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RESUMO

Com a industrializacao ocorreu um aumento da emissao do gas didxido de carbono, o que tem
provocado diversos problemas, desde questdes acerca das mudancas climaticas até a
acidificacao dos oceanos. A acidificacdo oceanica ¢ ocasionada, pois os oceanos funcionam
como sequestradores de carbono, absorvendo uma parcela consideravel do CO, atmosférico.
Entretanto, essa captagdo provoca uma diminuicdo do pH e aumento da acidez oceanica, ja
que quando o CO, ¢ absorvido pelo oceano ele reage com a dgua, desencadeando uma série de
reagdes quimicas reversiveis que resultam na liberagdo de ions de hidrogénio (H") nesse meio.
Assim, como resultado dessa alteragdo do pH, s@o diversos os impactos sobre os organismos
marinhos, influenciando na fisiologia, fixacdo de carbono e na taxa de calcificacdo desses.
Além disso, considerando que em regides costeiras a acidificacdo ocednica pode, ainda, ser
ocasionada por outros fatores, ¢ imprescindivel a realizacdo de estudos quanto aos possiveis
impactos dessa mudanca sobre os organismos costeiros, principalmente com relagdo as algas
marinhas e a fotossintese. A partir disso, o presente estudo utilizou a espécie Ulva fasciata,
considerando sua ampla distribuicdo, abundancia e importancia econdmica. Desta forma,
foram avaliados os efeitos fotossintéticos resultantes da exposicao da U. fasciata a dois
diferentes valores de pH: pH 8.2, grupo controle e pH 7.5, valor representativo da acidez
oceanica; outros parametros também foram estudados, como o dano de membrana, umidade,
teores de pigmentos fotossintéticos e conteudo relativo de agua. Os resultados demonstraram
que a espécie estudada apresenta tolerancia ao pH 7.5, ja que a eficiéncia fotossintética nao
foi alterada com a acidez.

Palavras-chave: acidificacdo oceanica; Ulva fasciata; fotossintese.



ABSTRACT

With industrialization, there has been an increase in the emission of carbon dioxide gas, which
has caused several problems, from questions about climate change to ocean acidification.
Ocean acidification is caused, as the oceans act as a carbon sink, absorbing a considerable
portion of atmospheric CO2. However, this uptake causes a decrease in pH and an increase in
ocean acidity, since when CO2 is absorbed by the ocean it reacts with water, triggering a
series of reversible chemical reactions that result in the release of hydrogen ions (H+) in this
medium. Thus, as a result of this change in pH, there are several impacts on marine
organisms, influencing their physiology, carbon fixation and their calcification rate. In
addition, considering that in coastal regions ocean acidification can also be caused by other
factors, it is essential to carry out studies on the possible impacts of this change on coastal
organisms, especially in relation to marine algae and photosynthesis. From this, the present
study used the species Ulva fasciata, considering the numerous characteristics of this
important macroalgae, such as: wide distribution, abundance and economic importance. Thus,
the photosynthetic effects resulting from the exposure of U. fasciata to two different pH
values were evaluated: pH 8.2, control group, and pH 7.5, a representative value of oceanic
acidity; other parameters were also studied, such as membrane damage, humidity,
photosynthetic pigments, and relative water content. The results demonstrated that the studied
species present tolerance to pH 7.5 since the photosynthetic efficiency was not altered with
acidity.

Keywords: ocean acidification; Ulva fasciata; photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

A acidificagdo oceanica envolve tanto a diminui¢do do pH quanto as altera¢des no
equilibrio quimico dos oceanos, sendo que tais fatores decorrem da maior liberagao de ions de
hidrogénio (H"), o que impacta de diferentes formas o ambiente marinho (Doney et al., 2009).
O desenvolvimento e o agravamento deste problema tem relagdo com o aumento das emissoes
do gés dioxido de carbono (CO,) na atmosfera, o que se tornou frequente desde o inicio do
desenvolvimento industrial (Sousa et al., 2021). A queima de combustiveis fosseis, fabricacao
de cimento e o desmatamento sdo algumas das praticas antropogénicas que fazem com que o
gas carbonico alcance a atmosfera (Doney et al., 2009; Doney; Schimel, 2007; Martens et al.,
2017; NOAA, 2019).

Atualmente, a concentragdo de CO, atmosférico ja ultrapassou o valor de 400 ppm,
representando um aumento de cerca de 47% desde o comego da Revolugao Industrial (Gao et
al., 2018; Sousa et al., 2021). Por isso, h4 uma preocupagdo quanto aos possiveis efeitos que
esse aumento pode ocasionar sobre 0s ecossistemas terrestres € aquaticos, principalmente com
relagdo as mudancas climéticas e a acidificagdo oceanica (Guldberg; Bruno, 2010).

E valido ressaltar, porém, que a concentracdo de CO, na atmosfera poderia ser ainda
maior do que a atual, caso ndo existissem os chamados "drenos de carbono”, como as
florestas e os oceanos (Martens et al., 2017; McKinley et al., 2017; NOAA, 2019). Esses
drenos sdo capazes de absorver parte do didxido de carbono atmosférico, € possuem a
tendéncia de manter um equilibrio de concentragdo com os valores encontrados na atmosfera,
ou seja, possuem um efeito tampao (Doney et al., 2009; NOAA, 2019).

