CO», dai o nome alternativo de bomba contadora de carbonato (Ca** + 2HCO3;™ — CaCOs +
CO2 + H20).

A circulagdo termo-halina (THC) faz parte de uma rede transportadora oceanica global,
impulsionada por fluxos de calor e de dgua continental, onde a temperatura e a salinidade
determinam a densidade da agua do mar (Rahmstorf, 2003). A 4gua do mar com maior
salinidade ¢ mais densa do que a 4gua do mar com menor teor de sal. A 4gua do mar com menor
densidade flutua sobre a 4gua do mar mais densa; isso ¢ conhecido como estratificagio estavel
(Maiti et al. 2008). Quando massas densas de 4gua do mar s3o formadas inicialmente, elas nao
sdo estratificadas de forma estavel e procurardo localizar-se verticalmente corretamente pela
sua densidade e tornar-se estratificadas de forma estavel. Este processo de estratificacao ¢ a
principal for¢a motriz por tras das correntes oceanicas profundas, que transportam carbono que
afundou das camadas superficiais, sequestrando-o.

A 4gua do mar ¢ um excelente sistema tampao. Os equilibrios 4cido-base primarios
responsaveis pelo efeito tampao da agua do mar sdo aqueles dentro do sistema carbonatico. A
auséncia deste sistema tampao resultaria numa reducao mais severa do pH da 4gua do mar apos
a introdu¢ao de CO,. Com o passar do tempo, a diminui¢do gradual do pH da dgua do mar leva
a acidificacdo dos oceanos - fendmeno documentado nos estudos de Gattuso & Hansson (2012)

e Riebesell e al. (2011).
COz(g) = CO2* (ag) e))
CO2* (aq)+ H20 ) = H' (ag) + HCO3ag) ~ (2)
HCO" (aq) = H'aq) + CO3% (ag) A3)

A Equacao (1) esta relacionada ao equilibrio de solubilidade do di6xido de carbono entre
ar e agua. Com a dissociag@o do acido carbonico (Equagdo 2), ha a liberagdo de ion hidrogénio,
0 que aumenta sua concentragao na agua do mar. Consequentemente, leva a diminui¢ao do pH
(Dickson, 2011). Com o consumo do ion carbonato (CO3") a concentragdo do carbonato diminui

em coluna d’agua do mar, o que prejudica organismos marinhos que o utilizam na formacgao de
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suas estruturas (Mclaughlin et al, 2015). Formas bioldgicas de sais de carbonato de calcio
podem ocorrer em duas formas principais: aragonita e calcita, ambas sdo cristais polimorficos
de carbonato de calcio. A aragonita possui uma estrutura cristalina ortorrdmbica, em
comparagdo com a estrutura trigonal da calcita. Essa diferenca de estrutura resulta em
propriedades fisicas distintas, bem como solubilidades diferentes. (Asmil & Zulfia, 2017).

Fatores como o aquecimento e a acidificagdo dos oceanos estdo causando a
reorganizacdo das comunidades marinhas a medida que as espécies sao adicionadas ou
excluidas e as interagdes entre as espécies de importancia (Wootton et al. 2008; Harley, 2011).
Segundo relatério do IPCC (2022/3) a 4gua do mar acidificada (em niveis de pH previstos para
o final deste século) ¢ encontrada em alguns habitats marinhos naturais influenciados por
emissoes de CO» de aberturas vulcanicas subaquaticas.

A acidificagdo dos oceanos pode interagir com uma ampla gama de estressores
ambientais como temperatura, salinidade, hipoxia, contaminantes organicos e inorganicos de
dado ecossistema aquatico (Jenny & Chiu, 2020). A quimica basica da acidificacdo oceadnica
esta sendo bem compreendida, e as proje¢des futuras sdo confidveis para a superficie do oceano,

em uma determinada pressao de CO2 atmosférico (Orr, 2011).

2.2 Efeitos da acidificagcdo da agua do mar em algas ndo calcificantes

Considerando a relevancia ecoldgica e econdmica das algas marinhas, ¢ fundamental
investigar os possiveis impactos da diminui¢cdo do pH oceanico na taxa fotossintética e de
crescimento das macroalgas. Experimentos com “diving PAM”, um fluorimetro que mede a
atividade fotossintética in situ ou in vitro (Terada et al. 2016) proporcionam informacdes sobre
a capacidade de algumas espécies algais em tolerar condigdes de stress bioldgico, incluso por
variacdo de pH, e identificar quando o aparato fotossintético foi danificado por dado estresse
ambiental (Zhang, Shou Yu et al. 2018).

A andlise de fluorescéncia em macroalgas permite medir varios parametros, como Fv/Fm
(uma estimativa da eficiéncia quantica maxima da atividade fotoquimica do PSII), o valor
potencial que representa o cenario em que todos os centros de reagdo PSII estdo presentes, ou
seja, o “rendimento quantico potencial”’, ou a maxima eficiéncia fotossintética (Maxwell,
Johnson, 2000). Y(II) é o “rendimento quantico efetivo”, um parametro que representa a
quantidade de energia realmente usada para realizar a fotossintese. Em condi¢des normais, parte
da energia luminosa absorvida pela clorofila ¢ utilizada para realizar reacdes fotossintéticas

como transporte de elétrons, produ¢do de ATP e NADPH (Buschmann, 2007). No entanto, ao
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contrario de Fv/Fm, acredita-se que Y(II) sofre dissipacdo de energia luminosa caracterizada
por extingdo ndo fotoquimica (NPQ) (Holzwarth et al. 2013).

A eficiéncia da fotossintese em varias espécies de macroalgas que foram submetidas a
diferentes estressores ambientais, como alta irradiancia, radiagdo ultravioleta, dessecagao ¢
acidificagdo da 4gua foi estudada amplamente (Beer e Bjork, 2000; Héader et al., 1998, Hader
et al., 2001; Porzio et al., 2017, Porzio et al., 2018a, Porzio et al., 2018b), incluso em algas
brasileiras (Chaloub et al. 2010, Scherner et al. 2013)). O fotossistema II (PSII) ¢ o alvo
principal dos danos induzidos pelo estresse (Beer e Bjork, 2000; Héader e Figueroa, 1997).
Especificamente, fatores ambientais podem reduzir a eficiéncia do PSII e provocar um aumento
nos processos de dissipagdo nao fotoquimica como mecanismo fotoprotetor (Héader et al., 2001;
Ralph e Gademann, 2005). A extingdo nao fotoquimica esta normalmente associada a regulagao
de pigmentos fotossintéticos, principalmente xantofilas, durante periodos de estresse e
recuperagdo (Héder et al., 2001).

O aumento da pressao de CO> e o consequente aumento da acidez da 4gua do mar afetam o
desempenho fotossintético das algas marinhas devido ao aumento da fotoinibi¢do durante o
transporte de elétrons, conforme evidenciado por uma diminui¢do no rendimento quantico
efetivo de PSII (YII) e um aumento em NPQ (Gao et al., 2010) assim como um aumento em
Y1I (eficiéncia quantica) e uma diminui¢ao em (extingdo ndo-fotoquimica) NPQ (Chen, 2014).
O NPQ ¢ um mecanismo de fotorregulacao importante e rapidamente indutivel para otimizar a
utilizagdo da luz, servindo para prevenir ou reduzir a fotoinibigdo cronica e maximizar a
eficiéncia fotossintética sob altas irradiancias (Miiller et al., 2001; Wilhelm & Selmar, 2011;
Lavaud & Lepetit, 2013).

O COz dissolvido tem difusibilidade limitada na 4gua do mar e sua baixa disponibilidade
para autotrofos marinhos pode limitar a fotossintese. As algas desenvolveram mecanismos de
concentragdo de carbono (CCM) através dos quais utilizam ions bicarbonato como fonte de
carbono para a fotossintese (Koch ef al, 2013). O CCM ¢ um processo que consome energia €,
portanto, as algas marinhas podem transformar em CO: dissolvido se sua disponibilidade
aumentar em condi¢des climaticas futuras (Raven et al. 2014). A maioria das macroalgas
marinhas verdes e pardas (Ulvophyceae e Phaeophyceae), embora ndo calcificantes, também
usam bicarbonato (HCOs3) convertendo-o em CO;. Porém, espécies com CCM clivam o
bicarbonato para CO> quando as concentragdes de dioxido de carbono sdo mais elevadas que
os padrdes de dado ecossistema. Isto ¢ um mecanismo de otimizagdo da fotossintese que reduz

gastos energéticos através do CCM (Cornwall et al. 2012). Desta forma, muitas espécies de
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macroalgas ndo calcificantes poderdo responder positivamente ao aumento das concentragdes
globais de CO» (Cornwall et al. 2017).

