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Resumo

As microalgas possuem grande importancia ao funcionamento dos ecossistemas
aquaticos, sdo organismos predominantemente unicelulares e possuem pigmentos
fotossintetizantes. Por ser um grupo cosmopolita, esta presente em diversos ecossistemas,
onde nestes, auxilia em diversos processos ecossistémicos, desde a manutencdo da base
da teia trofica até a ciclagem de nutrientes do meio. Permitem aplicacGes na aquicultura,
desde a nutricdo de organismos jovens das espécies de interesse comercial a
biorremediacdo dos efluentes produzidos. Seu cultivo também permite a obtencdo de
importantes biomoléculas de uso nutricional, farmacolégico e bioquimico, assim como
de lipidios para a producdo de biodiesel. Dentre os diferentes grupos de microalgas, 0s
dinoflagelados se destacam por sua expressiva producdo de biomoléculas, entretanto
estes apresentam dificuldades de cultivo relacionadas a falta de informacdes detalhadas
sobre suas caracteristicas de crescimento e de nutricdo. Assim, a falta de informacdes
sobre as principais variaveis de cultivo (i.e., luz, concentracdo de nutrientes, tensbes de
cisalhamento etc.), dificultam a producdo de biomassa deste promissor grupo de
microalgas. A presente dissertacdo tem como objetivo avaliar o desempenho de
crescimento e a composicdo bioguimica, com énfase no teor de proteinas, do
dinoflagelado ~ Symbiodinium  glynnii  cultivado em diferentes  proporcdes
nitrogénio:fosforo. Foram utilizados quatro tratamentos, Zero Nitrogénio (0:1), Meio
Nitrogénio (7:1), Normal Nitrogénio (14:1) e Dobro Nitrogénio (28:1), obtidos por meio
da modificacdo da solugdo de NaNOs do meio /2. Foram realizados trés subcultivos
sucessivos em triplicata. Os cultivos foram conduzidos em erlenmeyers de 250mL, aos
quais foram adicionados &gua do mar (30 UPS) e vitaminas do complexo B. Foram
inoculadas células de S. glynnii a uma concentragéo inicial de 5 x 10% cél. mL™?. As
culturas foram mantidas em 22 + 1 °C, sob aeracéo constante, irradiancia de 150 umol
fotons m? s e fotoperiodo integral. O crescimento foi acompanhado por meio de
hematocitometro de Neubauer (72h), sendo calculadas as variaveis DCM, K, pe TD. Um
fotocolorimetro foi utilizado para avaliar as concentracdes semanais de N e P. O terceiro
subcultivo foi executado para obtencéo da producéo e produtividade em biomassa seca,
sendo submetido ao término a centrifugacao, liofilizacdo e pesagem. A biomassa seca foi
submetida a determinacdo do contetdo proteico e teor de lipidios brutos pelos métodos
micro Kjeldahl e AOCS Am 5-04, respectivamente. ZN ndo apresentou incremento
celular no segundo subcultivo. S. glynnii apresentou maior DCM quando cultivado em
MN (87,17 + 8,46 x 10* cél. mL™), sendo este significativamente diferente dos
tratamentos DN e NN. Maior K foi verificado no tratamento DN (0,19 + 0,02 div. dia™).
Para p ndo houveram diferencas significativas entre os tratamentos (p > 0,05). Menor TD
no tratamento DN (5,26 £ 0,38 dias). Maior rendimento em biomassa seca encontrado no
tratamento DN com 753,33 + 14,14 mg L, assim como produtividade diaria (31,39 +
0,59 mg L dia?). As curvas de crescimento observadas apresentaram crescimento
consistente, assim como o consumo N:P apresentou o decaimento esperado nos
tratamentos MN, NN e DN. As melhores varidveis de crescimento foram obtidas quando
utilizadas maiores concentraces de N na relagdo N:P (DN - 28:1), atrelada a maiores
rendimentos em biomassa e proteinas (31,51 £ 0,15 %). S&o recomendados para o cultivo
do Symbiodinium glynnii concentragcOes de N nas proporg¢des N:P entre 14:1 (NN) e 28:1
(DN). Mais estudos sdo necessarios para entender os mecanismos que regulam o
metabolismo destes dinoflagelados.

Palavras-chave: Microalga. Crescimento. Nitrogénio.
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Abstract

Microalgae are extremely important for the functioning of aquatic ecosystems, being
mainly unicellular organisms and producers of photosynthetic pigments. As a
cosmopolitan group, it is present in several ecosystems, where it helps in diverse
ecosystem processes, from the maintenance of the base of the trophic web to the cycling
of nutrients. They have applications in aquaculture covering from the nutrition of young
organisms of species of commercial interest to the bioremediation of effluents produced.
Its cultivation produces important biomolecules for nutritional, pharmacological, and
biochemical use, as well as lipids for the production of biodiesel. Among the groups of
microalgae, the dinoflagellates stand out for their expressive production of biomolecules
of interest. However, they present cultivation difficulties related to the lack of detailed
information about their growth and nutritional characteristics. Thus, the lack of
information on the main cultivation variables (i.e., light, nutrient concentration, shear
stress, etc.), complicates the biomass production of this promising microalgae group. The
present dissertation aims to evaluate the growth performance and the biochemical
composition, with emphasis on protein content, of the dinoflagellate Symbiodinium
glynnii grown at different nitrogen-to-phosphorus ratios. Four treatments were used: Zero
Nitrogen (0:1), Medium Nitrogen (7:1), Normal Nitrogen (14:1) - as control - and Double
Nitrogen (28:1), obtained by modifying the NaNOs solution of the f/2 medium. Three
successive subcultures were performed in triplicate. Cultures were conducted in 250mL
Erlenmeyer flasks, to which seawater (30 PSU) and B-complex vitamins were added. S.
glynnii cells were inoculated at an initial concentration of 5 x 10* cells mL™. These were
maintained at 22 + 1 °C, under constant aeration, the irradiance of 150 umol photons m
2 gl and integral photoperiod. Growth was monitored using a Neubauer
haematocytometer (72h), and the parameters DCM, K, u, and TD were calculated. A
photocolorimeter was used to analyse weekly N and P concentrations. The third sub
cultivation was performed to obtain the production and yield of dry biomass, being
submitted at the end to centrifugation, freeze-drying, and weighing. Dried biomass was
subjected to determination of total protein (micro- Kjeldahl) and crude lipid content
(AOCS Am 5-04). ZN did not show cellular increment in the second sub cultivation. S.
glynnii show higher DCM when cultivated in MN (87.17 + 8.46 x 10* cells mL™), which
was significantly different from treatments DN and NN. Higher K was verified in DN
treatment (0.19 + 0.02 div. day™). For u there were no significant differences between
treatments (p > 0.05). Lower TD in DN treatment (5.26 £ 0.38 days). The highest dry
biomass yield found in DN was 753.33 + 14.14 mg L, as well as daily productivity
(31.39 + 0.59 mg L™ day™?). Growth curves showed consistent growth, as well as the N:P
uptake, showed the expected decay in MN, NN, and DN. The best growth variables were
obtained when higher concentrations of N in the N:P ratio (DN - 28:1) were used,
combined with higher yields of biomass and total protein content (31.51 + 0.15 %). N
concentrations in the N:P ratios between 14:1 (NN) and 28:1 (DN) is recommended for
the cultivation of Symbiodinium glynnii. Further studies are needed to understand the
mechanisms that regulate the metabolism of these dinoflagellates.

