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RESUMO

O potencial biotecnologico das diatomaceas esta cada vez mais reconhecido devido a produgao
de compostos de interesse, entre eles a fucoxantina por exemplo, utilizada na indistria
alimenticia, farmacéutica e na aquicultura, devido aos seus beneficios nutracéuticos. Dentre as
diatomaceas, Phaeodactylum tricornutum se destaca por ser organismo-modelo para explorar
processos fotobioldgicos fundamentais e que levem a produgdo deste composto. Investigar
como diferentes doses de energia luminosa afetam os mecanismos de captacao da luz, eficiéncia
fotossintética e fotoprotegdo, ¢ crucial para entender como as radiagdes fotossinteticamente
ativa (PAR) e ultravioleta (UVR) influenciam o crescimento e outras atividades metabolicas
em P. tricornutum. No primeiro trabalho foi utilizado a Lei de Bunsen-Roscoe para
determinagdo de diferentes doses de energia luminosa (irradiancia x fotoperiodo) somente com
PAR. Maiores concentragdes de clorofila-a, fucoxantina e diadinoxantina foram influenciadas
por baixa irradiancia, enquanto os parametros de fluorescéncia, a diatoxantina e os genes que
regulam o ciclo das xantofilas foram potencializados pelas maiores doses de energia luminosa.
Além disso, foi encontrado um padrao de transcri¢do entre as isoformas dos genes zeaxantina
epoxidase (ZEPI e ZEP?2) assim como nas isoformas dos genes violaxantina de-epoxidase-like
(VDL1 e VDL?2). Este estudo demonstrou que tanto as doses quanto as irradidncias afetam as
respostas de fotoprotecdo e fotoaclimatacdo. No segundo trabalho, a mesma Lei foi aplicada,
mas para UVR. O aumento da dose de UVR apresentou efeitos negativos nos parametros de
fotossintese e no teor dos pigmentos envolvidos no processo de captacdo de luz. A diatoxantina
e 0 aumento na regulacdo dos niveis de transcritos dos genes VDE, VDLI e VDL2, promoveu
uma tentativa de ativar mecanismos de fotoprotecao, sugerindo uma modifica¢cdo na capacidade
de P. tricornutum em responder ao estresse luminoso. Estudar a regulagdo dos mecanismos de
fotoprotecao a nivel fisioldgico e molecular da biossintese de fucoxantina em P. tricornutum ¢
de grande importancia para a otimiza¢ao da producao desse pigmento de alto valor comercial.
A medida que o conhecimento sobre a produgio de carotenoides se expande, novas estratégias
de cultivo podem ser desenvolvidas para maximizar a produgdo desse composto natural com
potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Aquicultura, estresse luminoso, fotossintese, microalga, nivel de transcritos.



ABSTRACT

The biotechnological potential of diatoms is increasingly recognized due to the production of
compounds of interest, including fucoxanthin, for example, which is used in the food,
pharmaceutical, and aquaculture industries due to its nutraceutical benefits. Among diatoms,
Phaeodactylum tricornutum stands out as a model organism for exploring fundamental
photobiological processes that lead to the production of this compound. Investigating how
different light energy doses affect light capture mechanisms, photosynthetic efficiency, and
photoprotection is crucial to understand how photosynthetically active radiation (PAR) and
ultraviolet radiation (UVR) influence the growth and other metabolic activities in P.
tricornutum. In the first study, the Bunsen-Roscoe Law was used to determine different light
energy doses (irradiance x photoperiod) with only PAR. Higher concentrations of chlorophyll-
a, fucoxanthin, and diadinoxanthin were influenced by low irradiance, while fluorescence
parameters, diatoxanthin, and genes regulating the xanthophyll cycle were enhanced by higher
light energy doses. Additionally, a transcription pattern was found among the isoforms of
zeaxanthin epoxidase genes (ZEPI and ZEP2) as well as in the isoforms of violaxanthin de-
epoxidase-like genes (VDL1 and VDL?2). This study demonstrated that both doses and irradiance
levels affect photoprotection and photoacclimation responses. In the second study, the same
Law was applied, but for UVR. Increasing UVR dose had negative effects on photosynthesis
parameters and the content of pigments involved in the light capture process. Diatoxanthin and
the upregulation of transcript levels of VDE, VDLI, and VDL2 genes promoted an attempt to
activate photoprotection mechanisms, suggesting a modification in P. tricornutum capacity to
respond to light stress. Studying the regulation of photoprotection mechanisms at the
physiological and molecular levels of fucoxanthin biosynthesis in P. tricornutum is of great
importance for optimizing the production of this high-value commercial pigment. As
knowledge about carotenoid production expands, new cultivation strategies can be developed
to maximize the production of this naturally occurring compound with biotechnological
potential.

Keywords: Aquaculture, microalgae, high light stress, photosynthesis, transcript level.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL
1.1 MICROALGAS NA AQUICULTURA

A aquicultura desempenha um papel crucial em diversos aspectos, contribuindo
significamente para a economia global, a seguranca alimentar, a conservagdo dos recursos
naturais e o desenvolvimento sustentavel. Com a populagao global em constante crescimento,
a demanda por alimentos nutritivos e acessiveis aumenta exponencialmente, ¢ neste caso, a
aquicultura se torna uma resposta a crescente demanda global por alimentos provenientes de
ambientes aquaticos (FAO, 2022).

As microalgas sdo um grupo diversificado de organismos unicelulares fotossintetizantes
e representam um recurso valioso na aquicultura. Estes micro-organismos desempenham um
papel fundamental na fotossintese devido a sua capacidade de adaptacdo a condi¢cdes ambientais
extremas, alta produtividade e capacidade de absorver diéxido de carbono (COz), sendo
responsdveis por produzir grande parte do oxigénio atmosférico através da fotossintese
oxigénica (BARSANTI et al., 2008). As microalgas sdo uma fonte rica em nutrientes como
proteinas, lipideos, vitaminas e carotenoides, por exemplo, sendo especialmente adequados
como alimento vivo para larvas de peixes, camardes € moluscos. Seu tamanho microscopico
permite a ingestdo eficiente, fornecendo os nutrientes essenciais necessarios para crescimento
inicial dos animais que as recebem como alimento (DERNER et al., 2006).

Além disso, as microalgas tém a capacidade de absorver nutrientes em excesso, como
nitrogénio e fosforo, presentes nos efluentes da aquicultura, tornando-as uma solucao eficaz
para mitigar a poluicao e melhorar a qualidade da 4gua (RIZWAN et al., 2018). A utilizacao de
microalgas no tratamento de efluentes da aquicultura representa uma abordagem inovadora e
ambientalmente amigéavel para lidar com os residuos gerados pela produgao aquicola (BORGES
et al.,2005; MAGNOTTI et al., 2015). Essa pratica também pode gerar beneficios economicos
adicionais, transformando os residuos em recursos uteis, sendo uma estratégia que se alinha
com os principios da aquicultura sustentdvel e oferece um potencial significativo para a

industria aquicola e o meio ambiente (TROELL et al., 2023).
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1.2 DIATOMACEAS E PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM

As diatomaceas (Classe Bacillariophyceae) constituem um grupo significativo de
microalgas fotossintetizantes tipicamente abundantes em ecossistemas marinhos e dulcicolas e
possuem parede celular composta por uma frustula de silica (BRODRICK et al. 2019).

Dentro deste grupo, o género Phaeodactylum é composto por apenas uma espécie,
Phaeodactylum tricornutum (Fig. 1). Trata-se de uma diatomacea penada marinha que vem
ganhando atencdo especial devido a sua facilidade de cultivo e a sua capacidade de sintetizar
compostos naturais que sdo utilizados em muitas aplicagdes biotecnoldgicas (FALCIATORE,
2020). Dentre esses compostos, se destaca a producao de acidos graxos poli-insaturados da
familia 6mega-3 (4cido eicosapentaenoico, por exemplo) (LOPES et al., 2019, CONCEICAO
et al., 2020) e de carotenoides (BAUER et al., 2019), ambos com propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias e anticancerigenas (LIU et al., 2016; ANDRADE et al., 2018; LOPES et al.,
2020).

Figura 1. Fotografia da diatomacea Phaeodactylum tricornutum CCAP1055/1.

Fonte: Laboratoério de Cultivo de Algas (2021)
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Os carotenoides sdo metabdlitos secundarios e formados por quarenta atomos de
carbono, e podem ser classificados em dois grupos: os carotenos (estrutura quimica composta
somente por hidrocarbonetos) e as xantofilas (carotenos oxigenados) (KUCZYNSKA et al.,
2015). As diatoméaceas apresentam oito tipos de carotenoides (Fig. 2) em sua composi¢cao como
0 [p-caroteno e as xantofilas

zeaxantina, violaxantina,

diadinoxantina, diatoxantina e fucoxantina (DAMBEK et al., 2012).

anteraxantina, neoxantina,

Figura 2. Carotenoides presentes na microalga Phaeodactylum tricornutum.
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Fonte: adaptado de Lohr e Wilhelm (1999).

Phaeodactylum tricornutum € uma das duas Unicas diatomdaceas cujos genomas foram
completamente sequenciados (BOWLER et al., 2008), sendo isso muito interessante para o
desenvolvimento de estudos genéticos e moleculares que contribuam para avangos em
biotecnologia, sustentabilidade ambiental e compreensao da biologia dessa diatomécea marinha
(FALCIATORE et al., 2020).

Além das aplicacdes biotecnologicas, o sucesso ecoldgico das diatomaceas,
especialmente para as espécies planctonicas, esta sujeito a mudancas constantes devido a
turbuléncia da 4gua. Também, as células estdo expostas a diferentes intensidades de luz e
espectros luminosos, dependendo da profundidade em que se encontram (KUCZYNSKA et al.,

2015).
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1.3 RADIACAO

A luz solar desempenha um papel fundamental como a principal fonte de energia
luminosa para os organismos fotoautotroficos. A radiacdo solar, que inclui a Radiagdo
Fotossinteticamente Ativa (PAR) e a Radiagao Ultravioleta (UVR) sdo alguns dos fatores que
influenciam no desenvolvimento das microalgas. A PAR ¢ definida como a faixa de radiacao

eletromagnética entre 400 e 780 nm (Figura 3) e corresponde a luz visivel (TUCHIN, 2015).

Figura 3. Esquema grafico do espectro luminoso.

p-rays X-rays | UV [V IR THz MW RW

Dominating type of interaction with matter
- , . . :

- Y .
. . -7 . .o 4 Y ~ ~ ~ ~
lonization .. -~ Dissociatigh AN S SO
- : o ~Vibrational and rotational
e ,/Electronic excitation' ibra ong. a d rotationa
_- -~ 7 ~  excération
-~ I (e L >
T T T 11 am =
I I [ Ial 1
> | o lml < |8lel § | < Iml N
=i
= = 121 2 glalga =R~ -~ =
I I~ (N g 1
| o 10 M L
100 200 280 315 400 450 490 560 580 630 T00 T8O 1400 30005000 30000 3000000 nm

Fonte: Tuchin (2015).

