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RESUMO

O fitoplancton sdo algas microscopicas que, no geral possuem baixa capacidade de
resisténcia e alta capacidade de resiliéncia. Danos fisiologicos sdo quase que
imediatamente refletidos na flutuabilidade da densidade das populagbes. Diversos
estudos avaliam a capacidade de resisténcia do fitoplancton aos aumentos nas
concentracfes de Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), que sao
poluentes organicos persistentes com carater mutagénico e carcinogénico. Dentre
0S impactos, observa-se declinios no crescimento, mudancas na integridade das
paredes celulares e reducdo da taxa fotossintética. Dessa forma, o trabalho
objetivou avaliar a capacidade de resisténcia e resiliéncia de um dinoflagelado
simbionte de invertebrados marinhos a contaminacéo por petréleo cru. As células de
D. glynnii foram incubadas em diluicdes de 0%, 50% e 100% de FSA (Fracao soluvel
do Oleo), tendo parametros como taxa de crescimento, aspect ratio e tipo celular
(cocoide vs mastigote) monitorados. A concentracdo total de HPAs foi 1704,75 ng L-
!, que acabou causando uma reducdo de 50% na taxa de crescimento (ErC50) da
espécie (0,66 para 0,33 d*; p < 0,05) no experimento 1. O aumento nos valores do
aspect ratio indicou um aumento no arredondamento das células, sendo confirmado
pelo aumento na porcentagem de células cocéide. Isso pode ser causado por um
aumento na fase de replicacdo do DNA do ciclo celular, a fase S. Apo6s a
contaminacdo, as células foram incubadas em &gua do mar sem contaminantes
(experimento 2), onde os mesmos parametros foram monitorados para determinar a
capacidade de resiliéncia. No experimento 2, o tratamento de 50% mostrou uma
capacidade de resiliéncia, com taxas de crescimento e valores de desvio padréo
semelhantes ao controle (p > 0,05). A taxa de crescimento do tratamento de 100%
nao apresentou diferencas significativas com o controle (p > 0,05). Porém, o alto
desvio padrédo (0% = 0,07, 50% = 0,02, 100% = 0,17) indica que algumas réplicas
ainda ndo se recuperaram, podendo ser um sinal de danos genéticos que se
estendem por mais geracbes. Os altos desvios padrdes no aspect ratio e na
porcentagem do tipo de células também sdo uma indicacdo de uma recuperacao
parcial do tratamento de 100%. A taxa de crescimento de Durusdinium glynniil foi
afetada com o aumento da concentragdo de HPAs. Ademais, alteragbes no ciclo
celular podem ter sido identificadas com o aumento da porcentagem de células do
tipo cocodide. Em contrapartida, apo6s colocados sob meio de cultivo sem
contaminantes, culturas cultivadas sob concentragdo menor que FSA 100%
possuiram uma capacidade de recuperacdo em relacdo as cultivadas sob maior
concentragdo, que apresentaram efeitos cronicos prolongados para geracdes
subsequentes

Palavras-chave: Derramamento de petréleo; zooxantela; isétopos estaveis; HPA,
coral



ABSTRACT

Phytoplankton are microscopic algae that have low resistance and high resilience
capacity. Physiological damage is almost immediately reflected in population density
fluctuations. Several studies evaluate the resilience of phytoplankton to increases in
the concentrations of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS), which are persistent
organic pollutants with mutagenic and carcinogenic characteristics. The impacts
include declines in growth rate, changes in cell wall integrity and reduced
photosynthetic rate. This work aimed to evaluate the resistance and resilience of a
marine invertebrate symbiont species, Durusdinium glynnii, in two experiments, the
contamination experiment (experiment 1) and the recovery experiment (experiment
2). For this, cells were incubated in dilutions of 0%, 50% and 100% WSF (Water
Soluble Fraction), having parameters such as growth rate, aspect ratio and cell type
(coccoid and mastigote) monitored. The total concentration of PAHs was 1704.75 ng
L, which ultimately caused a 50% reduction in the growth rate (ErC50) of the
species (0.66 to 0.33 d!; p < 0.05) in experiment 1. The increase in aspect ratio
values indicated an increase in cell rounding, and was confirmed by an increase in
the percentage of coccoid cells. This may be caused by an increase in the DNA
replication phase of the cell cycle, the S phase. After contamination, the cells were
incubated in seawater without contaminants, where the same parameters were
monitored to determine resilience. In experiment 2, the 50% treatment showed
resilience, with growth rates and standard deviation values similar to the control (p >
0.05). The growth rate of the 100% treatment, on the other hand, showed no
significant differences with the control (p > 0.05). However, the high standard
deviation indicates that some replicates have not yet recovered, which may be a sign
of genetic damage extending over several generations. The high standard deviations
in aspect ratio and percentage of cell type confirm the partial recovery from the 100%
treatment. The growth rate of Durusdinium glynnii was affected with increasing HPAs
concentration. Furthermore, changes in the cell cycle may have been identified with
increasing percentage of coccoid type cells. In contrast, after placed under normal
culture medium, cultures grown at concentrations less than the total concentration
showed a capacity to recover, while the one grown at the total concentration of PAHs
showed chronic effects, which are transferred to subsequent generations.

Keywords: Oil spill; zooxanthellae; stable isotopes.
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13
1 INTRODUCAO

A palavra fitoplancton vem do grego ‘phyton’ (planta) e ‘planktos’ (errante),
sendo composto por algas microscépicas que sao carreadas pelos movimentos dos
corpos d’agua (CHEN; ZHANG; GUAN, 2018; “phytoplankton | Definition, Examples,
& Facts | Britannica”, 2019). Através da fotossintese, a energia quimica do
fitoplancton € obtida utilizando a energia solar, nutrientes inorganicos e agua,
resultando em moléculas organicas e oxigénio. As microalgas sdo responsaveis pela
producdo de mais de 50% do oxigénio atmosférico, com estimativas chegando em
80% (WITMAN, 2017). O fitoplancton possui um papel fundamental no ambiente,
sendo a base da cadeia alimentar e transferindo energia para os niveis troficos
superiores, além de participar da alca microbiana e dos ciclos biogeoquimicos
(HOPPENRATH; JUAN, 2012). Os dinoflagelados sdo um grupo de eucariotos
unicelulares pertencentes ao filo Dinoflagellata. Espécies de dinoflagelados sé&o
comumente consideradas algas, fazendo parte em sua maioria do plancton marinho,
podendo também habitar ambientes de dgua doce (SARJEANT, 1974).