Keywords: Microalgae. Growth. Nitrogen.
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1. Introducdo
1.1. Microalgas: diversidade, composi¢éo e produtos

Microalgas séo importantes organismos unicelulares nos ambientes aquaticos. S&o
conhecidas por sua relagéo primordial para com o0s ecossistemas, onde se destacam com
a manutencdo da base da teia trofica e a ciclagem do carbono atmosférico (ELTANAHY;;
TORKY, 2021; VERMA,; SRIVASTAVA, 2018). Com origens que remetem oS
primérdios do desenvolvimento terrestre (periodo pré-cambriano), foram importantes
atores do processo de terraformacdo, uma vez que atuaram consistentemente nas
transformacdes atmosféricas e oceédnicas, que suportaram o desenvolvimento a posteriori
de formas mais complexas de vida (e.g. mamiferos) (GREENE et al., 2017; MERLO et
al., 2021; SERVAIS et al., 2016). Para além de seu passado, este grupo de organismos
fotossintetizantes e unicelulares (LOURENCO, 2006, p. 27), formam a base da teia
trofica nos ambientes aquaticos, sejam estes marinhos ou dulcicolas, perfazendo papéis
ecologicos impares como a ciclagem das diversas formas de nitrogénio (CHAI et al.,
2021). Apresentam uma expressiva diversidade de formas, habitats e modos de vida
(DEEGAN; GARRITT, 1997), sendo um grupo polifilético e cosmopolita
(FERNANDES; CORDEIRO, 2021). Manifestam uma alta eficiéncia energética para
producdo de complexas proteinas e &cidos graxos poli-insaturados, 0s quais Sao
transferidos e impactam positivamente a teia tréfica aquatica (AHMAD; MEHMOOD;
MALIK, 2020; AMORIM et al., 2021; FERREIRA et al., 2021). Sua expressiva sintese
de biomoléculas a partir de nutrientes presentes nos corpos de agua e atmosfera terrestre
as tornam importantes contribuintes a manutencéo das condi¢des climaticas do planeta,
uma vez que capturam cerca de 40% de carbono atmosférico (FALKOWSKI, 1994).

Porém, ndo apenas por suas contribui¢cbes aos ecossistemas as microalgas sao
conhecidas. Devido a capacidade de produzir proteinas e acidos graxos complexos, assim
como outros compostos como pigmentos fotossintéticos e toxinas, sdo exploradas para
producdo de insumos industriais (TANG et al., 2020). Insumos de microalgas podem ser
encontrados nas cadeias produtivas das industrias de aquafeed, energia, nutricdo,
farmacia e biotecnologia (CARRASCO-REINADO et al., 2021; CHEN et al., 2021; DE
CARVALHO SILVELLO et al., 2022; KIM et al., 2022; SUN et al., 2019). Dentre os
principais produtos oriundos de microalgas existentes no mercado encontramos insumos
para racdes, pré e probidticos aquicolas, suplementos alimentares para humanos,

farmacos, biocombustiveis, cosméticos, polimeros funcionais e rastreadores celulares
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(KIM; CHANG; KIM, 2021; PARK; LEE, 2022). Além dos produtos extraidos, também
contamos com os servigos fornecidos pelas microalgas, como a biorremediacdo de
efluentes industriais (ALSARAYREH et al., 2022; JAIN et al, 2022
VERASOUNDARAPANDIAN et al., 2022; YAN et al., 2022). Em aquicultura, as
microalgas promovem uma maior sustentabilidade aos cultivos, uma vez que permitem
0 desenvolvimento da economia circular por meio da recuperacdo de sua biomassa em
sistemas biorremediados por estas (FRAGA-CORRAL et al., 2022; MISHRA; TIWARI;
MAHMOUD, 2022).

A eficiente sintese de biomoléculas por meio da fotossintese das microalgas, e
quimiossintese em alguns subgrupos (SIGNORI; FELIZARDO; ENRICH-PRAST,
2020), nos proporciona uma gama de biomoléculas com importantes aplicacfes
comerciais (DIXON; WILKEN, 2018). As proteinas se destacam, pois podem apresentar
um perfil de aminoécidos préximo aos encontrados nos ovos dos frangos, porém com
maior teor em aminodcidos (SIAHBALAEI; KAVOOSI; NOROOZI, 2021). Além disso,
possuem maior solubilidade que proteinas encontradas em animais terrestres e vegetais
(SCHWENZFEIER; WIERENGA; GRUPPEN, 2011), tornando-se fontes seguras de
proteinas com alta qualidade nutricional e escalabilidade mercadoldgica (BECKER,
2007).

A producéo de lipidios, em especial os acidos graxos, da biomassa de microalgas
se destaca pela alta escalabilidade em pequenas areas (MIN et al., 2022), principalmente
quando se objetiva a producdo de biodiesel (JACOB et al., 2022), assim como relativa
sustentabilidade de obtencdo, quando comparado a outras fontes energéticas (MISHRA,;
ROY; MOHANTY, 2019). Entretanto, os usos destes acidos graxos se estendem para
outras aplicacbes, visto que além de suportar taxas de compressdo ideais ao
funcionamento em motores ciclo Diesel (DESHMUKH; KUMAR; BALA, 2019),
também apresentam perfis de interesse nutricional humano e animal (CONDE et al.,
2021). A existéncia de acidos graxos essenciais como os dmegas 3 e 6 nas microalgas
expressa seu alto valor nutricional, uma vez que estes acidos podem ser precursores de
carotenoides bioativos com relevante atividade anti-inflamatéria (SOARES et al., 2019).

Os pigmentos presentes nas microalgas variam em funcdo da diversidade de
habitats e formas de vida (AMBATI et al., 2019). Diversos pigmentos sdo fontes de
moléculas bioativas, destacando as clorofilas, ficobilinas e o betacaroteno (SILVA et al.,
2020), apontados para o tratamento de diversas doencas, como as de origens cronicas,

neurodegenerativas e hereditéarias e inflamatorias (SIRAJUNNISA et al., 2021). Um
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pigmento carotenoide de microalgas que vem se destacando comercialmente é a
astaxantina, que possui propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes expressivas
(VILLARO et al., 2021), com uso comercial bem estabelecido, sendo utilizado de
aplicacdes farmacoldgicas a nutracéuticas (MULARCZYK; MICHALAK; MARYCZ,
2020).

Novos usos acerca das biomoléculas de microalgas surgem diariamente (DE
ANDRADE; PORTO; BEZERRA, 2022), porém ainda existem muitos avangos quanto
ao desenvolvimento das técnicas de cultivo, colheita e processamento para obtencdo de
biomassa (SIDDIKI et al., 2022). As caracteristicas de cultivo de muitas espécies ainda
sd0 uma incognita, dificultando assim avangos mais expressivos no desenvolvimento da
biotecnologia das microalgas (SHARMA et al., 2022).