Essa faixa especifica de comprimentos de onda engloba as frequéncias de luz mais
eficazes que sdo absorvidas pelos pigmentos presentes nas microalgas para realizar a
fotossintese (VALLE et al., 2014). No caso das diatomdaceas marinhas, que contribuem
significativamente para a produtividade primaria nos oceanos (cerca de 40%), enfrentam uma
grande variabilidade na disponibilidade de luz para o crescimento (SERODIO; LAVAUD,
2020). A medida que a luz solar penetra na dgua (Fig. 4), os comprimentos de onda mais longos,
como o vermelho (630 nm) por exemplo, sdo absorvidos rapidamente pela dgua, resultando em
uma composi¢do espectral diferente em profundidades variadas. As diatomaceas que vivem
proximas a superficie da 4gua, absorvem uma luz enriquecida em comprimentos de onda
vermelho, enquanto aquelas que s3o encontradas em aguas mais profundas, absorvem os
comprimentos de onda mais curtos, como a luz azul (450 nm) (DUCHENE et al., 2023). Por
outro lado, a UVR (Fig. 3) inclui trés comprimentos de onda: UV-A (320-400 nm), UV-B (280-
320 nm) e UV-C (100-280 nm) que apresentam diferentes niveis de energia e causam diferentes

impactos nas células das diatoméceas. A UV-A ¢ considerada menos prejudicial que a UV-B e
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a UV-C, mas todas podem afetar de alguma forma a fotossintese e a capacidade das diatomaceas

de se aclimatar as condi¢des de luz variaveis (JIN et al., 2023).

Figura 4. Composiciao do espectro luminoso em funcio da profundidade da agua do mar.
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Fonte: Kuczynska ef al. (2015).

1.4 EFEITOS DA PAR E UVR NA FOTOSSINTESE

A absor¢cdo de luz pelas diatomaceas ¢ mediada principalmente pelos pigmentos
fotossintetizantes. A fucoxantina, que ¢ o pigmento predominante responsavel pela coloragao
marrom das diatomdceas, encontra-se associada as clorofilas (a e ¢) formando um complexo
proteico conhecido como fucoxantina-clorofila a/c (FCP) (GELZINIS et al., 2015). Esse
complexo estd localizado nas membranas tilacoides do cloroplasto, onde ocorre a fase
fotoquimica da fotossintese, desempenhando um papel crucial na captagdo de luz (Fig. 5)
(NIKOLAOU et al., 2016). Os pigmentos fotossintetizantes captam a luz que se encontra na
faixa PAR e a convertem em energia quimica, a qual é utilizada para fixar o CO; e produzir

biomassa (LEPETIT et al., 2017). Entretanto, a exposicdo a UVR pode ter implicagdes
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significativas na fotossintese ¢ no desempenho das diatoméceas, uma vez que os processos de

fotoinibigdo e fotoprotecdo podem ser afetados (COSTA et al., 2012; VALLE et al., 2014).

Figura 5. Localizacao dos pigmentos fotossintéticos presentes no FCP.
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Fonte: Kuczynska ef al. (2015).

A energia luminosa absorvida provoca a excitagdo da clorofila, passando do estado
fundamental (Chl) para o estado excitado (Chl*) no complexo antena (Fig. 6) e pode retornar
ao estado original a partir de alguns caminhos diferentes. Dentre esses caminhos, a dissipagao
fotoquimica (reagdes quimicas) € um mecanismo que redireciona a energia luminosa absorvida
para processos fotoquimicos nao relacionados a fotossintese, como a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (LEPETIT et al., 2022). Este tipo de dissipagcdo ¢ geralmente
considerado um processo indesejado na fotossintese, pois representa uma perda de energia
luminosa que poderia ser utilizada na sintese de compostos organicos e ocorre quando a
capacidade e assimilagdo do CO> esta limitada (CESSNA et al., 2010).

A energia também pode ser dissipada em forma de calor (dissipagdo ndo-fotoquimica,
NPQ), por um mecanismo de prote¢do essencial realizado pelos carotenoides envolvidos no
ciclo das xantofilas, pois ajuda a evitar danos foto-oxidativos causados pelo excesso de luz

(fotoinibicdo) (LEPETIT et al., 2017; BRODDRICK et al., 2019). Desta maneira, a quantidade
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de energia luminosa ¢ reduzida pelo complexo de captacdo de luz e assegura que haja energia
suficiente para conduzir as reagdes fotoquimicas necessarias no processo de assimilagdo de CO>
(WAGNER et al. 2016). Essas mudancas podem ser identificadas por meio de alteragcdes na
medicao de alguns parametros de fluorescéncia da clorofila-a. A fluorescéncia (F) € o resultado
do processo de re-emissdo de energia luminosa absorvida pelas moléculas de clorofila durante
a fotossintese (MASOJIDEK et al., 2013). Alguns pardmetros de fluorescéncia podem ser
calculados, incluindo o rendimento quantico maximo do PSII (F/Fm), o qual representa a
eficiéncia maxima da fotossintese e pode ser utilizado como indicador de fotoinibigdo; o
rendimento quantico efetivo do PSII (Y1), que fornece informagdes sobre a eficiéncia sobre a
captagdo de luz, sendo utilizado como indicador de aclimatag¢do as condi¢cdes ambientais; € a
taxa de transporte de elétrons (ETR), que esta relacionada com a capacidade fotossintetizante

(MALAPASCUA et al. 2014).

Figura 6. Esquema grafico da absorciio de luz durante a excitacdo da clorofila no complexo
antena.
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Fonte: adaptado de Cessna et al. (2010).

Durante as variagdes de energia luminosa (Fig. 7), as diatoméceas buscam equilibrar
a absorcao de energia da radiagdo com a prote¢do contra danos foto-oxidativos. Embora se
tenha consciéncia dos efeitos adversos do estresse luminoso nas trocas gasosas, teor de
clorofila, ultraestrutura dos cloroplastos e atividade enzimdtica, a resposta do aparato
fotossintético a esse tipo de estresse ainda requer estudos mais aprofundados (LEPETIT et al.,

2022).
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Figura 7. Esquema grafico do efeito da radiacio solar absorvida para fotossintese ou dissipada.
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Fonte: adaptado de Cessna ef al. (2010).

1.5 FOTOINIBICAO E FOTOPROTECAO

A fotoinibicdo e a fotoprote¢do sdo dois processos relacionados a resposta de
organismos fotossintéticos as condi¢des de luz variaveis. Esses processos tém efeitos opostos e
desempenham papéis importantes na adaptacdo e sobrevivéncia das microalgas em diferentes
condi¢des luminosas (MASOJIDEK et al., 2013).

A fotoinibi¢do ocorre quando ha exposi¢do das microalgas a irradiancias muito altas.
Neste caso, a luz intensa pode causar danos aos centros de reagao Pesso € P700 (Fotossistema Il e
Fotossistema I, respectivamente), levando & sua inativagdo ou na reducdo da eficiéncia
fotossintética e na producdo de oxigénio, o que pode prejudicar o crescimento e a sobrevivéncia
das microalgas (FISHER et al., 2020).

A fotoprotecao € a resposta das microalgas para evitar ou minimizar os danos causados
por este excesso de energia. Uma das estratégias mais comuns nesse processo, envolve o NPQ,
que ¢ o mecanismo de dissipagdo de energia na qual o excesso € convertido em calor e que esta
associado ao estado de de-epoxidagdo dos carotenoides envolvidos no ciclo das xantofilas e
ajuda a proteger os centros de reacao contra potenciais danos (LOHR; WILHELM, 2001). Além
disso, a produgdo de substancias antioxidantes também desempenha um papel fundamental na
neutralizagdo dos radicais livres gerados pela luz excessiva (CHALLABATHUL et al., 2018).

Na microalga P. tricornutum, foram identificados dois tipos de ciclo de xantofilas: o
ciclo da violaxantina-zeaxantina (VAZ, Fig. 8A) e o ciclo da diadinoxantina-diatoxantina (Ddx-
Dtx, Fig. 8B) (KUCZYNSKA et al., 2015), sendo este Gltimo o mais eficiente em termos de
dissipacao de energia em diatomaceas (LOHR; WILHELM, 1999, PAJOT et al., 2023).
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Figura 8. Ciclos VAZ (A) e Ddx-Dtx (B) em P. tricornutum.
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Quando o ciclo Ddx-Dtx ¢ ativado, as diatomaceas reduzem o nimero de centros de
reacdo abertos no PSII, limitando a absor¢do de energia luminosa e reduzindo o risco de
fotoinibig¢do (KUCZYNSKA et al., 2020; SEYDOUX et al., 2022). Em condigdes de alta
irradiancia, a diadinoxantina (Ddx) é convertida em diatoxantina (Dtx) pelas isoformas da
enzima violaxantina de-epoxidase (VDL, VDLI1 e VDL2) e caso haja baixa iluminacdo ou
auséncia de luz, ocorre a reagdo inversa, onde a Dtx é convertida em Ddx através das isoformas
da enzima zeaxantina epoxidase (ZEP1, ZEP2 e ZEP3). Desta maneira, as moléculas de Dtx e
Ddx se ligam as proteinas de captacdo de luz (FCP), sendo precursores da fucoxantina (Fx)
(CELLA et al., 2023).

Embora o ciclo das xantofilas responda principalmente a PAR, a Dtx pode oferecer
alguma protecao contra a UVR. Isso ocorre porque esse pigmento € capaz de absorver e dissipar
parte da radiagdo que ¢ prejudicial, reduzindo seu impacto nas células (ANDREASSON;
WANGBERG, 2007). As diatomaceas frequentemente empregam multiplos mecanismos de
fotoprotecdo simultaneamente, além do ciclo das xantofilas, elas podem produzir outros
pigmentos que absorvem UVR e enzimas que reparam danos no DNA. Esses mecanismos
funcionam em conjunto para fornecer uma defesa abrangente contra a UVR e outras formas de
radiagdo de alta energia (HALAC et al., 2009). A resposta do ciclo das xantofilas em
diatomaceas também pode depender do contexto ambiental. Em alguns casos, o aumento da
UVR pode estar correlacionado com condigdes de alta luminosidade, semelhantes a PAR.
Nessas condigdes, P. tricornutum pode ativar o ciclo das xantofilas para se proteger tanto do

excesso de UVR quanto de PAR (SHI et al., 2017).
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1.6 JUSTIFICATIVA

Os efeitos da PAR ¢ UVR descritos anteriormente, além de ocorrerem em condig¢des
naturais, também tém sérias consequéncias em se tratando dos cultivos de microalgas e dos
diversos sistemas aplicados para essa finalidade, incluindo os cultivos sob condigdes de
iluminacdo in natura e aqueles sob iluminacdo artificial. Diferentes condi¢des de luz podem
induzir estresse em diatomaceas, levando a producdo de compostos especificos, muitos deles
de interesse industrial. Compreender como a intensidade luminosa e o fotoperiodo afetam essas
respostas ao estresse pode auxiliar na produgdo desses compostos.

Neste caso, a Lei de Reciprocidade de Bunsen-Roscoe (BUNSEN; ROSCOE, 1859) por
exemplo, ¢ uma relagdo fundamental na fotobiologia que relaciona a taxa fotossintética com o
fotoperiodo e a intensidade luminosa. Essa lei ¢ importante para entender como as condi¢des
de luz afetam o crescimento e a produtividade das microalgas em cultivos aquaticos, uma vez
que, estabelece que a taxa de fotossintese ¢ proporcional ao produto da intensidade luminosa e
do fotoperiodo. Isso significa que, se a intensidade luminosa aumentar, o tempo de exposi¢ao
necessario para atingir a mesma quantidade de energia luminosa especifica pode ser reduzido e
vice-versa, desde que o produto da intensidade e do tempo permaneca constante.

