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RESUMO

Microalgas téxicas podem afetar negativamente o ambiente marinho e o0s
consumidores de pescados contaminados. Assim, o entendimento da fisiologia e dos
processos relacionados a producgdo de toxinas em determinadas espécies de microalgas
€ de fundamental importancia para se prever ou até evitar futuros incidentes. A
intoxicagdo diarreica por consumo de mariscos (DSP) é uma das contaminagbes mais
comuns geradas por toxinas de microalgas, ocorrendo em todas as partes do mundo
inclusive no Brasil. Em seres humanos, é causada pelo consumo de mariscos
contaminados pelo acido ocadaico (AO) e seus derivados, as dinofisistoxinas (DTX),
toxinas lipossoluveis produzidas por microalgas do género Dinophysis e Prorocentrum.
Considerando que, sob situacdes de estresse, algumas algas mudam seu metabolismo,
podendo favorecer a producao de lipideos e outros metabdlitos em detrimento a divisdo
celular, o objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos da limitacdo por nitrogénio (N) sobre
a producao de lipideos e sua relacdo com a producédo de toxinas na alga Prorocentrum cf.
lima. Para tanto, cultivos da microalga toxica e de uma espécie congénere nao-toxica,
Prorocentrum mexicanum, foram estabelecidos em laboratério e amostras foram retiradas
apos cerca de 34 dias em cultivo semi-estatico (adicdo de nutrientes no inicio e reforco
apos 16 dias) para a andlise da densidade celular e do perfil e abundancia de lipideos e
toxinas lipofilicas, em situacao de suficiéncia (controle) ou deficiéncia de N (sem adicéo
ou com adic&o de 1/10 da concentracao controle de N). Ao longo do tempo em cultivo, foi
possivel notar as influéncias do estresse nutricional sobre as curvas de crescimento, a
biomassa final obtida, o teor lipidico e a producdo de toxinas entre os diferentes
tratamentos e espécies. A deficiéncia de N reduziu o crescimento das algas P. cf. lima e
P. mexicanum, que atingiram abundancias maximas de 35 e 17 x10° células.L?,
respectivamente, para os cultivos controles, mas somente 19 e 15 x10° células.L™* nos
cultivos com 1/10 de N. Para a espécie ndo téxica, a reducdo de nitrogénio reduziu
drasticamente o peso seco médio das células de 29 para 8 ng.célula?l, assim como o
peso de lipideos (1,1 para 0,4 ng.célula) ao final do experimento. Por outro lado, para P.
cf. lima, o peso celular teve um aumento (12,7 para 20 ng.célula') enquanto o peso de
lipideos diminuiu (2 para 1,1 ng.célula’') mediante reducdo na oferta de N. Para esta
Ultima espécie, o conteudo celular de toxinas variou bastante ao longo do tempo em
cultivo, aparentemente numa relagdo inversa a taxa de divisdo celular. No inicio da fase
exponencial, a quota celular média de AO foi maior nos cultivos limitados em nitrogénio,
mas os valores foram aumentando a medida que as taxas de divisdo celular diminuiram
(maximo de 13,5 pg.célula? na fase estacionaria do cultivo controle), provavelmente em
resposta a uma menor disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo ao longo do tempo.
Assim como a concentragao de AO, o peso celular foi maior para os cultivos sob estresse,
sugerindo a possibilidade de haver uma correlacdo entre producdo de AO e de
precursores lipidicos. Contudo, quando o estresse se torna muito intenso, como durante
a fase estacionaria do cultivo sem adicdo de N, tanto a abundéncia quanto a
concentracédo de AO diminuem.

Palavras-chave: Dinoflagelados. Acido ocadaico. Estresse nutricional. Nitrogénio

inorganico dissolvido
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ABSTRACT

Toxic microalgae can affect adversely the marine environment and consumers of
contaminated seafood. Thus, understanding the physiology and processes related to the
production of toxins in certain species of microalgae is of fundamental importance to
predict or even avoid future incidents. Diarrheic shellfish poisoning (DSP) is one of the
most common microalgae-related food intoxications, occurring in all parts of the world
including Brazil. In humans, is caused by the ingestion of shellfish contaminated by
okadaic acid (OA) and its derivatives, dinophysistoxins (DTX) — liposoluble toxins
produced by microalgae of the genus Dinophysis and Prorocentrum. Considering that
some algae change their metabolism under stress conditions, favoring the production of
lipids and other metabolites in detriment to cell division, the objective of this work is to
evaluate the effects of nitrogen (N) limitation on the production of lipids and its relationship
with the production of toxins in the alga Prorocentrum cf. lima. For this, cultures of the toxic
microalgae and the non-toxic congener Prorocentrum mexicanum were established in the
laboratory. Samples were taken after about 34 days in semi-static culture (addition of
nutrients at the beginning and re-addition after 16 days) for cell counting and determination
of the profile and abundance of lipids and lipophilic toxins, under a situation of sufficiency
(control) or N deficiency (with no N addition or addition of 1/10 of the control N
concentration).Ilt was possible to notice the influence of nutritional stress on the growth
curves, the final biomass obtained, the lipid content and the production of toxins among
different treatments and species over time. Nitrogen deficiency reduced growth of both P.
cf. lima and P. mexicanum, which reached maximum abundances of 35 and 17 x 10°
cells.Lt, respectively, for the control cultures, but only 19 and 15 x 10° cells.L? in the
cultures receiving 1/10 N. For the non-toxic species, reduced-N conditions reduced the
mean dry weight of the cells from 29 to 8 ng.cell, as well as the lipid weight (1.1 to 0.4
ng.cell't) at the end of experiment. On the other hand, for P. cf. lima, cell weight increased
(12.7 to 20 ng.cell't) despite of a decrease in lipid content (2 to 1.1 ng.cell'') when N
supply was reduced. For the latter species, the intracellular toxin contents varied greatly
over time in culture, apparently in an inverse relationship with the rate of cell division. At
the beginning of the exponential phase, mean OA cell quota was higher in the nitrogen-
limited cultures, but values increased as cell division rates decreased (maximum 13.5
pg.cellt at stationary stage of the control culture), probably in response to decreased
availability of nutrients in the culture medium over time. Similar to OA concentration, cell
weight was also higher for cultures under N-stress, suggesting the possibility of a
correlation between OA production and the synthesis of lipid precursors. However, when
N-stress became too intense, such as during the stationary phase of the culure with no N-
addition, both cell abundance and OA concentration decreased.