A presenca de CCMs em macroalgas sugere que a acidificacdo dos oceanos pode nao
beneficiar as macroalgas de talo terete carnoso (ou grupo morfo-funcional “fleshy’), uma vez
que o DIC nem sempre ¢ limitante para o crescimento ou para a fotossintese (Gaylord 2015).
Em contraste, as macroalgas que ndo possuem mecanismos de concentracao de carbono ("nao-
CCM"), ou que possuem CCMs com baixas afinidades por carbono inorganico dissolvido
(DIC), podem sofrer impactos positivos da acidificacdo dos oceanos, uma vez que aliviariam
qualquer problema relacionado com a limitagcdo de CO> (Raven, 2014). Além disso, o custo da
captagdo de DIC através de um CCM ¢ apenas um pouco mais desgastante energeticamente do
que a captacdo de CO; via difusdo (Hennon, 2015), especialmente quando se consideram os
custos mais baixos associados a fotorrespiracdo (ou seja, atividade de oxigenase em vez de
atividade de carboxilase com subsequente desperdicio de energia).

Se os niveis de didoxido de carbono na agua do mar excederem os niveis que um organismo
fotossintético pode produzir internamente através dos seus mecanismos de concentragdo de
carbono (CCM), a espécie pode poupar energia. Neste caso, 0 CCM pode ser substituido pela
entrada difusiva de CO; para a Rubisco, o que pode acontecer dentro de uma ou algumas
geracdes (Raven, 2014). Isto resulta na regulagdo negativa do CCM e na economia de energia
a longo prazo. Esta economia manifesta-se através de beneficios que podem incluir altas taxas
de crescimento, sintese de compostos do metabolismo secundaroo (quimicos defensivos), ou
vantagens competitivas que surgem da acidificacdo marinha (Hepburn et al. 2011).

Connell (2013) sugere que macroalgas capazes de utilizar CO; adicional podem beneficiar-
se a custa de espécies que nao sdo capazes de utilizar o aumento do didéxido de carbono. Porém,
determinar quais espécies irdo utilizar CO2 ¢ impossivel sem uma compreensdo da fisiologia
do organismo. J& Hepburn ef al. (2015) propuseram um modelo para prever futuras respostas
de riqueza, abundancia, e ou biomassa de macroalgas ao CO» elevado com base na fisiologia
da assimilag¢do do carbono inorganico. Segundo estes autores, apesar das respostas serem intra-
especificas, algumas espécies de algas calcérias diminuirdo, as espécies nao-CCM aumentarao,
e as espécies CCM nio serdo afetadas ou poderdo aumentar.

O baixo pH geralmente regula negativamente os CCMs de CO, em macroalgas, sugerindo
menos energia necessaria para acionar os CCMs (Gao et al. 2018). Porém, a regulacdo negativa
do CCM em Ulva linza nao afetou sua resposta as mudangas no pH da d4gua do mar, mas resultou
em uma reducdo na fotossintese liquida, o que pode ser devido a fotoinibi¢do e ou ao fotodano

causado por uma combinagdo de regulagcdo negativa do CCM e a economia de energia devido
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ao excesso de energia (Gao ef al. 2016). Algas que apresentam este mecanismo sdo capazes de
captar tanto o CO; difuso na agua, quanto o HCOj3" disponivel, e fazem a conversdo do HCO3"
a CO; pela acdo enzimatica da anidrase carbonica, utilizando o CO, como substrato para a
Rubisco no processo de fotossintese (Gordillo et al. 2016).

Contudo, nem todos os ecossistemas apresentam os mesmos resultados quando sujeitos a
este efeito (Sunday et al, 2016) especialmente nas regides tropicais (Bender, 2014). O termo
"turf" algal, engloba uma associagao de espécies, na base da formacao, de calcareas articuladas
e filamentosas, cobertas por foliaceas e outras teretes de menor porte, abrangendo uma gama
diversificada de taxons com fisiologias adaptadas e unicas (Connell, 2014), levando a respostas
variadas ao aumento dos niveis de COo.

Em Feldmannia sp., uma alga parda filamentosa, foi observado maior massa seca e
rendimento quantico efetivo quando submetida a maiores concentragdes de CO2 e nitrogénio.
Entretanto, na alga calcaria Lithophyllum sp., esses parametros foram menores nas condigdes
elevadas de CO> e nitrogénio, devido a redugdo da estrutura de carbonato de calcio causada
pela diminui¢do do pH da dgua (Russell et al. 2009). Por outro lado, as taxas de crescimento e
fotossintese de Ecklonia radiata (uma parda de maior porte do grupo morfofuncional coridceo)
foram maiores sob o tratamento experimental que simulou flutuagdes de pH em ca. de 7.4,
sugerindo que esta fisiologicamente adaptada a essas condigdes de acidificacio (Britton et al,
2019) e isto possivelmente acontece com muitas algas de mangue, que ja vivem em areas
naturalmente acidificadas (Pellizzari et al. 2020).

Tabela 1: Comparagdo de espécies de Ulva spp analisadas em diferentes concentragdes de

COa.

Alga Autor Resultado

U. australis Gao et al. 2016 A exposigdo ao baixo pH tem sido associada a

reducdo da fotossintese e aumento da

respiragao.
U. lactuca Gao et al 2018 Diminuicao de crescimento e fotossintese.
U. lactuca Chen et al. 2017 A taxa de fotossintese em foi reduzida a

medida que os niveis de pH diminuiram de 8,2
para 6,5
U. linza Xu & Gao, 2012 O aumento de CO; e a diminui¢do de pH

também reduziram o transporte fotossintético

de elétrons e a taxa fotossintética.
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U. prolifera e Gao et al. 2016 Tiveram aumento de crescimento e
U. linza fotossintese
U. compressa Vinuganesh et al, 2022 | Houve aumento na produtividade primaria em

amostras acidificadas, sendo associada aos

niveis elevados de pigmentos fotossintéticos.

U. prolifera Han et al. 2022. Verificaram que plantas jovens de foram
menos tolerantes ao estresse 4acido em

comparag¢do com a fase adulta.

U. fasciata Barakat et al, 2021 Aumento de crescimento.

U. lactuca Xu et al, 2025 Aumento da fotossintese.

Ja Sousa et al. (2021) verificaram que U. lactuca quando expostas simultaneamente a
situacdes de estresse ambiental resultantes da reducdo de pH e da presenca do biocida Irgarol
1051 sofrem redugdo da eficiéncia quantica.

Para macroalgas ndo calcérias (filamentosas, terete carnosas e folidceas), os efeitos da AO
sdo variados, aumentando o crescimento e as taxas fotossintéticas em algumas espécies
(Rautenberger et al. 2013), diminuindo as taxas de crescimento de outras (Johnson et al. 2014),
ou ndo ocorrendo nenhum efeito detectavel (Fernandez et al. 2015; Rautenberger ef al. 2015).
J4 as macroalgas formadoras de dossel, como as Kelps, ou as espécies que podem sobreviver
em massas flutuantes ou a deriva, como as pardas do género Sargassum, possuem um papel
fundamental no cendrio de mudangas no clima ao sequestrar grande quantidade de carbono
atmosférico para realizagdo da fotossintese (Krause-Jensen & Duarte 2016; Gouvéa et al. 2020).

O impacto do CO: na agua do mar no metabolismo e taxas de crescimento das algas foi
estudado sob condigdes de cultivo controladas (Israel & Hophy 2002; Swanson & Fox 2007;
Suérez-Alvarez et al. 2012; Gordillo et al. 2016), taxas fotossintéticas (Gao et al. 1993;
Mercado et al. 1999; Russell et al. 2009; Egilsdottir ef al. 2016) e concentracdao de pigmentos
como clorofila e carotenoides (Johnson et al. 2012; Pellizzari et al. 2023). Martins et al. (2016)
também contribuiram para este campo de estudo através de suas pesquisas sobre os niveis de

atividade da Rubisco, nitrato redutase, anidrase carbonica ¢ contetido de carboidratos.
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3. Algas como bioindicadoras ambientais
3.1 Acidificacao e seus efeitos no género de algas marinha cosmopolita, Ulva.

Devido as suas rapidas respostas fisioldgicas e populacionais (eg. riqueza e biomassa)
as algas marinhas sdo sensiveis bioindicadores de diversos pardmetros ambientais nas regioes
costeiras e marinhas, como € o caso das espécies cosmopolitas e oportunistas pertencentes ao
género Ulva (Chlorophyta, Ulvophyceae). Sua ampla distribuigdo sé € possivel em razao de sua
tolerancia a amplo gradiente termo-halino e incluso de pH, assim como por suas adaptacdes
fisiologicas, bioquimicas e moleculares para lidarem com tais oscilagdes (Mantri e al. 2020).