Aplicando esta lei as culturas de Phaeodactylum tricornutum, que € reconhecida como
um organismo-modelo para estudos fisiologicos e moleculares, pode-se alcangar a uma
compreensdo mais aprofundada de como regimes de luz continua versus luz semicontinua
afetam o crescimento e o metabolismo das diatoméceas. Desta maneira, se justifica um estudo
com abordagens integradas, a fim de se conhecer melhor em como as doses de energia luminosa
podem influenciar a regula¢do da fotoprotecao e produ¢do de fucoxantina, quando associadas

as radiacoes PAR e UVR.
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Objetivo Geral
Avaliar se a fotoprotegdo em Phaeodactylum tricornutum esta vinculada as doses de

energia luminosa ou a irradiancia.

Objetivos Especificos
1. Determinar o efeito de diferentes fotoperiodos (12:12 ¢ 24:00 h) com a mesma
dose de energia luminosa (PAR) no mecanismo de fotoprote¢ao e na produgao

de fucoxantina pela microalga P. tricornutum.

2. Quantificar aspectos relacionados com a fotoprotegdo (mecanismos
fisioldgicos e moleculares) de P. tricornutum com relacdo a tratamentos com
radiagdo ultravioleta (PAR+UVA+UVB) e sem radiagdo UV (PAR), quando

cultivada sob diferentes doses de energia luminosa.

3. Correlacionar a concentracdo de fucoxantina na microalga Phaeodactylum
tricornutum com o fotoperiodo, a quantidade de energia luminosa e as

radiacdes PAR ¢ UVR.
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Abstract

Photosynthetic diatoms are exposed to a rapid and unexpected variations in light intensity that
can modulate the contents of photosynthetic pigments and the carotenoid profile. In this study,
the influence of light availability on photoprotection in the diatom Phaeodactylum tricornutum
was investigated. Experimental cultures were exposed to three irradiances (100, 200 and 400
pmol photons m s!) and two light: dark cycles (12:12 and 24:00 h) that resulted in different
light energy daily doses (D = 4.32 mol photons m™), where the treatments were named in NDxn
(N = amount of daily doses D, and x = photoperiod in hours). The different doses were
compared in terms of cell growth, chlorophyll-a fluorescence, pigment content and gene
transcription levels. Specific growth rate was 1.9-fold higher in 8D24 daily dose (34.56 mol
photons m) with 3 times higher light absorption in comparison to the lowest light energy dose.
Also, at higher light intensities the content of chlorophyll-a, fucoxanthin and diadinoxanthin
was lower, while the regulation of the xanthophyll cycle was achieved by the highest light
energy doses. The transcriptional profiles of ZEPI, ZEP2, VDLI and VDL2 genes were
influenced by the highest light energy doses, on the other hand VDE and ZEP3 genes were
poorly regulated by light. In addition, a similar transcription pattern was found for two isoforms
of ZEP genes as well as in VDL genes. This study demonstrated that light energy doses and
irradiances affect the photoacclimation and photoprotection responses.

Keywords: Diatom; Gene transcript level; High light stress; Non-photochemical quenching;
Photosynthesis.
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2.1 INTRODUCTION

Diatoms are photosynthetic microorganisms found in many environments, and account
for up to 40% of global primary productivity (Serédio and Lavaud, 2020). They are a major
group within chromalveolate algae and their cell walls are predominantly composed of silica
that, together with other nutrients, are important for photosynthetic efficiency (Broddrick et al.
2019). Moreover, they are a natural source of many compounds, including a variety of
pigments, such as chlorophylls and carotenoids, which have specific functions in cellular
metabolism and have attracted biotechnological interest in recent years (Sharma et al. 2021).

Diatoms have eight main types of carotenoids which can be classified into two groups:
carotenes, e.g., P-carotene (P-car); and xanthophylls, represented by zeaxanthin (Zx),
antheraxanthin (Ax), violaxanthin (Vx), neoxanthin (Nx), diadinoxanthin (Ddx), diatoxanthin
(Dtx) and fucoxanthin (Fx) (Kuczynska et al. 2015; Bauer et al. 2019). The marine diatom
Phaeodactylum tricornutum has been recognized as a model organism for physiological and
molecular studies, mainly due to being one of the first microalgae to have its genome sequenced
(Bowler et al. 2008; Nymark et al. 2013; Falciatore et al. 2020). This microalga is also an
interesting candidate for carotenoid commercial production, particularly Fx, that has
nutraceutical properties and can be used against a variety of inflammation and cancer-related
diseases (Liu et al. 2016; Andrade et al. 2018; Lopes et al. 2020). Fucoxanthin biosynthesis in
P. tricornutum was described by Lohr and Wilhelm (2001) to occur from lycopene (a precursor
of carotenoids) via hydroxylation and epoxidation reactions, and two alternative routes of
xanthophylls production were described. In the first pathway, Vx acts as a precursor of Ddx
and Fx, while in the second pathway, Dambek et al. (2012) suggest that Vx leads to Nx, Ddx
and Fx synthesis. Regarding this second alternative pathway, Dautermann et al. (2020)
proposed a new hypothesis of carotenoid biosynthesis in chromalveolate algae that shows Vx
as a precursor of latoxanthin and Nx, while Nx leads to Ddx and dinoxanthin, being both a
putative intermediate in the Fx biosynthesis. Despite the sequencing of the genomes of
Thalassiosira pseudonana by Armbrust et al. (2004) and P. tricornutum by Bowler et al. (2008),
some unknown enzymes need to be identified in order to understand even more this metabolic
pathway (Bauer et al. 2019).

The regulation of this biosynthetic pathway is influenced by the photosynthetically
active radiation (PAR), causing diatoms to alter their content of photosynthetic pigments like
chlorophylls and carotenoid profile, as they respond to changes in light intensity and light
energy doses (Falciatore et al. 2020). Diatoms have a light-harvesting complex called

fucoxanthin-chlorophyll a/c-binding antenna protein (FCP) which contains chlorophyll-c (Chl-
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¢) as accessory of chlorophyll-a (Chl-a) and Fx as the major carotenoid (Gelzinis et al. 2015).
This complex is homologous to light-harvesting complex II (LHCII) of vascular plants,
performing similar roles (Biichel et al. 2022). In fact, diatoms have evolved various mechanisms
and strategies such as changes in pigmentation, in order to enhance photosynthetic responses
and growth rate (Ragni and d’Alcala 2007; Lepetit et al. 2017; Concei¢ao et al. 2020). An
important regulatory mechanism in photosynthesis is the cyclic electron transport around
Photosystem II (PSII) which can dissipate the excessively absorbed light energy under high
illumination (Wagner et al. 2016).

According to Lohr and Wilhelm (2001), two xanthophyll cycles are found in P.
tricornutum, violaxanthin cycle (Vx-Ax-Zx) and diadinoxanthin cycle (Ddx-Dtx). In both
cycles, three epoxidation reactions are catalyzed by zeaxanthin epoxidase enzymes (ZEP1,
ZEP2 and ZEP3) under low irradiance/dark conditions, as well as three reverse de-epoxidation
reactions are catalyzed by violaxanthin de-epoxidase enzymes (VDE, VDL1 and VDL2) at
higher irradiance. However, the Ddx-Dtx cycle is considered more efficient in diatoms, since
the de-epoxidation rate can reach 4-fold higher than that of the violaxanthin cycle (Lohr and
Wilhelm 2001). In addition, similarity research of the de-epoxidation was found in two clonal
strain of the haptophyte Tisochrysis lutea with a 10-fold higher rate of Ddx-Dtx cycle in
comparison to violaxanthin cycle as reported by Pajot et al. (2023). One of the main functions
of these carotenoids is to be involved in the photoprotection mechanism, which can quickly
dissipate the excess energy through non-photochemical quenching (NPQ) that is linked to the
de-epoxidation state of carotenoids involved in the xanthophyll cycle (Goss and Lepetit 2015).
For instance, under high illumination, the synthesis of these pigments increases to protect the
photosynthetic apparatus from a potential photo-oxidation damage (Lepetit et al. 2017,
Broddrick et al. 2019). Due to the antioxidant activity of these xanthophylls, cells are shielded
from the damaging effects of free radicals and reactive oxygen species (ROS). This protection
not only preserves cellular integrity but also enhances the equilibrium and efficiency of the
photosynthetic apparatus (Lepetit et al. 2010).

The conclusion of P. tricornutum genome sequencing led to the proposal of new
strategies in order to provide a more in-depth understanding of some factors that regulate
important cellular processes in diatoms (Bowler et al. 2008). It is important to emphasize that
the regulation of gene transcription also depends on certain culture conditions, however, the
mechanisms behind this physiological plasticity are not well understood (Depauw et al. 2012;
Kuczynska et al. 2015; Falciatore et al. 2020). Despite the different mechanisms evolved by

photosynthetic organisms, a general rule in photochemistry is well-known, the Bunsen-Roscoe
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reciprocity law claims that the extent of photochemical effects is directly proportional to the
total energy dose by cumulative irradiance regardless of the type of illumination regime
administered (Bunsen and Roscoe 1859). This law has not been described in the diatom P.
tricornutum, which is important for understanding the mechanisms of photoprotection and
photoacclimation to changing light environments in marine phytoplankton. Thus, the aim of
this study was to analyze whether the photoprotection of P. tricornutum is linked to light energy

doses or radiation intensity.

2.2 MATERIAL AND METHODS

2.2.1 Culture conditions

The diatom Phaeodactylum tricornutum strain CCAP1055/1 was maintained in the
Laboratory of Algae Cultivation (LCA) at the Federal University of Santa Catarina — Brazil.

Before starting experimental assay, we focused to determine what would be irradiances
to be applied. Cultures were exposed to increasing levels of irradiance (0, 25, 50, 100, 150, 600
and 1200 umol photons m 2 s™!) and these values were obtained by placing the diatom vessels
in different distances from a LED-light source (Taschibra 70W TL Slim) at 21 + 1 °C. In
addition, this light source spectrum (Fig. 1) was measured with a spectroradiometer (Avantes

Starline, AvaSpec-2048).

Figure 1. LED-light source spectrum used in the experimental procedures.
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In each case, the irradiances were measured by a quantometer (LI-250A, LI-COR).

Samples were incubated in triplicate during 1 h and oxygen concentrations were measured in
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the water before and just after the incubation procedure with an oximeter (YSI, Model
ProODO). From the photosynthesis-irradiance (P-I) curve (Fig. 2) of P. tricornutum, one non-
saturating irradiance (<Ex=100 umol photons m? s™), one irradiance at onset of saturation (Ex
=200 pmol photons m? s) and one saturated irradiance (>Ex = 400 umol photons m™ s™)

were determined.

Figure 2. Photosynthesis-irradiance response curve.
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<Ek = non-saturated irradiance, Ex = onset of saturation irradiance and >Ex = higher than saturated irradiance.

Prior to the beginning of the experimental period, cultures of all treatments were
acclimated for 7 d and maintained in a concentration of 70 mg of algal biomass per L, by daily
dilution every 24 h to minimize self-shading effects. The assay was carried out in 2 L
borosilicate flasks in LCA-AM medium (Sales et al. 2019), under constant agitation by
bubbling with atmospheric air with an addition of 0.5% of COz (v/v) and at 21 + 1 °C. The
experiment was conducted combining three irradiances with two photoperiods, resulting
different light energy doses: irradiance X light: dark (L:D) cycle, totaling six treatments as
summarized in triplicate (Table 1). Culture samples were collected at different time intervals
(TO, T24, T48 and T72, representing 0, 24, 48 and 72 h after starting the experiment) to evaluate
growth, and for the measurements of chlorophyll-a fluorescence in PSII, pigment content and

qPCR analysis in P. tricornutum.
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Table 1. Treatments applied to Phaeodactylum tricornutum cultures based on the light energy
doses (irradiance x L:D cycle).