Key words: Dinoflagellates. Okadaic acid. Nutritional stress. Dissolved inorganic nitrogen
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1. INTRODUCAO

Dentre os problemas relacionados a saude publica nas regides costeiras, as
floracdes de microalgas toxicas e os seus efeitos sob a fauna e flora sdo considerados
alguns dos mais criticos e comuns. Para tal, certos parametros devem ser alcancados,
como a disponibilidade de nutrientes, que deve ser alta o suficiente para permitir que o
metabolismo da microalga se mantenha concentrado na divisdo celular, até atingir algum
parametro limitante a divisdo, alguns exemplos seriam a temperatura, turbidez,
luminosidade, e principalmente a limitacdo de nutrientes (HALLEGRAEFF et al., 1995).
Devido a isso, € de vital importancia entender os mecanismos de crescimento das
microalgas, bem como os fatores que afetam a producdo de toxinas por estas, podendo
assim prever futuros episodios de floragbes toxicas e/ou diminuir seus efeitos prejudiciais
associados.

O dinoflagelado Prorocentrum lima pode ser considerado uma das microalgas
toxicas mais comuns no ambiente marinho, sendo encontrada em todas as partes do
globo (GUIRY; GUIRY, 2018). Esta espécie produz toxinas que se acumulam em
organismos marinhos, sobretudo moluscos bivalves, e causam o envenenamento
diarreico por consumo de mariscos (DSP: Diarrheic Shellfish Poisoning) em consumidores
humanos de pescados contaminados. Os sintomas mais comuns desta intoxicagao
incluem diarreia, nadusea, vémito e dores abominais, decorrentes da acdo das toxinas
lipofilicas acido ocadaico (AO) e seus congéneres, as dinofisistoxinas (DTX-1, DTX-2,
DTX-3) e as formas hidrossolaveis DTX-4 e DTX-5, que podem ser facilmente
metabolizadas para um estado lipossolivel novamente. Estes compostos podem se
acumular facilmente nos tecidos adiposos dos bivalves assim que as algas sao filtradas e
ingeridas (EGMOND; VAN APELDOORN; SPEIJERS, 2004; GLIBERT; BURKHOLDER;
KANA, 2012).

Em varios estudos realizados com o complexo das espécies Prorocentrum lima, a
producdo de toxinas aumenta em situacdes onde algum fator ou mecanismo provoque
uma diminuicdo na taxa de crescimento da microalga, incluindo a limitacdo no
crescimento por baixa disponibilidade de nutrientes essenciais ao crescimento e a divisao
celular (CAMACHO; RODRIGUEZ; MIRON, 2007; GLIBERT; BURKHOLDER; KANA,
2012; SPARROW et al., 2017).

Em algumas espécies de microalgas, € possivel aumentar o conteudo lipidico ao se
limitar o fornecimento de alguns nutrientes (principalmente o nitrogénio), tal mecanismo

esta provavelmente ligado a uma estratégia de acumulo de energia pela microalga em um
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periodo de stress, representando assim um mecanismo de defesa para suportar a
adversidade, o que acaba desacelerando ou até inibindo a divisdo celular (HU;
SOMMERFELD; JARVIS, 2008). Esse conhecimento € amplamente usado em aplicacdes
biotecnolégicas que visem o aumento do conteudo lipidico em microalgas, como a
producdo de biodiesel, de racdo animal ou suplementos para humanos (JUNEJA,
CEBALLOS; MURTHY, 2013; ZHUANG et al., 2018).

Considerando que em situacdes de estresse por limitacdo de nutrientes ocorre uma
alteracdo no metabolismo das células, o objetivo deste trabalho é analisar o crescimento e
a producéo de lipideos e toxinas pela microalga Prorocentrum cf. lima em meios de cultivo
contendo diferentes concentracdes de nitrogénio, comparando com uma espécie nao-
toxica (Prorocentrum mexicanum). A principal hipétese que se busca testar nesta
investigacdo € a de que ha uma relacao direta entre a sintese de toxinas diarreicas como
AO e DTX-1 e a producéo de lipideos ligada a limitacdo nutricional na alga Prorocentrum

cf. lima.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 MICROALGAS E TOXICIDADE

Sendo responsaveis por sustentar cerca de 70% da biomassa global por meio da
producédo primaria (WIESSNER; SCHNEPF; STARR, 1995), as microalgas compdem um
grande e diverso grupo de microrganismos (variando desde células eucaridticas até
cianobactérias procarioticas), gerando metade de toda a atividade fotossintética no mundo
(HUNTER-CEVERA; BELT, 1996). Esta atividade é possivel gracas a grande variabilidade
genética, com varios milhdes de espécies registradas em literatura (NORTON;
MELKONIAN; ANDERSEN, 1996) e distribuidas na maioria dos ambientes conhecidos
(KIM, 2015).

Dentro do ambiente marinho, as microalgas s&o alimentos essenciais para
organismos suspensivoros, como moluscos bivalves (ostras, mexilhdes, berbigdes,
vieiras), assim como para estagios larvais de crustaceos e peixes de interesse comercial.
Considerando este papel fundamental na teia alimentar dos oceanos, tudo que afetar as
microalgas tera consequéncias ao longo da cadeia trofica. Deste modo, é interessante
para 0s seres que se alimentam de microalgas e para operacfes de aquicultura e a
indUstria pesqueira que ocorram os “blooms” de microalgas, eventos em que estes
microorganismos podem atingir milhdes de células por litro. Porém, apesar do aporte
benéfico de matéria organica para os organismos consumidores, ha situacées em que
estes blooms podem ser danosos, ndo apenas aos interesses econdémicos da regiao
afetada como também para 0 ambiente em si e a saude humana. Isto ocorre devido a
varios motivos, tais como a diminuicdo na concentracdo de oxigénio dissolvido, atenuacéo
da entrada de luz, producéo e liberacéo de grandes quantidades de muco e de compostos
toxicos, estes ultimos produzidos por cerca de 80 espécies dentre as 5000 espécies
marinhas). Segundo o trabalho realizado por Lassus et al. (2016), ocorrem em escala
global, e a cada ano, mais de 50.000 casos de intoxicagdo humana através do consumo
de peixes e mariscos, podendo causar danos econdmicos consideraveis. Somente um
tipo de toxinas (toxina paralisante de mariscos ou paralytic shellfish poisoning, PSP) pode
causar cerca de 300 casos fatais por ano (LASSUS et al., 2016).