Ha dois principais fatores que possibilitam o oceano de ser um dreno de carbono, o
primeiro ¢ a fixacdo bioldgica do carbono pelos organismos autotroficos por meio da
fotossintese, sendo este o processo que mais consome CO,. Portanto, qualquer impacto na
fisiologia fotossintética podera influenciar na eficiéncia com que o CO, ¢ retirado da
atmosfera (Nikinmaa, 2013; Zeng; Chen; Zhuang, 2015). O segundo fator ¢ devido a elevada
solubilidade do gés carbonico em agua (McKinley et al., 2017; Moreira; Pires, 2016). Diante
disso, cerca de 30% do CO, antropogénico lancado na atmosfera desde 1751 foi absorvido
pelos oceanos, o que, de certa forma, resulta em uma compensagdo da elevada quantidade de
gas carbonico emitido devido aos drenos de carbono (Doney et al., 2009; Martens et al., 2017,
NOAA, 2019) . Entretanto, por outro lado, essa crescente taxa de absor¢ao do CO, pelos

oceanos desencadeia a “acidificacdo oceanica” (Doney et al., 2009).
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A acidificacdo oceédnica ocorre porque, apos ser capturado pela por¢do mais
superficial do oceano, o didxido de carbono reage com a agua (H,O) formando o acido
carbonico (H,CO;). Entretanto, este acido € bastante instavel e rapidamente se dissocia em
ions de hidrogénio (H") e bicarbonato (HCOj5), o qual também pode se dissociar em ions H" e
carbonato (CO3 2) (Burger; John; Frolicher, 2020; Doney et al, 2009; Ridgwell; Zeebe, 2005;
Sousa et al., 2021). A partir dessas reagdes reversiveis, ocorre uma elevada liberagao de ions
de hidrogénio, aumentando sua concentracao no oceano e, consequentemente, diminuindo seu

pH (Figura 1).

Figura 1 - Diagrama da emissdo de didoxido de carbono por fontes antropogénicas e das reagdes quimicas
resultantes da captagdo de CO, pelos oceanos.
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Fonte: Autoria propria.

Desde o inicio da Revolugdo Industrial ocorreu uma diminui¢do de 0.1 unidades de
pH, o que equivale a um aumento de 30% da concentragdo de ions H" no oceano (Gao et al.,
2018, IPCC, 2022; Sousa et al., 2021). Vale salientar também que o pH expressa a
concentra¢do de H" em uma escala logaritmica. Além disso, a acidificagdo ocednica esta entre
as cinco principais ameacas atuais a biodiversidade, dada a sua capacidade de desencadear
diversas consequéncias ao ambiente e aos organismos marinhos, como impactos na fisiologia
e na taxa de calcificacdo. O ultimo ocorre em razao da alteragao da concentracao de carbonato
de célcio (CaCO;) nos oceanos (Feely et al., 2010; Zeng; Chen; Zhuang, 2015).

O carbonato de calcio ¢ um mineral formado a partir da reagdo quimica entre o ion
carbonato e¢ o ion calcio, ele apresenta diferentes formas polimorficas, como a calcita e
aragonita, e compoe as conchas e os esqueletos de muitos organismos marinhos (Doney et al.,

2009; Ridgwell; Zeebe, 2005). Na condi¢do de acidificagdo oceanica, a fim de compensar o



10

aumento da quantidade de ions de hidrogénio e manter o pH alcalino, ocorre uma conversao
de ions carbonato em ions bicarbonato, o que ocasiona o tamponamento parcial desse sistema.
Porém, isso diminui a concentragao de carbonato de calcio, assim como diminui também seu
estado de saturacdo (Burger; John; Frolicher, 2020; Doney et al., 2009). Tal questdao afeta
muitos organismos, desde corais, moluscos bentonicos, equinodermos até os cocolitéforos,
foraminiferos, pterépodes e as algas marinhas calcificantes (Doney et al., 2009; Zeng; Chen;
Zhuang, 2015).

Ademais, nao ¢ somente no oceano aberto que a acidificacao representa um problema,
nas regides costeiras, para além dessa acidificacdo resultante do aumento das emissdes de
CO,, observa-se também uma ampla gama de fatores, como as modificagdes nas bacias
hidrograficas, eutrofizagcdo, eventos de ressurgéncia e poluentes marinhos, os quais podem
influenciar no valor do pH de forma transitdria, seja para aumenta-lo ou diminui-lo (Duarte et
al., 2013; Sousa et al., 2021; Zeng; Chen; Zhuang, 2015). Isso ocorre porque o ambiente
costeiro ¢ muito complexo, contando com intera¢des entre o meio terrestre, a atmosfera e o
oceano aberto; além de todos serem, atualmente, muito influenciados por acdes antrdpicas
(Duarte et al., 2013).

As modificagdes e impactos ocasionados ao longo das bacias hidrogréficas
correspondem a um dos fatores que alteram o pH, pois podem afetar o transporte de carbono
organico, carbono inorganico, nutrientes, acidos e alcalinidade carbonatica para o oceano
(Aufdenkampe et al., 2011). Tais modificagdes sdo resultantes de algumas atividades
antropicas, como o desmatamento, mineracdo, agricultura e urbaniza¢do. A mineragdo, em
especifico, ocasiona o aumento da exportacdo de acido e consequente diminui¢cdo do pH na
regido costeira receptora. Enquanto a agricultura, devido ao uso do cal para diminui¢cdo da
acidez do solo, ocasiona um aumento do pH nas zonas costeiras (Duarte et al., 2013).