Irradiance Dose
Ireatments (umol photons m? s L:D cycle (mol photons m)
Dion 100 12:12h 432
2D12n 200 12:12 h 8.64
4D12n 400 12:12 h 17.28
2Doan 100 24:00 h 8.64
4D24n 200 24:00 h 17.28
8D2an 400 24:00 h 34.56

2.2.2 Growth evaluation and light absorption

Previously to the experiment, we conducted measurements of turbidity (NTU) with a
turbidimeter (HI 93703 Hanna, at 890 nm) and dry biomass by gravimetric method using glass
fiber microfilters (APHA, 2011) (mg L™!). These measurements were used to follow the growth
rates of P. tricornutum. Then, we took samples with different algal concentration and associated
the data of turbidity with algal biomass (regression analysis) in each sample according to
equation 1 (R* = 0,99):

Biomass (mg L™1) = ABSgey X 2.20 + 0.01 (1)

Before the experimental procedures, these data were used to calculate the specific

growth rate (1, d"!) according to equation 2, as proposed by Ye et al. (2018):

ln(Xf : Xi)

T @)

At

Where Xrand X; were biomass concentrations at the period “At” (d).

The light attenuation measurements were performed in the center of 2 L borosilicate
flasks containing P. tricornutum cells in suspension at a horizontal depth of 6.8 cm. Irradiance
data were collected inside the vessel for each treatment with the aid of a quantometer (LI-250A,
LI-COR) and the light attenuation coefficient (k, m™) was calculated according to equation 3,
as proposed by Krause-Jensen and Sand-Jensen (1998):

I, = Iye™ % (3)
Where I, = irradiance at depth (umol photons m s!); I = irradiance emitted by the LED (umol
photons m™ s™!) at the level of the medium surface and z = horizontal depth of 2 L borosilicate
flasks (m).

After this step, the light attenuation coefficient of TO was normalized by the time

intervals T24, T48 and T72 to determine how much light was attenuated in 24 h. The new value
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of light attenuation (AT) was used to calculate the light absorption (AB) according to equation
4:
AB (%) = (1 — AT) x 100 (4)

2.2.3 Chlorophyll-a fluorescence measurements

The photosynthetic parameters were measured by pulse amplitude modulation
fluorescence (WATER-PAM - Heinz Walz GmbH, 2000) according to Malapascua et al. (2014)
(Table 2).

Table 2. Photosynthetic parameters calculated from fluorescence measurements.

Measurements Symbols Formulae
Effective quantum yield of Yuor AF/Fn’ Yu=Fn' —F)/ Fn’
PSII
Maximum photochemical Fo/Fn Fo/Fn=Fm—Fo)/ Fn
quantum yield of PSII
Electron transport rate (umol ETR ETR = Yu x Epar x ABSt x Fiy
electrons m? 1)
Non-photochemical NPQ NPQ=(Fmn—Fn')/ Fn’
quenching

F,, Fy and F, = minimum, variable and maximum fluorescence in the dark-acclimated condition. F" and Fy, =
steady-state and maximum fluorescence in the light-acclimated state. Epar = irradiance levels according to Table

1. ABSt = absorptance. Fy; = fraction of total chlorophyll-a in PSII.

During the acclimation, minimum (F,) and maximum (Fn) fluorescence levels were
measured after dark acclimation for 10 min to calculate the maximum photochemical quantum
yield of PSII (F\/Fm), while stable () and maximum (Fn') fluorescence were measured after
light acclimation at the experimental irradiances (without any actinic light from the PAM) for
10 min to provide a saturating pulse and then obtain fluorescence values to calculate the
effective quantum yield of PSII (Y1). Fluorescence measurements were collected at 1-hour
intervals to determine the maximum yields and, after seven days, when the Yu remained
constant, the experiment began, as this indicates the acclimatization of P. tricornutum cells. To
allow a proper estimation of ETR, it is necessary to take into account only the ratio of
chlorophylls associated to each photosystem, and in this case, these ratios were determined
previously by Johnsen and Sakshaug (2007) considering different algal species containing

diverse pigmentary composition. In this way, the fraction of cellular chlorophyll-a in PSII (Fi)
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of P. tricornutum acclimated to low light and high light were provided by these authors. The
absorptance (ABSt) can be estimated from the transmittance values (T) as proposed by Enriquez
and Borowitzka (2010) according to equation 5, based on the attenuation coefficient
calculations.

ABS, =1—T (5)

2.2.4 Determination of chlorophyll concentrations and pigment analysis

For each sample, 5 mL was filtered through a 0.45 um glass fiber filter and stored at -
20 °C for further analysis. The photosynthetic pigments Chl-a and Chl-c were extracted as in
Strickland and Parsons (1972) and quantified according to Jeffrey and Humphrey (1975) using
a UV-Vis spectrophotometer (Genesys 10 vis, Thermo). The content of both pigments was
reported as mg g™ biomass dry weight (DW).

Ddx, Dtx, and Fx were quantified using a high-performance liquid chromatography
(HPLC) of P. tricornutum extracts. An aliquot of each sample (10 pL, n = 3) was injected into
a liquid chromatograph (Shimadzu LC-10 A) and the metabolite quantification was performed
according to Schmitz et al. (2022). The readings were taken in triplicate and the results were
reported in mg g'! DW. The de-epoxidation state (DES, %) was calculated as described in
Ruban et al. (2004) according to equation 6:

Dtx
Dtx+Ddx

DES =

x 100 (6)

Where, Dtx = diatoxanthin content (mg g DW) and Ddx = diadinoxanthin content (mg g’
DW).

2.2.4 RNA purification and cDNA synthesis

Culture samples were taken from each experimental unit according to Lopes et al.
(2019). The culture was centrifuged (2950 x g, 5 min), washed 1x with sterile marine water,
and the pellets were immediately frozen and stored at -80 °C. Total RNA was purified from 5
mg biomass using 1 mL of Qiazol Lysis Reagent (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions to the final volume of 20 pL. The RNA concentration was estimated at 260 nm,
with purity checked at ratios of 260/280 (>1.8) and 260/230, on a Nanodrop 1000 (Thermo).

Then, cDNA was synthesized with the Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions. Prior to reverse transcription, 1 pg of total RNA

was treated with the provided gDNA wipeout buffer for 2 min at 42 °C to eliminate gDNA
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contamination. The cDNA concentration and purity were then checked on a Nanodrop as

previously described.

2.2.5 Quantitative real-time PCR analysis (qPCR)
Primers were designed using the OligoAnalyzer software (IDT, http://www.idtdna.com)
based on sequences of mRNAs from the National Center for Biotechnology Information

(NCBI) and the resulting primer pairs are listed (Table 3).

Table 3. List of primers used for amplification of target genes-related to fucoxanthin biosynthesis
in the diatom Phaeodactylum tricornutum.

Gene Primer sequence 5' - 3' Amplicon size (pb) NCBI Reference Sequence

F - GCTGGAGCAAGGGACAAGTT
ZEP1 96 XM_002180202.1
R - AGCCATCTTCGGTAGCCTGA -

F- ACAAGGAAGGTGGTGTCAAATC
ZEP2 97 XM_002176899.1
R - AGGATTGTTTCTCCCGCAAAG N

F - TGGTTGGAAGAACGACAAG
ZEP3 93 XM_002178331.1
R - AGCTCAAATAGGACCAGAGA

F - TCCATCGTTTCGTGTCTCTTCC
VDE 109 XM_002178607.1
R - GTCGTCCCGTACAGGTGTTAAT -

F - GAGTGACAAGGAACTCGATATG
VDLI 100 XM_002180599.1
R - GATCATGTGTTCGGTGAGAG

F - GCTACGCATGGATGTGGAAT
VDL2 101 XM_002180015.1
R - CTTCGCCGCTGACAAGAAT -

Transcription levels of selected genes were analyzed by qPCR using the QuantiNova
SYBR Green PCR kit (Qiagen). Real-time reactions were performed from 100 ng cDNA and 1
UM of each primer per reaction and quantified using the Rotor-Gene Q thermocycler (Qiagen).
The PCR product was analyzed and submitted to melting analyses as in Lopes et al. (2019).
The efficiency of the reaction (E) was determined for each pair of primers and confirmed
through the cDNA calibration curve from serial dilutions (1:2) with 800; 400; 200 and 100 ng
(in duplicates) from a pool of all cDNA samples (90). All curves showed a correlation
coefficient above 0.99 and efficiency between 95 and 105%. Normalization for each target gene

was performed according to Rhinn et al. (2008), based in the cDNA concentrations in the
samples. All data were calibrated by the mRNA levels of the control group (Di2n, n = 3) and
the results were analyzed by the 2“9 method (Schmittgen and Livak 2008).



39

2.2.6 Statistical analysis

All data points are presented as the mean of each treatment (n = 3) plus the standard
deviation (SD). Data normality and homoscedasticity were evaluated by the Shapiro-Wilk and
Levene tests, respectively. One-way ANOVA coupled with Tukey post hoc test was performed
to study the significance between light energy doses (six levels) and also the isolated factor
irradiance. Two-way ANOVA coupled with Tukey post hoc test was performed to study the
interaction between the same irradiances (three levels) on both L:D cycles (two levels). Figures
were generated using GraphPad Prism (version 9.0), and statistical analyses were conducted
using Statistica software (version 7.0). Moreover, a Pearson correlation analysis (RStudio

software - Version 3.1.1; https://www.rstudio.com/) was performed to determine the degree of

correlation between growth, photosynthetic parameters, pigment content and gene transcript

levels. For all analyses, a level of significance of 5% was adopted.

2.3 RESULTS

2.3.1 Growth performance
Phaeodactylum tricornutum cultures were diluted every 24 h and maintained in a
biomass of 70 mg L' to minimize any self-shading effects. Fig. 3 shows the effect of different

light energy doses on specific growth rate. The different treatments showed similar

photophysiological conditions between the same light energy doses of 2Dj2n/2D24n and
4D17p/4D24p with a specific growth rate of 0.18 £ 0.01 and 0.19 £ 0.01 d°!, respectively. Also,

a higher specific growth rate of 0.21 + 0,01 d! in 8D24p, dose was found as compared to Djzp
dose (0.12 £ 0.01 d™). For the treatments that received the same irradiance on both L:D cycles,
there was significant differences (p<0.05) for the irradiances 100 and 400 umol photons m™? s°
'in 24:00 h L:D cycle, reaching a specific growth rate of 1.5- and 1.2-fold higher than 12:00 h
L:D cycle, respectively.


https://www.rstudio.com/
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Figure 3. Specific growth rates in Phaeodactylum tricornutum cells under different light energy
doses (D = 4.32 mol photons m-2).
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Each value is represented as mean + standard deviation of biological triplicates (n = 3). Different capital letters
represent the differences caused by the interaction between the same irradiance on both L:D cycles obtained by
two-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05). Different small letters represent the differences caused by the light
energy doses obtained by one-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05).