O envenenamento diarreico por consumo de mariscos (DSP: Diarrhetic Shellfish
Poisoning), é uma das mais comuns intoxicacbes alimentares ndo bacteriogénicas
associadas ao consumo de pescados em nivel global, e a intoxicacdo causada por toxinas

de microalgas com maior potencial de ocorréncia no Brasil (PROENCA; MAFRA, 2005).
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Esta intoxicacdo € provocada pelo acido ocadaico (AO) e moléculas relacionadas, as
dinofisistoxinas (DTX), compostos lipofilicos produzidos por dinoflagelados do género
Dinophysis e Prorocentrum. De caracteristica quimica lipossolluvel, estas toxinas sao
bioacumuladas nos tecidos adiposos de organismos marinhos, sobretudo em moluscos
bivalves (GLIBERT; BURKHOLDER; KANA, 2012). Diversas regides sofrem prejuizos
com floragbes das microalgas causadoras de DSP. Por exemplo, entre 1976 e 1982 foram
reportados 1,300 casos de DSP no Japao, mais de 5,000 casos em 1981 na Espanha, e
cerca de 3,300 casos em 1983 na Franca (HALLEGRAEFF et al., 1995), e segundo a
revisdo feita por Lassus et al., em 2016, de 1986 até 2009, ocorreram casos de blooms
apenas do complexo de espécies P. lima, em mais de 10 paises localizados nas
Américas, Europa e Oceania. Apesar da intoxicacao aguda nao ter causado nenhum caso
letal, a exposicdo cronica ao AO pode levar ao surgimento de tumores estomacais em
longo prazo (FUJIKI et al., 1988; HALLEGRAEFF et al., 1995).

Apesar de a maioria das algas produtoras de toxinas diarreicas pertencerem ao
género Dinophysis, algumas espécies de Prorocentrum também produzem toxinas
diarreicas, como Prorocentrum lima, P. concavum, P. texanum, P. rhathymum e varios
outros (LASSUS, et al., 2016). A espécie Prorocentrum lima pode ser encontrada em
oceanos temperados e tropicais (FAUST; GULLEDGE, 2002), tendo sido registrada em
varios pontos ao longo da costa do Brasil (NASCIMENTO; SALGUEIRO; MENEZES,
2016).

P. lima é uma alga béntica e epifita, mas que apresenta caracteristicas
ticoplanctonicas (algas ocasionalmente carregadas no plancton); quando cultivada ela
rapidamente se adere ao frasco de cultura facilitada pelo muco que produz e raramente
nada livremente (FAUST; GULLEDGE, 2002). Em seu ambiente natural, ela é encontrada
habitando principalmente espac¢os neriticos em estudrios, mais precisamente na areia, ou
ligada a macroalgas, associadas a recifes de corais, detritos flutuantes ou bénticos
(FAUST; GULLEDGE, 2002).

2.2 STRESS, PRODUCAO DE TOXINAS E SEUS EFEITOS

Apesar de ndo se compreender ao certo todos os fatores e mecanismos que levam
a producéao de toxinas (ou pelo menos ao seu aumento) nas algas potencialmente toxicas,
€ sugerido que algumas situacOes especificas de estresse levem a uma maior producao
de toxinas, incluindo fatores fisicos (temperatura, agitacédo, luminosidade), quimicos (falta

ou excesso de nutrientes ou compostos quimicos, pH) e bioldgicos (predacéo,
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competicdo, superpopulacéo). Desta forma, situacdes de estresse sdo capazes de
transformar determinadas espécies de microalgas em um perigo potencial (CAMACHO;
RODRIGUEZ; MIRON, 2007; SPARROW et al., 2017).

Dentre as algas causadoras de DSP, mais especificamente as do género
Prorocentrum, varias observacoes e estudos tém sido feitos para se determinar o que leva
a producao de toxinas, bem como o0 que provoca 0 aumento na sua producdo. Uma
pesquisa feita por Tingmo Hu et al. (2017), demonstrou que a alga P. lima produz os
compostos toxicos DTX-1 e acido ocadaico pelo mesmo procedimento celular. Outros
compostos (como o DTX-5 e DTX-4) servem como precursores inativos, que ficam
armazenados até que situacdes criticas de stress ou de lise celular ativem 0 mecanismo
gue os transformam em acido ocadaico ou em DTX-1. Entretanto, ainda ndo se conhece
exatamente quais situacdes estressantes podem ocasionar uma maior producdo de
toxinas em P. lima, que levaria a uma maior contaminacéo de seus consumidores.

Glibert et al. (2012) fizeram uma compilacdo de trabalhos e seus respectivos
bancos de dados sobre as relacdes entre as algas do género Prorocentrum e outros
parametros os quais interferem no metabolismo, crescimento e divisdo da célula, sendo
um deles a disponibilidade de nutrientes e ecofisiologia, onde se percebeu que a
producdo de toxinas pelo complexo P. lima (complexo de algas do género Prorocentrum
as quais possuem caracteristicas muito similares a P. lima) é proporcionalmente
relacionada a limitacdo de nutrientes, algo que foi verificado por varios autores sendo 0s
trabalhos de Varkitzi (2010) e Vanucci (2010) os mais recentes, onde foi observado em
ambos que a limitacdo de nitrogénio, de fésforo ou ambos juntos causam um aumento na

producédo de toxinas em relacdo ao controle.

2.3 METABOLISMO LIPIDICO E DE ACIDO OCADAICO EM MICROALGAS

As algas possuem vias biossintéticas de acidos graxos e lipideos semelhantes as
de plantas terrestres, ou seja, envolvendo diferentes compartimentos das células:
cloroplastos, citosol e reticulo endoplasmatico. Considerando alguns dos principais tipos
de lipideos, seja no ambito econémico, nutricional ou metabdlico, os acidos graxos poli-
insaturados (AGPI ou PUFA em inglés) e os triacilgliceréis (TAG) sdo os mais comuns,
logo os mais estudados e observados durante o entendimento dos metabolismos lipidicos
das algas (VILLANOVA, 2016).