Outro fator ¢ a entrada de grande quantidade de matéria organica, responsavel pelo
processo de eutrofizagdo. A eutrofiza¢do pode desencadear tanto um aumento do pH, quando
ha aumento da absor¢do de CO, pelos organismos, quanto diminuicdo do pH, quando ha
aumento da liberagdo de CO, pela respiracao desses. E, at¢ mesmo a entrada de poluentes no
ambiente marinho contribui para a redugdo do pH, como metais pesados (merctrio e
chumbo), hidrocarbonetos e pesticidas. Portanto, ¢ possivel notar que nas regides costeiras ha
tanto os efeitos da acidificacdo ocednica, que é constante, como dos diversos processos
transitorios, por isso podem existir variagdes de até 0,5 unidades de pH nesses ambientes

(Duarte et al., 2013).
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E valido destacar que as regides costeiras sdo as zonas marinhas mais produtivas e que
concentram grande quantidade de espécies fundamentais tanto no aspecto ecologico quanto no
econdmico, um exemplo sdo as algas marinhas. Por isso, representa um sério problema
quando se ¢ observada uma diminuicdo do pH nessas regides, ja que essa mudancga pode
causar consequéncias aos organismos, como ja mencionado (Bonanno; Bonaca, 2018).

As algas marinhas desempenham um importante papel ecologico, por constituirem a
base da cadeia trofica costeira e marinha e por participarem da produtividade primaria
ocednica, ciclagem do carbono e de nutrientes (Areco; Salomone; Afonso, 2021; Bonanno;
Bonaca, 2018; Gao et al., 2018). Elas sdo relevantes economicamente tanto por causa de suas
multiplas utilizagdes pelas indlstrias farmacéuticas, alimenticias, cosmética e quimica, quanto
por formarem a base da cadeia alimentar de muitas espécies de interesse econdmico (Gao et
al., 2018, Harley et al., 2012).

Considerando o exposto, € possivel observar que as algas marinhas ganharam destaque
no meio econdmico, € por isso sua demanda ¢ crescente. Anteriormente, ndo havia alternativa
para a colheita desordenada e maléfica do ponto de vista ambiental, porém foi desenvolvido o
cultivo desses organismos. Mas, esse cultivo também pode gerar impactos diretos e indiretos
nos ecossistemas, quando ¢ realizado de forma ndo sustentavel (Mantri et al., 2011; Oirschot
etal., 2017).

Devido a algumas de suas caracteristicas, as algas marinhas sdo aproveitadas também
como bioindicadores de diversos parametros ambientais nas regides costeiras € marinhas.
Essas caracteristicas vao desde sua ampla distribuicao e disponibilidade ao longo do ano, até
sua tolerancia a certas faixas de salinidade, turbidez e elevadas quantidades de poluentes e
pela maioria de suas espécies serem sésseis € passiveis de serem mantidas em condigdes
laboratoriais (Areco; Salomone; Afonso, 2021; Desrosiers et al., 2013; Soane et al., 2018).

Ha muitas espécies de algas marinhas, como ¢ o caso das pertencentes ao género Ulva
(Chlorophyta). Estas possuem uma ampla distribuicdo, sendo encontradas desde o Artico até
as areas tropicais; além de viverem em diversos ambientes, como os de dgua doce, marinho,
estuarino e entre-marés (Gao et al., 2018; Lu; Sung; Lee, 2006; Mantri et al., 2020). Essa
grande distribuicao s6 ¢ possivel em razdo de sua tolerancia diante de variagdes na salinidade
e temperatura, assim como por suas adaptacdes fisiologicas, bioquimicas e moleculares para
lidarem com tais condi¢des (Mantri et al., 2020). Elas podem formar floragdes chamadas de
“marés verdes”, quando hd um grande aumento de sua quantidade em um dado local (Rybak,

2018).
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A Chlorophyta Ulva spp. também ¢ muito importante economicamente, ja que possui
espécies com constituintes quimicos que podem ser utilizados em remédios, fertilizantes e
alimentos (Mantri et al., 2020). Um exemplo de espécie pertencente a este género ¢ a Ulva
fasciata Delile, esta macroalga ¢ comestivel e representa uma fonte de proteinas, acidos
graxos, aminoacidos do tipo essenciais, minerais e fibras alimentares (Mantri et al., 2011).
Além disso, o carboidrato ¢ um dos componentes dominantes nessa macroalga,
transformando-as em uma fonte importante para diferentes tipos de aplicagdes, como a
alimentar (Barakat et al., 2021).

Dada a importancia das algas marinhas, investigagdes quanto aos possiveis efeitos que
a diminuicdo do pH oceédnico pode ocasionar sobre a taxa fotossintética da macroalga U.
fasciata e das demais espécies fotossintetizantes sdo essenciais, principalmente no caso das
regidoes costeiras. Sendo assim, para realizar essa investigacdo foi aplicado um método
bastante utilizado atualmente e muito 1til para a anélise da eficiéncia fotossintética: a medi¢ao
de fluorescéncia de clorofila a (Qi; Wang; Wang, 2013; Tan et al., 2019). Este método ¢ muito
importante nos estudos de exposi¢do a estressores ambientais, ja que a fluorescéncia
disponibiliza dados relacionados com a capacidade do organismo de tolerar tais condicdes ¢
quando esse fator estressante comega a danificar o aparato fotossintético (Maxwell; Johnson,
2000).