Ulva lactuca. ¢ um género cosmopolita de macroalga verde que ocorre globalmente em
oceanos e estuarios, desde zonas polares a tropicais. O género possui 407 espécies para o mundo
e 199 nomes intraespecificos, porém apenas 130 sdo atualmente validos (Guiry & Guiry 2024).
O sequenciamento de espécimes levou a resolu¢do de problemas taxondmicas antigos com
espécies cosmopolitas como a Ulva fasciata é sindnimo heterotipico de Ulva lactuca (Hughey
et al, 2019). Além disso, as espécies Ulva também sdo frequentemente usados como organismo
modelo em estudos de fluorescéncia do fotossistema II, fotoquimica produtividade de algas
(Beer et al. 2000, Longstaff et al. 2002, Liu et al. 2012), e temperatura (Rautenberger e Bischof
2006, Chaloub et al. 2010)

E um género oportunista e de rapido crescimento, com ciclo de vida curto, comum em
areas poluidas e com altos impactos antrdpicos. Elas sdo tolerantes a grandes variagdes de
salinidade, temperatura, intensidade de luz, dessecacdo, altas concentracdes de metais,
eutrofizagdo e dentre outros fatores (Eismann et al. 2020), e por isso, o género ¢ conhecido por
formar grandes floragdes (“green tides” ou marés verdes) ao redor do globo.

De acordo com Vinuganesh et al. (2022), U. compressa se beneficiara da acidificacio
da 4gua do mar, melhorando a produtividade e sua fotofisiologia sem sofrer estresse oxidativo.
Além disso, algumas espécies de Ulva possuem compostos bioativos com potencial
biotecnoldgicos que podem ser utilizados em produtos alimenticios, nutracéuticos, farmaco-
cosméticos e materiais de biorrefinaria (Simon et al. 2022). Portanto, o género Ulva (Figura 4)

¢ considerado um organismo modelo para analise das respostas algais sob condi¢des de estresse

(Wichard et al., 2015).
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Figura 4: Ulva lactuca Linnaeus, imagem obtida no costdo da Ilha do Mel no litoral do Parana

em 2023.

O crescimento excessivo de Ulva sp. em resposta ao elevado pCO> em estuarios
eutroficos pode ser diretamente promovido pela acidificagdo (Young & Gobler, 2016a). Chen
et al. (2017) sugerem que tanto o aumento quanto a diminui¢ao de pH da dgua do mar exercem
estresse fisioldgico significativo em U. lactuca. Harrysson et al. (2019), demonstraram que a
mudan¢a de pH de Ulva sp. aumenta a concentragdo de alguns nutrientes, melhorando a
qualidade nutricional de espécies de Ulvales consumidas desidratadas em paises asiaticos. Em
testes laboratoriais, em cenario moderado de acidificagdo (pCO2—750 patm) sugeriu-se maior
producdo de compostos bioativos, incluindo fenolicos, flavondides e 4cidos graxos, bem como
antibacterianos e antioxidantes em Ulva lactuca em ambiente aquicultural (El-Sayed, 2022).
Barakat et al. (2021) mostraram aumento na produ¢do de proteinas, carboidratos e lipidios em
U. lactuca (previamente U. fasciata) cultivada em condi¢des de acidificacdo, melhorando
também a taxa de crescimento desta cloroficea.

Estudos com Ulva compressa as condi¢des previstas para 2100, indicaram que o pH
acidificado reduziu o estado oxidativo da alga, levando a menos danos e niveis reduzindo os
metabolitos antioxidantes e atividades enzimaticas, ou seja, o pH futuro estimulara a
produtividade das algas marinhas (Vinuanesh et al, 2022). Contudo, Souza et a/ (2021) nao
relataram estresse oxidativo em U. lactuca quando expostas a condi¢ao acidificada, porém,
algas apresentaram estresse oxidativo ao serem expostas ao poluente irgarol em condigdo

acidificada.
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3.2. Acidificacgao e seus efeitos em género de algas marinha pardas (Phaeophyceae)
foliaceas

Entre as espécies de macroalgas, as algas pardas sdo as mais difundidas em pH inferior
a 8.2/8.3 (padrao tampao dos oceanos), revelando uma alta capacidade de tolerar cenarios de
acidificagdo (Porzio et al. 2011, 2017). Ao contrario de outras algas pardas, que sdo encontradas
exclusivamente em pHs padrio da dgua do mar, Dictyota dichotoma var. intricata parece ser
altamente tolerante a acidifica¢do dos oceanos, pois ¢ a iinica espécie que vive ao longo de todo
o gradiente de pH, com maior fartura no pH mais baixo (6,7) (Porzio et al. 2011). Um estudo
realizado na mesma area revelou que a parda Sargassum vulgare nao esta presente no nivel de
pH padrao na Costa do Mediterraneo indicando que esta espécie se adaptou ao ambiente local
a valores de pH de aproximadamente 6,7. A alteracdo de algumas caracteristicas fisioldgicas
pode ter contribuido para essa adaptagao, conforme reportado por Porzio et al. (2017).

A feoficea Petalonia fascia Kuntze (Scytosiphonales) ¢ uma alga sazonal com maior
biomassa ¢ ou cobertura durante inverno e primavera (Fletcher 1987), que apresenta talo
laminar (Figura 5), cresce em zona entremarés inferior e infralitoral raso. No Brasil, sdo
encontradas em Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Parana e Sdo Paulo (Guiry
& Guiry 2024) O género inclui globalmente apenas quatro espécies: P. binghamiae (J. Agardh)
Vinogradova, P. fascia (OF Muller) Kuntze, P. filiformis (Batters) Kuntze e P. zosterifolia
(Reinke) Kuntze (Wynne 1969; Fletcher 1987). Estudos ecofisiologicos com o género

Petalonia sdo incipientes, e ausentes no Brasil.

" \‘

Figura S: Petalonia fascia (OF Muller) Kuntze coletada na Ilha do Mel, litoral do Parana em
2023.
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A maioria dos estudos ecofisiologicos dentre Phacophyceae foram realizados com a
espécie modelo Fucus vesiculosus, extremamente abundante em zonas temperadas do
Hemisfério Norte e no sub-Artico. O aumento do pCO2 nao teve efeito significativo no peso,
mas aumentou significativamente a area de superficie do talo (Kinnby et al. 2021). Estudos
anteriores com F. vesiculosus relataram crescimento inalterado (Ober et al, 2017; Takolander
et al, 2019) ou reduzido (Gutow et al, 2014), sob niveis elevados de pCO2. Além disso, a
gravidade do impacto da acidificagdo dos oceanos nas algas ¢ fator dependente de interagao
com outros parametros ambientais, incluindo os nutrientes (Gao et al., 2018), padrao termo-
halino, dentre outros. Portanto, ¢ importante compreender melhor como a AO impactara as

propriedades metabolicas e fisiologicas das algas marinhas.
3.3 Estresse ecofisiologico em macroalgas nao calcificantes vs condicoes de acidificacio

Alteragdes de pH da dgua modificam a fisiologia algal e o ciclo bio-assimilatério do
carbono, ¢ dos niveis de metabolitos primarios e secundarios, incluso de compostos bioativos e
de valor nutricional (Yousefzadi & Mirjalili, 2017). Um aumento na concentra¢do de CO; leva
a um aumento na quantidade de agucares, aminoacidos essenciais, fenolicos e vitaminas, o que
por sua vez aumenta a capacidade antioxidante total e a bioatividade antibacteriana e anti-
cancer (Al Jaouni et al., 2018; Ghasemzadeh e Jaafar, 2011; Idso et al., 2000; Jaafar et al.,
2012).

A acidificacao dos oceanos (AO) pode inibir ou reduzir a eficiéncia fotossintética das
macroalgas devido a mudangas abruptas, € ou quedas no pH. Quando o pH esta acido, as
macroalgas tém dificuldades em sequestrar quantidades suficientes de didxido de carbono
necessarias para a sintese de compostos organicos essenciais ao seu metabolismo,
comprometendo suas taxas de crescimento e reproducdo. Além disso, a AO também pode afetar
o equilibrio 4cido-base dentro das células de dada espécie algal, prejudicando ainda mais seu
funcionamento fisioldgico.

O pH intracelular de vérios orgdos ou organismos unicelulares sdo fortemente
regulados, mas os mecanismos reguladores sao energeticamente custosos. Um dos mecanismos
reguladores de pH ocorre por meio de mudangas moleculares, as quais sdo substratos em
processos fisioldgicos essenciais.

Segundo Riebesell & Tortell (2011) a AO pode estimular a produgdo primaria, uma vez

que as concentragdes de CO2 e HCOs3 sao maiores em pH mais baixos. Por outro lado, qualquer
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alteracdao de pH em ecossistemas e organismos altamente dependentes de carbonato de calcio
(ver subitem 1 desta revisao).