Os AGPI séo acidos graxos que possuem um alto nimero de atomos de carbono

(acima de 16 atomos), exibindo duas ou mais ligagBes duplas. Basicamente, eles sao
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formados a partir da conversao do acetilcoenzima A (ou acetil CoA) (formado durante a
fotossintese) em melanil-CoA dentro do cloroplasto, gerando com isso cadeias de 16 e 18
atomos de carbono (Figura 1). As cadeias carbbnicas sdo aumentadas quando necessario
ao passar pelo reticulo endoplasmatico, sendo estendidas pelas elongases de acidos
graxos citoplasmaticos (Figura 1). Toda a sintese de AGPI é completada quando uma
série de enzimas dessaturases introduzem as duplas ligacées (VILLANOVA, 2016).

Os TAGs, também conhecidos como 6leos, sdo ésteres de glicerol e acidos graxos,
cuja biossintese em organismos fototréficos ocorre através de uma via principal, a
chamada de via de Kennedy (Kennedy pathway). A via de Kennedy envolve a
esterificacdo de grupos acilas para glicerol-3-fosfato através de enzimas contidas no
reticulo endoplasmatico, chamadas de aciltransferases, levando a formacdo de &cido
fosfatidico. Este ultimo é desfosforilado por uma fosfatase para formar diacilglicerol
(DAG), que por fim sdo transformadas em TAG pela enzima diacilglicerol aciltransferase
(DGAT) (ZIENKIEWICZ et al., 2016) (Figura 1). Uma outra possivel forma € com o DAG
sendo produzido pela degradacao de glicofosfolipideos através de fosfolipases, fazendo
uma reciclagem de lipideos de membranas ja existentes (VILLANOVA, 2016) (Figura 1).
Uma ultima forma de se produzir TAG seria através da incorporacao direta de acidos
graxos em fosfatidilcolina, a qual é convertido para TAG pela acdo de um fosfolipideo, o
diacilglicerol aciltransferase (BATES; BROWSE, 2012) (Figura 1).

Assim como os lipideos, a sintese de toxinas produzidas pelos dinoflagelados
também se inicia no cloroplasto, a partir do melanil-CoA através da sintetase de
policetideos (PKS). Este é um procedimento similar ao desempenhado pelas enzimas
responsaveis pela sintese de acidos graxos, considerando que as PKS também tém
participacdo na sintese de &acidos graxos (WEISSMAN, 2009) (Figura 2). Dentre os
diferentes tipos de PKS, os que séo responsaveis pela sintese de acido ocadaico e DTXs
sdo os PKSI e PKSII, bem como uma variagdo do PKSI chamado de sintetases de
peptideo nao ribossémico (NRPS), segundo Macpherson et al. (2002) e Lee et al. (2016).
O glicolato e o acetato, produzidos nas fotorrespiragdes e no ciclo do glioxilato, seriam as
matérias brutas para a sintese das toxinas diarreicas. Assim, o glicerol remanescente da
glicerofosfato provém uma fonte de carbono adicional para aumentar a toxicidade celular
através do aumento no teor de glicolato e acetato. Dentro dos cloroplastos, 0 composto
conhecido como DTX-5b é produzido por um PKS/NRPS hibrido e se transforma em DTX-
5a atraveés da delecdo de um unico carbono. O grupo amida da glicina presente na DTX-
5a pode ser removido pelo PKS/NRPS e se transformar em DTX-4. Como tanto a DTX-4

como a DTX-5 néo inibem as fungcbes das proteinas fosfatases 2A, esses precursores das
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toxinas diarreicas podem ser sintetizados dentro do cloroplasto. Entdo a DTX-4, que é
hidrossoluvel, é transportada para o vacuolo onde sera enzimaticamente convertida em
acido ocadaico — diol ester, que entdo pode se transformar em acido ocadaico ou DTX-1.
Este processo pode ocorrer mesmo em diferentes situacbes de estresse nutricional

(disponibilidade de nitrogénio e fosforo) e sob temperaturas extremas (LEE et al., 2016).

FIGURA 1: ESQUEMA SIMPLIFICANDO O METABOLISMO DE TAG E ACIDOS GRAXOS EM
MICROALGAS. VIAS DE SINTESE DE TAG PROPOSTAS PARA CELULAS DE MICROALGAS.
ABREVIATURAS: ACP, PROTEINA TRANSPORTADORA DE ACILO; COA, COENZIMA A; DAG,
DIACILGLICEROL; DGAT, ACILCOA: DIACILGLICEROL ACILTRANSFERASE, FA, ACIDO GORDO; FAS,
ACIDO GRAXO SINTASE, G-3-P, GLICEROL-3-FOSFATO; LD, GOTICULA LIPIDICA; MLDP / LDSP,
GOTICULA PRINCIPAL DA PROTEINA / PROTEINA DE SUPERFICIE DE GOTICULAS LIPIDICAS; PDAT,
FOSFOLIPIO: DIACILGLICEROL ACILTRANSFERASE; PGD1, PROTEINA 1 DE DEGRADACAO
GALACTOLIPIDICA PLASTICA; PTDOH, ACIDO FOSFATICO; PL, FOSFOLIPIOS, TAG,
TRIACILGLICEROL.
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FONTE: ZIENKIEWICZ et al., 2016.
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FIGURA 2: ESQUEMA SIMPLIFICANDO O METABOLISMO DE ACIDO OCADAICO(AO) EM
MICROALGAS. ABREVIATURAS: DTX, DINOFISISTOXINAS; NRPS, SINTETASES DE PEPTIDEO NAO
RIBOSSOMICO; PKS, SINTETASE DE POLICETIDEOS; DSP, ENVENENAMENTO DIARREICO.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MONTAGEM DOS CULTIVOS E TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo deste trabalho, foram selecionadas duas espécies de microalgas
para serem cultivadas e comparadas, a espécie Prorocentrum cf. lima e a Prorocentrum
mexicanum, sendo a funcdo da segunda é de servir como um comparativo ndo toxico
para o experimento (respectivamente cepas LM46 e LM38 do Laboratorio de Microalgas
do Centro de Estudos do Mar). Ao total, foi realizado um experimento com trés tipos de
tratamento (em duplicatas), com cerca de 50 mL de inéculo inicial para cada cultivo
(sendo que alguns cultivos ndo ocorreram simultaneamente). Com a alga P. cf. lima, um
tratamento foi com cultivos controle composto pelo meio padrdo de cultura f/2 com agua
do mar filtrada (GUILLARD, 1975) (Figura 3), onde se adicionou 0,88 mol/L de NaNOs,
outro tratamento onde nao foi adicionado nitrato de sodio (NaNO3) (Figura 3) e um ultimo
tratamento com adicédo de 1/10 da concentracdo de NaNOs do meio /2 (Figura 4). J& para
a alga P. mexicanum foram feitos dois tratamentos (também em duplicata) com cultivos

controle (Figura 5) e aqueles com adicdo de 1/10 NaNOs (Figura 6).