Regarding light absorption by P. tricornutum cells (Fig. 4), about 90% of the light was
absorbed by cultures exposed to the 8D24n dose, while the treatment with a lower dose (D12n)
presents a limitation in the amount of energy within the culture system, reaching 30%
absorption. Treatments with the same light energy doses of 2Dion/2D2sn and 4D120/4D2an
showed light absorption rates of 60 and 80%, respectively. For the treatments that received the
same irradiance on both L:D cycles, there were significant differences (p<0.05) for the
irradiances 100, 200 and 400 umol photons m™ s in 24:00 h L:D cycle, reaching a light
absorption of 2-, 1.4- and 1.2-fold higher than 12:00 h L:D cycle, respectively.



41

Figure 4. Light absorption values in Phaeodactylum tricornutum cells under different light energy
doses (D = 4.32 mol photons m-2).
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Different capital letters represent the differences caused by the interaction between the same irradiance on both
L:D cycles. Different small letters represent the differences caused by the light energy doses. Each value is
represented as mean = SD (n = 3) with significant differences (p<0.05).

2.3.2 Chlorophyll-a fluorescence in PSII

As can be seen in Figure 5A, all treatments showed significant effects (p<0.05) on the
maximum quantum yield of PSII in P. tricornutum. The F\/Fu of the photosynthetic apparatus
decreased as the light intensity increased, in both L:D cycles. The cells treated with the 2D12n
and 4D12n doses showed lower values (0.58 £ 0.04 and 0.45 + 0.02) in relation to the same doses
applied in the 24:00 h L:D cycle (0.69 £+ 0.06 and 0.54 + 0.04). However, the lowest Fy/Fn
value (0.33 + 0.01) was reported for cells exposed to the 8D24n dose, while the dose Dian
presented 2-fold this quantum potential. For the treatments that received the same irradiance on
both L:D cycles, there were no significant differences (p<0.05) for the irradiances 100 pmol
photons m? s, while the irradiances of 200 and 400 pmol photons m™ s in 12:00 h L:D cycle
were 1.1- and 1.4-fold higher than 24:00 h L:D cycle, respectively.

Regarding non-photochemical quenching (NPQ, Fig. 5B), the maximum values (1.05 £
0.04 and 1.37 £ 0.08) were found in the 4D12n and 8D24n doses respectively, reaching a
dissipation of 2- and 2.7-fold higher than in the lowest light energy doses on both L:D cycles.
However, there were no significant differences (p>0.05) between the lowest irradiances,
regardless of the irradiance of 400 pmol photons m? s™!. The electron transport rate (ETR, Fig.

5C and 5D) in P. tricornutum cultures, after receiving distinct light energy doses reached
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maximum values of 70 and 60 pumol electrons m? s for the doses of 2Di2n/4Daan and
4D12n/8Daan, respectively in 200 and 400 umol photons m? s™!. Minimum values of 40 umol
electrons m™ s! were found for the irradiance of 100 umol photons m™ s, regardless of the
L:D cycles and the doses applied. In cultures that received the same light energy dose, only the
2D12n dose showed a significant difference (p<0.05) with an ETR 1.5-fold higher in comparison

to the 2Dy treatment.

Figure 5. Chlorophyll-a fluorescence parameters as Fv/Fm (A), NPQ (B) and ETR (C and D) in
Phaeodactylum tricornutum cells under different light energy doses (D = 4.32 mol photons m?) and
irradiances.
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obtained by one-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05).
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2.3.3 Pigment content

Chlorophylls concentration in P. tricornutum cells changed significantly (p<<0.05) in all
treatments, as shown in Figure 6. The content of Chl-a (Fig. 6A) increased significantly
(p<0.05) at irradiances of 100 umol photons m2 s (26.63 + 0.61 mg g"' DW) and 200 pmol
photons m?2 s (21, 34 £2.26 mg g DW), regardless of L:D cycles. However, the level of these

pigment decreased with the irradiance of 400 umol photons m™ s™! at the dose of 4Dy, reaching
values of 16.54 = 1.54 mg g DW. The Chl-a content dropped even more in the 8Dy4y, treatment,
presenting values of 10.37 £+ 0.62 mg g'! DW. There was no significant difference (p>0.05)
between the irradiances of 2D12p/2D24n and 4D12n/4D2an doses. Chl-c content (Fig. 6B) was
influenced by irradiance, since higher concentrations were found in D12y, 2D121 as well as in

4Dy4p, and 8Dy4p doses, reaching values of 4 mg g DW.

Figure 6. Chl-a (A) and Chl-c (B) concentrations in Phaeodactylum tricornutum cells under
different light energy doses (D = 4.32 mol photons m™) and irradiances.
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In the case of Fx productivity (Fig. 7A and 7B), maximum concentrations were found
at lowest light energy doses in both irradiances of 100 and 200 pmol photons m™ s™!, reaching

values of 21.87 + 1.2, 20.72 £ 2.82, 19.92 + 0.77 and 18.40 = 0.83 mg g"! DW in the doses of
D12n, 2D12n, 2D24n and 4Dogp, respectively. Moreover, the level of Fx decreased with the

irradiance of 400 pmol photons m?2 s at the dose of 4D 5, and 8Daap, reaching values of 15.03

+0.64 and 11.95 + 1.34 mg g'' DW, respectively.
Regarding Ddx (Fig. 7C and 7D) and Dtx (Fig. 7E), it is evident that these two

xanthophylls have an inverse relationship with each other. The decrease in irradiance resulted
in an increase in Ddx production at doses D12p (0.90 + 0.14 mg g'1 DW), 2D12n (0.81 +0.29 mg
g ' DW), 2D241 (0.83 £0.27 mg g DW), and 4D24p, (0.76 £ 0.13 mg g'! DW), while the increase
in irradiance reflected in a higher concentration of Dtx in the 4D 12 (2.00 £ 0.09 mg ¢! DW)
and 8Da4p (5.46 + 0.03 mg g'1 DW) doses. The accumulation of Dtx in the 8D24n dose was

approximately 12-fold higher than in the lowest irradiances suggesting a joint resulted of

conversion Ddx to Dtx and the enhancement of the xanthophyll biosynthesis.
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Figure 7. Fx (A and B), Ddx (C and D) and Dtx (E) concentrations in Phaeodactylum tricornutum
cells under different light energy doses (D = 4.32 mol photons m-2) and irradiances.
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two-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05). Different small letters represent the differences caused by the light
energy doses and different italic letters represent the differences caused by the isolated factor irradiance, both

obtained by one-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05).

The de-epoxidation state (DES, Fig. 8) at irradiances of 400 umol photons m? s

1

reached approximately 2-fold the irradiances of 100 and 200 umol photons m™2 s, which

induces a rapid conversion from Ddx to Dtx as a necessity to photoprotect the photosynthetic

apparatus. The was no significant differences (p>0.05) between the same light energy doses of
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2D121/2D24p presenting a de-epoxidation of 52%, while significant differences (p<0.05) were

found at the 4D»41, dose being 1.2-fold higher than 4D5;, dose.

Figure 8. De-epoxidation state in Phaeodactylum tricornutum cells under different light energy
doses (D = 4.32 mol photons m?) and irradiances.
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Each value is represented as mean + standard deviation of biological triplicates (n = 3). Different capital letters
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two-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05). Different small letters represent the differences caused by the light
energy doses obtained by one-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05).

2.3.4 Carotenoid biosynthesis genes transcript levels

In the present study, all treatments showed different transcription profiles (p<0.05) in
the regulation of light-dependent genes and with reactions related to the role of photoprotection.
In the first group, which includes the ZEPI, ZEP2 and ZEP3 genes (Fig. 9A, 9B and 9C), a

similar pattern between ZEPI and ZEP2 was observed, characterized by the induction of
relative gene overexpression ranging from 1.7-fold-change at dose 4D2p to 3.4- and 4.0-fold-

change at 4D24 and 8D24p doses, respectively. In opposition to the ZEPI and ZEP2 genes, a

smaller variation in the ZEP3 gene expression was observed, in which only the 2D24n dose

presented a significant (p<0.05) lower gene expression from the other treatments.
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Figure 9. Gene transcript levels of ZEPI (A), ZEP2 (B) and ZEP3 (C) in Phaeodactylum
tricornutum cells under different light energy doses (D = 4.32 mol photons m-2) and irradiances.
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The second group comprising the VDE, VDLI and VDL?2 genes (Fig. 10A and 10B, 10C
and 10D), showed a transcription profile significantly (p<0.05) similar to the ZEPI and ZEP?2
genes, with an increase in the transcripts level in the higher light energy doses and irradiances,
while VDE expression had a lower stimulation than in VDL1 and VDL?2 genes. Regarding VDL
and VDL?2, higher values of relative gene overexpression were found at 4D12p/4D24p doses with

a variation from 3.4- to 4.2-fold-change in VDL and from 2.4- to 4.1-fold-change in VDL?2.

There was no significant difference (p>0.05) between the 4D4p, and 8Do4p doses of both genes.

Figure 10. Gene transcript levels of VDE (A and B), VDL1 (C) and VDL2 (D) in Phaeodactylum
tricornutum cells under different light energy doses (D = 4.32 mol photons m™) and irradiances.
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two-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05). Different small letters represent the differences caused by the light
energy doses and different italic letters represent the differences caused by the isolated factor irradiance, both

obtained by one-way ANOVA (post hoc Tukey, p<0.05).
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2.3.5 Pearson correlation

In order to improve the interpretation of the data set and correlate the different responses
obtained in this study, a Pearson correlation analysis was performed, in which the data were
characterized according to their respective correlation coefficients and presented in a heatmap.
As can be seen in Figure 11, Ddx showed a significant positive correlation with Chl-a (r=0.93),
Fx (r=0.93) and Fy/Fm (r = 0.89). On the other hand, the same carotenoid showed a significant
negative correlation with the parameters involved in the photoprotection mechanism, including
the Dtx (r =-0.70), DES (r =-0.84), NPQ (r = - 0.77) and the genes VDE (r = -0.52), VDLI (r
=-0.67), VDL2 (r = -0.62), ZEPI (r = -0.72) and ZEP2 (r = -0.72). In addition, Dtx showed a
strong positive correlation with DES (r = 0.86), NPQ (r = 0.93) and the genes VDE (r = 0.50),
VDLI (r = 0.80), VDL2 (r = 0.60), ZEPI (r = 0.77) and ZEP2 (r = 0.80). There were no
significant correlations for Chl-c¢ or ZEP3. ETR and the specific growth rate (u) showed a
slightly negative correlation with the parameters involved in light capture and photoinhibition,
while both showed a slight positive correlation with DES and the genes involved in the energy

dissipation process
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Figure 11. Heatmap based on Pearson's correlation coefficients between dependent variables of
Phaeodactylum tricornutum cells exposed to different light energy doses.

ZEP2A
ZEP1A

VDL 14 kkde | Ak | kkdk

VDL2A *K  kkk kkk | kk
VDE-
DESH
Dtx A
NPQA 10
ETRA

ZEP3+

Chl-c+

*% *k dedede dedeke | Fkk *%

Chl-a+ * dede  dedkk  dekde | ddek | dkok

FJ/FmA dkkk | kkk hkk  kkk  kkk | kkk

DdxEZERE T T R * * k% 3 ¥ * %

FJ/F, Chl-a Fx Chl-c ZEP3 ETR NPQ Dtx DES VDE VDL2 VDL1 ZEP1 ZEP2

The abbreviations used are: p: specific growth rate; Chl-a: chlorophyll-a; Chl-c: chlorophyll-c; Ddx:
diadinoxanthin; Dtx: diatoxanthin, Fx: fucoxanthin, DES: de-epoxidation state; F\/Fn: PSII maximum quantum
yield; NPQ: non-photochemical quenching; ETR: electron transport rate; ZEPI, ZEP2 and ZEP3: zeaxanthin
epoxidase gene; VDE: violaxanthin de-epoxidase gene; VDLI and VDL?2: violaxanthin de-epoxidase-like gene.
Asterisks indicates significant differences with weak (*, p<0.05), moderate (**, p<0.01) and strong correlations
(***, p<0.001).