Para a expressao desta vasta gama de biomoléculas, as microalgas contam com um
metabolismo fotossintético de alta eficiéncia (KHAN et al., 2022). Como precursoras dos
processos fotossintéticos presentes hoje nos demais organismos fotossintetizantes
(OBORNIK, 2022), estas desenvolveram adaptacbes evolutivas que permitiram o
aumento da eficiéncia energética, como o desenvolvimento de pigmentos fotossintéticos
especializados, enzimas e estratégias otimizadas para absorcdo dos nutrientes presentes
no ambiente (WANG et al., 2021).

O nitrogénio € um macronutriente chave ao processo fotossintético, pois esta
relacionado a sintese de proteinas, lipideos e carboidratos dentro da célula (EVANS;
CLARKE, 2019). Esta dependéncia associada a concentragcdo do nitrogénio no meio
reflete na reproducdo das microalgas e no acimulo de biomassa, sendo importante para
o crescimento populacional e composicdo bioquimica (COSTA et al., 2018). A variacdo
deste nutriente proporciona diversas modificacdes no metabolismo celular das
microalgas (SU, 2021). Maiores concentracdes estdo relacionadas a elevada taxa de
crescimento e maior producdo de biomassa (ZARRINMEHR et al., 2020). J& menores
concentracfes levam a baixos indices de crescimento e produtividade (NAGAPPAN et
al., 2020), mas por outro lado pode elevar o0 acumulo de lipidios e carboidratos para vias
metabolicas de suprimento energético celular (WANG et al., 2019). Em alguns grupos
de microalgas, a diminuigdo das concentragcbes de nitrogénio desencadeiam o0
desenvolvimento das fases de resisténcia celular ou dorméncia, onde os organismos
diminuem sua atividade metabdlica a niveis minimos (FIGUEROA et al., 2009). Outro
macronutriente essencial envolvido na modulagdo do crescimento das microalgas é o

fosforo, porém este € requerido em menores concentragdes que o0 nitrogénio, sendo
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normalmente encontrado em rela¢6es 16:1 (N:P) no fitoplancton marinho (CHEN et al.,
2012; REDFIELD, 1934).

A obtencdo da biomassa das microalgas permite o desenvolvimento de diversas
aplicacdes que envolvem suas moléculas, como ja relatado. Contudo, esta ascensao
depende que caracteristicas técnicas e bioldgicas das espécies estejam descritas para
cultivos em diferentes escalas (BARCELLOS et al., 2012). Para o desenvolvimento de
cultivos industriais, visando a obtencdo de biomassa algal, se faz necessario uma precisa
elucidacéo das informacdes sobre suas curvas de crescimento, indices de produtividade,
composi¢gdo e inputs nutricionais para a espécie alvo (RICHMOND; HU, 2013).
Subgrupos de microalgas como as cloroficeas e as cianoficeas possuem espécies
comerciais (e.g. Chlorella spp. e Arthrospira spp.) com elevado grau de conhecimento
produzido, sendo expressiva a obtencao industrial de biomassa, assim como, aplicacfes
comerciais (GARRIDO-CARDENAS et al., 2018). Entretanto, outros subgrupos de
microalgas, como os dinoflagelados, apresentam pouco conhecimento produzido acerca
de suas caracteristicas de cultivo e escalabilidade (OLIVEIRA et al., 2020).

1.2. Dinoflagelados

O nome dinoflagelado remete ao termo grego “dineo”, que descreve o ato de giro
ou rotacdo sobre o proprio eixo, sendo um comportamento comum a estes organismos
devido a presenca de dois flagelos, onde um destes esté introduzido transversalmente a
célula, e ao produzir movimento causa um efeito rotatorio; contudo também se
apresentam como espécies imodveis (ROBERTS; ROBERTS, 1991). Ocorrem
predominantemente na forma unicelular microscépica e apresentam uma variedade de
formas e modos de vida, integrando assim diversos ambientes, principalmente em funcéo
de sua complexa diversidade evolutiva (FRANCESCHINI et al., 2010, p. 45). Os
principais géneros do grupo estdo taxonomicamente integrados a divisao Pyrrophyta, na
classe Dinophyceae, entretanto alguns dinoflagelados podem ser encontrados em grupos
taxonémicos distintos a este (HOPPENRATH, 2017).

Dentre a diversidade de ecossistemas que estes sdo encontrados, um se destaca em
funcdo da essencialidade dos mecanismos fotossintéticos de fixagdo de carbono (C) e
nitrogénio (N) dos dinoflagelados para a sua manutencdo: os recifes de corais. Nestes
ecossistemas, os dinoflagelados formam relagdes endossimbidticas que permitem o

desenvolvimento das estruturas coralineas, seja por meio da acdo repelente de
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organismos invasores ou pela biodisponibilizacdo de micronutrientes essenciais ao
crescimento destes, enquanto 0s corais propiciam substrato e macronutrientes em
contrapartida (BAKER; CORREA; CUNNING, 2017). Ha fortes evidéncias indicando
um aumento da resiliéncia destes ecossistemas em cenarios de instabilidade ambiental,
quando em presenca de biomoléculas oriundas dos dinoflagelados simbiontes, contudo
esta interacdo ainda precisa ser melhor elucidada (SUGGETT; WARNER; LEGGAT,
2017). Os dinoflagelados endossimbiontes foram recentemente reorganizados na familia
Symbiodiniaceae, possuindo atualmente sete géneros, sendo Symbiodinium seu principal
representante (SHOGUCHI et al., 2021). Mesmo apresentando grande diversidade
filogenética este género é caracterizado pela sua presenca historica nos ambientes
recifais, onde sua constante producdo de metabdlitos secundarios permitiram o
surgimento e manutencdo dos ambientes recifais que conhecemos hoje (KEMP; KEMPF;
FITT, 2020; LAJEUNESSE et al., 2018).