FIGURA 3: CULTIVOS DE P. cf. lima, CONTROLE E SEM ADICAO DE NaNOs, PARA OS DIAS 0 E 34.

FONTE: O AUTOR, 2018.
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FIGURA 4: CULTIVO DE P. cf. lima COM ADICAO DE 1/10 DE NaNOs NOS DIAS 0 E 31.

2N g7 2
FONTE: O AUTOR, 2018.

FIGURA 5: CULTIVO CONTROLE DE P. mexicanum NOS DIAS O E 31.

FONTE: O AUTOR, 2018.
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FONTE: O AUTOR, 2018.

Todos os cultivos comecaram com 1200 mL de meio padrédo f/2 Guillard
(GUILLARD, 1975) sem adicdo de silica, jA que se tratava de um cultivo de
dinoflagelados. A Unica excecao foi para os cultivos de P. mexicanum com limitacdo de
nitrogénio (1/10), o qual foi iniciado com 2100mL de meio, para garantir que a producao
de biomassa para este caso fosse suficiente para as analises futuras. Os cultivos tiveram
uma duracdo de 31 dias (exceto os cultivos de P. cf. lima controle e sem adicdo de
NaNOs os quais duraram 34 dias), sendo que, ao atingir o dia 16, foi adicionado um
volume adicional de meio de cultura correspondente a cada tratamento (cerca de 1 L
para todos os tratamentos, exceto o P. mexicanum com 1/10 de NaNO3 onde se
adicionou 500 mL pelo fato de ter iniciado com mais meio).

De cada unidade experimental, foi feita uma curva de crescimento através da
coleta de amostras (5 mL) a cada 3 dias de cultivo e posterior célculo da densidade
(abundancia) celular por meio de contagem microscopica. As amostras eram contadas em
microscoépio (Olympus, modelo BX41) com um aumento de 10x, utilizando uma camera de
contagem (Sedgewick Rafter, modelo S50) (Figura 7), a metodologia foi a de contar até
um valor proximo de 400 células e com isso estimar o valor para o resto da camera (a
gual suporta 1 mL de amostra). Os valores de abundéancia ao longo do tempo serviram
para se determinar as taxas de crescimento exponencial (i) utilizando férmula especifica

(Eq. 1).

InNt = LnNO + p X At (Eq. 1)
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onde Nt e NO séo os valores de densidade celular no final e inicio do intervalo de tempo
considerado, respectivamente, At o intervalo de tempo em dias, e p é a taxa de
crescimento exponencial (em d?), que posteriormente serviu para calcular o tempo de

duplicacéo das células (Ln(2) = u), em dias.

FIGURA 7: PROCEDIMENTO PARA CONTAGEM MICROALGAL.

V“

FONTE: O AUTOR, 2018.
3.2 CARACTERlZAQAO DAS TOXINAS LIPOFILICAS

A cada intervalo de cerca de 7 dias, foram coletadas amostras adicionais, com o
volume amostrado variando conforme a densidade celular do dia coletado, por volta de
10mL até 100mL. As amostras foram concentradas por filtracdo (sendo os filtros utilizados
da marca Whatman de 2.4 cm de diametro, com poros de 1,5 um e modelo 934-AH) a
vacuo (Quimis modelo Q-355B de poténcia 840W) (Figura 8) para posteriormente analisar
a composicao e concentracdo das toxinas lipofilicas. Os filtros foram extraidos com 4 mL
de metanol 99,9% (grau HPLC e marca Sigma-Aldrich modelo Lichrosolv) seguido por
uma exposicao ao desruptor de células ultrassénico (Cole Parmer CPX130; 130W; EUA)

por um periodo de 2 minutos, usando 80% de amplitude e pulsos de 3 s com intervalos de
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1 s (Figura 9). A seguir, as amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm por 20 minutos e
recolhidas em frascos de vidro especificos (vials) para a leitura em um sistema de
cromatografia liquida de alto desempenho acoplado a um espectrdbmetro de massas do
tipo tandem (HPLC-MS/MS).

I

FIGURA 8: SISTEMA PARA CONCENTRAGCAO DE MICROALGAS POR FILTRACAO

N

FONTE: O AUTOR, 2618.

FIGURA 9: QUEBRA DAS PAREDES CELULARES POR UM DESRUPTOR ULTRASSONICO.
™ — ]

FONTE: O AUTOR, 2018.

Os préximos procedimentos foram realizados dentro do sistema de HPLC-MS/MS,
iniciando-se pela separacdo das toxinas que ocorreu em um cromatografo Agilent 1260
através de uma coluna da marca Poroshell (150 x 2,1 mm; com a particula possuindo um
diametro de 2,7 um; modelo EC-C18) a 20°C. As fases moveis eram compostas de (A)
100% agua e (B) 95% acetonitrila + 5% agua, ambas com 2 mM formato de aménio + 50

mM de acido férmico. O gradiente de elui¢do (0,3 ml min?) foi aplicado da seguinte forma:
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80:20% (A:B) por 8 minutos, aumentando para 100% B, e mantido por 3,5 minutos antes
de retornar a condicdo inicial até o final da andlise (13 minutos no total). As toxinas
lipofilicas foram detectadas em um espectrémetro de massa triplo quadruplo AbSciex
QTRAP3200, com os parametros otimizados segunda a tabela 1 para as toxinas acido
ocadaico e DTX-1. Além destas, o0 método (EU-RL-MB, 2015) permite se detectar a
presenca de outras formas de toxinas diarreicas (DTX-2, DTX-3) e toxinas lipofilicas néo
diarreicas, como pectenotoxinas, azaspiracidos e suas variaveis, ndo encontradas nestas
cepas de Prorocentrum spp. investigadas. Formas livres das toxinas diarreicas descritas
foram rastreadas apos a injecdo de 10 a 15 pL do extrato. As concentracfes de acido
ocadaico foram calculadas a partir de uma curva de calibragcéo gerada a partir de diluicbes
sequenciais do padrdo analitico (3, 14, 56 e 223 ng mL™1).