O termo dinoflagelado tem origem do grego dinos, que significa “rodopio” e do
latim, flagellum, que se refere a um “chicote” (CARTY; PARROW, 2015). O primeiro
termo se refere ao padrdo de natacdo bastante caracteristico dos dinoflagelados,
gue geralmente é rapido, em movimentos circulares e impulsionado para a frente,
devido a presenca de um flagelo longitudinal e um transversal (DIPPER, 2022). O
segundo termo se da principalmente pela presenca destes flagelos. Células de
dinoflagelados possuem clorofila a e ¢, alguns pigmentos acessorios como
dinoxantina e peridinina (BERCOVICI; VELEKOOP 2017), cromossomos
condensados e um nucleo permanente (STEIDINGER, 1997). Os dinoflagelados
podem produzir energia para suprir o seu metabolismo por meio da fotossintese, ou
podem obter energia por meio da fagotrofia, garantindo a eles a mixotrofia (PLACE
et al. 2012). Alguns podem produzir potentes neurotoxinas, capazes de causar
mortalidade desde copépodes até ledes marinhos (ANDERSON, 1989; CARTY;
PARROW, 2015). Atualmente, dinoflagelados tem recebido mais atenc&o por conta
de espécies que podem ser utilizadas na producdo de biocombustivel, podendo ser
retirados além do conteudo lipidico, metabdlitos especiais para medicina e a
biomassa excedente, utilizada para digestdo anaerébica, resultando na producéao do
gas metano ou biogas (GRUNEWALD, 2012).
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A familia Symbiodiniacea é datada do meio da era mesozoica, mais
especificamente no periodo jurassico, aproximadamente 160 milhdes de anos atras
(BOUCKAERT et al. 2014), e é a familia de dinoflagelados endossimbiontes mais
conhecida (STAT et al. 2006), tendo suas espécies comumente denominadas de
zooxantelas. LAJEUNESSE et al. (2018) revisou sistematicamente o taxon
Symbiodiacea e observou entre os trabalhos diferencas na morfologia, bioquimica,
fisiologia, comportamento e na genética das células. Analises filogenéticas
propuseram que o género Symbiodinium é composto por espécies que possuem
linhagens com diferentes caracteristicas evolucionarias (ROWAN; POWERS, 1991),
separando o género em 9 clados, identificados inicialmente por letras do alfabeto, de
A-l. Posteriormente, mediante revisdo sistematica, a nomenclatura por letras do
alfabeto foi substituida por outras baseadas no acervo de informacfes biologicas
disponivel, definindo assim 6 novos géneros. Primeiramente, a nomenclatura do
género Symbiodinium foi transferida para o clado A. Cada clado, do A até o G
recebeu uma nova nomenclatura. O género Durusdinium foi designado para o clado
D (LAJEUNESSE et al. 2018)

Células de Symbiodiniacea sdo encontradas como um cisto vegetativo
marrom/amarelado (STAT et al. 2006), e podem ficar em simbiose com diversos
invertebrados marinhos, como tridacnas, foraminiferos, moluscos, esponjas e
cnidarios (CARLOS et al. 1999). O sucesso evolucionario dos ecossistemas recifais
tem sido associado com a simbiose entre os corais e as zooxantelas (MULLER-
PARKER et al.,, 2015). Diante tantas, as principais contribuicbes desta microalga
para 0os corais sdo a aquisicdo de nutrientes inorganicos, aumento das taxas de
calcificacdo e a fotoautotrofia como meio de nutricdo (STAT et al. 2008). Além disso,
a plasticidade fenotipica entre os clados de Symbiodinium faz com que a simbiose
seja um meio de resisténcia a mudancas dos parametros ambientais (BOTANA et al.
2022; RUSSNAK et al. 2021). Essa plasticidade confere as espécies de
Symbiodinium a possibilidade de sobreviver/resistir em uma gama de regides, como
no oceano indico (YANG et al.,, 2012;), no caribe (LAJEUNESSE et al., 2010%;
LAJEUNESSE, 2002), no atlantico sul (RABELO et al., 2014) e no oceano pacifico
(Rowan, 1998; BAKER et al., 2004; LAJEUNESSE et al., 2004). Além de serem
encontradas em simbiose, células de Symbiodinium podem viver também na coluna
d’agua (GRANADOS-CIFUENTES et al. 2015; ZHOU et al. 2012; YAMASHITA;

KOIKE, 2012). Quando em simbiose, as células podem ser encontradas na forma
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cocoide, que é a forma imovel do género (BLANK, 1987). Porém, as células
possuem duas formas, uma movel, denominada de mastigote, e uma imovel,
denominada de cocoide (LAJEUNESSE et al. 2012), possuindo alternancia entre as
duas durante o ciclo reprodutivo. Durante a noite, as células iniciam um ciclo de
divisdo nuclear, e quando expostas a luz, uma célula gera duas ou trés novas
células moéveis (LAJEUNESSE et al. 2012). Para isso, as células perdem o seu
flagelo e param de nadar, sofrendo depois uma rapida mudanca para a forma

cocoide (Fig. 1).

Symbiodinium "<l

T.C. LaJeunesse
= direct observations =~ — —— = infered

Figura 1: ciclo da vida de células de Symbiodinium. Fonte: Wikipédia

A resisténcia € um dos aspectos da tdo complexa e estudada estabilidade
ecoldgica, sendo definida como a capacidade de tolerancia de comunidades,
populacdes ou espécies a disturbios em curto prazo (LEVIN et al., 2009). A
resisténcia do fitoplancton esta associada a caracteristicas individuais de cada
célula. Por exemplo, experimentos realizados por MOOSER et al. (1972 a,b)
demonstraram que a espécie de diatomacea Thalassiosira pseudonana € altamente
sensivel a bifenilos policlorados (PCBs), enquanto células de Dunaliela tertiolecta
apresentaram resisténcia a altas concentracdes desses compostos. Ja a resiliéncia,
é tida como a propriedade de retorno aos estados normais ap0s uma perturbacéo
(FOLKE et al., 2004). Diferente da resisténcia, a resiliéncia ndo depende das
caracteristicas de um sO individuo, mas da populacdo no geral. Geralmente,

espécies de fitoplancton possuem uma capacidade maior de resiliéncia do que de
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resisténcia. Porém, a capacidade do fitoplancton de ser resiliente a estressores
especificos pode diminuir com a adicdo de efeitos aditivos, sinergéticos e
antagonisticos de outras perturbacdes. Sejam elas fisicas, quimicas e/ou bioldgicas
(CARPENTER; PACE; WILKINSON, 2022). Diversos estudos buscam avaliar a
capacidade de resiliéncia de espécies de fitoplancton (CARPENTER; PACE;
WILKINSON, 2022; CARPENTER et al., 2001; ELSER et al., 1998; KOVAC; PLATT;

SATHYENDRANATH, 2020). Populacdes de fitoplancton possuem alta variabilidade
genética em populagdes naturais (COLLINS; ROST; RYNEARSON, 2013), podendo
estar associada com a distancia geografica (CASTELEYN et al.,, 2010; DEBORA
IGLESIAS-RODRIGUEZ et al., 2006) e/ou outros fatores (RICHLEN et al., 2012;
RYNEARSON; VIRGINIA ARMBRUST, 2004). Nos casos de crescimento em
condicbes ambientais diversas, 0 sucesso reprodutivo pode ser recuperado aos
poucos por meio da aclimatacdo, podendo se estender por até 500 geracdes no
caso de aclimatacao a acidificacdo oceanica da espécie Emiliania huxleyi, cultivada
em condi¢des laboratoriais (LOHBECK; RIEBESELL; REUSCH, 2012). Assim,
acredita-se que esta alta variabilidade genética atrelada ao curto tempo de mudanca
de geracao faca com que as espécies de fitoplanctons marinhos sejam candidatos
fortes a adaptacao a alterac6es ambientais como a acidificacdo oceanica (COLLINS;
ROST; RYNEARSON, 2013) sem saber é claro os requisitos e o tempo necessario
para que isso ocorra.

Organismos modelo sdo espécies de seres vivos que sao utilizadas em
laboratério para ajudar os cientistas a elucidar processos biolégicos e fisioldgicos
(ANKENY; LEONELLI, 2020), necessitando de facilidade para cultivacdo em
laboratério, tempo de geracdo curto e altas taxas reprodutivas. Espécies modelo sao
escolhidas para gerar informacfes que irdo além do organismo original, podendo ser
estendidas para outros organismos de outros niveis. Trabalhar com organismos
modelo é trabalhar com parte da natureza que eles representam, sendo espelhos da
variabilidade de uma populacdo. Entender como o0s organismos reagem em relacéo
a mudancgas dos parametros ambientais & de extrema importancia para saber como
outros organismos que interagem ou dependem deles irdo se comportar também, e
assim por diante. Por exemplo, MULLER et al. (2021) utiliza Durusdinium glynnii em
parte do seu experimento para entender como se da a acumulacdo dos compostos

do petrdleo cru nas células. Tal experimento seria passivel de continuacdo, com a
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premissa de elucidar como € a transferéncia desses compostos para o nivel trofico
superior por meio da alimentacao.