2.4 DISCUSSION

Light energy is a crucial environmental parameter in phototrophic microalgae cultures
as it has a significant influence on the growth and biochemical composition of these organisms.
Therefore, its adequate supply is considered one of the greatest challenges in photoautotrophic
cultures, which demand adequate amounts to avoid photolimitation and photoinhibition
phenomena (Broddrick et al. 2019). In addition, efficient conversion of light energy is also
required, as most diatoms grow in environments where light availability fluctuates drastically
throughout the year requiring adaptation of the photosynthetic apparatus (Wagner et a. 2016;
Zhou et al. 2021). The dissipation of this amount of absorbed energy occurs both in PSII and in
the diatom-FCP in the form of heat or in a way to redirect electrons, so the carbon fixation
process is not overloaded (Ramanan et al. 2014). Even so, our growth data reported that the
highest irradiance tested did not affect the growth performance of P. tricornutum, probably due
to the fact that the highest irradiance tested is within the photo-saturation zone, as indicated by

the P-I curve.
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The Bunsen-Roscoe reciprocity law states that the light energy absorbed by a given
species of photosynthetic organism is proportional to the light energy it emits (Bunsen and
Roscoe 1859). In this case, P. tricornutum has been shown to adjust well to light energy doses
and irradiances. In fact, the irradiances are an amount of photons offered per each second, while
the doses depend on the exposure time as well. This ability enables P. tricornutum to achieve a
balance between light absorption and energy dissipation, thereby protecting itself from potential
photodamage.

The F./Fm values reported in the present study are within the expected range at the
lowest energy doses, since they generally reach a value close to 0.7 in non-stressed cultures
(Masojidek et al. 2013). This ratio is often used as an estimate of the photochemical yield of
PSII and also as an indicator of photoinhibition, since it is associated with high irradiance,
possibly indicating that the increase in light intensity has caused stress to P. tricornutum cells.
In particular, the reason for this yield decline is that cells absorb more light that can be utilized
during photosynthetic process, resulting in the need for energy dissipation through the NPQ to
avoid photo-oxidative damage. As reported by Seydoux et al. (2022), a similar relationship
between NPQ and F\/Fn during a high to low light relaxation/transition. Although, in the
present study, an inversely proportional relationship was found between these indicators,
suggesting that PSII did not maintain the same photochemical capacity during this variation.

Comparing the NPQ results with the F/Fm and ETR values at the highest light energy
doses, it can be observed that there is a difference between the potential of ETR with the Fy/F,
since ETR remained stable, even with a possible photoinhibition in the irradiance of 400 umol
photons m? s, Although the F./Fm represents the maximum functioning capacity of the
photosystem in terms of energy use, the destination of this energy is more associated with the
ETR, according to the data presented in this study. In fact, electron transport is not only used
for carbon fixation and biomass production during photosynthesis, but it is also necessary for
energy to be destined to activate other functions of the biochemical metabolism of microalgal
cells (Depauw et al. 2012). One of the possible alternative routes is the use of this electron flow
in the reduction of ferredoxin enzyme to activate nitrite reductase enzymes during nitrogen
assimilation (Hippmann et al. 2022). Furthermore, it can also be used to activate the thioredoxin
enzyme (Blommaert et al. 2021), that acts in the Calvin cycle and in Mehler reaction (Lepetit
et al. 2022) aiming to eliminate potential ROS and other free radicals. This explains why ETR
behaves differently than F\/Fn and why it may not be positively correlated with Chl-a and Fx.

The most common feature of the acclimatization response to irradiance is a change in

the level of pigmentation, typically associated with changes in the abundance of the antenna
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complex. The high amount of the light-harvesting pigments (Chl-a and Fx) observed in this
study are in agreement with Kuczynska et al. (2020), who also identified a significant increase
of these parameters in low light in comparison to high light conditions. In addition, given the
differences obtained in chlorophylls and Fx in comparison with Dtx and NPQ, it is possible to
say that this antenna protein complex is involved in the acclimation regulation in P. tricornutum
(Conceigao et al. 2020).

Photoprotective mechanisms are induced to protect the antenna complex from
overexcitation of the photosystems when the light intensity is too high or increases too rapidly
for the photochemical phase to utilize the absorbed energy. Excess of excitation energy in the
PSII antenna complex is dissipated as heat through many cellular reactions, which are referred
to as non-photochemical quenching of chlorophyll fluorescence emission (Goss and Lepetit
2015).

Diatoms have developed efficient photoprotective mechanisms to minimize
photoinhibition (Costa et al. 2013; Valle et al. 2014). Among the short-term defenses that are
activated by a sudden increase in light intensity, photoprotective dissipation of excess absorbed
light energy is known as an important mechanism, where the xanthophylls Ddx and Dtx are
involved. NPQ is mainly controlled by the interconversion between epoxidation and de-
epoxidation of carotenoids involved in Ddx-Dtx cycle and most of the excess energy is
discarded as heat by a regulatory system involving the transtylakoid ApH, which are of great
importance in the photoregulation of photosynthesis (Lavaud et al. 2012; Seydoux et al. 2022).
This energy-dependent system reduces the quantum efficiency of PSII, helping to prevent
excessive PSII reduction and photoinhibitory damage (Fisher et al. 2020). Efficiently in effect,
this system provides a means of dumping excess energy before it can damage the photosynthetic
apparatus.

Our results showed that the physiological and molecular processes are connected with
energy dissipation in P. tricornutum. The regulation of VDL and VDL?2 genes at high irradiance
1s associated with an increase in NPQ and Dtx concentration while lower levels of Ddx and Fx
were observed. In this scenario, violaxanthin de-epoxidase enzyme has the function of
converting Ddx to Dtx, which is of great importance for the photoprotection mechanism in high
irradiance.

On the other hand, ZEPI and ZEP2 genes did not show an inverse reaction in relation
to VDL1 and VDL2 genes, although it is known that the enhancement of Dtx synthesis requires
the enhancement of epoxidases activity. Furthermore, the expression of these genes often show

variation between samples collected at the end of the light phase and at the end of the dark
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phase. This difference in sampling time could potentially influence the results, since diurnal
fluctuations of the mentioned genes typically increase in amplitude during prolonged high light
exposure, suggesting that their products may play a crucial role in long-term high light
acclimation as reported by Kuczynska et al. (2020).

These genes are demonstrated, through transcriptomic and photophysiological analyses,
as global regulators of photosynthetic acclimation to irradiance by participating in the
xanthophyll cycle, which is involved in the acclimation of plastids to changes in environmental
light conditions (Bowler et al. 2008; Eilers et al. 2016; Dautermann and Lohr 2017; Dautermann
et al. 2020). Furthermore, Blommaert et al. (2021), concluded that ZEP enzyme is inhibited at
light irradiances lower than the light saturation (Ex) and the onset of NPQ. Also, according to
the same authors, this regulation of ZEP genes during high irradiance may be associated with
the ZEP enzymes reactivation, since this is linked to chloroplast redox regulation with
thioredoxin proteins. In this case, the overexpression of these genes at higher irradiance may be
related to the excess of electrons destined for the photosynthetic process. Furthermore, the
balance adjustment of the Ddx-Dtx cycle and the relaxation of the NPQ seem to be affected by
the size of the pool of these xanthophylls in relation to the regulation of the VDL and ZEP genes
in P. tricornutum.

According to Bai et al. (2022), there is an interaction between the isoforms of VDL2 and
ZEPI,VDLI and ZEP2 as well as VDE and ZEP3 genes, which were evolved by the duplication
of enzyme-encoding genes with important roles in the Fx biosynthesis, preferably related to the
photoprotection mechanism. However, the activation and localization of VDL proteins may
differ from those of VDE proteins, as the Glu-rich domain in VDL1 and VDL2 sequences has
been entirely swapped with a neutral C-terminal domain, as reported by Coesel et al. (2008). In
this case, our results suggest that ZEP1, ZEP2, VDLI and VDL2 genes may be more efficiently
and eventually related to the photoprotection, since VDE and ZEP3 genes were not. In addition,
our results showed these genes were similar to each other in a way that their expression was not
correlated to the photoperiod which are in agreement with Kuczynska et al. (2020). An
interesting discovery was reported by Dautermann et al. (2020) where the VDL enzymes play
a crucial role as it utilize Vx, a major substrate, to direct carotenoids into either the
photoprotective or light-harvesting branch of carotenoid biosynthesis, in the same way as Nx
serves as the precursor for both Ddx and Fx. In addition, it is of great importance to explore and
characterize the Fx biosynthetic pathway to identify the enzymes involved that have not yet
been discovered and the specificity of their reactions, which can highlight even more the

diversification of carotenoid functions in chromalveolate algae.
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2.5 CONCLUSION

In conclusion, this study demonstrated the Bunsen-Roscoe reciprocity law was valid,
since the use of light energy doses and irradiances affected the photoacclimation and
photoprotection responses in P. tricornutum. The specific growth rate was 1.9-fold higher in
8Dy4n dose with 3-fold higher light absorption in comparison to dose Dj2p, even though there
was more light stress as indicated by the photosynthetic parameters. The higher content of the
pigments involved in the light-harvesting complex were influenced by low light intensity, while
the regulation of the xanthophyll cycle was potentiated by the highest light energy doses. The
transcriptional profile of the ZEP1, ZEP2, VDLI and VDL?2 genes was influenced by the highest
light energy doses, except for VDE and ZEP3 genes, which were poorly regulated by light. In
addition, a similar transcription pattern was found between two isoforms of ZEP genes as well
as in VDL genes, which suggests the importance of both transcription products on

photoprotection in P. tricornutum.
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Abstract

The ability of diatoms to adapt to variable light conditions such as photosynthetically active
radiation (PAR) and ultraviolet radiation (UVR) is crucial for their survival and their role in
supporting aquatic ecosystem food chains. The aim of the study was to investigate how different
doses of UVR regulate the photoprotection mechanism in Phaeodactylum tricornutum. Cultures
were exposed to two intensities of UV radiation (17.5 and 35 W m™) and two exposure times
to UVR (6 and 12 h), resulting in different daily doses of UVR energy (D = 378 KJ m?). The
growth of P. tricornutum was significantly affected by UVR doses, with a growth pattern of
42-55% below the control group (PAR only). Increasing UVR dose also had negative effects
on photosynthesis parameters and the levels of chlorophyll-a and fucoxanthin. The de-
epoxidation state mediated through the interconversion between diadinoxanthin and
diatoxanthin showed a high rate in treatments subjected to higher UVR doses, promoting an
attempt to activate cellular protection mechanisms. The transcriptional genes related to the
xanthophyll cycle, including a reduction in transcript levels of ZEP1, ZEP2, ZEP3 genes and
an increase in transcript levels of VDE, VDL1, and VDL2 genes, was affected by UVR radiation,
suggesting a modification in the cell's ability to respond to light stress.