TABELA 1 — CONFIGURACAO DO SISTEMA MS/MS USADO PARA DETERMINAR TOXINAS

LIPOFILICAS.

Toxina ESI (rg/lz) Q3 (m/z)| mseg DP (v) EP (v) C(E)P CE (v) | CXP (v)
AO NEG 803.5 255 29 -129 -10 -40.1 -82 -2
AO NEG 803.5 113 29 -129 -10 -41.5 -64 -2

DTX-1 NEG 817.5 255 36 -129 -10 -41.5 -62 -2

DTX-1 NEG 817.5 113 36 -120 -10 -51.7 -82 -2

Curtain | Collision
Gas Gas
(CUR) (CAD)

25 psi Médio 4500 v 500 °C 40 psi | 40 psi

Voltagem | Temperatura| Gas1 | Gas 2
(1S) (TEM) (GS1) | (GS2)

3.3 QUANTIFICACAO DE LIPIDEOS

Previamente a quantificacdo de lipideos, quando os cultivos atingiram cerca de 31
dias de crescimento, as microalgas foram separadas da agua por meio de decantacdo
(Figura 11 A). De cada unidade experimental (exceto a que correspondeu a nao adicionar
NaNOs pois este gerou uma baixa biomassa para a quantificacdo) o concentrado de
células foi seco em uma estufa a 55°C por 24 ou 48 horas, dependendo da umidade
contida na amostra (Figura 11 B), sendo posteriormente pesado (Figura 11 C) e
armazenado para a analise (Figura 11 D). Por fim, as analises lipidicas foram realizadas
utilizando a metodologia proposta por Bligh e Dyer (1959), utilizando de centrifugacéo e
solventes para extrair os lipideos. Inicialmente, pesou-se cerca de 50 mg de biomassa

seca, misturando em seguida a 3 mL de uma solucédo de cloroférmio:metanol (2:1, v:v),
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seguido de tratamento por ultrassom (de marca Schuster, modelo L200 e poténcia de 150
W) em trés ciclos de 15 minutos cada e entdo uma centrifugacdo a 5000 rpm por 5
minutos, a 5°C. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante (Figura 12) foi recuperado
utilizando uma pipeta, e armazenado. Entdo, adiciona-se 1,5 mL da mesma mistura
cloroférmio:metanol no tubo em que foi retirado o sobrenadante, repte-se o processo de
extracao no ultrassom e centrifugagcéao, sendo a nova fracdo do sobrenadante recuperada.
O material sobrenadante retirado € entdo misturado com 2 mL de 4gua destilada e 1 mL
de cloroférmio, e centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores. Finalizando, centrifuga-
se usando 0os mesmos parametros anteriores, e € recolhida a fracao inferior, adiciona-se 1
mL de cloroférmio novamente ao tubo em que a fracéo inferior foi retirada, é feita uma
tltima centrifugacdo e recupera-se a fase inferior novamente, que é finalmente
armazenada em um recipiente previamente pesado. O frasco é entdo levado para uma
capela de exaustdo para secar e posteriormente pesar para determinar o teor de lipideos

por método gravimétrico (Figura 10).

FIGURA 10: DIAGRAMA PARA O PROCESSO DE SEPARACAO DE LIPIDEOS DA BIOMASSA ALGAL.

PESAR 50mg ADICIONAR 3 mL DE ULTRASSOM POR 15 CENTRIGUGACAO A INCUBAR

DE BIOMASSA CLOROFORMIO:METANOL min E AGITAR EM 5000 rpm POR 5 min TUBO 1 POR

SECA (TUBO 1) (2:1, V>V) VORTEX (3 CICLOS) 24hA4°C

ADICIONAR 1,5 mL DE RECUPERAR ) ULTRASSOM POR DE
CLOROFORMIO:METANOL (2:1, V>V) SOBRENADANTE E PR G e s 15 min E AGITAR EM
AO TUBO 1 ADICIONAR AO TUBO 2 [l 2000 rPm POR 5 min VORTEX (3 CICLOS)

ADICIONAR 2 mL DE AGUA
DESTILADAE 1 mL DE CENTRIGUGAGAO A RECUPERAR A FASE INFERIOR ADICIONAR 1 mL
CLOROFORMIO AO TUBO 5000 rpm POR 5 min DO TUBO 2 E RESERVAR EM DE CLOROFORMIO
7 TUBO 3 PREVIAMENTE PESADO AOTUBO 2

| J
REPETIR

SECAR O SOLVENTE NO TUBO 3 E MENSURAR LIPIDEOS
POR GRAVIMETRIA

FONTE: O AUTOR, 2018.



FIGURA 11: PROCESSO DE COCENTRACAO DE SECAGEM DE MICROAL

|

FONTE: O AUTOR, 2018.

FONTE: O AUTOR, 2018.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CRESCIMENTO CELULAR NOS CULTIVOS (ABUNDANCIA)

Os ritmos de crescimento (Fig. 13 e 14) e as maximas abundéancias alcancadas
(Tabela 2) em cada unidade experimental foram afetados pela disponibilidade de
nitrogénio nos meios de cultivo, tanto para P. cf. lima (Fig. 13), quanto para P. mexicanum
(Fig. 14). Outros autores alcancaram resultados semelhantes em trabalhos que testaram
a limitacdo do crescimento celular por estresse nutricional, seja em Prorocentrum lima
(VANUCCI et al., 2010; VARKITZI; PAGOU; GRANELI, 2010) ou em outras espécies de
microalgas (PASARIBU; LI; KUO, 2014, ZHUANG et al., 2018; WENG; PASARIBU; LIN,
2014; CAI; DUAN; ZHU, 2013; SCIANDRA; AMARA, 1994), ou ainda mediante outros
parametros geradores de estresse, tais como temperatura e luminosidade (PASARIBU,; LI,
KUO, 2014; HUANG et al., 2015; SPARROW et al., 2017; CAMACHO; RODRIGUEZ;
MIRON, 2007).