A partir das analises de fluorescéncia, € possivel mensurar diversos pardmetros, como
o rendimento quantico potencial (Fv/Fm), ou seja, a eficiéncia fotossintética maxima, um
valor potencial que representa um cendrio em que todos os centros de reacdes do PSII
estivessem abertos (Maxwell; Johnson, 2000). E valido destacar que, quando os centros de
reagOes sao ditos “abertos”, isso significa que o primeiro aceptor da cadeia de transporte de
elétrons estd em seu estado oxidado, apto a receber os elétrons. Ja o centro de reagdo dito
“fechado” ocorre depois que a energia luminosa excita os centros de reacdo P680,
transportando os elétrons por essa cadeia transportadora e provocando a reducdo do primeiro
aceptor (Higo et al., 2017; Oxborough; Baker, 1997).

O rendimento quantico efetivo (Y(II)), parametro que demonstra a quantidade de
energia que, de fato, ¢ utilizada na realizacdo da fotossintese. Sob condi¢des normais, uma
parcela da energia luminosa absorvida pelas clorofilas ¢ utilizada para a realizagdo de reagdes
fotossintéticas, como o transporte de elétrons, formagdo de ATP ¢ NADPH (Buschmann,
2007). Porém, ainda assim, diferentemente do Fv/Fm, no Y(II) ¢ considerado que ha
dissipacdo da energia luminosa, pardmetro representado pelo NPQ (quenching ndo

fotoquimico) (Higo et al., 2017, Holzwarth; Lenk; Jahns, 2013).



13

O que acontece € que, ap0Os captar a energia luminosa, a clorofila a fornece uma parte
desta para a realizagdo da fotossintese e outra é perdida para o meio (Atherton; Nichol;
Castell, 2016; Buschmann, 2007). Essa parcela reemitida ao meio pode ocorrer, por exemplo,
devido a um excesso de energia absorvida e saturacdo do PSII. Além disso, ha duas formas
pelas quais a energia pode ser dissipada: como calor ou como fluorescéncia (Higo et al.,
2017). Esse processo de perda é importante, pois evita problemas como a geracao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e consequente dano as estruturas celulares (Torres et al., 2004).

A taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), ¢ um parametro que possibilita a
analise da eficiéncia fotossintética por um meio diferente do Fv/Fm, Y(II) e NPQ, ja que
possui como foco quantificar o transporte de elétrons que ocorre ao longo da cadeia
transportadora de elétrons, € ndo avaliar o uso e perda de energia. Ja o quenching fotoquimico
(qP), representa a propor¢ao de centros abertos do PSII , sendo que quanto mais moléculas
aceptoras de elétrons estejam reduzidas, menor serd o valor de qP (Kramer et al., 2004).

Logo, diante do exposto, o presente estudo buscou avaliar os efeitos na fotossintese da
macroalga Ulva fasciata, a partir de sua exposicao a dois diferentes valores de pH, analisando

principalmente os rendimentos quanticos fotossintéticos e bioindicadores de estresse.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Avaliar os possiveis efeitos resultantes da exposicdo a dois diferentes valores de

acidez oceanica na fotossintese de Ulva fasciata.

2.2 Especificos

As macroalgas da espécie U. fasciata, expostas aos dois niveis de pH, foram avaliadas
com a finalidade de: comparar a produtividade da eficiéncia fotossintética, por meio de
parametros de medidas de clorofila a por fluorescéncia; mensurar a concentracdo de
pigmentos fotossintéticos e acessorios; determinar o contetdo relativo de agua (CRA),

umidade e o dano de membrana (DM).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Design Experimental

A macroalga Ulva fasciata foi coletada no costdo rochoso de Encantadas
(25°34°22,97244”’S 48°18°56,48112”W) na Ilha do Mel — PR , situada a 15 milhas do Porto de
Paranagud-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. Apds serem coletadas, as
macroalgas foram transportadas até o laboratério de ficologia (Laquamar) da Unespar e
acondicionadas em aquarios contendo dgua do mar com salinidade 35 e aeracdo constante. A
primeira parte dos experimentos ocorreu em julho de 2022 e a segunda parte em outubro de
2022, totalizando 20 dias de experimentos.

Apods 4 dias de aclimatagdo na Unespar, as macroalgas foram transportadas para a
UNIFESP em Santos, Sao Paulo. Na universidade ocorreram parte dos experimentos
relacionados com a exposi¢do das macroalgas aos dois valores de pH, sendo eles: pH 8.2 ¢
7.5. O pH 8.2 ¢ o encontrado atualmente nas regides costeiras, portanto foi utilizado como
grupo controle ao longo da experimentacdo. J& o pH 7.5 foi usado como tratamento e
representa uma extrapolacdo do pior cenario de acidificagdo oceanica previsto pelo Sexto
Relatorio de Avaliagao do IPCC de 2022 (AR6) ( IPCC, 2022; Sousa et al., 2021).