O aumento das concentracdes de CO» atmosférico afeta a dissipagdo do calor, resultando
em aumento de temperatura; assim como reduz o pH da agua do mar, ambos fatores que regem
a fisiologia das algas marinhas, e que resultam em aumento da respiragdo, ¢ na dissipacao
térmica devido ao excesso de energia absorvida (Lobban & Harrison 2004). Os efeitos do aporte
de CO2 na fotossintese algal e no seu crescimento sao limitados pelo aporte de carbono, o que
por sua vez, varia entre os tipos de habitat e tdxons (Wernberg et a/, 2011b).

Nas reacdes de luz da fotossintese, a energia do féton é convertida a energia quimica
armazenada em duas etapas: o fotossistema II (PSII) oxida a dgua formando elétrons ¢ Oz e
funciona em série com fotossistema I (PSI) para gerar ATP e NADPH, sendo este tltimo usado
para reduzir o CO; no Ciclo de Calvin (Bhatla & Lal, 2023)

O processo conhecido como ciclo de Calvin, ou ciclo redutivo da pentose fosfato, ocorre
no estroma do cloroplasto dos eucaridticos e no citosol dos organismos procaridticos. Seu
principal produto ¢ um composto de trés carbonos chamado gliceraldeido 3-fosfato (GAP), ¢ a
molécula base para a producdo de agucares. O ciclo depende de compostos de alta energia,
especificamente ATP e fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina reduzido (NADPH),
para funcionar de maneira eficaz. Uma vez formados, esses produtos sdo posteriormente
liberados no estroma do cloroplasto, onde podem ser utilizados nas etapas subsequentes da
fotossintese (Sharma et al, 2020).

Em macroalgas, a fun¢do fotoprotetora do NPQ (quenching nao fotoquimico) tem sido
amplamente estudada, enquanto informacdes sobre a regulagdo do transporte de elétrons
fotossintéticos ainda sdo escassas e precisam ser melhor elucidadas. NPQ ¢ um proxy dos
processos de ciclagem da xantofila que dissipam o excesso de energia de irradidncia como calor
para proteger o aparelho fotossintético da superexcitagdo (Hanelt et al, 1993; Franklin e
Forster, 1997; Lavaud et al., 2002a, b; Ruban et al.., 2007; Lavaud & Lepetit, 2013).

Além disso, sdo conhecidos trés tipos quimicos de carotendides, da classe das xantofilas,
envolvidos neste mecanismo NPQ: violaxantina (V), anteroxantina (A) e zeaxantina (Z) (Taiz
& Zeiger 2010). Sob condi¢des de alta luminosidade (ou devido a outro tipo de estresse que
provoque limitacdo na fixagdo de CO2, como dessecacdo ou stress halino), V € convertido em
Z, passando pelo intermediario A, pela acdo da enzima Violaxantina deepoxidase (VDE). O
ciclo da xantofila ¢ um mecanismo de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) ou dissipagdo térmica
do excesso de energia das clorofilas (Eismann et al/, 2020). As xantofilas (violaxantina,

teraxantina e zeaxantina) sdo carotenoides responsivos aos fatores abidticos, principalmente
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para algas verdes e pardas. Consequentemente, o NPQ induzido pelo ciclo da xantofila deve
desempenhar um papel importante na fotoprotecdo de algas marrons contra flutuagdes
ambientais (Guo-Ning et al., 2022).

O PSII ¢ um complexo multiproteico de plantas, algas e cianobactérias incorporados na
membrana tilacoide desses organismos. O complexo proteico solar de divisdo da agua,
fotossistema II (PSII), catalisa uma das reagdes mais exigentes energeticamente na natureza,
usando a energia da luz para acionar um catalisador capaz de oxidar a agua (Barbato et al,
2020). Ja o PSI esta entre os sistemas de membrana mais complexos, composto por dois
complexos distintos: um centro de reagao (P700), € um complexo de coleta de luz, LHCI. Este
fotossistema ¢ comparavel em estrutura ao PSII e ¢ um complexo pigmento-proteina
significativo da cadeia fotossintética de transferéncia de elétrons. Ele pode transformar com

eficiéncia a energia luminosa. Ao ¢ a molécula aceptora primaria de clorofila a em PSI,

enquanto P70 serve como doador primario de elétrons (Barbato et al, 2020).

Conclusao

As algas marinhas s3o componentes vitais dos ecossistemas costeiros. As algas
ocednicas e os seres humanos sempre estiveram conectados, desde tempos antigos, servindo
principalmente como um recurso alimentar, além de fornecer fibras, substancias bioquimicas,
medicina tradicional, materiais decorativos, inspiragdo para a arte € valores estéticos em varias
comunidades litoraneas. Além disso, atualmente, estao sendo investigadas por seu potencial no
armazenamento de carbono, sua fungdo como carbono verde, como uma possivel fonte para os
setores biomédico e farmacéutico e em estudos ecoldgicos envolvendo acidificacdo ocednica.

As mudangas previstas de AO pelo IPCC (2023) podem ocorrer mais rapidamente do
que o esperado, e mais rapido do que as espécies consigam se adaptar. Dessa forma € crucial

compreender como as algas marinhas sdo impactadas em meio as mudangas climdticas.
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IMPACTOS DO PH SOBRE ULVA LACTUCA E PETALONIA FASCIA: ESTUDO DA
PEROXIDACAO LIPIDICA E ATIVIDADES ENZIMATICAS

Resumo

A acidificagdo ocednica ¢ a diminui¢do do pH da 4gua do mar e altera a quimica de
carbonatos e tem consequéncias significativas para a fisiologia dos tdxons fotossintéticos.
Investigamos os efeitos do pH da dgua do mar (6,5; 7,5 e 8,2) sobre a macroalga Ulva lactuca
e Petalonia fascia por 9 dias em aquarios contendo agua do mar sob condi¢des controladas de
temperatura (25°C), salinidade (35). Foram avaliados dano de membrana, peroxidacao lipidica,
teor de perdxido de hidrogénio, atividades de SOD, APX, CAT e GR. Adicionalmente, duas
classes de métodos multivariados foram empregadas. A primeira delas foi a andlise de
componentes principais (PCA) e a outra o escalonamento multidimensional (MDS). A indugao
de NPQ foi diretamente influenciada pelo baixo pH, assim como o dano 8 membrana aumentou
em baixo pH. Para evitar os efeitos nocivos do alto H>O2, U. lactuca aumentou as atividades
das enzimas antioxidantes em tratamentos sob pH baixo. Nossos resultados indicam que U.
lactuca ¢é tolerante ao pH baixo induzindo NPQ, alterando o contetido de pigmentos e
aumentando as defesas antioxidantes. Cabe ressaltar que as respostas induzidas durante a
execuc¢ao do presente experimento ocorreram em concentragdoes ambientalmente relevantes aos
cenarios previstos de acidifica¢do, sugerindo que algas das espécies Ulva lactuca e Petalonia
fascia habitantes de area onde ocorrem simultaneamente essas alteragdes ambientais podem
estar sob ameaga. Pesquisas sdo necessarias para determinar se outras espécies de macroalgas
responderdo as flutuacdes de pH previstas para o futuro semelhante a U. lactuca e P. fascia, ou
se esta ¢ uma resposta especifica das espécies.

Palavras — chave: fotoprotecao, fotossintese, macroalgas, pH

Ph impacts on Ulva lactuca and Petalonia fascia: study of lipid peroxidation and
enzymatic activities.

Abstract

Ocean acidification is the decrease in seawater pH that alters carbonate chemistry and has
significant consequences for the physiology of photosynthetic taxa. We investigated the effects
of seawater pH (6.5, 7.5 and 8.2) on the macroalgae Ulva lactuca and Petalonia fascia for 9
days in aquaria containing seawater under controlled conditions of temperature (25°C) and
salinity (35°C). Membrane damage, lipid peroxidation, hydrogen peroxide content, SOD, APX,
CAT and GR activities were evaluated. Additionally, two classes of multivariate methods were
employed. The first was principal component analysis (PCA) and the other was
multidimensional scaling (MDS). NPQ induction was directly influenced by low pH, as
membrane damage increased at low pH. To avoid the harmful effects of high H>O», U. lactuca
increased the activities of antioxidant enzymes in low pH treatments. Our results indicate that
U. lactuca is tolerant to low pH by inducing NPQ, altering pigment content and increasing
antioxidant defenses. It is worth noting that the responses induced during the execution of the
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present experiment occurred at environmentally relevant concentrations to the predicted
acidification scenarios, suggesting that algae of the species Ulva lactuca and Petalonia fascia
living in areas where these environmental changes occur simultaneously may be under threat.
Research is needed to determine whether other macroalgal species will respond to the predicted
future pH fluctuations similarly to U. lactuca and P. fascia, or whether this is a species-specific
response.