Para P. cf. lima, foi notavel a diferenca entre o crescimento celular nos diferentes
tratamentos. O cultivo que passou pelo tratamento controle alcancou um valor maximo de
35 x10° cel.L? por volta do dia 13, sendo os maiores valores medidos no dia 13 e no
periodo entre o dia 23 e o dia 31. Estes valores podem ser considerados como o
esperado para cultivos controle de P. lima, como se percebe na comparacdo com 0s
resultados de outros trabalhos como o de Nascimento et al. (2016) (méax. 60 x10° cel.L1),
o de Varkitzi et al. (2010) (20 x10° cel.L'') e o de Vanucci et al. (2010) (35 x 108 cel.L?),
gue utilizaram os respectivos tipos de meio de cultura: L2 (versdo modificada de Guillard,
1995), f/2 modificado e f/2. Tal diferenca provavelmente se deva a presenca de aeracao e
renovacao parcial do meio nos cultivos (método semi-estatico) realizados no presente
estudo. Ja nossos cultivos sem adi¢cdo de NaNOs tiveram seu apice entre os dias 12 e 13,
obtendo o maior valor de densidade celular no dia 13 (30 + 17 x108 Cel.LY). Por fim, o
periodo em que o cultivo com adi¢éo de 1/10 da concentracdo controle de NaNOs obteve
um maior numero de células foi no dia 15 e entre os dias 21 e 27 (com valor maximo de
19 + 3 x10° Cel.LY) e no dia final (31°) de cultivo. Com base nos valores maximos,
podemos propor que a fase exponencial dos tratamentos terminou por volta do dia 15 e a
partir desse dia se iniciou a fase estacionaria, sendo estas observacdes proximas aquelas
citadas pelos autores anteriores. E interessante notar que apds a adicdo do meio de
cultura no dia 16, uma nova fase de crescimento é gerada, porém nao téo intensa quanto

a do comeco do cultivo, o que nos leva a crer que outros fatores estdo limitando o
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crescimento além dos nutrientes, como compostos acumulados no meio, luz ou
temperatura. O estresse causado pela falta de nitrogénio, desta forma, provocou uma
notavel diferenca entre o rendimento dos cultivos, com o tratamento controle rendendo

numeros de células maiores por meio de taxas de divisdo celular mais elevadas.

FIGURA 13: GRAFICOS DE CRESCIMENTO DOS CULTIVOS DE P. lima.
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FONTE: O AUTOR, 2018.

Com os cultivos de P. mexicanum, ndo foi possivel se observar uma nitida
diferenca entre as curvas de crescimento nos diferentes tratamentos, provavelmente
devido ao crescimento lento observado no tratamento controle durante o dia O até o dia 6.

Ainda assim, no cultivo controle registrou-se um maior numero de individuos entre os dias
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13 e 15 e entre 21 e 28 (maximo de 17 + 3 x10° cel.L! no dia 15), em relacédo ao cultivo
sob estresse de nitrogénio (1/10 da concentracéo controle), onde a maior abundancia
média foi observada no dia 21 e ao final do cultivo a partir do dia 27 (15 + 3 x106 cel.L no

dia 31) (Tabela 2).

FIGURA 14: GRAFICO DE CRESCIMENTO DOS CULTIVOS DE P. mexicanum.
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FONTE: O AUTOR, 2018.

TABELA 2: MAXIMAS DENSIDADES CELULARES MEDIAS ATINGIDAS EM TODOS OS CULTIVOS

Microalga Cultivo Dia de Max. den. Cel.
cultivo (Cel.L?)
Controle 29 136.290.000
1/10 de
P lima NaNOs 27 37.698.375
Sem adicdo de
NaNOs 13 29.850.000
Controle 21 22.898.077
P. mexicanum 1/10 de
NaNOs 31 15.170.000
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As taxas de crescimento exponencial (1) e os tempos de duplicacdo para cada
cultivo (Tabelas 3 e 4) demonstraram que o0s cultivos com quantidades suficientes de N
(controle) apresentaram taxas relativamente elevadas de divisdo celular (com valores
similares ao registrados em Nascimento et al. 2016). Por outro lado, nos cultivos sob
estresse nutricional, as taxas maximas de crescimento exponencial foram menores
valores de [ entre 0,22 e 0,23, sendo inferiores aquelas medidas por Vanucci e Varkitzi
(2010). Nos tratamentos sob estresse (i.e. limitacdo) de nitrogénio, o tempo de divisao
celular foi mais longo. Durante este periodo em que as células ndo se dividem, por outro
lado, pode haver um armazenamento/acimulo do material de reserva sintetizado
(carboidratos e/ou lipideos). Tal mecanismo, que pode conferir certa resisténcia aos
efeitos negativos do estresse, pode ser percebido no estudo de Vanucci et al. (2010).
Naquele estudo, células sob estresse nutricional possuiam um volume celular maior do
gue no tratamento controle, que por sua vez fornecia nutrientes suficientes para manter
taxas mais rapidas de diviséo celular, resultando em células menores e, provavelmente,
com menor teor de material de reserva, como visto no presente estudo mais adiante.

TABELA 3: CRESCIMENTO EXPONENCIAL E TEMPO DE DUPLICACAO CALCULADOS PARA OS
CULTIVOS DE P. cf. lima.

Cultivo P. cf. lima At u Jompo de
uplicacéo
(0 - 7 Dias) 0,29 2,4
Controle -
(16 - 23 Dias) 0,11 6,2
(0 - 7 Dias) 0,08 8,1
1/10 de NaNOs3 -
(18 - 24 Dias) 0 -
. (0 - 7 Dias) 0,07 9,8
Sem adi¢do de NaNOs -
(16 - 23 Dias) 0,08 8,4

TABELA 4: CRESCIMENTO EXPONENCIAL E TEMPO DE DUPLICACAO PARA P. MEXICANUM.

Cultivo P. Tempo de
. At K . ~
mexicanum duplicacédo
(0 - 7 Dias) 0,45 15
Controle .
(18 - 24 Dias) 0,11 6,2
(0 - 7 Dias) 0,24 2,8
1/10 de NaNOs -
(18 - 24 Dias) 0 -

4.2 TEOR LIPIDICO

Para P. cf. lima, as células sob limitagdo de N (adicdo de 1/10 da concentragdo
controle) atingiram um maior peso médio (~20 ng.célulal) em relacdo ao tratamento

controle (~12,7 ng.célula!) (FIGURA 15A) e acumularam um contelido significativamente
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menor de lipideos por célula (~1,15 vs. ~2 ng.célula!) ao final do experimento (Figura
15B). Isso sugere que a limitacdo no crescimento por deficiéncia em nitrogénio é um fator
determinante para o metabolismo celular e a composi¢éo nutricional da microalga P. cf.
lima, algo observado em outros trabalhos com diferentes espécies de microalgas
(JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013; WENG; PASARIBU; LIN, 2014). J& para o P.
mexicanum, o cutivo controle foi 0 que obteve os maiores valores para o peso celular (~29
ng. célula’ para o cultivo controle e 8 ng. célula! para cultivo sob estresse) e para os
lipideos por célula (1,1 ng célula para o cultivo controle e 0,4 ng. célula™! para cultivo sob
estresse), apesar de ambos cultivos terem aproximadamente o mesmo numero de células
no final do experimento. A falta de nitrogénio e o fato de a cepa usada para o cultivo sob
estresse ser proviniente do ultimo dia do cultivo controle podem ser as responsaveis por
tal discrepancia nos valores.