No laboratorio da UNIFESP, as macroalgas foram acondicionadas em béqueres e
divididas em um tratamento (pH 7.5) e no grupo controle (pH 8.2), sendo que cada
experimento foi realizado em triplicata. A variagdo do pH nos recipientes deu-se a partir de
um sistema baseado no aumento da concentracao do CO, e consequente diminui¢cao do pH.
Neste sistema, ocorre a injecdo automatica de CO, gasoso a uma determinada pressdo e sob
condigdes controladas, sendo que a regulacdo da quantidade de gas injetado ¢ feita através de
sensores de pH e valvulas solenodides conectadas ao computador, e seu monitoramento
ocorreu pelo software Aqua Medic (Basallote et al., 2012; Basallote et al., 2015; Sousa et al.,
2021).

Além disso, na primeira parte dos experimentos (julho) as macroalgas ficaram
expostas aos respectivos valores de pH por 8 dias consecutivos, enquanto que, na segunda
parte experimental (outubro), o tempo foi de 9 dias. Além disso, no primeiro experimento as

macroalgas utilizadas eram mais jovens do que no segundo (Figura 2, Figura 3).
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Figura 2 - Imagens das macroalgas do primeiro experimento (julho).
T -

3.2 Fluorescéncia de Clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi mensurada ao longo do experimento de exposi¢do aos
valores de pH, sendo que na primeira parte experimental (julho), com exce¢do da tultima
mensuracao que ocorreu no oitavo dia, todas as outras ocorreram a cada 3 dias, assim como
na segunda parte do experimento (outubro). Tais mensuragdes ocorreram a partir do uso do
equipamento JrPAM (WALZ, Alemanha).

Primeiramente, antes da utilizacdo do equipamento, as macroalgas foram adaptadas ao
escuro pelo tempo aproximado de 30 minutos, para que seus transportadores de elétrons
ficassem em um estado oxidado, possibilitando a determinacdo do valor de Fo (fluorescéncia
minima). Enquanto que o Fm (Fluorescéncia maxima) ¢ determinado quando a macroalga ¢

exposta a uma luz saturante, de alta intensidade e curta duragdo, momento em que ocorre a
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reducdo das moléculas aceptoras da cadeia transportadora de elétrons (Higo et al., 2017). Os
valores de Fo e Fm possibilitam a determinagdo do pardmetro Fv/Fm (Fv = Fm - Fo)
(Maxwell; Johnson, 2000).

Ap0s esse periodo, as macroalgas foram expostas a luz actinica (250 mmol m?s”' ) e a
inducdo fotossintética foi acompanhada por 10 minutos, com o primeiro pulso de saturagdo
ap6s um minuto da ativa¢ao da luz actinica, enquanto o segundo, terceiro e quarto pulsos de
saturacdo ocorreram a cada 3 minutos para a determinagdo dos parametros do claro. Os
seguintes parametros foram analisados: Fv/Fm, Y(II), NPQ, ETR e qP (Maxwell; Johnson,
2000).

3.3 Conteiido Relativo de Agua e Umidade

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. Tanto a MF, quanto a MT e MS foram determinadas apds os 8
dias de exposicao aos valores de pH. A MS foi estipulada por meio de uma balanca analitica,
enquanto que, no caso da MT, as macroalgas foram separadas em tubos Falcon com agua
destilada na temperatura de 4 °C, onde permaneceram no escuro por um periodo de 6 horas. Ja
a MS foi determinada apo6s 24 horas em estufa a 60° C (Neto et al., 2014; adaptado de Silveira
et al., 2009). Enquanto a umidade foi calculada a partir da formula: MF - MS/MF x 100 (%).

3.4 Dano de Membrana

A andlise do dano de membrana, determinado a partir do vazamento de eletrolitos, foi
realizada de acordo com o apresentado por Silva (2010). As macroalgas foram dispostas em
tubos Falcon contendo 10 mL de dgua destilada e incubadas a uma temperatura de 25°C em
banho-maria por um periodo de 6 h, sob agitacdo ocasional. Entdo, ocorreu a leitura da
condutividade elétrica da solucdo (Cl1) pelo equipamento “Condutivimetro de Bancada”.
Depois, as macroalgas foram fervidas a 100° C por um periodo de 60 min, com subsequente
resfriamento até alcancar a temperatura ambiente de 25° C, quando ocorreu a segunda leitura
de condutividade elétrica da solugdo (C2). Por fim, ocorreu o calculo do dano de membrana

por meio da equagdo: DM (%) = C1/C2 x 100.
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3.5 Determinacao dos teores de clorofilas e carotenodides

A determinacdo do teor de clorofilas (a, b e totais) e carotendides totais foi realizada
segundo descrito por Lichtenthaler (1987). As macroalgas do grupo controle e do tratamento
foram divididas em tubos Falcon contendo 5 mL de acetona 80% gelada, utilizada para a
extracdo dos pigmentos. A leitura dos teores de pigmentos foi realizada apos 24 horas, e para
1sso utilizou-se o espectrofotdmetro. No equipamento, para a obtengao dos teores de clorofilas
a e b, utilizou-se as leituras de absorbancias nos seguintes comprimentos de onda: 645 e 663
nm; ja o comprimento de onda de 652 nm foi também lido para a realizagdo do calculo de
clorofila total. Enquanto que, no caso dos carotendides totais, o comprimento de onda lido foi
no valor de 470 nm.