Os metabdlicos secundarios e as biomoléculas produzidos por dinoflagelados vem
sendo amplamente estudados visando o seu uso em aplicacdes biotecnoldgicas
(GORDON; LEGGAT, 2010; KITA et al., 2005; LANGENBACH; MELKONIAN,
2019). A filogenia do grupo em consondncia com sua vasta ocorréncia e habitos
existentes justificam a observacdo de uma variedade de compostos bioativos nestes,
sobretudo nas espécies pertencentes ao género Symbiodinium. Os principais pigmentos
do Symbiodinium sdo as clorofilas a, b, ¢ e peridinina, sendo estes encontrados
normalmente em associagdo por meio do complexo fotossintético PCP (peridinina-
clorofila-proteina) (HOFMANN et al., 1996). Em ocorréncias naturais, onde ha
prevaléncia deste tdxon, sdo observados compostos como peridinina, symbioiminas,
zooxantelamidas e symbiopirdides, sendo estes compostos antioxidante, anti-
inflamatdrio, vasoconstritor e modulador de atividade celular, respectivamente
(SANCHEZ-SUAREZ et al., 2021). Diversos usos terapéuticos séo projetados, por meio
da aplicacdo destes compostos em farmacos, como no tratamento da fibrose cistica,
cancer de garganta, Alzheimer e osteoporose (KITA et al., 2005). Além disso, séo
apontados como importantes produtores de acidos graxos poli-insaturados, sendo
promissores organismos as biorrefinarias (CHO et al.,, 2020; KOYAMA, 2011;
TSIRIGOTI et al., 2020). Entretanto, a obtencdo de biomassa desses € inespecifica e
limita-se as floracGes naturais, fator que contribui negativamente para a quantidade de
estudos detalhados acerca destes compostos bioativos, assim como sua aplicacdo fatica
(OLIVEIRA et al., 2020).
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Estudos relacionados a obtengdo de biomassa dos dinoflagelados em sistemas de
cultivo sdo escassos (LIM et al., 2020). O crescimento dos dinoflagelados é fortemente
impactado por suas caracteristicas morfoldgicas e dentre as microalgas € o grupo com
maior susceptibilidade as condi¢bes de cultivo, ocorrendo altas taxas de mortalidade
celular e baixo crescimento (GALLARDO-RODRIGUEZ et al., 2012). Essas
caracteristicas, sdo atribuidas principalmente a alta dependéncia de meios de cultura
adequados as caracteristicas fisiologicas destes organismos e a sensibilidade dos
organismos as tensdes de cisalhamento (BURKHOLDER; GLIBERT; SKELTON, 2008;
LOPEZ-ROSALES et al., 2015; WANG; LAN, 2018).

Os meios de cultura utilizados para o cultivo de microalgas apresentam a proporgéo
de seus nutrientes de forma a reproduzir os encontrados em meio natural para
determinado organismo (SOSA-HERNANDEZ et al., 2019). Entretanto, podem ser
encontrados com modificacbes visando otimizar caracteristicas fisioldgicas ou
bioquimicas (XIN et al., 2010), podendo estimular o crescimento celular ou o acimulo
de determinadas biomoléculas. Para microalgas marinhas a proporcdo ofertada dos
nutrientes essenciais reproduz as encontradas no fitoplancton presente em ambiente
marinho (REDFIELD, 1934). O estimulo de maiores taxas de crescimento ocorre por
meio do aporte dos principais macronutrientes, como nitrogénio, fosforo e ferro, visto
que sdo importantes insumos ao metabolismo celular basal (JIANG; YOSHIDA;
QUIGG, 2012). O nitrogénio figura um dos nutrientes com maior importancia para 0s
organismos fotossintetizantes, uma vez que esta presente na sintese proteica, assim como
em diversas reacdes energéticas e estruturais dos organismos, influenciando diretamente
no crescimento celular e na sua producéo de biomassa (LOURENCO, 2006, p. 62).

Para os dinoflagelados simbiontes ainda ndo ha uma definicdo das proporcdes
ideais dos nutrientes para uma manutencdo eficiente de seus cultivos (LIM et al., 2020),
pois em ambiente natural hd variacdo diaria nas propor¢Ges dos macronutrientes
disponiveis (BAKER; CORREA; CUNNING, 2017), sendo dificil sua mensuragdo
devido as flutuacdes causadas pelas marés (DUBINSKY; STAMBLER, 2011). A
interacdo com as regides mais proximas ao litoral também propicia maiores concentracao
nos nutrientes disponiveis (HOUK et al., 2020). Sendo assim, esta € uma importante area
de investigacdo visando o cultivo em laboratorio para producdo de biomassa destes

organismos.
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1.3. Hipotese

Maiores relacdes nitrogénio:fésforo (N:P) aumentam a producéo de biomassa e de

proteinas em Symbiodinium glynnii.

1.4. Objetivos do trabalho
1.4.1. Geral

Avaliar o desempenho do dinoflagelado Symbiodinium glynnii cultivado em

diferentes concentracdes de nitrogénio.

1.4.2. Especificos

e Avaliar o crescimento de Symbiodinium glynnii cultivado em diferentes
concentragdes de nitrogénio, resultando em diferentes proporgdes de N:P.

¢ Analisar o consumo de nitrogénio e fosforo do Symbiodinium glynnii cultivado
em diferentes concentracdes de nitrogénio;

e Obter a produtividade em biomassa seca de Symbiodinium glynnii cultivado em
diferentes concentracdes de nitrogénio;

o Analisar os efeitos da relacdo N:P na composicdo bioquimica de Symbiodinium

glynnii.
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2. Influéncia de diferentes relagdes N:P no crescimento, teor proteico e lipidico do
dinoflagelado Symbiodinium glynnii.

2.1. Introdugéo

Os dinoflagelados estdo entre as microalgas mais promissoras para fins
biotecnologicos, uma vez que podem sintetizar complexas moléculas de baixo peso
molecular de elevada atividade bioldgica (e.g., acidos graxos de cadeia longa,
carotenoides, toxinas, etc.) (OLIVEIRA et al., 2020a; SANCHEZ-SUAREZ et al., 2021).
Contudo, os mecanismos intermediadores da sintese desses compostos de alto interesse
ainda sdo desconhecidos, assim como, as condic¢des de cultivo para o crescimento 6timo
ainda ndo foram totalmente elucidadas (PARK; DAM, 2021; WU et al., 2021). Além
disso, diferente das outras microalgas, os dinoflagelados apresentam sensibilidade as
tensdes presentes nos sistemas de cultivo, tornando a uniformizacdo do seu meio para
com os padrdes naturais mais complexa (POCHON; PAWLOWSKI, 2006).

Dinoflagelados endossimbiontes sdo organismos importantes na produtividade dos
ambientes recifais. Symbiodinium glynnii é um promissor dinoflagelado para producédo
de biomassa em larga escala (WHAM; NING; LAJEUNESSE, 2017). Em ambiente
natural, S. glynnii esta associado a alta produtividade de compostos aleloguimicas de
baixo peso molecular, capazes de prevenir a infestacdo dos recifes de corais por bactérias
patogénicas (MCILROY; WONG; BAKER, 2020). O desenvolvimento das técnicas para
o cultivo deste dinoflagelado se torna essencial para o melhor entendimento acerca de
sua producdo de biomoléculas, as quais possuem elevado potencial biotecnoldgico
(LAWSON et al., 2019; VAN DE WATER et al., 2022), além de contribuir a elucidacdo
de mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que possam estar relacionados com o papel
destes organismos nos ambientes naturais (BAKER; CORREA; CUNNING, 2017). Séo
notdrios habitantes das regides recifais (DECELLE et al., 2018), nas quais apresentam
resisténcia as mudancas fisicas e quimicas que ocorrem nesses ambientes (LU et al.,
2020), bem como a gradientes intensos de compostos nitrogenados (EL-SHEEKH et al.,
2021).