O petroleo é formado principalmente de carbono e hidrogénio. Porém,
apresenta-se como um complexado de misturas de compostos quimicos que podem
ser perigosos (SULLIVAN, 2005). Dentre eles destacam-se as parafinas, 0s
compostos nafténicos e os hidrocarbonetos aromaticos. Além deles, elementos traco
como enxofre, oxigénio, nitrogénio, metais e até elementos radioativos podem estar
presentes na composicado do petrdleo cru (GAD, 2014). Cada petroleo possui a sua
“assinatura”, variando na composi¢cdo geoquimica e concentragdo dos compostos
(STAUFFER; DOLAN; NEWMAN, 2008). Focando nos hidrocarbonetos, que
constituem entre 50% e 98% do petrdleo, ha dois tipos principais, os alifaticos e os
aromaticos (GAD, 2014). Os hidrocarbonetos alifaticos sdo os mais abundantes na
composi¢cdo, sendo caracterizados por moléculas de lineares ou ramificadas de
cadeia aberta (MACAYA et al., 2019), sendo representados pelos n-alcanos,
isoalcanos, cicloalcanos, etc. Os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS) séo
compostos com dois ou mais anéis benzénicos (MEADOR, 2008), fazendo parte dos
poluentes organicos persistentes (POPs). Devido a sua capacidade de disperséo,
potencial mutagénico, carcinogénico e por estarem entre 0S poluentes mais
abundantes do planeta (UNEP, 1992; THUY; LOAN; PHUONG, 2018). Com o
crescente desenvolvimento urbano e industrializacéo, ficou ainda mais facil dos
HPAs chegarem aos oceanos, ocorrendo principalmente em operacbes de
perfuracdo, refinamento, combustdo, acidentes que causam derrame e problemas
durante o transporte (GAD, 2014), causando danos imprevisiveis devido sua
complexa mistura de diversos compostos.

Por conta da variabilidade da composicéo e concentracdo dos compostos no
petréleo cru, a reacdo das espécies de fitoplancton ndo pode sempre ser prevista,
levando muitas vezes a surpresas. Para entender de onde vem o principal efeito,
pode-se submeter as espécies a apenas um HPA, ao invés da mistura, contrariando
0 que geralmente ocorre no ambiente, mas gerando dados importantes para
entender qual HPA possui maior toxicidade para tal espécie e qual efeito ira
predominar quando a espécie for submetida a uma mistura. MULLER et al., (2021)
observou que o cultivo de culturas de Durusdinium glynnii sob condi¢cdes de
contaminacdo com HPAs causou uma bioacumulacdo ativa dos compostos do

petréleo. A acumulacdo dos HPAs pode ser alterada pela diferenca do contetudo
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lipidico na parede celular das algas (MARTINEZ; JARILLO; ORUS, 1991). Algumas
espécies de algas possuem maior facilidade de acumulacdo, enquanto outras
possuem uma maior facilidade de degradacdo dos compostos (HONG et al., 2008;
KIRSO; IRHA, 1998). Em relacdo a efeitos individuais dos HPAs em espécies de
fitoplancton, MARWOOD et al., (1999) investigou o potencial fotossintético de uma
comunidade e observou que em uma concentragdo significante de 200.000 ng L1 de
antraceno, a toxicidade do petroleo so6 era significativa no periodo da manha. Alguns
anos depois MARWOOD et al., (2003), com concentragfes de antraceno em
357.000 ng L1, pequenas diferencas de toxicidade foram observadas durante o
periodo matutino e noturno, havendo diminuicdo no potencial fotossintético das
células. RIMET et al., (2004) observou mudancas na estrutura da comunidade
fitoplanctonica submetida a contamina¢cdes de fluoranteno, além de alteracbes na
morfologia das frdstulas de diatoméaceas. Além desses efeitos, os HPAs podem
interferir no conteudo lipidico das células, fluorescéncia, integridade da membrana,
genética e crescimento do fitoplancton (BEN OTHMAN et al., 2023).

Assim, é de extrema importancia saber como a importante espécie simbionte
de corais Durusdinium glynnii se comporta com a contaminagéo por uma mistura de
HPAs na fracdo solivel em agua do petréleo (FSA), e se ela é capaz de se
recuperar, fisiologicamente falando. MULLER et al. (2021) avaliou a resposta
fisiologica de Durusdinium glynnii a fracdo acomodada em agua do petréleo (FAA). A
diferenca entre FAA e FSA consiste na filtracdo da solucao apos a preparacao. Apos
a preparacdo da FSA, a solucéo é filtrada, ao contrario da FAA.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a resposta fisiologica e capacidade de resiliéncia de Durusdinium

glynnii a contaminacao por petroleo cru
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar os efeitos da agua do mar contaminada com petrdleo cru a fisiologia

de Durusdinium glynnii;

o Determinar o limite fisiolégico (ErC50) de Durusdinium glynnii ao petroleo cru;
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o Determinar possiveis danos permanentes ao material genético da espécie,
assim como a sua aptiddo competitiva sob condi¢cdes contaminadas;
« Identificar possiveis mudancas na composicao isotOpica celular e na razao
estequiométrica do C e N particulado;
« Identificar uma possivel capacidade de recuperacdo da espécie através do
monitoramento dos parametros e da composicao isotopica celular
3 METODOLOGIA
Para atingir os objetivos supracitados, o trabalho foi dividido em dois
experimentos, um de contaminacdo e outro de recuperacdo. Para dados obtidos no
experimento 1 (contaminagéo), a nomenclatura dada sera de 0% FSA, 50% FSA e
100% FSA, e para dados obtidos no experimento 2 (recuperagcao), a nomenclatura
utilizada sera tratamento 0%, tratamento 50% e tratamento 100%.

3.1 CULTIVO FOTOTROFICO DA ESPECIE
Os experimentos foram executados em uma sala climatizada com acesso

restrito & maioria das pessoas, diminuindo assim a entrada de sujeira e as trocas de
calor. Nessa sala, a espécie foi mantida em uma estante proxima a parede com
lampadas de LED de 9 watts na parte de tras. O fluxo fotdnico utilizado foi de 115
umol fétons m2s?, que foi mensurado com o auxilio de um luxémetro, possuindo
seu valor convertido utilizando uma constante para o tipo de lampada, com valor de
0,018 (lampada LED 6000 K). Foi determinado um fotoperiodo de 12:12 horas de
alternancia entre claro e escuro. A temperatura da sala foi mantida constante em
25+1 °C. Para fornecer os nutrientes necessarios para o crescimento da espécie, foi
utilizado um meio de cultura estéril f/2 dissolvido em agua do mar natural delineado
por GUILLARD (1975), com o0s respectivos nutrientes, metais trago, vitaminas,
solugcéo quelante e as suas concentracdes elucidadas na Tabela 1. Vale ressaltar
gue o composto que contém silicato ndo foi adicionado, visto que a espécie nao
possui frastula silicosa como as diatoméaceas. As concentracdes de nutrientes e
elementos necessarios para 0 crescimento da espécie sdo devidamente
proporcionados por esse meio de cultura, aumentando assim a confiabilidade dos
dados obtidos. Para evitar a limitagdo de nutrientes, as culturas eram mantidas

sempre em baixas densidades de células.
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Tabela 1: Compostos, massas utilizadas e concentrag¢des finais do meio F/2 (GUILLARD, 1975)

Composto Concentragao Concentragao final
(9)/100 mL (LM)
NaNOs 7,50 883,00
NaH2PO4H20 0,50 36,30
Na2EDTA* 4,36/900 mL 11,70
FeCl36H20 3,15/900 mL 11,70
CuS045H20 0,98 0,04
ZnS047H20 2,20 0,08
CoCl26H20 1,00 0,05
MnCl27Hz20 18,0 0,09
NazMo0O44H20 0,63 0,09
Tiamina HCI 0,10 3,31
Biotina 5x 104 20,46
Cobalamina 5x 104 3,68

Para preparar o meio de cultivo, um litro de agua do mar foi pré-filtrada

utilizando filtros de ~20 um de porosidade, eliminando assim particulas maiores.