As absorbancias (A) nesses comprimentos de onda foram empregadas nas seguintes

equacoes:

Chla (mg g'MF) = (12,7*A663 - 2,69*A645)V/1000W (1)
Chlb (mg g'MF) = (22,9*A645 - 4,68*A663)V/1000W (2)
Chltotal = Chla + Chlb 3)
Carotenoides totais = (1000*A470 - 1,82*Chla - 85,02 Chlb)/198 4)

Figura 4 - Diagrama representativo das etapas da metodologia. Foram analisados: fluorescéncia da clorofila a,
umidade, conteudo de pigmentos e dano de membrana (Adaptado de Sousa et al., 2021).
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3.6 Analises Estatisticas

Para a analise estatistica foi utilizado o programa Rstudio. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com tratamentos de 2 niveis de pH e os
experimentos foram realizados em triplicatas.

Os dados foram avaliados por média e desvio padrdo, assim como por testes
estatisticos paramétricos e nao paramétricos, sendo eles: Teste t ndo pareado e Teste de
Mann-Whitney, respectivamente. O teste paramétrico foi utilizado para comparagdo de
médias (P <0.05), enquanto o teste ndo paramétrico foi usado para comparag¢do de medianas
(P <0.05).

Para realizacdo do teste t ndo pareado foi utilizado o Teste de Shapiro Wilk para
avaliacdo da distribuicdo normal dos dados, enquanto a homogeneidade das variancias foi
avaliada a partir do Teste de Levene. Além disso, quando os dados ndo geram homogeneidade
das variancias pelo Teste de Levene, o programa R Studio corrige o problema excluindo
outlines e alterando os graus de liberdade, que ficam em decimais, para que entdo possa ser

utilizado o teste t ndo pareado.
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4 RESULTADOS

4.1 Fluorescéncia da clorofila a

Com os valores obtidos a partir das leituras de fluorescéncia de clorofila a foram
elaborados cinco graficos, cada um correspondente a um parametro, Fv/Fm, Y(II), NPQ, ETR
e qP. Nos graficos ha os valores de média e desvio padrao de cada leitura, cujas quais foram

realizadas nos dias trés, seis e oito de exposi¢do ao pH (Figura 5, Figura 6).

Figura 5 - Graficos de dispersdo das médias dos parametros Fv/Fm, Y(II) e NPQ, obtidos a partir das leituras de
fluorescéncia de clorofila a.
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Figura 6 - Graficos de dispersdo das médias dos parametros ETR e qP, obtidos a partir das leituras de fluorescéncia
de clorofila a.
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As andlises estatisticas realizadas com os dados obtidos pelas leituras mostraram que,
com exce¢do dos parametros Fv/Fm, NPQ e P, os outros dados relativos ao dia trés nao
seguem uma distribuicdo normal, o que foi concluido diante dos valores de p inferiores a 0,05
no teste de Shapiro-Wilk. Por isso, como alternativa utilizou-se para esses parametros a
compara¢do de medianas com o teste de Mann-Whitney. Enquanto que, para os dados com
distribuicao normal foi usado o teste de Levene para avaliagdo da homogeneidade das
variancias e o teste t para compara¢do das médias. Neste dia, em nenhum dos parametros
analisados observa-se diferencas estatisticamente significativas entre as médias ou entre as

medianas (Tabela 1).

Tabela 1 - Teste t ndo pareado e teste de Mann-Whitney, utilizados para analise estatistica dos parametros
resultantes das leituras de fluorescéncia de clorofila a no dia trés de experimentacao.

Variavel t df W p-value

Rendimento Quantico

potencial 1,5045 4 - 0,2069
Rendimento Quantico

efetivo - - 4 1
Quenching ndo fotoquimico -1,4819 2,1589 - 0,2677
Quenching fotoquimico -1,2491 4 - 0,2797
Taxa Aparente de

Transporte de Elétrons - - 4 1

Termos: t = valor de t do teste t; df = graus de liberdade ; w = valor de w do teste de Mann- Whitney; p-value =
valor de p. “p” apresenta um nivel de significancia de 95% neste estudo.

Ja no dia seis, todos os dados apresentaram distribui¢do normal a partir do teste de

Shapiro-Wilk. Porém, no pardmetro Fv/Fm o teste de Levene demonstrou ndo homogeneidade
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das variancias, por isso o grau de liberdade apresenta um valor em decimais. Em todos os
parametros foram utilizados o teste t ndo pareado. Neste dia, também ndo observa-se

diferencas estatisticamente significativas entre as médias (Tabela 2).

Tabela 2 - Teste t ndo pareado, utilizado para analise estatistica dos pardmetros resultantes das leituras de
fluorescéncia de clorofila a no dia seis de experimentacao.

Variavel t df p-value
Rendimento Quantico
potencial 0,4358 2,221 0,7017
Rendimento Quantico
efetivo 2,4677 4 0,06912
Quenching ndo fotoquimico -2,3184 4 0,08128
Quenching fotoquimico 1,4203 4 0,2286

Taxa Aparente de
Transporte de Elétrons 2,4677 4 0,06912

Termos: t = valor de t do teste t; df = graus de liberdade; p-value = valor de p. “p” apresenta um nivel de
significancia de 95% neste estudo.