Nos ambientes recifais ocorre constante deposicéo de nutrientes, seja em fungéo da
atividade metabdlica da biota local ou da atividade antropogénica (CHEN et al., 2012;
OLDS et al., 2018). Porém, compostos oriundos dos metabolismos coralineos séo
facilmente depurados pelas dindmicas ecossistémicas (DUBINSKY; STAMBLER,

2011), enquanto os excedentes exdgenos ficam disponiveis no ambiente e aumentam a
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eutrofizacdo (HOUK et al., 2020). As diferentes proporgdes (N:P) disponiveis podem
alterar as taxas fotossintéticas das microalgas (DORNER et al., 2020; KEMP; KEMPF,;
FITT, 2020), uma vez que estes sdo macronutrientes essenciais ao metabolismo
energético primario e o crescimento algal (JIANG; YOSHIDA; QUIGG, 2012). Desta
maneira, o balanco desses nutrientes pode proporcionar uma maior produtividade em
biomassa.

Meios de cultura para microalgas marinhas possuem similaridade com a 4gua do
mar, contando com pequenas modificagcdes que visam atender demandas especificas das
espécies a serem cultivadas (KISIELEWSKA et al., 2021). Estes quando desenvolvidos
para dinoflagelados ndo podem ser considerados multiproposito, visto que a diversidade
filogenética é elevada (FRANCESCHINI et al., 2010) e diferentes metabolismos estéo
presentes (COUSSEAU et al., 2020). Contudo, meios basicos podem propiciar um
crescimento estavel (TUTTLE; LOEBLICH, 1975).

Modificagdes na concentracdo dos macronutrientes podem promover um aumento
das taxas de crescimento e do volume celular (LEE et al., 2021). Sendo o nitrogénio um
dos mais importantes nutrientes do metabolismo fotossintético (EVANS; CLARKE,
2019), estando presente na constituicdo das enzimas (BENTAHAR et al., 2019),
proteinas (LAI et al., 2019), pigmentos (SOSA-HERNANDEZ et al., 2019) e de alguns
lipidios (REHMAN; ANAL, 2019), essenciais ao funcionamento celular. Um aumento
nas concentracbes deste nutriente estimula a producdo de biomassa em microalgas
(AVILA-LEON et al., 2020), enquanto a deplecéo altera o metabolismo lipidico, quando
em disponibilidade de fosforo (YAAKOB et al., 2021). Uma maior disponibilidade dos
macronutrientes essenciais as reacdes fotossintéticas e metabdlicas permite um maior
desenvolvimento populacional em ambientes naturais (LOPEZ-SANDOVAL;
DUARTE; AGUSTI, 2021). Com isso, o entendimento acerca dos efeitos de diferentes
relagcbes N:P colabora com a otimizacao das condic¢des de crescimento em cultivo ideais
a serem estabelecidas para os dinoflagelados.

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos das
diferentes concentracdes de nitrogénio, resultando em diferentes relaces de N:P, no

crescimento e nos teores proteico e lipidico, do dinoflagelado endossimbionte S. glynnii.
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2.2. Material e métodos
2.2.1. Delineamento experimental

Symbiodinium glynnii foi obtido do banco de cepas do Laboratdrio de Producéo de
Alimento Vivo (Lapavi) situado na Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Foram utilizados quatro tratamentos com suas respectivas proporcoes
nitrogénio-fésforo (N:P): Zero Nitrogénio (ZN, 0:1); Meio Nitrogénio (MN,7:1); Normal
Nitrogénio, controle (NN,14:1); Dobro Nitrogénio (DN,28:1), onde estas foram obtidas
por meio da modificacdo da solucdo de nitrato de so6dio NaNOsz do meio f/2
(GUILLARD, 1975). Foram realizados trés cultivos sucessivos em triplicata, com
duracdo total de 24 dias cada.

As culturas foram conduzidas em erlenmeyers de 250 mL, nos quais foi adicionada
agua do mar natural a 30 UPS, filtrada (0,2 um), autoclavada (121 °C por 21 min.) e
enriquecida com vitaminas do complexo B: tiamina (B1), piridoxina (B6) e
cianocobalamina, em concentragdo de 0,2 mL L. Nestas foram inoculadas células de S.
glynnii a uma concentragéo inicial de 5 x 10* cél. mL™. As culturas foram mantidas em
22 + 1 °C, sob aeragdo constante, irradiancia de 150 umol fétons m? s e fotoperiodo

integral.

2.2.2. Avaliagdo do crescimento

Foi avaliada a densidade celular a cada 72h por meio do hematocitdmetro de
Neubauer em microscopio optico de campo claro (OLYMPUS CH30), para isto foram
coletadas aliquotas de 0,5 mL, as quais foram fixadas em solucdo de formol a 2%. A
partir destes dados foram calculadas Densidade Celular Maxima (DCM), Velocidade de
crescimento (K) (eg. 01), Taxa de crescimento especifico (1) (eq. 02) e Tempo de

duplicacdo (TD) (eq. 03), de acordo com metodologia proposta por Stein (1973).

3,322
= 222 (eq. 01
(A7) * 1og(ar) (ea. 01)

Onde K é a velocidade de crescimento em divisfes por dia. “A¢”, variagdo temporal
da curva de crescimento analisada, em dias. “d0”, densidade celular final. “d”, densidade

celular inicial.

In(ne—no)
p="—" (e0.02)
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Onde “p” é o crescimento especificos expresso em dias. “Ny”, nimero de células
ao término da fase exponencial, em células por mililitro. “No”, numero de células no
inicio da fase exponencial, em células por mililitro. “A{”, variagdo temporal da fase
exponencial da curva de crescimento analisada, em dias.

TD = (eqg. 03)

~lr

2.2.3. Consumo de nutrientes no meio

O consumo de nitrogénio e fosforo em meio de cultura foi avaliado pelo método
fotocolorimétrico. Semanalmente, foram coletadas aliquotas de 30mL das unidades
experimentais, as quais foram homogeneizadas, filtradas e submetidas aos métodos do
nitrato NTD (535nm) e ortofosfato (650nm), em triplicata. As leituras foram realizadas
em fotocolorimetro portatil (ALFAKIT AT10P). Os resultados obtidos de NOs e PO4
foram convertidos em N e P por meio de estequiometria. O consumo foi expresso em

pontos percentuais.

2.2.4. Produtividade em biomassa seca

Um cultivo sucessivo, utilizando como inoculo o cultivo anterior e seus tratamentos
(exceto ZN) foi executado em garrafées de 5 L como unidades experimentais. Apos a
deteccdo do decaimento da curva, o volume foi centrifugado (3200 x g), congelado em
ultrafreezer a -80 °C (SANYO MDF U33V) e liofilizado (TERRONI LS) por 48h, de
acordo com metodologia descrita por Oliveira et al. (2020a). Em seguida o material foi
pesado em balanca semi-analitica (0,01g) e determinado o rendimento de biomassa (mg
L") (eq. 04) e produtividade diaria (mg L™ dia™) (eq. 05).

RBS = (3) «1000  (eq. 04)

Onde RBS ¢ o rendimento em biomassa seca, em miligrama por litro. “B”,
biomassa seca, em grama. “V”, volume total do cultivo onde a biomassa foi extraida, em

litros.