Apos isso, a agua pré-filtrada foi separada em um Erlenmeyer e filtrada em um filtro

de porosidade 0,22 pm com o auxilio de uma bomba & vacuo. E importante salientar

gue os nutrientes sdo adicionados antes de se realizar a filtracdo e que todo o

material utilizado na filtracdo € submetido a um processo de esterilizacdo, com o uso
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de uma autoclave (Modelo AV- 18, marca Phoenix, Brasi). A agua do mar utilizada
no meio de cultivo foi coletada antes do derramamento de 6leo em 2019, e vem
tendo os seus parametros (i.e. salinidade e pH) monitorados desde entdo. Caso haja
mudanca nos parametros, antes de se realizar o enriquecimento com o meio /2, é
feito o ajuste dos valores. A salinidade da 4gua do mar foi mantida em 35, e o pH
entre 8,0 e 8,1. Caso necessario, o pH da agua era ajustado com a adicdo acido
cloridrico (HCI) e hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 M. Para garantir que a espécie
estivesse sempre em condi¢des “saudaveis” para a realizagdo dos experimentos, os
cultivos foram sempre renovados cerca de duas semanas apos a inoculacdo, antes
da espécie entrar no fim do seu crescimento exponencial, evitando assim a limitagao
de nutrientes e uma possivel alteracdo na reprodutibilidade celular, mantendo as
células sempre em fase de crescimento exponencial, o chamado estado firme ou
crescimento balanceado ( LOURENCO, 2006).

3.3 PREPARACAO DO MEIO F/2 CONTAMINADO
Para preparar o meio de cultivo contaminado com HPAs, fez-se necessario

obter a fracdo solavel em agua (FSA) do dOleo cru. Para isso, foram separados cinco
bégueres em um sistema de agitacdo jar test, onde em cada béquer continha 1,8
litros de agua do mar estéril e 200 g de petréleo cru, em uma propor¢cédo de 1:9
Oleo:agua. O petroleo foi fatiado em pedacos de 1 cm para que houvesse um maior
contato da superficie com a agua. O sistema foi mantido em agitacdo durante 24
horas, em uma temperatura entre 25 +1 °C. E importante ressaltar que a agitacéo a
gue o sistema foi submetido foi baixa, em torno de 180-240 rpm, evitando assim a
formacado de vortices. Como o 6leo coletado na praia possuia fragmentos de
sedimento foi necesséria a realizacdo da filtragcdo da mesma, utilizando filtros GF/F
(porosidade 0,70 um), com o auxilio de uma bomba a vacuo. A FSA filtrada foi
armazenada em frascos ambar de 1 litro. Um desses frascos contendo um litro de
agua do mar com FSA foi levado para posterior extracdo de HPAs e analise

mediante cromatografia gasosa.

3.4 ANALISE DE HPAs DISSOLVIDOS NA AGUA
Toda a vidraria utilizada na analise dos compostos organicos foi limpa de

acordo com o protocolo delineado por MOURA e YOGUI (2012). O material foi

imerso em uma solucédo 2 % de micro detergente (Extran MA 01 alcalino) por 24
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horas. Apds isso, foi feito um primeiro enxague com agua da torneira e depois com
agua destilada. Vidrarias comuns foram secas na estufa durante 24h em
temperaturas de 60 °C. Vidrarias volumétricas foram secas em temperatura
ambiente, evitando assim dilatacdo do material. Depois de secas, as vidrarias foram
embaladas em papel aluminio e colocadas na mufla a 450 °C durante 4 horas. Antes
de ser usada na extracdo dos compostos organicos do petroleo, a vidraria foi lavada
duas vezes com dois solventes organicos, o diclorometano e 0 n-hexano,
respectivamente. Para realizar a extracdo dos HPAs dissolvidos ou dispersos na
adgua do mar, foi utilizado um método descrito por SANTOS (2017), onde 20 mL de
n-hexano foram adicionados em um litro de agua do mar dentro de uma garrafa
ambar. Apos isso, a extracdo foi feita por meio de uma intensa agitacdo manual de
cerca de 2 minutos, gerando assim um extrato hexanico. Tal extrato foi
posteriormente separado da agua do mar por um sistema de extracao liquido-
liguido. ApGs a separacao, o extrato hexanico foi concentrado em cerca de 1 mL
usando um rota-evaporador, que consiste em um sistema de evaporacao rotativa a
vacuo. Apds a concentracdo, foram adicionados os padrdes internos no extrato,
contendo 100 pL de fluoreno-Dio e benzo(a)antraceno-Di2 (AccuStandard, 1000 ng
mL1). Apés toda a andlise, para calcular a porcentagem de recuperacdo, foram
adicionados 100 pL de compostos deuterados como padrbes internos
cromatograficos ou padrdes de recuperacdo, o acenafteno-Dio, criseno-Di2 € 0
fenantreno-D1o (AccuStandard, 1000 ng mL?). A andlise dos HPAs dissolvidos em
agua foi feita por meio de um sistema cromatografico a gas (7820A GC System,
Agilent Technologies, Estados Unidos) acoplado a um espectrémetro de massas
(Agilent Technologies 5975 series MSD). Seguindo o método descrito por SANTOS
(2017), foi injetado 1 pL de cada extrato em uma coluna cromatografica modelo HP-
5ms, possuindo 25 metros de comprimento, 0,250 mm de diametro e 0,25 um de
espessura do filme. O géas hélio (grau de pureza: 99,999 %) foi utilizado como gas de
arraste, possuindo um fluxo constante de 1,2 mL min-t. A programacéo da rampa de
temperatura do forno foi feita da seguinte forma: aquecimento até uma temperatura
inicial de 60 °C durante 15 minutos, até 150 °C durante 5 min, até 220 °C durante 10
min até a temperatura final de 300 °C, permanecendo assim estavel nesta
temperatura durante 10 minutos. O espectrémetro de massas foi operado com
ionizacdo por elétrons, com o sistema em modo de monitoramento de ions

selecionados (SIM, selected ion monitoring). A recuperacdo dos padrdes internos
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cromatograficos variou de 75,9 a 88,4 %, sendo aceitavel segundo LAUENSTEIN E
CANTILLO (1998).

3.5 EXPERIMENTOS DE CONTAMINACAO E RECUPERACAO
O trabalho foi dividido em dois experimentos, o primeiro de avaliacdo da

resposta a contaminacdo por HPAs, e 0 segundo a avaliacdo da capacidade de
recuperacdo da espécie a tal contaminacdo. A salinidade maxima do primeiro
experimento foi de 40, enquanto a do segundo experimento foi mantida em 35. O
primeiro experimento foi realizado em tréplicas. As algas foram inoculadas em
baldes volumétricos de borosilicato de 250 mL, em trés amostras com diferentes
concentracbes de HPAs, de forma que o volume final fosse sempre de 200 mL

(concentracdes e volumes na Tabela 2).