Por fim, no ultimo dia de leitura, todos os dados apresentaram distribui¢cao normal e
homogeneidade das variancias. E, com o teste t, apenas os parametros Fv/Fm e qP indicaram
diferencas estatisticamente significativas entre as médias, sendo que, no Fv/Fm a maior média

¢ observada no pH 8.2, enquanto no qP a maior média estd presente no pH 7.5 (Tabela 3).

Tabela 3 - Teste t ndo pareado, utilizado para analise estatistica dos parametros resultantes das leituras de
fluorescéncia de clorofila a no dia oito de experimentacao.

Variavel t df p-value

Rendimento Quantico

potencial 7,6583 4 0,001562
Rendimento Quantico

efetivo 2,1108 4 0,1024
Quenching ndo fotoquimico -2,5102 4 0,06604
Quenching fotoquimico -3,082 4 0,03686
Taxa Aparente de

Transporte de Elétrons 2,1226 4 0,101

Termos: t = valor de t do teste t; df = graus de liberdade; p-value = valor de p. “P” apresenta um nivel de
significancia de 95% neste estudo.



23

4.2 Conteudo Relativo de Agua, Umidade e Dano de Membrana

O CRA, umidade ¢ o DM para cada pH foram calculados e, a partir dos resultados,
elaborou-se um grafico de barras com os valores de média e desvio padrao (Figura 7). No
caso do CRA, a partir da andlise estatistica, ndo ha diferenca entre as médias do grupo
controle e do tratamento, considerando o valor de p maior do que 0,05 (Tabela 4). A umidade,
outro parametro analisado ap6s o periodo de oito dias de exposicdo ao pH, também foi
calculada e o teste aplicado demonstrou que ha diferenca entre as duas médias, devido ao
valor de p inferior a 0,05. Por fim, no DM, ndo observa-se diferenga significativa entre as

médias do grupo controle e do tratamento.

Figura 7 - Grafico de barras das médias dos parametros: CRA, Umidade e DM, obtidos apods o periodo de oito
dias de exposicdo ao pH.
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Tabela 4 - Teste t ndo pareado, utilizado para analise estatistica dos parametros.

Variavel t df p-value
Conteudo relativo de Agua 1,551 4 0,1958
Umidade -3,1559 4 0,03432
Dano de Membrana -1,2834 4 0,2687

Termos: t = valor de t do teste t; df = graus de liberdade; p-value = valor de p. “p” apresenta um nivel de
significancia de 95% neste estudo.

4.3 Determinacao dos teores de clorofilas e carotenoides
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Os valores das médias e do desvio padrdao de clorofila a, b, total e carotenoides totais
estdo presentes no grafico de barras (Figura 8). Diante da andlise estatistica, nenhum dos
teores de pigmentos fotossintéticos apresentaram médias com diferengas estatisticas

significativas (Tabela 5).

Figura 8 - Grafico de barras das médias dos parametros relacionados ao teor de pigmentos fotossintéticos,
obtidos apos o experimento de pH.
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Tabela 5 - Teste t ndo pareado, utilizado para analise estatistica dos parametros relacionados ao contetdo de
pigmentos fotossintéticos.

Variavel t df p-value
Clorofila a 1,3624 2,11 0,3002
Clorofila b 0,4765 2,15 0,6777
Clorofila total 1,7095 4 0,1625
Carotenoides totais 0,7416 4 0,4995

Termos: t = valor de t do teste t; df = graus de liberdade; p-value = valor de p. “p” apresenta um nivel de
significancia de 95% neste estudo.
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5 DISCUSSAO

A utilizagdo da técnica de medicao de fluorescéncia de clorofila @ com o equipamento
JrPAM foi importante para a realizagcdo deste estudo. Isso ocorreu devido a este método ser
rapido, sensivel, ndo destrutivo e ndo invasivo, o que permitiu a analise de processos e da
eficiéncia fotossintética por meio da obtencdo de pardmetros como rendimento quantico
potencial (Fv/Fm) e rendimento quantico efetivo (Y(II)), assim como a determinacao da
fluorescéncia variavel e o monitoramento dos efeitos ocasionados pelo estressor ambiental, no
caso a diminui¢do do pH (Long et al., 2018; Maxwell; Johnson, 2000; Qi; Wang; Wang, 2013;
Tan et al., 2019; Wang; Wang; Tan, 2014).

Com relacdo aos parametros e pigmentos fotossintéticos, apenas o Fv/Fm e o
quenching fotoquimico (qP) apresentaram diferengas estatisticas entre as médias do grupo
controle e do tratamento no ultimo dia de medigdo, isso significa que pardmetros como o
rendimento quantico efetivo (Y(II)), quenching nao fotoquimico (NPQ), taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR) e pigmentos como clorofila a, b, total e carotendides totais ndao
foram alterados com a diminui¢ao do pH. No caso do Y(II), ndo ocorreram mudangas quanto
a quantidade de energia utilizada para realizar a fotossintese, demonstrando que nao
aconteceram prejuizos na fotossintese advindos da exposicdo ao baixo pH (Miao; Wang;
Juneau, 2009). Os resultados do ETR também denotam que a atividade fotossintética ndo foi
influenciada, pois a taxa de transporte, parte indispensavel do processo, ndo foi diminuida
(Buschmann, 2007; Higo et al., 2017).