PBS = RTBS (eqg. 05)

Onde PBS ¢ a produtividade diaria em biomassa seca, em miligrama por litro. “d”,

tempo de cultivo total, em dias.
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2.2.5. Composicao bioquimica

Conteudo proteico

Trés aliquotas de 0,2 g da biomassa seca de cada tratamento, ao término do
cultivo, foram submetidas a digestdo, destilacdo e titulacdo por meio do método micro
Kjeldahl (MA; ZUAZAGA, 1942), para obtencdo do nitrogénio total. Sendo utilizado o
fator de conversédo Kjeldahl (F = 6,38) para a quantificacdo proteica das amostras, a partir

da qual foi obtido o percentual de proteina total (%).

Conteldo de lipidios brutos

Trés aliquotas entre 1,0 a 1,5 g da biomassa seca de cada tratamento, ao término
do cultivo, foram submetidas a extracdo e quantificacdo pelo método de extracdo por
solvente em alta temperatura Am 5-04 (AOCS, 2009).

Rendimento e produtividade em proteinas e lipidios
Foram calculados a partir do RBS e PBS, por meio das equagdes 06 e 07.

REx = (T * RBS) (eq. 06)
Onde REXx é o rendimento em proteinas (REP) ou lipidios (REL), em miligrama

por litro. “Tx”, o teor em proteinas totais ou lipidios brutos (%).

PRx = (T, * PBS) (eq. 07)
Onde PRx é a produtividade em proteinas (PRP) ou lipidios (PRL), em miligrama

por litro. “Tx”, o teor em proteinas totais ou lipidios brutos (%).

2.2.6. Anélise estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade, por
meio do teste de Shapiro-Wilk e Cochran, respectivamente. Sendo submetidos
posteriormente a analise de variancia unidirecional (one-way ANOVA) e teste post-hoc
de Tukey, quando necessario, por meio do software R (v. 4.1.2), com um nivel de
significancia de 0,05 (p < 0,05). Correlagdes lineares foram verificadas por meio de

regressoes.
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2.3. Resultados

O dinoflagelado apresentou maior densidade celular maxima (DCM) no tratamento
MN (87,17 + 8,46 x 10* cél. mL™), sendo este significativamente diferente dos
tratamentos DN (53,73 + 8,78 x 10% cél. mL™) e NN (53 + 0,50 x 10* cél. mL™?). O
tratamento ZN ndo apresentou crescimento consistente no cultivo sucessivo. A maior
velocidade de crescimento (K) foi verificada no tratamento DN (0,19 + 0,02), porém néo
difere significativamente do tratamento NN (0,16 * 0,03), assim como se correlaciona
linearmente (y = 0,04297 * x + 0,1092 e R2 =0,8997) com MN (0,12 + 0,01) (Figura 03).
Para a taxa de crescimento especifico (u) ndo houveram diferengas significativas entre
os tratamentos (p > 0,05). Quanto ao tempo de duplicacao, foi menor no tratamento DN
(5,26 % 0,38 dias), seguido por NN (6,18 + 0,95 dias) e MN (8,21 + 0,74 dias). Com
relagdo ao rendimento em biomassa seca (RBS), o tratamento DN se destacou com
753,33 + 14,14 mg L "1, assim como para produtividade em biomassa seca (PBS) (31,39
+ 0,59 mg L dial). Os dados referentes as variaveis de crescimento do Symbiodinium
glynnii sdo mostrados na Tabela 1.

Ao observar as curvas de crescimento do primeiro cultivo pode-se notar certa
semelhanca entre estas, havendo apenas pequenas variagbes com relacdo ao
adiantamento da fase logaritmica de crescimento, a medida que se encontra maior
concentracdo de N. Entretanto, a partir da observacdo das curvas de crescimento de S.
glynnii no cultivo consecutivo, podemos observar um decaimento expressivo no
tratamento ZN, assim como o n&o desenvolvimento da populagéo. Enquanto nos demais
houve crescimento no cultivo e subcultivo, assim como o alcance da fase de decaimento
populacional nos tratamentos NN e DN, por volta dos 20 dias de cultivo (Figura 01).

Quanto ao consumo de N e P no meio pode-se observar semelhangas entre 0s
tratamentos, quanto ao N ha consumo mais intenso na primeira semana, sendo menos
acentuado nas semanas seguintes. Ja quanto ao P observamos semelhangas no consumo
entre os tratamentos MN e DN, havendo entre a primeira e terceira semana diminuicédo
menos intensa do que o tratamento NN. Por volta da 4% semana, em todos os tratamentos,
houve consumo total do P (Figura 02).

Para contetdo proteico foram encontrados maiores teores (PPT) associados ao
tratamento DN (31,51 £ 0,15 %), seguido de NN (23,14 + 3,35 %) e MN (17,96 + 0,48
%), onde apresentam diferenga significativa entre os tratamentos. Resultado anélogo foi

encontrado para o rendimento (REP) e produtividade (PRP) em proteina, sendo
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encontrados para DN (237,38 mg L™ e 9,89 mg L dia?), NN (119,29 mg L™ e 4,97 mg
L1diat) e MN (66,33 mg L e 2,76 g L dia?), respectivamente (Tabela 02).

Quanto ao contetdo dos lipidios brutos (LBT), foi verificado que os tratamentos
MN (5,52 + 0,48 %) e NN (5,52 £ 0,41 %) nédo diferem significativamente (p > 0,05),
apresentando maior teor em lipidios brutos o tratamento DN (7,27 + 0,65 %). Contudo,
para o rendimento em lipidios (REL) foram encontradas diferencas significativas onde:
DN (54,77 mg L™1) > NN (28,46 mg L) > MN (20,36 mg L™). A produtividade média
em lipidios brutos (PRL) também apresentou resultados diferentes, sendo a maior
produtividade atribuida a DN (2,28 + 0,04 mg L dia?) (Tabela 02).

Tabela 1 - Variaveis de crescimento de Symbiodinium glynnii cultivado em diferentes propor¢des
nitrogénio:foésforo.

Variaveis Tratamentos
MN NN DN
DCM (cél. x 10°mL™?) 87,17 £ 8,462 53,00 £ 0,50 ° 53,73 £8,78°"
K (div. dia™) 0,12+0,01° 0,16 + 0,03 ® 0,19 £ 0,022
i (dia™) 0,14 +0,02 0,18 + 0,06 0,17 + 0,04
TD (dias) 8,21 £0,742 6,18 £0,95° 5,26 +0,38 "
RBS (mg L) 368,89 +12,57¢ 51556 +14,01° 753,33 + 14,142
PBS (mg L™ dia?) 15,37 £0,52 ¢ 21,48 £0,58 " 31,39 £ 0,59 2

Notas: MN, 7:1. NN, 14:1. DN, 28:1. DCM, densidade celular maxima. K, velocidade de crescimento. (),
taxa de crescimento especifico. TD, tempo de duplicacdo. RBS, rendimento em biomassa seca. PBS,
produtividade em biomassa seca. Dados apresentados como média + desvio - padrdo (n = 3). Letras
diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05).