Keywords: photoprotection, photosynthesis, macroalgae, pH

INTRODUCAO

De acordo com as previsoes climaticas, espera-se que o ambiente marinho sofra mudangas
significativas, incluindo aquecimento (Fischetti, 2013), acidificacdo (Wang et al., 2014) e
aumento do nivel do mar (Church e White, 2006). O impacto negativo das alteragdes climaticas
¢ particularmente evidente na perda de biodiversidade (Pires et al, 2018), que ¢ considerado
uma das suas consequéncias mais devastadoras.

O aumento dos impactos antropicos juntamente com as mudancas climaticas vem
tornando-se uma realidade, ¢ a Organizacdo das Nagdes Unidas com a Organizagdo
Meteorologica Mundial criaram em 1988 o Intergovernmental Panel on Climate Change
(IPCC). O IPCC tem como principal objetivo medir e estimar as mudangas climéticas
provenientes das atividades humanas e mensurar os efeitos negativos dessas alteragdes do clima
no meio ambiente (IPCC, 1992; Vilas-Boas, 2016). Com base nessas informagdes, foram
projetados cenarios futuros, denominados de Representative Concentration Pathways (RCPs),
para as mudancas climaticas. Os RCPs foram elaborados através de modelos matematicos que
preveem os picos de radiag@o para os anos de 2081 a 2100 contrapondo com o de 1850 (IPCC,
2013; 2014). Foram elaborados quatro cenarios possiveis RCP 2.6, que seria o cenario mais
otimista; 4.5 e 6.0, que sdo os cenarios moderados; e 8.5 sendo o mais extremo, o qual pode ser
alcancado caso as emissdes de gases de efeito estufa ndo cessem e continuem a crescer
exponencialmente (IPCC, 2013; 2014).

A acidificagdo oceanica (AO) ocorre quando o COz ¢ absorvido pela dgua do mar,
formando acido carbonico e diminuindo o pH. Isso afeta diretamente os organismos marinhos,
principalmente aqueles que possuem conchas e esqueletos de carbonato de calcio, como corais,
moluscos e alguns tipos de plancton. Além disso, a acidificacdo também pode afetar a producao
de macroalgas, que sdo importantes para a cadeia alimentar marinha. Estudos mostram que a
acidificagdo pode alterar o crescimento e a reprodugdo dessas algas, o que pode afetar toda a

cadeia alimentar. A AO ¢ um fendmeno cada vez mais presente em todo o mundo, devido ao
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aumento da concentragdo de dioxido de carbono (CO;) na atmosfera. Esse aumento do CO; é
resultado da atividade humana, como a queima de combustiveis fosseis € o desmatamento. A
acidificacdo da agua do mar pode induzir estresse oxidativo geral em organismos marinhos
devido a superproducao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que oxidam biomoléculas,
causando disfunc¢do celular (Kumar et al, 2017). Ela também afeta a biodisponibilidade de
minerais oligoelementos o que potencialmente afeta as algas marinhas. Por exemplo, o aumento
da disponibilidade do Ferro (Fe) ocasiona no aumento da fotossintese (Vinuganesh, 2022).

Como importantes produtores costeiros, o crescimento ¢ a fotossintese de macroalgas
também sdo afetados pela AO (Anto et al., 2022). A alta concentragdo de CO2 pode aumentar
a taxa de crescimento de Hypnea spinella (C.Agardh), Kutzing, Ulva lactuca Linnaeus ¢ Ulva
fasciata Delile (Suérez-alvarez et al., 2012; Olischléger ef al., 2013; Barakat et al., 2021; Kang
et al., 2021). Estudos mostraram que o CO; elevado aumentou o conteudo de pigmentos
fotossintéticos e proteinas nas algas verdes Ulva fasciata (Barakat et al., 2021). Além disso,
também foi verificado, embora a alta concentragdo de CO; tenha melhorado a eficiéncia do
transporte de elétrons nas algas verdes Ulva ohnoi, sua taxa fotossintética liquida permaneceu
basicamente inalterada (Kang et al., 2021). Portanto, diferentes espécies de macroalgas tém
diferentes sensibilidades a altos niveis de CO2 e AO (Riebesell ef al., 2007).

A fotossintese ¢ o processo fundamental pelo qual as plantas fixam diéxido de carbono
em agucares, transformando luz em energia quimica (Calzadilla, et al 2023). Isto depende de
reacdes primarias de dois fotossistemas, PSI e PSII, que recebem energia luminosa de clorofilas
excitadas e usam para conduzir transferéncias de elétrons. Quando o fluxo de elétrons a jusante
do PSII ¢ limitado, pode ocorrer a destruicdo dos centros de reagao do PSII por fotoinibigao
(Murata et al, 2007).

A eficiéncia fotossintética resulta de uma rede integrada de muitas caracteristicas das
plantas. Portanto, a considera¢do das interagdes complexas entre as plantas e seu ambiente,
especialmente os fatores que outros recursos podem desempenhar, também deve ser levada em
conta (Neto ef al, 2021). A partir das analises de fluorescéncia, € possivel mensurar diversos
parametros como o Fv/Fm, que ¢ o “rendimento quantico potencial", ou seja, a eficiéncia
fotossintética maxima, um valor potencial que representa um cendrio em que todos os centros
de reacoes do PSII estivessem abertos (Maxwell; Johnson, 2000). O Y(II) ¢ o “rendimento
quantico efetivo”, parametro que demonstra a quantidade de energia que, de fato, ¢ utilizada na
realizagdo da fotossintese. Porém, ainda assim, diferentemente do Fv/Fm, no Y(I) ¢
considerado que hd dissipacdo da energia luminosa, parametro representado pelo NPQ

(quenching ndo fotoquimico) (Higo et al., 2017, Holzwarth; Lenk; Jahns, 2013).
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O ETR ¢ um parametro que possibilita a analise da eficiéncia fotossintética por um meio
diferente do Fv/Fm, Y(II) e NPQ, j& que possui como foco quantificar o transporte de elétrons
que ocorre ao longo da cadeia transportadora de elétrons, e ndo avaliar o uso e perda de energia
(Barboza, 2023). Ja o qP representa a propor¢ao de centros abertos do PSII, sendo que quanto
mais moléculas aceptoras de elétrons estejam reduzidas, menor sera o valor de qP (Kramer et
al., 2004).

Alteragdes no aparato fotossintético sao principalmente devidos ao aumento do
conteudo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos cloroplastos (Bonifacio et al, 2014),
principalmente radical superoxido (O2°) e peroxido de hidrogénio (H202) produzido durante
transferéncia de elétrons entre PSII e PSI, o que pode levar a danos no PSII (Foyer & Noctor,
2011). O H20; ¢ uma espécie reativa do oxigénio (ROS), sendo uma importante molécula
sinalizadora em processos bioldgicos especificos de vegetais em seu sistema de defesa, que ¢
composto por compostos enzimaticos € ndo enzimaticos (Sousa, 2019). Ja& a peroxidacao
lipidica se refere a degradagdo oxidativa de lipidios, um processo onde radicais livres roubas
elétrons dos lipidios que constituem as membranas celulares, resultando em danos celulares
(Sousa, 2019).

A catalase (CAT) é uma enzima tetramétrica, com quatro subunidades idénticas de 60
kDa, contendo um grupo heme que catalisa a redu¢ao do H>O, para H,O e O», protegendo a
célula dos danos oxidativos oriundos da acumulacdo excessiva do H2O2 (Mhamdi ef al., 2012).
O método largamente utilizado para aferir a atividade da CAT se baseia no consumo de H203,
monitorado conforme decaimento em sua absorbancia a 240 nm (Beers and Sizer, 1952; Havir
and McHale, 1987). As peroxidases do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) auxiliam na remog¢ao
do excesso de H>O» celular, utilizando ascorbato reduzido (ASC) como doador especifico de
elétrons. A ascorbato peroxidase (APX) ¢ responséavel pela degradacdo do H»>O; utilizando o
ascorbato como substrato, a enzima ¢ importante na defesa de tecidos fotossintético contra o
estresse fotoxidativo.