FIGURA 15: (A) PESO DE CADA MICROALGA PARA CADA CULTIVO E (B) QUANTIDADE DE LIPIDEOS
PRODUZIDA POR CELULA.
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4.3 COMPOSICAO E CONCENTRACAO DE TOXINAS

Durante o periodo de crescimento de P. cf. lima no presente estudo, pareceu haver
situacOes que levaram ao acumulo de maiores quantidades de AO. Nos ultimos dias de
todos os cultivos, as células alcancaram os maiores valores de toxinas em todos 0s
tratamentos. As maiores concentracdes foram medidas no controle, 1/10 de NaNOs e sem
adicdo de NaNOs respectivamente: 13.5 pg.célula?, 12 pg. célula! e 13 pg. célula?
(Figura 16A). Estes valores sédo relativamente altos quando comparados com os trabalhos
de Vanucci e Varkitzi (2010), com valores de 6,5 pg.célula’! medidos no controle e por
volta de 5 a 12 pg. célula’! nos cultivos sob estresse.

Assim, por reduzir a taxa de divisdo celular, o estresse gerado pela limitacdo de
nutrientes induziu um aumento no peso celular médio para a espécia P. lima, que esteve
aparentemente relacionado a uma maior retencao de lipideos (Figura 15B) e de toxinas
(Figura 16A). As células de P. cf. lima acumularam maiores concentragfes celulares de
AO em momentos em que a taxa de divisdo celular foi desacelerada, atingido os valores
maximos (~13 pg.célula?) ao final do experimento, quando grande parte dos nutrientes
havia provavelmente sido consumida. Adicionalmente, a relacdo direta entre os contetdos
celulares de lipideos e AO pode ser explicado pelo fato de que os componentes e
mecanismos responsaveis pela producéo lipidica nas microalgas estdo correlacionados

com aqueles ligados a producao de toxinas lipofilicas (WEISSMAN, 2009).

FIGURA 16: (A) CONCENTRAGAO DE AO POR CELULA DE P. lima E (B) DENSIDADE CELULAR PARA
O DIA DA AMOSTRAGEM DE TOXINAS.
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Outro padrao observado, causado aparentemente pelo estresse nutricional que as
algas sofreram, foi um aumento relativo no teor de toxinas quando houve uma limitacéo
mais acentuada de nutrientes ao longo do cultivo, mesmo no tratamento controle. As
microalgas passaram a acumular uma maior concentracdo de AO conforme os nutrientes
disponiveis diminuiam, lembrando que no dia 16 uma quantidade extra de meio de cultivo
foi adicionado em todos os tratamentos. Percebeu-se, assim, oscilacbes importantes na
concentracdo de AO: menores valores coincidindo com momentos de abundancia em N
(dia 7 e dia 21 para o tratamento controle) ou quando o estresse nutricional era muito
elevado (dia 14 para o tratamento sem adicdo de NaNOs); valores medianos
correspondendo a periodos de provavel decréscimo nas concentracfes de (dias 7 e 21
para 1/10 de NaNOs e dia 14 para o controle); e por fim valores maiores coincidindo com
as situacdes de maximo estresse nutricional, em conjunto com um metabolismo favoravel
a retencdo de compostos nas células (divisdo celular lenta) e, possivelmente, a sintese de
AO a partir de precursores lipidicos (dias 7 e 21 para o tratamento sem adicdo de NaNO3s
e dia 14 para o tratamento com adi¢c&o de 1/10 de NaNOs).

Ao comparar os valores de densidade e concentracdo de AO, 0s presentes
resultados corroboram o que é proposto por Glibert et al. (2012), que sugere que tudo o
gue eleve o estresse, ou que pelo menos afete 0 metabolismo voltado a divisédo celular,
leva a um aumento na concentragcdo de compostos. Sendo assim, quanto mais tempo as
microalgas passam sem nutrientes, maiores concentracdes de toxinas sdo acumuladas
até se atingir um ponto critico onde a sintese de toxinas diminui por falta de moléculas

precursoras.
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5. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Os resultados do presente estudo sugerem que a mudancga no metabolismo celular
de Prorocentrum spp. estd diretamente relacionada com o estresse causado pela
limitag@o de nitrogénio. Em principio, parece haver um nivel de limitacdo nutricional sob o
gualo metabolismo da microalga altera sua funcéo basal de dedicar os nutrientes para a
divisdo celular e passa a acumular lipideos e outros compostos como toxinas (como por
exemplo, o cultivo com apenas 1/10 de adicdo de NaNO3s). Neste momento, a produgéo e
0 acumulo de compostos toxicos sdo uma consequéncia principalmente da diminuicao
nas taxas de divisdo celular. A partir deste ponto critico, contudo, um estresse nutricional
mais intenso pode acabar limitando a producdo de qualquer composto essencial levando
a uma diminuicdo na sintese de toxinas (tal como no tratamento sem nenhuma adicao de
NaNO3).

Para confirmar ainda mais a hipotese desenvolvida acima, seria ideal obter e
analisar amostras de toxinas e de lipideos mais frequentemente, talvez a cada 3 dias ao
longo da curva de crescimento. Desta forma, seria possivel se comparar lado a lado, a
producdo de cada substancia, em conjunto com outros metabdlicos também (como
carboidratos e proteinas), o que forneceria uma visdo mais abrangente da cadeia
metabdlica responsavel pela canalizacdo dos nutrientes e fungdes celulares afetadas por
uma situacao de estresse nutricional. Outra abordagem que poderia ser trabalhada num
estudo futuro seria a comparacao entre diversos tipos de estresse, como a falta de um ou
mais nutrientes, incluindo o CO2, além de pH e fatores fisicos diversos, tais como
turbuléncia, temperatura, intensidade luminosa, fotoperiodo, e espaco disponivel para o

crescimento.
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