Tabela2 - Composigdo bioquimica de Symbiodinium glynnii cultivado em diferentes proporgdes
nitrogénio:fésforo.

Variaveis Tratamentos
MN NN DN
PPT (%) 17,96 +0,48 ¢ 23,14 +3,35° 31,51+0,15°
LBT (%) 5,52 +0,48° 552 +0,41° 7,27 £ 0,652
REP (mg L) 66,33 +£226°¢  11929+324° 23738+446%
REL (mg L™) 20,36 + 0,69 ¢ 28,46 +0,77° 54,77 +1,03 2
PRP (mg L dia) 2,76 £ 0,09 ¢ 4,97 £0,14" 9,89+0,19°2
PRL (mg L* dia™) 0,85+ 0,03 °¢ 1,19+ 0,03° 2,28 + 0,042

Notas: MN, 7:1. NN, 14:1. DN, 28:1. PPT, percentual proteico total. LBT, lipidios brutos totais. REP,
rendimento em proteina. REL, rendimento em lipidios. PRP, produtividade em proteina. PRL,
produtividade em lipidios. Dados apresentados como média + desvio - padrdo (n = 3). Letras diferentes
indicam diferenga significativa (P < 0,05).
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Figura 1 - Curvas de crescimento logistico de Symbiodinium glynnii nas propor¢des 0:1 (ZN), 7:1 (MN),
14:1 (NN) e 28:1 (DN), referente ao primeiro (C1) e segundo (C2) subcultivos.
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Figura 2 — Curvas de consumo de nitrogénio e fosforo pelo Symbiodinium glynnii nas proporcdes 7:1 (MN),
14:1 (NN) e 28:1 (DN), referente ao segundo subcultivo.
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Figura 3 - Correlacdo entre as velocidades de crescimento (K) encontradas para Symbiodinium glynnii
cultivado nas proporcdes 7:1 (MN), 14:1 (NN) e 28:1 (DN), referente ao segundo subcultivo.
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2.4. Discussao

O metabolismo de crescimento das microalgas é alterado de acordo com as
concentragdes dos macronutrientes no meio, como nitrogénio e fésforo (KIM et al.,
2021). Em ambientes naturais eutrofizados com alta concentracdo de nitrogénio sao
observadas maiores produtividades de biomassa e taxas de crescimento para
dinoflagelados (CHAI et al., 2021; KRUEGER et al., 2020; MEAVE DEL CASTILLO
et al., 2020). Isto se da por meio do metabolismo fotossintético das células vegetais, uma
vez que em disponibilidade, o N do meio adentra as células e € rapidamente processado
em forma de adenosina difosfato. Em presenca de luz e P a molécula sofre a
fotofosforilacdo, tornando-se adenosina trifosfato (ATP), a qual é processada para sintese
de glicose, e manutencao energética da célula (REBEILLE; GANS, 1988). Contudo, ndo
apenas ao transporte energético esta associado ao nitrogénio, uma vez que a sintese de
enzimas, pigmentos e metabdlitos secundarios estdo associados a este nutriente
(KUMAR; BERA, 2020), proporcionando maior eficiéncia metabolica e sobrevivéncia
(PALIWAL et al., 2017). A concentracdo do nitrogénio influencia significativamente na
via metabolica das microalgas, na producdo de biomassa, na taxa de crescimento e
composic¢do bioquimica (HUANG et al., 2021).

No presente estudo, se obteve maior velocidade de crescimento no tratamento DN,
sendo este efeito correlacionado linearmente (R2 = 0,8997) as respostas obtidas para esta
variavel (DN > NN > MN), visto que sdo correspondentes as proporcdes N:P presentes

nos tratamentos. Este efeito de correlacdo ja foi observado em outros cultivos de
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microalgas, como Chlorella vulgaris e Scenedesmus acuminatus (LIU et al., 2017;
ZHANG et al., 2019). Para dinoflagelados, Parkhill (1999) também observou interacéo
de feedback positivo por meio do uso de meios de cultura modificados com diferentes
concentracdes de nitrogénio. Uma vez que em situacGes com maior disponibilidade de
macronutrientes, cianobactérias e dinoflagelados conseguem modificar rapidamente o
metabolismo, utilizando-se de complexas vias metabdlicas, as quais 0s permitem
alcancar alta velocidade de crescimento, e consequentemente menor tempo de duplicagéo
celular (ABASSI; K1, 2022).

Valores de TD significativamente semelhantes entre os tratamentos NN e DN (6,18
e 5,26 dias) sdo oriundos de uma resposta ao consumo de N em funcgdo do equilibrio
i6nico dos meios, como definido por Lourenco (2006). Assim como, o TD inversamente
proporcional ao K ocorre em funcdo de uma sintese mais eficiente de compostos
estruturais e proteinas, quando em maior presenca de N (COSTA et al., 2018). Neste
sentido, os dinoflagelados possuem menor eficiéncia fotossintética em situagdes de
irradiancia e fotoperiodo semelhantes as deste estudo em comparagdo a outras
microalgas, como por exemplo Tetraselmis sp. (WARNER et al., 2002; PACHECO-
RUIZ; VALENZUELA-ESPINOZA; AGUILAR-ROSAS, 1991).

O aumento das concentracdes de N nas relagdes N:P do meio, além de propiciarem
aumento das taxas de crescimento e concomitante diminui¢do do tempo de duplicacédo
celular, propicia maior produtividade de aminodacidos e proteinas. Os dinoflagelados sdo
especialmente afetados por esta condigdo, uma vez que podem alterar seu metabolismo
celular em detrimento desta produtividade e de mudancas nas condi¢gdes ambientais
(MORSE; TSE; LO, 2018; SHI et al., 2021). O maior RBS foi observado no tratamento
DN (753,33 mg L), seguido de NN (515,56 mg L) e MN (368,89 mg L), resultado
este também observado para PBS, onde pode-se associar uma maior produtividade em
biomassa do Symbiodinium glynnii ao tratamento com maior concentragdo de nitrogénio.
Esta relagdo também é observada em trabalhos com outros dinoflagelados, onde ocorrem
possivel incremento da producdo e produtividade em biomassa por meio da
disponibilidade de maiores concentracbes de N nas relagdes N:P, ocorréncia
desencadeada pela pos-modulacdo génica — em dinoflagelados - dos mecanismos
fisioldgicos associados as vias energeticas (MOREY et al., 2011).