Macroalgas sao organismos encontrados em diferentes regides do oceano, presentes em
toda a plataforma continental. Esses organismos sdo importantes para diversas fungdes dos
ecossistemas marinhos, como fornecer abrigo, alimentacdo, ciclagem de nutrientes, producao
de oxigénio, sequestro de carbono (CO), etc (Marinho-Soriano e Carneiro, 2021). A
sobrevivéncia, o crescimento, a eficiéncia fotossintética e a reprodugdo das macroalgas estao
diretamente relacionadas aos fatores ambientais regulados pelo clima, como temperatura,
disponibilidade de nutrientes, salinidade, pH, dessecacdo, etc (Marinho-Soriano e Carneiro,

2021). Portanto, as alteracdes resultantes das alteracdes climaticas descritas acima podem ter
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um impacto dramatico na fisiologia desses organismos. Elas sdo importantes componentes dos
ecossistemas marinhos, fornecendo habitat e alimento para muitas espécies marinhas. Além
disso, as macroalgas sao importantes para a producao de oxigénio e para a remog¢ao de dioxido
de carbono da dgua do mar. Estudos mostram que a acidifica¢do reduz a taxa de crescimento
das macroalgas e pode afetar a sua capacidade de se reproduzir, assim como reduzir a
concentragdo de nutrientes nas macroalgas, o que pode afetar a sua qualidade como alimento
para outras espécies marinhas.

Nos costdes rochosos as comunidades algais sdao bastante ricas e diversificadas. As algas
pardas, Phaeophyceae, sdo majoritariamente marinhas e existem sob as formas macroscopica
e/ou microscopica, ¢ sua morfologia apresentam uma incrivel diversidade. No Brasil as algas
pardas estdo representadas por 88 tdxons infragenéricos agrupados em 39 géneros e oito ordens
(Horta ef al., 2001). Sao organismos exclusivamente multicelulares, o que permitiu que esses
individuos pudessem chegar préximo a regido costeira, suportando as agdes mecanicas, sao
seres fotossintetizantes, que possuem clorofila a e ¢ e o pigmento fucoxantina. As espécies de
Phaeophyta sdo abundantes em 4areas temperadas e regides tropicais (Zubia et al. 2007). No
entanto, ambientes complexos dominados por espécies relativamente sensiveis como as
macroalgas pardas, sdo substituidos por ambientes menos complexos dominados por espécies
oportunistas e/ou tolerantes como as do género Ulva Linnaeus (Ulvaceae, Chlorophyta).

O género Ulva ¢ cosmopolita existindo em todos os oceanos e estudrios do mundo,
sendo comum em praias de climas tropicais e temperados, podendo apresentar individuos
excepcionalmente grandes com comprimento igual ou superior a I m. Apresentam ciclo de vida
diplobionte, € do ponto de vista reprodutivo, o género Ulva € anisogamico, apresentando
alternancia de geracdes (Algaebase, 2011; Graham; Graham; Wilcox, 2009b). A Ulva possui
clorofilas a e b, e como pigmentos acessoOrios carotenos e xantofilas, principalmente -caroteno
e luteina (Sousa, 2011). Desta forma, nos ultimos anos, muitos estudos foram realizados com
pH para entender como Ulva spp. responde as condi¢des previstas de mudancas climaticas (Gao
et al., 2019a). Contudo, o presente trabalho testou pH mais acido 6,5 ainda nao testado em
nenhuma pesquisa.

Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo principal avaliar o efeito de diferentes
pH oceanico associada na fisiologia das macroalgas Ulva lactuca e Petalonia fascia. Com esse
estudo buscaremos responder algumas perguntas: As espécies em estudo poderdo ser utilizadas
como um bioindicador para acidez do oceano? Qual a plasticidade fisiologica destas espécies,
frente ao cenario de acidificacdo da 4gua do mar? Que mecanismos fisiologicos essas espécies

ativam para promover aclimata¢do a acidez do oceano?
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Em resumo, a acidificacdo da agua do mar ¢ um fendmeno preocupante que afeta ndo
apenas organismos com esqueletos calcarios, mas também as macroalgas. E importante
continuar estudando os efeitos da acidificagdo do oceano nas macroalgas ¢ em outros

organismos marinhos, a fim de desenvolver estratégias eficazes para mitigar os seus efeitos.

2. MATERIAL & METODOS
2.1 Area de estudo

A Ilha do Mel — PR (Figura 6), situada a 15 milhas do Porto de Paranagua-PR, tendo
seu ponto mais proximo do continente a 4 km de Pontal do Sul, no municipio de Pontal do

Parana, litoral do estado do Parana, Brasil (Vieira, 2016).
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Figura 6: Localizacdo do ponto de amostragem de organismos da espécie Ulva fasciata e

Petalonia fascia na Ilha do Mel, Litoral do Parana.

2.2 Desing experimental

As macroalgas Ulva lactuca e Petalonia fascia foram coletadas no costdo rochoso de
Encantadas na Ilha do Mel - PR durante a maré baixa, em temperatura de 19°C. As amostras
foram transportadas em sacos plésticos (com 4dgua do mar da coleta), posteriormente foram

acondicionadas em aquarios contendo dgua do mar com salinidade 35 e aerac¢do constante. O
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experimento foi realizado no laboratorio da UNIFESP e as analises bioquimicas foram
realizadas no Laboratorio de Plantas na UNESP. Antes dos experimentos, quaisquer
organismos e sedimentos aparentes foram cuidadosamente retirados.

Os tratamentos de pH empregados no presente estudo contemplaram trés cenarios de
acidificacdo, 8,2; 7,5 e 6,5. Foram montados dentro de cada aquario 2 beckers de 5L. Para todos
os tratamentos com pH, trés réplicas de aquarios contendo agua do mar sob condigdes
controladas de temperatura (25°C), salinidade (35) e aeracdo onde foram expostos 5 talos de
algas (~5g) da espécie Ulva lactuca e Petalonia fascia em éagua sem suplementagdo. O
experimento teve duracdo de 9 dias.

Os niveis de pH foram testados de acordo com os diferentes cenarios previstos pelo
IPCC para o cenario atual e os Modelos CMIP5 e RCP 8.5 previstos para 2100 (IPCC, 2013).
As amostras foram cultivadas em temperatura de 25°C e combinada ao pH. A varia¢do de pH
foi realizada por meio de um sistema de injecdo automatica de CO». O sistema compreende
uma série de aquarios, onde CO> gasoso pode ser injetado a uma pressdo determinada, sob
condi¢des controladas e de forma independente (Figura 7). A reducdo do pH ¢ atingida pelo
aumento da concentracdo de CO2 e monitorado através de um software (Aqua Medic). Este

sistema permite o controle adequado do pH em faixas muito estreitas (0,01).
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pH Control
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Figura 7: Desenho experimental do projeto realizado com Ulva lactuca e Petalonia fascia em

trés cenarios de acidificacao.
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Apo6s os experimentos, amostras de todas as macroalgas e suas respectivas repeti¢oes
foram inseridas em tubos criogénicos e armazenadas em freezer para posterior avaliacdo das

respostas dos biomarcadores.

2.3 Analise de fluorescéncia de clorofila

A fluorescéncia da clorofila foi mensurada a cada dois dias com o J-PAM (WALZ,
Alemanha). As algas foram previamente adaptadas ao escuro, por aproximadamente 30
minutos, para determinacao do Fo e Fm. Posteriormente, as algas foram expostas a luz actinica
(250 pmol m™ s™'), com o primeiro pulso de saturagdo apds 1 minuto da ativagdo da luz actinica
e o segundo, terceiro e quarto pulso foram aplicados pulsos de saturagdo a cada 3 minutos por
10 minutos para a determinagdo dos parametros do claro. Foram calculados os pardmetros de
eficiéncia quantica potencial do PSII (FvFm), a eficiéncia quantica efetiva do PSII [Y(II)], a
taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), o quenching ndo fotoquimico (NPQ) e a

propor¢ao de centros abertos (qP) (Maxwell e Johnson, 2000).

2.4 Conteudo relativo de agua (C.R.A)

O conteudo relativo de agua (C.R.A) da macroalga foi calculado a partir de sua massa
fresca (MF), massa targida (MT) e massa seca (MS), utilizando-se a formula: C.R.A = [(MF-
MS)/(MT-MS)] x 100. A biomassa fresca das algas foi mensurada em balancga analitica, j4 para
MT as macroalgas foram separadas em tubos Falcon com agua destilada onde permaneceram
no escuro por 6 horas. Apds, o material foi acondicionado em estufa de aeracao forgada a 65°C

até atingir o peso constante para a determina¢do da massa seca (Lima Neto et al., 2014).

2.5 Dano de membrana e proteinas soluveis totais.

O dano de membrana foi determinado através do vazamento de eletrélitos (Lima Neto
et al., 2014). Os segmentos do talo foram colocados em tubos contendo 10 mL de agua
deionizada e incubados em banho-maria por 25°C com agitacdo ocasional por 6h.
Posteriormente as amostras foram fervidas a 100° C por um periodo de 60 min, com
subsequente resfriamento até alcancgar a temperatura ambiente de 25° C, quando ocorreu a
segunda leitura de condutividade elétrica da solugdo (C2). O dano de membrana foi
determinado por meio da equacao: DM (%) = C1/C2 x 100.