Keywords: Microalgae, high light stress, photosynthesis, radiation, transcript level.
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3.1 INTRODUCAO

As diatomaceas desempenham um papel fundamental nos ecossistemas aquaticos e
também contribuem significativamente para os ciclos biogeoquimicos globais, especialmente
no sequestro de carbono (STANCHEVA; LOWE, 2019). A capacidade de adaptagdo das
diatomaceas a condi¢des de luz varidveis destacam o seu papel crucial na sustentacao das teias
alimentares, deste modo compreender a resposta das diatomdaceas a luz, em particular a
Radiagao Fotossinteticamente Ativa (PAR) e a Radiacao Ultravioleta (UVR), ¢ essencial para
compreender sua funcao e adaptabilidade ecologica (JIN et al., 2023).

A PAR, que abrange a faixa de comprimento de onda de 400 a 700 nm, ¢ a parte do
espectro luminoso utilizada por organismos fotossintéticos para conduzir a fotossintese
(TUCHIN, 2015). Nas microalgas, a absor¢do do PAR ¢ fundamental para a conversdo de
energia luminosa em energia quimica para as células. No entanto, em condigdes de alta
intensidade luminosa, as diatomaceas podem sofrer fotoinibi¢do, onde a luz em excesso
sobrecarrega 0 maquindrio fotossintético, levando a uma reducdo na eficiéncia fotossintética e
possiveis danos celulares (BLOMMAERT et al., 2021).

A UVR, que inclui as faixas de UV-A (320-400 nm) e UV-B (280-320 nm), pode
provocar efeitos adversos sobre as diatoméaceas. Embora uma pequena parte do UV-A possa ser
utilizada na fotossintese, tanto o UV-A quanto o UV-B sdo geralmente considerados
prejudiciais devido ao seu potencial para causar danos moleculares (JIN ef al., 2023). A
radiagdo UV pode levar a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), danos em acidos
nucleicos, proteinas e lipidios, e pode prejudicar os centros de reagdo do Fotossistema II (PSII)
(LEPETIT et al., 2022).

A resposta das diatomaceas a essas condi¢des de luz pode ser estudada de maneira
detalhada por meio de parametros de fluorescéncia da clorofila-a. Parametros-chave de
fluorescéncia, incluindo o rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) e o rendimento
quantico efetivo do PSII (Y1), fornecem informagdes sobre a saude e funcionalidade do sistema
fotossintético em diferentes regimes de luz (MALAPASCUA et al, 2014). Além disso,
mecanismos como a dissipacdo nao-fotoquimica (NPQ) por exemplo, o qual as diatomdceas
empregam para dissipar o excesso de energia luminosa em forma de calor, podem ser
quantificados para entender suas estratégias de protecdo contra a luz excessiva (GOSS;
LEPETIT, 2015).

Neste contexto, Phaeodactylum tricornutum ¢ uma espécie de diatomacea amplamente
estudada e serve como organismo-modelo para explorar processos fotobiologicos

fundamentais. Investigar como diferentes doses de energia luminosa afetam os mecanismos de
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captagdo da luz, eficiéncia fotossintética e fotoprote¢do, ¢ crucial para entender como as
radiagdes PAR e UVR influenciam o crescimento e outras atividades metabdlicas nesses

organismos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cepa e manutencao dos cultivos

A cepa da diatomacea Phaeodactylum tricornutum (CCAP 1055/1) foi mantida no
Cepario do Laboratorio de Ficologia da Universidade Federal de Santa Catarina (LAFIC-
UFSC). A cultura-mae foi desenvolvida em Erlenmeyer contendo 2000 mL de meio de cultura
/2 (Guillard, 1975), com agita¢do constante através do borbulhamento com ar atmosférico, em
uma irradiancia de 150 umol photons m™ s!, fotoperiodo 12:12 h e em temperatura de 21 + 1

°C.

3.2.2 Fontes de radiacio

A Radiacdo Fotossinteticamente Ativa (PAR) foi obtida por meio de lampadas
fluorescentes (Phillips TL-D 36 W) e a Radiacao UV (UVR) foi proveniente de lampadas Q-
Panel UV-AB 340. O espectro de radiacdo das lampadas utilizadas est4 apresentado na Figura
1A, enquanto os tipos de UVR estdo representados na Figura 1B.

A medida de intensidade de irradidncia PAR (umol photons m? s) foi obtida com
auxilio de um quantémetro (LI-250A, LI-COR) e a intensidade de UVR (W m™), foi obtida
com o quantdmetro (MACAM Ultraviolet Radiometer). As medidas de espectro de radiagdao
total emitidas pelas fontes de PAR e UVR foram obtidas através do espectrorradiometro

(Avantes Starline, AvaSpec-2048).
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Figura 1. Espectros de radiacio das fontes de luz PAR e UVR (A) e os tipos de radiacio UVR (B).
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3.3.3 Tratamentos

As culturas foram aclimatadas durante 7 dias e o experimento foi conduzido em frascos
de vidro (Becker) de 200 mL (em triplicata), nas mesmas condigdes experimentais da cultura-
mae mencionada no topico 3.2.1. Culturas expostas somente a radiagdo PAR (150 pmol photons
m s™!) foram utilizadas como grupo controle. Os tratamentos com diferentes doses de radiagio
UVR permaneceram sob intensidade 17,5 W m™ por 6h e 12h e o dobro da intensidade (35 W
m2) por 6h e 12h, totalizando diferentes doses de UVR conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Valores das doses e intensidades de radiacio UV para cada tratamento exposto.

Tratamentos Intensidade absoluta ~ Tempo de exposi¢ao Dose
(W m™) AUVR (h) (KJ m?)
PAR , _ i
Deh 17,5 6 378
2Dgh 35,0 6 756
2D12n 17,5 12 756
4D12n 35,0 12 1512

Todos os tratamentos com radiagdo UVR foram combinados com radiagdo PAR em
fotoperiodo 12:12 h (Fig. 2). Para os tratamentos com o dobro da intensidade, foi utilizado um
sombrite somente na lampada fluorescente branca para que todos os tratamentos recebessem a
mesma quantidade de PAR (150 umol photons m™? s). As culturas foram coletadas em
diferentes intervalos de tempo: 0, 24, 48 e 72 h para anélises de biomassa, absor¢ao da luz e
parametros fotossintéticos, enquanto para as andlises do teor de pigmentos e andlises

moleculares, as amostras foram coletadas nos seguintes intervalos de tempo: 0, 24 e 72 h.



Figura 2. Esquema visual do delineamento experimental.
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3.3.4 Determinacido da biomassa
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A biomassa (peso seco) foi estimada indiretamente a partir de uma regressao linear (R?

= 0,9963) através da leitura da Unidade Nefelométrica de Turbidez (NTU) utilizando o

turbidimetro (Alfakit) conforme com a equacao 1:

Biomassa (g L") = NTU = 0,0025

3.3.5 Determinacio do coeficiente de atenuacio da luz

(1

As medidas de atenuagdo da luz foram realizadas no centro das unidades experimentais

contendo células em suspensdo de P. tricornutum em uma profundidade de 10 cm. Foram

coletados dados de irradiancia para cada tratamento, em trés posi¢des distintas: posicdo A

(frente), posicdo B (meio) e posi¢do C (atras) com auxilio de um quantéometro (LI-250A, LI-

COR). O coeficiente de atenuagdo da luz (k) foi calculado de acordo com a equagdo 2:

I, = I,e™**

Onde . = irradiancia na profundidade da cultura (umol fétons m? s); Iy = irradiancia

emitida pela lAmpada fluorescente de 36 W (umol fotons m™ s!) e z = profundidade do frasco

de vidro (m).

)
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3.3.6 Absor¢ao da luz

Ap0s os calculos do coeficiente de atenuagao da luz (k), os dados foram utilizados para
calcular a absor¢ao da luz de acordo com a equagao 3:

AB (%) = (1 — k) * 100 3)

3.3.7 Medicoes da fotossintese a partir da fluorescéncia da Clorofila-a do fotossistema II

Os parametros fotossintéticos foram medidos através da fluorescéncia com pulso de
amplitude modulada com o auxilio do WATER-PAM (Heinz Walz GmbH, 2000) de acordo
com Cella et al. (2023).

Durante a aclimatacao, os niveis de fluorescéncia minimo (Fo) e maximo (Fm) foram
medidos ap6s uma adapta¢ao no escuro por 10 minutos para calcular o rendimento quantico
maximo no PSII (Fv/Fm), enquanto os niveis de fluorescéncia estavel (F) e maxima (Fm”)
foram medidos ap6s uma adaptacao no periodo claro por 10 minutos para calcular o rendimento
efetivo no PSII (Y1). As fluorescéncias foram coletadas em intervalos de uma hora em ambos
os periodos a fim de determinar os rendimentos maximos. Ap6s 7 dias, o Yu se manteve
constante, indicando a aclimatagdo das células de P. tricornutum as condi¢des ambientais
propostas (o experimento s6 comecou quando essa estabilidade no Y1 foi alcancada).

Para realizar uma estimativa adequada da taxa de transporte de elétrons (ETR), ¢
importante considerar a razdo de clorofilas associadas a cada fotossistema. Nesse contexto,
essas razdes foram determinadas por Johnsen e Sakshaug (2007) considerando diferentes
espécies de algas marinhas com composi¢cdo pigmentar diversificada. Portanto, a fracao de
clorofila-a associada ao PSII (Fu) de Phaeodactylum tricornutum, aclimatada em baixa
irradiancia, foi fornecida por esses autores. A absortdncia (ABSt) pode ser estimada pelos
valores de transmitancia (T) assim como proposto por Enriquez e Borowitzka (2010) de acordo
com a equacao 4:

ABS, =1—T 4)

3.3.8 Determinacio do teor de pigmentos

Em cada intervalo de tempo foram coletadas amostras de 5 mL de cada unidade
experimental. As amostras foram filtradas com microfiltro de fibra de vidro 0,45 uM e
congeladas a -20 °C para posterior andlise. Os pigmentos fotossintetizantes, clorofilas a e ¢ (c;

+ ¢2) foram extraidos com acetona 90% e quantificados em espectrofotometro UV-vis
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(Multileitora Infinite M200, Tecan) nos comprimentos de onda 664 ¢ 630 nm, de acordo com
as equagdes 5 e 6, respectivamente (STRICKLAND; PARSONS, 1972). As leituras foram
realizadas em triplicata e os resultados foram normalizados pela biomassa seca (g L) e

expressos em mg g de biomassa seca (DW).

Clorofila —a (ug mL™) = 11,47 x Aggs — 0,40 x Agsq (5)

Clorofila — c (ugmL™Y) = 24,36 x Ag30 — 3,73 x Agga (6)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para a quantificacao dos
carotenoides diadinoxantina, diatoxantina e fucoxantina na fragdo metanolica (MeOH) do
extrato de P. tricornutum. Uma aliquota de cada amostra (10 pL, n = 3) foi injetada em um
cromatografo liquido (Shimadzu LC-10A), equipado com uma coluna de fase reversa C18
(Vydac 218TP54, 250 mm x 4,6 mm, @ 5 um, 30 °C), protegido por uma coluna de guarda de
fase reversa (Vydac 218GK54, @ 5 um) e um detector UV-vis (450 nm). A eluicdo foi realizada
com MeOH/CH3CN (90:10, v/v) em uma vazio de 1 mL min'. A identificagio da
diadinoxantina, diatoxantina e fucoxantina foi realizada utilizando seu tempo de retencao e co-
cromatografia de padrao analitico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A quantificagdo dos
metabélitos foi baseada em curva padrio de fucoxantina (1-25 pg mL'; y = 0,0513x; R? =
0,999) de acordo com Schmitz et al. (2022). As leituras foram realizadas em triplicata e os
resultados foram expressos em mg g de biomassa seca (DW). O estado de de-epoxidagdo

(DES) foi calculado de acordo com a equacao 7 proposta por Ruban et al. (2004):

Dtx
Dtx+Ddx

DES =

x 100 (7

Onde Dtx = teor de diatoxantina (mg g'') e Ddx = teor de diadinoxantina (mg g™).