Os dinoflagelados apresentam grande diversidade filogenética (FRANCESCHINI
et al., 2010, p. 45), apresentando apenas 0 género Symbiodinium indmeros clados, com

diferentes origens evolutivas e expressdes bioquimicas (GORNIK et al., 2019; LU et al.,
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2020). Symbiodinium glynnii quando exposto a gradientes extremos na composi¢ao
quimica ou condicBes fisicas - em ambiente natural - apresentam mecanismos de
autorregulacéo que os conferem resiliéncia ao estresse (WHAM; NING; LAJEUNESSE,
2017). Para o presente estudo nao foram observadas diferencas significativas em p,
portanto diferentes concentragdes de N n&o influenciaram a fase de crescimento
exponencial do Symbiodinium no intervalo observado. A atuagdo dos mecanismos
autorregulatérios do dinoflagelado simbionte, que o prové resiliéncia em ambiente
natural, pode estar a ocasionar o efeito observado (DECELLE et al., 2018), contudo mais
estudos sdo necessarios. Para outras microalgas como Phaeodactylum tricornutum e
Dunaliella tertiolecta, observa-se alteracdo em suas taxas de crescimento mediante
alteracbes na concentracdo de nitrogénio (JIANG; YOSHIDA; QUIGG, 2012;
PODEVIN et al., 2015).

Diferente do observado para K, TD, RBS e PBS, para DCM observou-se maior
densidade no tratamento MN (87,17 + 8,46 x 10* cél. mL™?), diferindo significativamente
dos demais tratamentos. Menores DCM nos tratamentos NN e DN indicam alta producéo
de proteinas (GONZALEZ-FERNANDEZ; BALLESTEROS, 2012), uma vez que 0
nitrogénio absorvido em excesso pode ser armazenado na forma de proteinas (XIE et al.,
2017). Este resultado corrobora com o mecanismo de sobrevivéncia celular descrito por
Steidinger e Garccés (2006), onde em virtude da deplecdo de nutrientes e estresse
oxidativo, hd aumento da quantidade de células vegetativas viaveis para posterior
processo de encistamento. Diferentes estratégias adaptativas sdo encontradas nos
dinoflagelados, variando em funcéo dos diferentes habitats em que estes se encontram,
porém possuem gatilhos em comum, como a concentracdo de nutrientes disponiveis no
meio (SMAYDA; REYNOLDS, 2003). Sendo o desenvolvimento de cistos uma dessas
estratégias, onde os dinoflagelados perfazem, em resposta a uma condi¢do ambiental ndo
favoravel, um estagio de dorméncia (HEAD, 1996). Neste estado o metabolismo celular
é minimo (BRAVO; FIGUEROA, 2014); alguns dinoflagelados apresentam expressiva
producdo de células antes do encistamento, assim como o desenvolvimento de cistos
temporarios (ZONNEVELD; POSPELOVA, 2015).

As curvas de crescimento obtidas demonstram crescimento nos tratamentos MN,
NN e DN, entretanto o tratamento ZN ndo apresentou crescimento, havendo colapso
populacional a partir do 15° dia do subcultivo. A falta de nitrogénio pode levar ao
encistamento precoce de células vegetativas (LEE, 2008, p. 108), diminuindo a

viabilidade destas caso as condigdes ideais ndo retornem rapidamente (COSTA et al.,
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2018). Crescimento semelhante entre o cultivo e o subcultivo sdo observados para 0s
tratamentos MN e NN, assim como, propor¢6es semelhantes no consumo dos nutrientes
N e P, variando nas primeiras semanas de cultivo em mais de 50% (Figura 02). Para DN
um consumo na faixa de 20% por semana foi registrado para N, porém o mesmo
apresentou um consumo em P proximo a MN. Segundo Hillebrand e Sommer (1999),
proporcdes N:P em torno de 16:1 é suficiente para a maioria das microalgas marinhas
apresentarem um crescimento satisfatorio. Maiores proporc¢des N:P propiciam o acimulo
de proteinas (LIEFER et al., 2019), enquanto menores propor¢des estdo associadas ao
maior bioacimulo de compostos de reservas, como 0s acidos graxos saturados e certos
carboidratos (GAO et al., 2018), corroborando assim com os dados observados neste
estudo. As diferentes espécies de microalgas ao removerem nutrientes do meio tendem a
manter proporcdes fixas de subtracdo (FERNANDES et al., 2017). Da mesma forma, a
relagdo N:P é importante para o equilibrio metabdlico das células, sendo essas diferentes
para os grupos de microalgas, nos dinoflagelados também séo relatadas propor¢des 16:1
com base nas observacOes de Redfield (1934).

Com fortes implicacbes as variaveis de crescimento observadas, maiores
concentragOes de nitrogénio no meio propiciam, além de um crescimento acelerado, uma
maior expressdo proteica na biomassa dos organismos fotossintetizantes, através de
diferentes mecanismos celulares (AMORIM et al., 2021). Neste estudo, o dinoflagelado
Symbiodinium glynnii apresentou elevada producdo proteica associada ao tratamento
DN, alcancando um PPT de 31,51% com REP de 237,38 mg L™ e PRP de 9,89 mg L
dial. A obtencdo de menores PPT nos demais tratamentos [NN (23,14 %), MN (17,96
%)], proporcional a adi¢do de nitrogénio, corresponde ao efeito proposto por outros
autores, onde maiores concentracbes de N promovem significativo aumento no
metabolismo proteico (KLOK et al., 2013; XIE et al., 2017).

O contetdo observado em LBT ndo corresponde ao observado por outros autores
para lipidios totais (FENG et al., 2011; JIANG; YOSHIDA; QUIGG, 2012; REHMAN;
ANAL, 2019), uma vez que o acumulo em lipidios normalmente apresenta-se
inversamente proporcional a presenca de maiores concentragdes de N. Baixas
concentragfes de N refletem em uma maior sintese de carboidratos e lipidios, onde
mecanismos enzimaticos sao prejudicados, assim como as variaveis de crescimento
(LIEFER etal., 2019). Com isso, nota-se que para todos os tratamentos o teor encontrado
é baixo (< 8 %), possuindo REL e PRL também baixos (Tabela 02). Sendo justificavel a

producdo observada como parte dos metabdlitos lipidicos basicos intrinsecos ao
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organismo, como constituintes celulares essenciais a sua manutencdo (SAJJADI et al.,

2018). Contudo, mais estudos sdo necessarios.

2.5. Conclusdes

Maiores rendimentos em biomassa, proteinas e lipidios em Symbiodinium glynnii
foram obtidos ao utilizar a maior relacdo N:P (Dobro Nitrogénio — 28:1). Além disso, as
relacGes de 7:1 (MN) e 0:1 (ZN) sdo prejudiciais ao crescimento celular e a producao
bioquimica destes, sendo recomendado para o cultivo do S. glynnii propor¢des entre 14:1
(NN) e 28:1 (DN). Entretanto, novos estudos sdo necessarios para uma melhor elucidagéo
acerca dos mecanismos de crescimento e producdo bioquimica dos dinoflagelados

endossimbiontes.
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3. Consideragdes finais

Pode-se concluir com este trabalho que o dinoflagelado endossimbionte
Symbiodinium glynnii possui aptiddo para a producdo de biomassa em cultivos artificiais,
assim como, possuem boa taxa de resposta a alteraces em seu meio de cultura,
principalmente no tangente as concentragdes de nitrogénio e as relagdes N:P. O aumento
das concentragdes de nitrogénio influenciou positivamente o crescimento e produgédo
proteica do dinoflagelado Symbiodinium glynnii, sendo seu cultivo indicado para a

producdo de proteinas a partir de sua biomassa.
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