Amostras de macroalgas foram moidas em Nz liquido, 100 mM de K-tampao fosfato

(pH 7,5) contendo EDTA 1 mM, e ascorbato 1 mM (ASC). Toda a extragdo foi realizada em
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4°C. O conteudo de proteina soluvel total foi medido usando um padrao curva padrao de BSA

(Bradford 1976).

2.6 Determinacao dos teores de clorofila a

Os pigmentos foram extraidos em acetona 80% e o teor de clorofila-a foi determinado
em espectrofotdmetro de acordo com metodologia proposta por Lichtenthaler, (1987). No
equipamento, para a obtenc¢do dos teores de clorofilas a, utilizou-se as leituras de absorbancias

nos seguintes comprimentos de onda: 663 nm.

2.7 Teor de peroxido de hidrogénio e peroxidacao lipidica

O teor de H>0O- foi medido pelo método de oxidagdo Amplex Red. Apds o preparo das
solugodes, 150 mg de matéria fresca com N> liquido foi macerado e homogeneizado em banho
de gelo com 1 mL de tampao MOPS 10 mM pH 7,5 para posterior centrifugagao a 12000 g por
30 min a 4°C. Para a quantificagdo de H>O; a partir da absorbancia do espectrofotometro, a
curva padrdo foi calculada baseada em concentracdes conhecidas de H>O> na solugdo estoque
e na aliquota a 560 nm (Zhou et al., 1997).

Os TBARS (substincias reativas ao Acido Tiobarbiturio) sio formados como
subprodutos da peroxidacao lipidica pela utilizagdo do 4cido tiobarbitarico (TBA). O preparo
do extrato consiste em aproximadamente 200 mg de massa fresca (MF) macerada em N2 com
1,5 mL de TCA 5% (acido tricloroacético). E extrato entdo foi centrifugado a 12000 g por 20
minutos a 4°C. Em tubos de ensaio 500 pL. do extrato foram adicionados a 2 mL de solugdo de
TBA e mantidos por 1 hora a 100°C em banho maria. O sobrenadante foi adicionado a uma
solucdo de TCA 20% + TBA 0,5% aquecidos por 1 hora a 100°C em banho maria. Ao atingirem
a temperatura ambiente, foram centrifugados por 5 minutos em 10000 g. No espectrofotdmetro
as leituras foram realizadas em 532 nm e 660 nm. A concentragdo de TBARS foi calculada pelo

seu coeficiente de absorgdo (155 Mm.cm ') expressa em nmol TBA MDA / g MF.

2.8 Atividade catalase, SOD, APX, GR e CAT

A atividade da catalase (EC 1.11.1.6) foi medida ap6s a oxidagdo de H>O> a 240 nm ao
longo de 300 s na presenca de 50 mM de tampao K-fosfato (pH 7,0) contendo 20 mM de H,O»
a 30 C. A atividade da CAT foi determinada de acordo com o coeficiente de extingdo molar
de H,0> (36 M! cm™) e foi expressa como umol H,O, mg™! proteina min'!. A atividade da
superoxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) foi determinada a partir da inibi¢ao da produgdo de

formazana azul pela fotorredugdo do cloreto de tetrazolio nitroazul (NBT). A atividade
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enzimatica foi expressa como a quantidade da enzima necesséria para 50% de inibi¢do da
reducdo de NBT por mg de proteina soluvel total (Li et al.,2020). A quantificacao de glutationa
redutase a partir de 2,2 mg de proteina/mL e 205 U/mg de proteina, diluindo com tampao

fosfato de potassio 100 mM pH 7,0.

2.9 Anadlise estatistica

Para andlise estatistica dos resultados obtidos pela avaliagdo da atividade fotossintética
foram realizadas analises de variancia ANOVA e teste de comparagcdo de médias. Todos os
testes foram realizados empregando nivel de significancia de 0,05. Duas classes de métodos
multivariados foram empregadas. A primeira delas foi a andlise de componentes principais
(PCA), e outra andlise foi o escalonamento multidimensional (MDS), onde os dados sdo

traduzidos em mapas aplicados a matriz de distancia, gerando agrupamentos (Fisher, 1936).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento quantico fotossintético, dissipacio de energia e pigmentos fotossintéticos.

O pH baixo diminuiu a massa fresca, assim como teor de proteinas soltiiveis e Clorofila
a (Tabela 1). O pH reduzido da 4gua do mar perturba o equilibrio acido-base na superficie
celular e dentro das células, afetando o desempenho fotossintético das algas e o equilibrio redox
(GAO et al, 2018). O aumento de CO; e o declinio do pH também reduziram o transporte
fotossintético de elétrons e a taxa fotossintética de Ulva linza (Xu e Gao, 2012). A variacao de
pH pode afetar a atividade da redutase de nitrato em algas marinhas (Sousa, 2021) afetando
diretamente o conteudo de proteinas.

A clorofila- a € o principal pigmento fotossintético nas algas, e o conteudo de clorofila-
a também pode ser considerado como um indice de reflexao do potencial de fotossintese das
algas (Wang et al., 2016; Zhou et al., 2017). Além disso, os pardmetros de fluorescéncia da
clorofila também podem refletir variagdes na fotossintese sob estresse de H> Oz (Zhang, Haihan

et al. 2022).

Tabela 2: Matéria fresca, conteudo de clorofila a e proteina soluvel total em Ulva lactuca e
Petalonia fascia expostas a diferentes pHs. Diferentes letras maiusculas representam diferencga
significativa para a mesma espécie entre os diferentes pHs. Diferentes letras minusculas
representam diferencga significativa para espécies diferentes no mesmo pH (P<0.05).
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Clorofila @ (mg

Proteina Solavel

Spp pH Matéria fresca (g) ! MF) (mg ¢! MF)
8,2 5,026 +£ 0,28 Aa | 29,76 + 0,28 Aa 27,80 + 3,11 Aa
Ulva 7,5 3,89 £ 0,26 Ba 17,76 +£ 0,42 Ba 23,83 +£ 2,85 Aa
lactuca 6,5 3,35+ 0,28 Ba 14,76 +£0,35 Ca 9,99 + 1,37 Ba
Peotalonia 8,2 5,20 £ 0,52 Aa 8,68+ 0,50 Ab 20,11 + 2,50 Ab
fascia 7,5 4,03 £ 0,32 Ba 8,21+ 0,39 Ab 16,78 + 2,63 Bb
6,5 2,84 + 0,38 Cb 4,24 + 0,41 Bb 3,48 £ 0,87 Cb

O rendimento quantico potencial de PSII (Fv/Fm) apresentou declinio conforme a

acidificagcdo do pH nas duas espécies de estudo (figura 8), ocorrendo o mesmo com Y (II).
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Figura 8: Rendimento quantico potencial de PSII (Fv/Fm), (Valores de média + erro padrdo)
para algas da espécie Ulva fasciata e Petalonia fascia experimentalmente expostas a diferentes
cenarios de acidificacdo. Diferentes letras minusculas representam diferenga significativa para
espécies diferentes no mesmo pH (P<0.05).

O YII ¢ crucial pois possibilita a avaliagdo da integridade do fotossistema e do
aproveitamento de energia pela planta para a realizagao dos processos fotoquimicos. Na figura

9, observa-se uma redu¢do acentuada da atividade da Ulva lactuca em pH mais acidos em

relacdo a macroalga Petalonia fascia.
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Figura 9: Eficiéncia quantica efetiva de PSII (YII) (Valores de média + erro padrao) para algas
da espécie Ulva fasciata e Petalonia fascia experimentalmente expostas a diferentes cenarios

de acidificacdo. Diferentes letras minusculas representam diferenga significativa para espécies

diferentes no mesmo pH (P<0.05).

A extingdo ndo fotoquimica (NPQ), um indicador da dissipagcdo do excesso da energia

nos tilacoides, aumentou em Ulva em pH 7,5 (Fig. 11), sugerindo que aumentar o NPQ pode

ser um indicador de aclimatagdo ao baixo pH da 4gua do mar. As taxas fotossintetizantes de P.

fascia sao menores que U. lactuca, principalmente em relagdo a taxa de transporte de elétrons

(ETR) (Fig.10).