Tabela 2: volumes de meio F/2, meio com FSA e as suas respectivas concentragcdes de HPAs finais

Amostra Meio f/2 Meio com HPAs
(mL) FSA (mL) (ng L)

0% 200 0 0

50 % 100 100 861,57

100 % 0 200 1723,15

Antes de se realizar o monitoramento populacional, as culturas foram
mantidas durante 4 dias no laboratério com homogeneizacao diaria, fazendo assim
com que as células se aclimatassem com o novo ambiente no qual foram inseridas.
Apos 4 dias de aclimatacdo, a densidade populacional foi monitorada mediante
contagem diaria de células. Para realizar a contagem, as culturas eram
homogeneizadas e cerca de 5 mL eram retirados, sendo posteriormente fixados com
uma solucéo de lugol 2 %. Apés fixadas, as células foram contadas com um auxilio
de um analisador de particulas de fluxo do tipo FlowCam (Modelo C71 com seringa,
Estados Unidos), equipado com uma célula de fluxo do tipo FC80-7FV, com
profundidade de 80 um, largura de 700 um e didmetro interno da tubulacéo de 0,16
cm. A contagem foi feita durante 5 ou 6 dias, dependendo do crescimento e

densidade populacional. ApGs a contagem, os dados brutos foram filtrados no
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préprio equipamento (Software Visual Spreadsheet), eliminando assim possiveis
particulas e elementos que modificassem o real valor da densidade populacional e
dos parametros celulares, aumentando assim a confiabilidade dos resultados.
Obtendo o nimero de células em diversos pontos de tempo, pode-se calcular a taxa
de crescimento por meio de um método de regressao exponencial. Além da taxa de
crescimento exponencial, com o auxilio do FlowCam, foi medido o aspect ratio (i.e.
comprimento/largura) celular. Com as fotos tiradas pelo equipamento e andlises
visuais, a porcentagem de células mastigote e coccoid foi estimada para cada
tratamento. Na andlise visual, as imagens foram categorizadas em trés formas. (1)
células mastigote, (2) células coccoid e (3) particula ndo identificada. A terceira
categoria foi criada para englobar particulas nao identificaveis ou fotos mal tiradas
(i.e cortadas ou desfocadas) ou para células mal posicionadas nas quais ndo fosse
possivel identificar em qual estagio da vida estavam. No segundo experimento, para
indicar se ha uma recuperacdo celular, uma aliquota das culturas previamente
contaminadas foi separada e inoculada em meio f/2 estéril sem contaminacdo por
petréleo. Seguindo o mesmo procedimento supracitado, o numero de células,
densidade populacional, aspect ratio e porcentagem do tipo de célula foram
monitorados. Ao invés de triplicatas, a segunda parte do experimento foi realizada
em quadruplicatas, visando assim uma melhor analise estatistica dos dados. Assim
como a primeira parte, manteve-se 3 amostras, a controle, a cultura previamente
contaminada com 50 % da concentragdo de FSA e a cultura previamente
contaminada com 100 % da concentracdo de FSA. Cada parte do experimento
possuia uma cultura controle, que foi usada posteriormente para realizar analises
estatisticas comparativas com cada parte do experimento. A porcentagem das
células mastigote e coccoid foi calculada por meio da equacgéao:

Onde: N° cel € o nimero de células contadas de cada categoria, e o total é o

ndmero total de células contadas.

3.6 ANALISE ISOTOPICA CELULAR E RAZAO ATOMICA DO C:N
Para realizacdo da analise da composicdo isotépica célular e da razao

atbmica do C:N, inicialmente, as culturas foram filtradas com o auxilio de uma
bomba a vacuo em filtros de porosidade 0,7 um (Whatman, modelo GF/F). A
pressdo da bomba foi mantida estavel em aproximadamente -200 mbar, evitando a

danificacdo dos materiais bioldgicos. Para garantir que ndo houvesse contaminacao
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por carbono organico nas amostras, todo o material foi previamente muflado a 450
°C durante 4 horas. Apos a filtracdo, os filtros com biomassa foram colocados na
estufa a 60 °C durante 24h. Finalizado esse procedimento, foi feita a
descarbonatacéo dos filtros, utilizando o método proposto por LORRAIN et al., 2003,
que utiliza vapores de &cido cloridrico concentrado (12 M) durante 4 h em um
dessecador. Apds a descarbonizacao, os filtros foram levados a estufa por 24 h a 60
°C, retirando assim o0 excesso do acido. Seguindo o método proposto por YOGUI e
SCHWAMBORN (2019), os filtros descarbonatados foram cortados em parcelas
aproximadas de 1/8 do filtro completo, que foram embrulhadas em discos de
estanho. J4 embaladas, a composicao elementar e isotdpica foi feita por meio de um
analisador elementar (EuroVector, modelo EA3000 Single) acoplado a um
espectrobmetro de massas de razdo isotopica (Thermo Scientific, modelo Delta V
Advantage). A temperatura do forno para pir6lise das amostras no analisador
elementar foi mantida em 980 °C, contendo um reator de 18 mm de diametro, que foi
preenchido da base para o topo com 6xido de cobalto envelopado com prata (20
mm), cobre reduzido (70 mm) e 6xido de cromo (55 mm) O hélio (pureza: 99,999 %)
foi utilizado como géas de arraste, sendo mantido em um fluxo constante de 93 mL
mint. Os gases gerados na combustdo foram retidos momentaneamente e
separados em uma coluna cromatogréfica, sendo transferidos em seguida para o
espectrometro de massas de razao isotOpica. Para garantir a qualidade dos dados,
foram feitas analises de branco de filtro, branco de disco e do material de referéncia,
gue nesse caso foi a spirulina. A razdo atbmica do carbono e nitrogénio foi calculada
de acordo com o método descrito por HEDGES e STERN (1984), seguindo a

equacao:

c_(co

N~ (NT)

* 1,167

Onde CO é a porcentagem de carbono organico na amostra, e NT € a
porcentagem de nitrogénio organico na amostra. A constante tem como funcgéo
corrigir os percentuais de carbono e nitrogénio da amostra para uma base

estequiométrica.
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Os resultados da assinatura isotdpica foram calculados pela diferenca da
razao isotépica entre a amostra e o material de referéncia utilizado, como descrito
por FRY (2006):

R amostra
OF = [(———) —
[ aarso”) — 11 %1000

Onde %€ ¢ o is6topo do elemento expresso, Ramostra € @ razéo da quantidade
do isOtopo pesado e o leve da amostra, e 0 Rpadrao € a razdo da quantidade do
isétopo pesado e o leve do material de referéncia.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS
Para realizar a comparagdo entre as médias dos tratamentos, foi
utiizado o teste t ndo pareado para duas amostras, assumindo um nivel de

significancia onde p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise cromatogréafica dos HPAs gerou um gradiente de 0 a 1704,75 ng L,
resultante da presenca de 13 dos 16 HPAs tidos como prioridade pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (KEITH, 2014) . Dentre eles, o fenantreno
foi o0 composto com maior concentracédo (751,82 ng L?), representando 44,10% da
concentracéo total. A segunda maior concentracéo foi a do fluoreno (377,75 ng L),
representando 22,15% da concentracao total. MOODY et al. (2001) pontua que o
fenantreno ndo oferece risco elevado aos humanos. Porém, pode ser bastante tdxico

para algas e peixes.