Também ndo diferiu a quantidade de energia luminosa reemitida como calor e/ou
fluorescéncia, como pode ser observado pelo NPQ. Portanto, interpreta-se que ha certa
tolerancia a diminui¢do do pH nesta espécie, ja que o aumento da perda de energia luminosa
pode ocorrer devido a exposigdo a estressores ambientais, 0 que ndo aconteceu nesse caso,
assim como ndo foi observada limitagdo da capacidade do aparato fotossintético em utilizar a
energia absorvida para a realizacdo da atividade fotossintética (Adams; Adams, 1992;
Holzwarth; Lenk; Jahns, 2013; Torres et al., 2004). Além disso, a fluorescéncia também ¢ um
fator que disponibiliza dados quanto a capacidade dos organismos de serem tolerantes a
estressores, o que ¢ favoravel com a observagdo anterior (Maxwell; Johnson, 2000).

Os resultados dos pigmentos fotossintéticos mostraram que a captacdo da energia
luminosa nao foi alterada com a diminui¢do do pH, o que ndo interferiu na fotossintese, sendo
outro demonstrativo de que essa espécie apresenta tolerancia a essa condi¢do (Atherton;

Nichol; Castell, 2016; Buschmann, 2007). Quanto ao qP, mudancas neste parametro podem
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ser ocasionadas em razdo da saturagdo do aparato da fotossintese, consequéncia do
fechamento dos centros de reagdo (Maxwell; Johnson, 2000). Porém, neste estudo, a diferenca
entre as médias ndo ocasionou efeitos expressivos na fisiologia fotossintética das macroalgas.

Em relagdo ao Fv/Fm, como apenas no ultimo dia de medigao verificou-se diferenga
estatistica significativa e considerando que, da mesma forma do Y(II), esse parametro também
disponibiliza informagdes quanto a tolerancia ao estressor, ¢ possivel que essa macroalga
tolere essa nova condicdo até certo ponto, ja que o potencial quantico potencial foi maior no
pH 8.2, apesar de ndo ter sido comprovada mudangas no Y(II) até esse dia (Miao; Wang;
Juneau, 2005). A fim de validar essa possibilidade, devem ser realizados experimentos de
exposicao a longo prazo, pois este trabalho somente analisou respostas a curto prazo.

Ademais, outros fatores avaliados foram o CRA, DM e umidade, sendo que somente a
umidade apresentou diferenga significativa, logo, a integridade celular nos dois tratamento se
manteve a mesma, com o pH ndo influenciando nas membranas celulares das macroalgas e
nem em seu contetdo de agua (Silva, 2010).

A umidade ¢ um componente que se relaciona com a pressdo de turgor e potencial
osmotico, principalmente quando o foco sdo organismos marinhos, considerando a alta
salinidade desses ambientes e as adaptagdes que eles devem possuir para sobreviverem nele.
A pressdo de turgor €, resumidamente, a diferenga entre a pressdo hidrostatica externa e a
interna em uma c¢lula, esse turgor ¢ importante no caso das macroalgas bentonicas, pois ¢ ele
quem fornece uma forma e sustentacdo para que essas se mantenham erguidas na coluna
d’4gua (Bisson; Kirst, 1995).

Portanto, as algas precisam ajustar o potencial osmotico celular, a fim de deixar essa
pressao de turgor sem alteracdes, pois, além disso, as condi¢des internas das células devem
estar em uma dada faixa para a manutencao do metabolismo, e regular a composi¢ao idnica ¢
importante. Para essa finalidade, as células utilizam ions inorganicos, como K', Na" ¢ CI,
assim como os osmolitos organicos, como sacarose, polina e glicerol (Kirst, 1989). Desta
forma, apesar da média do pH 7.5 ter sido maior, isso ndo ocasionara consequéncias para as
algas do grupo controle.

As espécies do género Ulva, de forma geral, toleram muitas condigdes consideradas
estressantes, como faixas de temperatura e salinidade (Mantri et al., 2020). Por isso elas
apresentam uma ampla distribuicdo e sdo encontradas em varios ambientes com
caracteristicas diferentes e, em alguns, com grandes variagdes, como nas regides entre-marés

(Snehya et al., 2021).
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Além disso, a tolerancia das espécies de Ulva pode ser observada também no caso das
grandes floracdes que formam as “marés verdes”’, que se localizam onde héd muita
disponibilidade de nutrientes (Kang et al., 2021; Kang; Chung, 2017; Teichberg et al, 2010).
A U. fasciata pode formar essas floracdes (Snehya et al., 2021). O que acontece ¢ que nesses
corpos d’agua eutrofizados, ha muita atividade microbiana, a qual consome a matéria
organica ¢ aumenta os niveis de CO,, diminuindo o pH no local. E, apesar desse ambiente de
grande perturbacao, com baixo pH e hipdxia, as macroalgas sobrevivem, demonstrando seu
grande potencial de tolerancia (Cai et al., 2011; Kang; Chung, 2017, Young; Gobler, 2016;
Wallace et al., 2014).
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6 CONCLUSAO

A partir do exposto, observou-se que a plasticidade do metabolismo fotossintético
desses organismos a torna tolerante ao incremento da acidez oceanica, até o valor de pH 7.5,

como parte do cenario de mudancas climaticas.
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