51

Species
30+ B ulva
Aa B petalonia
251
=
4
w 20+
o
¢
=
T 15
2 ——
2
o Ca Ab
10k Ab T
5 -
0 6.5 7.5 8.2

pH Level

Figura 10: Taxa de transporte de elétrons (ETR), (Valores de média = erro padrao) em espécies
de Ulva fasciata e Petalonia fascia experimentalmente expostas a diferentes cenarios de
acidificacdo. Diferentes letras minusculas representam diferenga significativa para espécies
diferentes no mesmo pH (P<0.05).
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Figura 11: Extin¢do nao fotoquimica (NPQ), (Valores de média + erro padrdo) para algas da
espécie Ulva fasciata e Petalonia fascia experimentalmente expostas a diferentes cenarios de
acidificagdo. Diferentes letras minusculas representam diferenca significativa para espécies
diferentes no mesmo pH (P<0.05).
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O aumento do NPQ resultou em decréscimos no rendimento quantico efetivo de PSII
[YII], aliviando a cadeia de transportes de elétrons fotossintéticos (Fig. 11). A relacdo entre
rendimento quantico efetivo de produgcdo de oxigénio com rendimento quantico de
fluorescéncia foi demonstrada em plantas superiores € micro e macroalgas. Esta relagao valida
a fluorescéncia da clorofila como uma determinagao indireta do desempenho fotossintético de
Ulva e Petalonia (Longstaff et al, 2002).

A concentracao de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) ¢ um indicador
da quantidade de malondialdeido nas células (subproduto que leva modifica¢des de lipidios
pelo aumento de ROS. O teor de H20O foi afetado pelo baixo pH (Figura 12A), aumentando
também a peroxidacao lipidica (TBARS) em ambas as espécies de macroalgas (Figura 12B). O
contetdo de clorofila-ae os parametros de fluorescéncia da clorofila diminuiram
significativamente sob concentragdes de H»>O, em pH acidificado, o que indicou que
H>O> suprimiu a biossintese de clorofila em Ulva e Petalonia, corroborando com o trabalho de

Zhang et al (2022) com S. obliquus.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlorophyll-fluorescence
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anabolism
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Figura 12: Teor de perdxido de hidrogénio (A) e peroxidagao lipidica (B) em Petalonia e Ulva
expostas em diferentes cenarios de acidificacdo. Dados sdo média e DP (n=3). Diferentes letras
minusculas representam diferenca significativa para espécies diferentes no mesmo pH
(P<0.05).
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Os sistemas de defesa para a antioxidante da célula de algas podem limpar ROS para
sobreviver sob estresse oxidativo, promovendo a geracdo de enzimas antioxidantes
como SOD e CAT (Zhang et al, 2022)

A enzima Superoxido dismutase (SOD) figura 13A, que atua na primeira linha de defesa
contra a ROS dismutando o superéoxido (0O27) a peroxido de hidrogénio (H20») (Alscher et al.,
2002), apresentou um aumento em pH 7,5 e diminuiu em pH mais acido (6,5) em relagdo ao
controle (8,2) em ambas as espécies. A atividade das enzimas ascorbato peroxidase (figura 14C)
nas macroalgas seguiu a mesma tendéncia de redugdo observada para a enzima SOD. A APX
desempenha papel chave no ciclo ascorbato-glutationa e na eliminacdo de H>O> nos
cloroplastos e citossol, sendo que, mudangas na atividade dessa enzima estdo estritamente
correlacionadas com a tolerancia das plantas ao estresse oxidativo (Lee et al., 2001; Sudhakar
et al., 2001). E a GR age de forma indireta no combate as ROS através do ciclo de Halliwell-
asada, regenerando a glutationa reduzida (GSH) a partir de sua forma oxidada (Roldo, 2010)
desempenhando um papel importante na defesa contra o estresse oxidativo, pois mantém o
equilibrio entre os niveis de GSSG e GSH na célula.

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Superdxido Dismutase (SOD) e
Catalase (CAT). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevencao, impedindo e/ou
controlando a formacao de radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a iniciagao
das reacdes em cadeia que culminam com propagagdo e amplificagdo do processo e,
consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativo (Schneider, 2004).

Os principais sistemas antioxidantes enzimaticos atuam na remog¢ao de H>O», sendo eles
a catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX). A reducdo na atividade de algumas enzimas,
como a Catalase, indica que, em algumas plantas mantidas sob condigdes de estresse, o0 H2O»
produzido pode ser mais consumido em processos oxidativos, como na peroxidacdo de lipidios,
do que eliminado do metabolismo pela a¢cdo de enzimas antioxidantes (Cakmak; Horst, 1991).

Ulva e Petalonia induziram atividades de CAT e SOD em resposta ao pH 7,5 o que pode
ser responsavel por manter o teor de HO2 e TBARS em pH baixo corroborando com Sousa,
2021 ao testar em pH 7,4. Contudo em pH mais acido 6,5 a macroalga Petalonia nao foi capaz
de manter baixo nivel de ROS. A CAT ¢é muito eficiente na remoc¢ao de H>O», no entanto essa
enzima ¢ inibida por altos niveis de H>O» (Barbosa et al, 2010).

A superdxido dismutase (SOD) ¢ uma enzima de suma importancia cuja atividade pode
afetar a concentracdo celular de Oz e H>O», fazendo parte do primeiro ajuste de tolerancia das
macroalgas ao estresse oxidativo, porém o H20O», produto da ac¢do dessa enzima ¢ também uma

ROS e seu acaimulo ¢ tdo prejudicial quanto ao do superoxido (Rolao, 2010).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/superoxide-dismutase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/catalase
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Figura 13: Superoxido dismutase SOD (A), catalase CAT (B), peroxidase do ascorbato APX (C) e
glutationa reduzida GR (D) em Petalonia e Ulva expostas em diferentes cendrios de acidificagao.

Dados sdo média e DP (n=3). Diferentes letras mintsculas representam diferenga significativa para
espécies diferentes no mesmo pH (P<0.05).
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A andlise de componentes principais (PCA) das propriedades bioquimicas e fisiologicas
das macroalgas ¢ demonstrada na Figura 14. Houve uma variancia acumulada de 69,1% entre
eles com PC1 ilustrando 32,2% e PC2 ilustrando 36,9%. O NMDS ¢ uma analise para avaliar a
dissimilaridade da composicdo de espécies. No presente estudo verificou-se que nao ha

similaridade entre Petalonia sp e Ulva sp e entre os diferentes pH analisados.

groups

petalonia
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Figura 14: Diagramas de ordenagdo de PCA (A) Os dois primeiros componentes explicaram

32,2% e 36,9% das variancias, respectivamente. As setas indicam a for¢a da influéncia da
caracteristica. As diferentes intensidades de cor e comprimentos das setas denotam a
contribuig¢do das caracteristicas para os dois primeiros componentes do PCA. As setas escuras
e mais longas indicam maior contribuicdo, enquanto as setas mais curtas indicam menor
contribuicdo das variaveis. Andlise de escala multidimensional ndo métrica (NMDS) - (B)
descrevendo a variacao de pH (8,2; 7,5; 6,5) para Ulva e Petalonia.
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Sousa et al (2021) nao relataram estresse oxidativo em U. lactuca quando expostas a
condicdo acidificada, porém apresentaram estresse oxidativo quando exposta ao poluente
irgarol em condicao acidificada. Vinuganesh et al (2022) relatam que U. compressa se
beneficiara da acidificagdo oceanica, melhorando sua produtividade devido a capacidade de
adaptacao/aclimatacdo. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para determinar se outras
espécies de macroalgas responderdo as flutuagdes de pH previstas para o futuro semelhante a

U. lactuca e P. fascia, ou se esta ¢ uma resposta especifica das espécies.

CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados indicam que em relagdo aos testes das duas espécies em diferentes pH a
macroalga Ulva lactuca ¢ a mais adaptavel, obtendo um melhor trabalho fotossintético em pH
7,5. A Petalonia fascia na presenca de maior acidez produz menos fotossintese em relacao a
Ulva que ¢ mais sensivel em mudancas de pH.

Em pH 6,5 ambas as espécies ndo conseguem ativar mecanismos de fotoprote¢dao
(NPQ).

Em relagdo aos antioxidantes, a CAT apresentou melhores resultados na macroalga Ulva
lactuca e a APX na Petalonia fascia.

Desta forma, este trabalho fornece informag¢des que podem informar abordagens para
aumentar a tolerancia ao estresse em Ulva sp e Petalonia sp.

Para obtencao de maiores informagdes sobre a respostas das algas as condigdes previstas
de mudancas climaticas, € necessario que no futuro experimentos multifatoriais com diversos
estressores sejam conduzidos com duragdo estendida. Contudo, ¢ importante ainda que
trabalhos que avaliem os mecanismos bioquimicos, como pigmentos acessorios, e fisiologicos
das macroalgas frente a eventos extremos sejam realizados, agregando dados capazes de
auxiliar no melhor entendimento das respostas desses organismos frente as mudangas

climaticas.
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