Tabela 3: Analitos, nimeros de anéis benzénicos e suas respectivas concentra¢cdes medidas na FSA

Analito N° de anéis Concentracao Solubilidade em
(ng LY agua em 25 °C
(mg L)
Naftaleno 2 12,28 31,6
Acenaftileno 3 0,00 16
Acenafteno 3 258,45 4,5
Fluoreno 3 377,75 1,8
Fenantreno 3 751,82 1,3
Antraceno 3 86,75 0,07
Fluoranteno 4 21,11 0,24
Pireno 4 116,13 0,14
Benzo[a]antraceno 4 11,73 0,01
Criseno 4 58,83 0,003

Benzo[b]fluoranteno 5 3,64 <0,001
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Benzolk]fluoranteno 5 1,09 <0,001
Benzo[a]pireno 5 5,17 <0,001
Dibenzola,h]antraceno 5 0,00 <0,001
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 0,00 <0,001
Benzo[ghi]perileno 6 0,00 <0,001
Total 1704,75

Seguindo uma metodologia similar, MULLER et al. (2021) realizou um
experimento que gerou um gradiente de 0 a 2315 ng L' de HPAs. Considerando que
se trata do mesmo petréleo, coletado no mesmo derramamento, e mantido
congelado, a diferenca de concentracao entre os dois trabalhos se da provavelmente
pela filtracdo que ocorreu neste experimento. O petroleo foi coletado junto com
particulas de sedimento agregadas, necessitando assim de filtracdo, ao contrario do
experimento realizado por MULLER et al. (2021). Apesar da concentracdo de HPAs
deste trabalho ser 26,36% menor do que a do trabalho supracitado, ela representa
fielmente as condi¢Ges de contaminaces ambientais ja registradas (GONZALEZ et
al. 2006, BOEHM et al. 2006), sendo possivel gue os organismos marinhos sejam
submetidos a tais concentracdes de HPAs, principalmente nos oceanos subtropicais
e tropicais, onde as concentracdes das fases dissolvidas dos HPAs podem ser muito
maiores (ECHEVESTE et al. 2011) Pode-se tomar como exemplo o derramamento
de 6leo em North Cape, nos Estados Unidos, chegando a concentracdes de 115.000
ng L' (REDDY; QUINN, 1999). Na Figura (2), representada em escala logaritmica,
h& a comparacdo da concentragdo dos 16 HPAs prioritarios em cada trabalho. Nota-
se além da diferenca na concentracdo, a presenca de mais 3 HPAs de peso
molecular maior, sendo eles benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno e
benzo[a]pireno, todos possuindo descricbes de efeitos carcinogénicos em
organismos (EPA, 2016). Isso pode ter acontecido por conta da certa discrepancia
entre os métodos. A metodologia usada neste trabalho incluiu 182 gramas adicionais
de petréleo, e o fatiamento aumentou a superficie disponivel do petréleo para
contato com a agua, facilitando assim a dissolucdo de HPAs de maior peso
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molecular. Porém, as concentracfes poderiam ser maiores caso ndo houvesse a
filtracdo, que retira grande parte dos HPAs maiores. Benzo[b]fluoranteno e
benzo[Kk]fluoranteno causaram tumores na pele e pulmdes de ratos, além de cancer
nos locais de aplicagéo (IARC, 1973; DEUTSCH WENZEL et al. 1983). Estudos com
benzo[a]pireno indicaram que a formacéo de tumores pode se dar por outras formas
como inalacdo e na dieta, que foi testado com acompanhamento de espécies de
peixes e roedores (HENDRICKS et al. 1985, BLACK et al. 1988, TOTH 1980).

Concentrac¢do dos 16 HPAs prioritariosna FSA
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Figura 2: Concentracoes dos 16 HPAs tidos como prioritarios pela agéncia de protegdo ambiental dos Estados
Unidos (EPA) neste trabalho e no trabalho de MULLER et al (2021).

Na Figura 3 sdo apresentados os dados de densidade celular para cada FSA
e suas respectivas réplicas. Os dados desse grafico sdo importantes e necessarios
para se garantir que as células se mantiveram durante todo o experimento no
crescimento exponencial. Caso as culturas tivessem entrado no crescimento
estacionario e por conta da deficiéncia de nutrientes, a curva comecaria a tomar uma
forma sigmoidal (i.e. em forma de “S”), o que caracterizaria uma reducao constante

no crescimento, até que houvesse a estabilizacdo da cultura.
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Figura 3: Gréficos de densidade populacional para o experimento de contaminagdo. A) 0% FSA; B) 50% FSA e
C) 100% FSA.

Com o aumento da concentracdo de HPAs, houve o declinio da taxa de
crescimento exponencial das culturas (Fig. 4), com valores de tratamento de 0,66 +
0,01 d*, 0,38 £ 0,01 d* e 0,33 + 0,01 d*! para a FSA de 0%, 50% e 100%,
respectivamente. As médias foram comparadas com o auxilio do teste t néo
paramétrico, indicando que h& uma diferenga extremamente significativa entre a taxa
de crescimento das culturas com 0% e 50% (n= 3, t= 34,26 e p<0,0001) , 0% e
100% (n = 3,t = 40,16 e p < 0,0001) e 50% e 100% (n =3,t=6,12 e p < 0,05) de
concentracdo de FSA. A diferenca explicita representada pelos dados estatisticos
comprova que houve um declinio da taxa de crescimento exponencial, causada pelo
aumento da concentragdo de HPAs, visto que 0s outros parametros que poderiam
causar influéncia nos resultados foram mantidos sob controle durante o experimento.
Diversos parametros celulares e fisiologicos podem ser afetados pelos HPAs (e.g.
crescimento, integridade da membrana, conteudo lipidico, producdo de clorofila a,
etc.). Porém, as taxas fotossintéticas parecem ser o processo mais afetado pelo
aumento da concentracdo desses contaminantes (BEN OTHMAN et al., 2023).
Estudos mostram que o antraceno foto modificado pode produzir compostos que séo
capazes de inibir a fotossintese, causando assim a diminuicdo da producédo de
energia necessaria para o0 crescimento, acarretando na diminuicdo das taxas de
reproducao das células (HUANG et al. 1997; MALLAKIN et al 1999). Além disso, j4 é
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conhecido que os HPAs podem causar alteracfes genéticas nas microalgas (BEN
OTHMAN et al.,, 2023). Dentre elas, pode haver a reducdo da sintese de DNA,
diminuindo a porcentagem de células que iniciam a mitose e que séo capazes de se
reproduzir (CEREZO; AGUSTI, 2015). Para que isso aconteca, as células tendem a
se manterem estagnadas na fase S do ciclo celular, fase na qual ocorre a sintese de
DNA para replicagdo. MULLER et al (2008) também explicitou resultados similares
guando cultivou células de Emiliana huxleyi sob condi¢cbes de limitacdo de fésforo,
fazendo com que a divisdo celular se prolongasse na fase G1 do ciclo celular, que
antecede a fase S, causando assim uma diminuicdo da taxa de crescimento das
culturas. MULLER et al (2021) utilizou um modelo de regressdo para calcular a
concentracdo em que a taxa de crescimento seria reduzida em 50% (ErC50),
resultando em um valor de cerca de 2800 ng L. Porém, utilizando o mesmo éleo, a
reducéo de 50% da taxa de crescimento se deu na concentracdo de 1704,75 ng L.
Isso pode ter sido causado pela presenca dos 3 HPAs extras, que possuem peso
molecular maior, principalmente o benzo[a]pireno, que é considerado um, ou senao
0 mais toxico do mundo (JUNG et al. 2010). Claro que, apesar de outros HPAs (e.qg.
Naftaleno, acenafteno e fluoreno) serem menos toxicos para as microalgas (BEN
OTHMAN et al., 2023), o papel dos efeitos sinergéticos e aditivos dos HPAs de baixo
e alto peso molecular ndo deve ser descartado, podendo também ser responséavel

por efeitos que causem a diminuicdo da reprodutibilidade das células.
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Figura 4: Médias com desvio padrédo das taxas de crescimento das 3 amostras para o experimento 1 (n = 3).

Para fortalecer a inferéncia supracitada, foi verificada a porcentagem da
presenca de cada fase da vida nas culturas. Com os resultados pode-se notar que
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com o aumento da concentracdo de HPAs no meio de cultura, ha o aumento da
porcentagem de células do tipo cocoide nas culturas, havendo um aumento
significativo de 47% (p < 0,05) entre a FSA de 0% e o de 100%. Entre a amostra
com nenhuma concentracdo e a intermediaria, 0 aumento na porcentagem de
células do tipo cocéide foi de 20% (p < 0,05). Em Durusdinium glynnii, o estagio da
vida que antecede a mitose € o coccoid (LAJEUNESSE et al. 2012). Segundo o
autor, antes de realizar a divisdo, a célula no formato mastigote libera o flagelo e
cessa a natacao, sofrendo uma rapida transformacéo para a forma cocoide, fase na
qual ocorre a replicacdo do DNA. Assim, o aumento da porcentagem de células da
forma cocoéide nos tratamentos pode compactuar com inferéncia de que ha um
prolongamento da fase S do ciclo celular. Os valores completos das analises

estatisticas para as porcentagens encontram-se listados na legenda da Figura 5.
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Figura 5: Porcentagens entre tipos de célula mastigote, cocoide e nao identificadas. Mastigote 0% FSA x 50%
FSA (n = 3, t= 10,65 e p < 0,05), Mastigote 0% x 100% (n = 3, t = 10,35, p < 0,05), cocdide 0% x 50% (n =3, t=
12,46, p < 0,05), cocdide 0% x 100% (n = 3, t = 12,96, p < 0,05), ndo identificadas 0% x 50% (n=3,t=0, p >
0,05), ndo identificados 0% x 100% (n = 3, t = 0,90, p > 0,05).

As células de durusdinium glynnii com formato mastigote possuem um
tamanho médio entre 4 e 8 um, podendo variar entre as espécies (BLANK; HUSS,
1989), ja células com o formato cocoide possuem um tamanho entre 6 e 13 um,
sendo caracterizadas por um formato esférico. Dessa forma, a predominancia de
células do tipo cocéide nas amostras com maior porcentagem de FSA fez com que
houvesse uma alteracdo significativa no aspect ratio (p < 0,05), havendo um

aumento de 0,84 no tratamento de 0% para 0,97 no tratamento de 100%. E
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importante ressaltar que o valor maximo deste parametro é de 1, que indica o mais
préximo de uma esfera. Os dados estatisticos completos encontram-se na legenda

da Figura 6.
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Figura 6: valores médios com desvio padréo do aspect ratio para o experimento 1. Aspect ratio 0% x 50% (n = 3,
t = 3,67, p < 0,05), aspect ratio 0% x 100% (n = 3, t = 12,24, p < 0,05).

No experimento 2, pode-se notar pelos graficos na Figura 7, que a grande
maioria das culturas se mantiveram em crescimento exponencial durante todo o
experimento. As réplicas de niumero 3 e 4 do tratamento de 100% possuiram um
crescimento exponencial menos acelerado (Fig. 7 C.), indicando assim que apenas
parte das culturas conseguiram se recuperar. O que expressa isso no grafico sdo as

curvas de crescimento, onde a diferenga entre a inclinacédo é nitida.
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Figura 7: graficos de densidade populacional do experimento 2. A) tratamento 0%; B) tratamento 50%; C)
tratamento 100%.

Quanto a taxa de crescimento, as médias de cada tratamento foram 0,489 +
0,07, 0,418 + 0,02 e 0,352 * 0,17, para os tratamentos de 0%, 50% e 100%,
respectivamente. Os tratamentos de 0% e 50% n&o apresentaram diferenca
significativa (n = 4, t = 1,95 e p > 0,05), assim como os de 0% e 100% (n =4, t =
1,49 e p > 0,05). Porém, apesar de ndo apresentar diferenca, é notavel que o
tratamento de 100% de FSA néo se recuperou tdo bem quanto o de 50%, por conta
do alto desvio entre as réplicas (DP = 0,17). Assim, dentro do tratamento de 100%,
certas réplicas ndo apresentaram uma boa capacidade de recuperacéo. Isso pode
acontecer por conta de células ainda ndo recuperadas dentro das culturas, fazendo
com que as taxas de crescimento de duas réplicas diminuissem, aumentando assim
o desvio padréo. A néo recuperacéo das réplicas pode ser um sinal de que os HPAs
presentes na FSA ocasionaram danos genéticos que sdo passiveis de transferéncia
ao longo das geracGes subsequentes (MULLER et al. 2021). As réplicas do
tratamento de 50% se mantiveram crescendo exponencialmente (Figura 7 B). Assim,
crescendo bem e ndo havendo diferenca estatistica na taxa de crescimento, pode-se

dizer que houve uma recuperacéo do tratamento de 50%.
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Figura 8: médias com desvio padrao das taxas de crescimento para o experimento 2 (n = 4).

Apesar de visivelmente recuperada, a porcentagem de células do tipo
mastigote dos tratamentos de 0% e 50% apresentaram diferencas significativas (n =
4,t=2,66, p <0,05), com valores médios de 60 + 2,08 e 57 + 2,04, respectivamente.
Por outro lado, os valores de porcentagem de cocéide ndo apresentaram diferenca
significativa (n = 4, t = 0,57, p > 0,05), com valores médios de 36 + 2,3 e 37 + 2,05
para os tratamentos de 0% e 50%, respectivamente. Levando em consideracao os
valores estatisticos, nem as porcentagens de células do tipo cocodide (n = 4, t=0,19,
p > 0,05) e mastigote (n = 4, t = 2,07, p > 0,05) do tratamento de 100% possuiram
diferenca em relagcdo ao tratamento de 0%. Entretanto, sabe-se pelas curvas e
valores de crescimento que ndao houve a recuperacdo total deste tratamento. As
meédias da porcentagem de células mastigote e cocoide foram de 53 + 7,10 e 36 + 2,
respectivamente. Nota-se o alto desvio entre as réplicas na porcentagem de
mastigote, causado principalmente por uma das duas réplicas que ndo cresceram
corretamente no experimento 2. Nao se sabe ainda o que houve com a outra réplica
para que ela exercesse influéncia sobre o desvio da média. Os valores médios de
porcentagem de células néo identificadas aumentaram com o tratamento, todos
possuindo diferenca significativa em relacdo ao tratamento de 0%, mais uma vez
com o tratamento de 100% possuindo o maior desvio. Isso pode ter acontecido por
conta de células ainda em recuperagdo que possuiam formas identificaveis,
possuindo maior porcentagem no tratamento de 100%, que se recuperou

parcialmente.
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Figura 9: Porcentagens dos tipos de células mastigote, cocoide e nado identificadas para o experimento 2.
Mastigote 0% x 50% (n = 4, t = 2,66, p < 0,05), mastigote 0% x 100% (n =4, t = 2,07, p > 0,05), coc6ide 0% x
50% (n =4,t=0,57, p > 0,05), cocoide 0% x 100% (n =4, t=0,19, p > 0,05), ndo identificadas 0% x 50% (n = 4,
t=7,02, p <0,05) e ndo identificadas 0% x 100% (n = 4,t= 2,46, p < 0,05).

As médias do aspect ratio ndo possuiram diferenca significativa, o que
matematicamente falando indicaria uma recuperacdao dos tratamentos previamente
contaminados. Entretanto, o valor do aspect ratio do tratamento de 100% apresentou
um valor maior, resultado da recuperagéo parcial e menor porcentagem de células

do tipo mastigote, que causam uma diminuigdo no valor do aspect ratio.
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Figura 10: valores médios com desvio padrdo do aspect ratio para o experimento 2. Aspect ratio 0% x 50% (n =
4,t=0, p>0,05) e aspect ratio 0% x 100% (n =4,t=1,41, p > 0,05).
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Para complementar os dados do experimento 1 e 2, foram realizadas analises
isotopicas e elementares para ver como se daria a assimilacdo dos componentes do
petréleo cru. De acordo com resultados do isétopo de carbono e dos valores de
carbono e nitrogénio pode-se saber se os compostos do petréleo foram incorporados
ativamente ou passivamente pelas células (MULLER et al 2021). Com diminui¢do da
assinatura do 3C e aumento da razdo C/N, pode-se dizer que os compostos foram
incorporados passivamente no interior das células. Caso a razdo C/N permaneca
constante, os compostos do petroleo cru foram incorporados ativamente pelas
células. Os dados obtidos nas andlises sao controversos, e indicam contaminacao
por carbono inorganico (BRUNET et al. 2005) na amostra do tratamento de 100%,
na qual a andlise foi repetida para confirmacéo do valor, que foi mais positivo, com
valores de -7,90 %o e -8,08 %.. Ndo se sabe como pode ter ocorrido essa
contaminacdo, por conta do processo de descarbonatacdo. Talvez, enquanto as
amostras estavam na estufa (inicialmente sé para elas), amostras podem ter sido
inseridas, fazendo com que compostos evaporassem de outras amostras e
contaminassem o experimento. O valor de 0% FSA do experimento 1 foi de -23,74
%o, contrariando os valores da assinatura em condi¢gdes controladas descritas por
MULLER et al (2021) e HOINS et al. (2016), que sdo de aproximadamente -14,15 %o,
indicando assim contaminacdo da amostra. Entretanto, o tratamento de 0% do
experimento 2 apresentou o valor normal supracitado. Em resumo, apenas as
amostras FSA 50%, tratamento 50% e tratamento 0% possuem dados confiaveis.
Em teoria, com maiores valores de HPA, a assinatura de '3C deveria ser mais
negativa, indicando maior acumulacdo dos componentes do petrdleo nas algas
(MULLER et al 2021). Porém, na amostra 100% FSA o valor foi mais positivo,
indicando assim que houve um erro na analise, processamento da amostra, ou
algum tipo de contaminacdo. A concentracdo de 50% FSA apresentou um valor de
13C mais negativo, aproximando-se da faixa relatada por YEH e EPSTEIN (1981)
para o petréleo cru (-32,5 %o a -23,3 %o). No tempo de incubagéo destinado para o
experimento 2, de recuperacéo, observa-se que o valor de *C do tratamento 50%,
até entdo com a taxa de crescimento recuperada aumentou 1,84 %o, sendo também
um possivel indicador de recuperacdo. Porém, para saber se a espécie é capaz de
retornar a sua assinatura isotopica “normal”, € necessario mais tempo de incubagao
para a recuperacao, realizando amostragens semanais para monitorar a assinatura

isotopica.
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Tabela 4: Valores de C/N, d'3C e &N para os dois experimentos

Amostra C/N o13C O'°N
(mol:mol) (%o) (%o)
Branco do filtro - -27,25 -
FSA 0% - -23,74 -
FSA 50% 4,75 -22,85 5,58
FSA 100% - -20,30 -
Tratamento 0% 5,55 -14,94 1,60
Tratamento 50% 5,45 -21,90 2,13
Tratamento 100% 5,89 -8,08 1,84
Tratamento 100% (repeticdo) 6,35 -7,90 1,71

A diferenca expressiva entre as taxas de crescimento do controle dos dois
experimentos (0,66 d*e 0,48 d!) pode se dar por conta da diferenca de tratamento
entre eles, fazendo com que ndo haja a possibilidade de realizacdo de uma analise
comparativa entre os dois experimentos deste trabalho. A 4gua do mar na qual
foram adicionados os nutrientes do meio de cultivo do experimento 1 possuia
salinidade maxima de 40 para o controle, 37,5 para 0 50% FSA e 35 para o 100%
FSA, enquanto no experimento 2 a salinidade foi de 35 para todas as amostras.
SIDDIQUA (2021) descreve o crescimento de Symbiodinium sp. em diferentes
salinidades, observando que na salinidade de 40 houveram as maiores densidades
de células nas culturas, maior eficiéncia na fotossintese e maiores concentracdes de
clorofila a. Entre as salinidades de 30 e 50 ndo houve diferenga significativa nos
valores de taxa de crescimento. Porém, o maior valor da taxa de crescimento foi o
da cultura que foi cultivada em salinidade 40. Comparado com o experimento 1, os
valores das taxas de crescimento no experimento realizado por MULLER et al (2021)
foram menores do que os deste trabalho, e a concentragcéo que diminuiria em 50% a
taxa de crescimento de foi maior. Os valores de aspect ratio do trabalho supracitado

se mantiveram abaixo de 0,90, enquanto os deste trabalho foram acima, indicando
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assim um maior impacto na reproducéo, podendo ser resultado da prolongacéo do
ciclo celular em um maior nimero de células. Em relacéo as porcentagens do tipo de
célula presente nas culturas, os dois trabalhos possuiram resultados bastante
semelhantes. O petroleo € famoso por possuir concentracfes de numeros de HPAs
bastante variados, e dificiilmente ird se encontrar amostras de petroleo com perfis
cromatograficos iguais (CLAYTON, 2005). Observando os perfis de HPAs para os
dois trabalhos (Fig. 2), observa-se que a proporcdo entre os HPAs é parecida.
Porém, devido a metodologia, a agua do mar entrou em contato com uma superficie
maior do 6leo cru, sendo 0 motivo que provavelmente resultou no aparecimento de 3
HPAs de maior peso molecular, um deles sendo considerado o mais téxico para as
microalgas (BEN OTHMAN et al., 2023). Com isso, o0s efeitos sinergéticos e aditivos
entre 0s compostos, o0 potencial mutagénico e carcinogénico dos HPAs (PASHIN;
BAKHITOVA, 1979) e a presenca de HPAs de pesos moleculares maiores e mais
toxicos podem ter sido responsaveis pela intensificacdo dos efeitos quando
comparados ao trabalho de MULLER et al. (2021).

5 CONCLUSAO

O aumento da concentracdo de HPAs no meio de cultivo de Durusdinium
glynnii causa uma diminuicdo da taxa de crescimento, associada a um aumento no
aspect ratio, sendo resultado de uma possivel alteracdo no ciclo celular. Devido a
contaminacdes/ erros analiticos, ndo pode ser constatada a bioacumulacdo dos
compostos do petréleo cru em todas as amostras, apenas na concentracao de 50%,
que apresentou valores de '3C mais negativos e préoximos ao do petréleo cru. No
tratamento de 100%, foram observados efeitos crénicos mais prolongados, refletindo
na capacidade de reproducdo e acumulacdo dos compostos em geracoes futuras,
presumivelmente causado pelo potencial mutagénico/carcinogénico dos HPAs
presentes no petroleo cru. A ndo-recuperacao do tratamento de 100% € um sinal de
gue pode haver danos genéticos que podem ser transferidos ao longo das geracoes.
Porém, como uma forma de esperanca para o ambiente, a espécie Durusdinium
glynnii & sim passivel de recuperagdo a um derramamento de petréleo, avaliando

claro cada caso, composi¢éo e concentracao dos compostos presentes no local.
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6 FUTUROS PASSOS
Posteriormente, para sanar as lacunas deixadas, objetiva-se prolongar o

tempo do experimento 2 (recuperacado), visando assim determinar o numero de
geracdes necessérias para que se haja a recuperagdo, de acordo com a
concentracdo e composicdo especifica dos HPAs. Além disso, realizar repeticbes
das analises isotOpicas que, infelizmente, ndo foi possivel obter dados concretos
neste trabalho. Além disso, investigar um parametro adicional, como concentracéo
de clorofila ou eficiéncia fotossintética seria interessante para complementar os
resultados. Por fim, devido o resultado n&o significativo entre as taxas de
crescimento, tornando-se assim inconclusivo, faz-se necessario a adicdo de
indicadores de recuperacdo, ou seja, parametros além da taxa de crescimento que

indiquem a recuperacao da espécie.
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