3.3.9 Extracao de RNA total, transcricdo reversa e avaliacao dos niveis de transcritos via
qPCR

As amostras foram processadas de acordo com Cella et al. (2023). Cada unidade
experimental foi centrifugada a 2950 x g durante 5 minutos, lavadas uma vez com dgua do mar
estéril, com o pellet imediatamente congelado a -80 °C. A extragdo do RNA total das amostras

de P. tricornutum (n = 3, 100 mg) foi realizada com o reagente Qiazol (Qiagen, Hilden,
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Alemanha), seguindo as instru¢des do fabricante. A extragdo foi realizada com o método de
congelamento/descongelamento com nitrogénio liquido durante a etapa de homogeneizagao
para garantir um rompimento celular eficiente. A pureza e a concentragao do RNA total foram
quantificadas por espectrometria em NanoDrop®ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, EUA). A transcricdo reversa foi realizada utilizando o Kit QuantiTect Reverse
Transcription (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. As
amostras de cDNA foram diluidas e armazenadas em freezer a -20°C para posteriores analises
moleculares.

Os niveis de transcritos de seis genes envolvidos no ciclo diadinoxantina-diatoxantina
foram baseados em Cella ef al. (2023), assim como demonstrados na tabela 2. A avaliagdo dos
niveis de mRNA foi realizada pelo kit QuantiNova SYBR Green PCR (Qiagen) e quantificada
usando o termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen). Em todas as unidades experimentais foram
realizadas reagdes de qPCR utilizando 100 ng de cDNA como molde num volume total de
reacdo de 20 pL. As condigdes dos ciclos foram as seguintes: ativagdo inicial da PCR (95 °C
por 5 minutos); desnaturagdo (95 °C por 10 segundos) e combinagdo de anelamento/extensao
(60 °C por 30 segundos) repetido para um total de 35 ciclos. Os fragmentos amplificados foram
submetidos a uma curva de fusdo (72 °C a 95 £ 1 °C) para garantir que ndo ocorressem
anelamentos nao-especificos. Em cada corrida, um controle negativo de transcri¢do reversa
(RNA tratado com DNAse) foi incluido, assim como um branco de controle em duplicata (dgua
molecular ultrapura).

Em cada corrida, a eficiéncia (E) da qPCR foi verificada para cada par de iniciadores
pela construgdao de uma curva padrao a partir de diluigdes seriadas (1:2) com 800; 400; 200;
100 e 50 ng (em duplicata) a partir de um conjunto de todas as amostras de cDNA (n = 45).
Somente curvas com eficiéncias que variam entre 99% e 101% foram utilizadas e E foi
automaticamente calculada empregando o software Rotor Gene 6000 Series. A normalizagio
para cada gene alvo foi realizada de acordo com Rhinn et al. (2008), com base na concentracao
de cDNA presente nas amostras. Todos os dados foram calibrados pelos niveis de mRNA do
grupo controle (PAR) e os resultados foram analisados pelo método 2" (Schmittgen; Livak,

2008).
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para a amplificacio dos genes-alvo relacionados a biossintese de
fucoxantina pela microalga Phaeodactylum tricornutum.

Gene Sequéncias dos iniciadores 5' - 3' Amplicon (pb) Acesso NCBI

F - GCTGGAGCAAGGGACAAGTT
ZEPI 96 XM_002180202.1
R - AGCCATCTTCGGTAGCCTGA -

F- ACAAGGAAGGTGGTGTCAAATC
ZEP? 97 XM_002176899.1
R - AGGATTGTTTCTCCCGCAAAG -

F - TGGTTGGAAGAACGACAAG
ZEP3 93 XM_002178331.1
R - AGCTCAAATAGGACCAGAGA -

F - TCCATCGTTTCGTGTCTCTTCC
VDE 109 XM_002178607.1
R - GTCGTCCCGTACAGGTGTTAAT -

F - GAGTGACAAGGAACTCGATATG
VDLI 100 XM_002180599.1
R - GATCATGTGTTCGGTGAGAG -

F - GCTACGCATGGATGTGGAAT
VDL2 101 XM_002180015.1
R - CTTCGCCGCTGACAAGAAT -

3.3.10 Analises estatisticas

Os dados foram testados quanto a homogeneidade de variancia (Teste de Levene) e
normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) empregando o software Statistica 7,0. Foi aplicado o teste
paramétrico One-way ANOVA (post-hoc de Tukey) para calcular as diferencas de um mesmo
tratamento ao longo do tempo de cultivo e também para determinar as diferencas entre
diferentes tratamentos em um mesmo periodo especifico. Foi empregado o software GraphPad
Prism 9.0 para constru¢do dos graficos e as diferengas estatisticas foram consideradas para
p<0,05. Todos os dados dos paramétros fisiologicos e moleculares estdo apresentados como a

média de cada tratamento (n=3) &+ desvio-padrao.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Biomassa e absorc¢ao da luz

As culturas de Phaeodactylum tricornutum foram aclimatadas durante 7 dias e depois
foram expostas a radiagdo UVR em diferentes quantidades de energia luminosa em um periodo
de 72 horas. Na Figura 3A ¢ apresentado o efeito dessas diferentes exposigdes no acimulo de
biomassa. As células de P. tricornutum foram influenciadas significamente pela dose de UVR
ao longo do tempo e em relagdo a PAR (grupo controle). Ao longo do tempo, o grupo controle
demonstrou um aumento progressivo (p<0,05) na concentracdo de biomassa seca, atingindo
1,30 £ 0,08 g L'! em 72 horas, cerca de 2,4 vezes maior que no tempo zero. O tratamento com

UVR na menor dose (Den), apresentou um padrao de crescimento menor em relagdao ao PAR,
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atingindo uma concentra¢io de biomassa de 0,78 + 0,01 g L', enquanto o dobro da dose com
o mesmo tempo de exposi¢do 2 UVR (2Deh) atingiu um valor de 0,70 = 0,03 g L}, também em
72 horas. Os tratamentos com maior tempo de exposicdo a UVR (2D12n € 4D12n) apresentaram
menores valores, alcangando 0,67 £ 0,02 g L' ¢ 0,61 £ 0,01 g L', respectivamente. Quando os
tratamentos foram comparados dentro de cada periodo especifico, nota-se novamente um
aumento no acumulo de biomassa para o tratamento PAR em 24 horas, alcangando uma
biomassa de 0,71 = 0,01 g L', quando comparados com os tratamentos expostos a UVR (0,62
+ 0,02 g L'!). Em 48 horas, a diferenca entre o grupo controle foi mais significativa (p<0,05),
atingindo cerca de 1,35 vezes mais biomassa em comparacao aos tratamentos com exposicao a
UVR. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos com a mesma dose de UVR (2Den
e 2D12n), porém o tratamento com maior dose de UV (4D21), ndo apresentou um crescimento
significativo ao longo das 72 horas de cultivo.

Em relagdo a absorcdo de luz pelas células de P. tricornutum (Fig. 3B), cerca de 85%
da luz permaneceu sendo absorvida pelas culturas no tempo zero em uma biomassa inicial de
0,55 g L'!. Foi observado uma limitagio na absor¢io do tratamento com PAR, atingindo 41,88%
nas 72 horas de cultivos. O tratamento com a menor dose e com o dobro de UVR (Dsh € 2Dsn)
no mesmo tempo de exposi¢do também apresentaram uma queda significativa (p<0,05) na
absorcao de energia luminosa, atingindo 53,47% e 62,29 % no mesmo intervalo de tempo. Por
outro lado, as doses de UVR no maior tempo de exposicao (2D12n € 4D12n) apresentaram valores
relativamente altos (69,45 e 74,46%, respectivamente) em relagdo a porcentagem inicial. Em
24 horas de exposicao, as taxas de absor¢do dos tratamentos 2Di2n € 4D12n continuaram mais
altas em relacio PAR, com valores proximos a 75%. Novamente nao houve diferenca

significativa entre os tratamentos que receberam a mesma dose de UVR (2Dgh € 2D12n).
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Figura 3. Acimulo de biomassa (A) e absorcido de energia luminosa (B) em culturas de
Phaeodactylum tricornutum cultivadas sob exposi¢cio a PAR (150 pmol photons m? s') e UVR em
diferentes doses de radia¢iio (D = 378 KJ m).
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Absorcao de energia luminosa (%)
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As letras mintisculas representam diferengas de um mesmo tratamento ao longo do tempo. Os asteriscos
representam as diferencgas entre os tratamentos dentro de um periodo de tempo especifico. Cada valor esta
apresentado como a média = desvio-padrao (n=3).
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3.3.2 Medicoes da fluorescéncia da clorofila-a no PSII

Como pode ser visto na Figura 4A, todos os tratamentos apresentaram uma reducdo
significativa (p<0,05) no rendimento quantico maximo do PSII em P. tricornutum ao longo das
72 horas. Todos os tratamentos comecaram com valores de Fv/Fm proximos a 0,7, indicando
que as culturas ndo estavam estressadas no inicio do experimento. Nas primeiras 24 horas de
cultivo, ¢ possivel observar uma queda acentuada nas maiores doses de exposi¢do a UVR, com
valores entre 0,25 + 0,04 ¢ 0,37 £ 0,06. O tratamento sem exposi¢do a UVR se manteve similar
ao inicio do experimento, mantendo o Fv/Fm em 0,63+ 0,02. A menor dose de UVR (Deh)
também apresentou uma redugdo mais lenta em 24 horas, atingindo um valor de 0,52 + 0,03.
Entre 48 e 72 horas de cultivo, o tratamento PAR teve uma redugao de 32% desde o inicio do
experimento, enquanto a menor dose de exposi¢ao (Den) atingiu valores entre 0,30 = 0,02 e 0,36
+ 0,03, os quais foram alcancados pelas doses mais altas de UVR nas primeiras 24 horas de
cultivo. Ainda assim, esses tratamentos submetidos as maiores doses de UVR, mantiveram os
valores de Fv/Fm bem reduzidos ao longo de todo o experimento, indicando um estresse
fotossintético continuo.

Em relagdo ao mecanismo de dissipacao de energia (NPQ, Fig. 4B), ndo houve diferenca
significativa ao longo do tempo para a PAR. Em 48 horas de cultivo, também nao houve
diferencas significativas para os tratamentos submetidos as diferentes doses de UVR, tanto ao
longo do tempo, quanto em relagdo a PAR. As maiores respostas foram encontradas em 72
horas para os tratamentos com UVR, onde as doses Den, 2D12n € 4D12n apresentaram valores
entre 0,23 + 0,02 e 0,28 + 0,02 enquanto a dose 2Dsn alcangou praticamente o dobro de
dissipacdo de energia.

A taxa de transporte de elétrons (ETR) representada pela Figura 4C, mostra uma
diminuig¢ao gradual e constante do PAR ao longo do tempo, atingindo uma taxa de 62% em 72
horas. As culturas submetidas as radiagdes UVR apresentaram uma redu¢do do ETR, atingindo
38% para a dose D¢n € sem diferencas significativas entre os tratamentos que receberam a
mesma dose de UVR com 35% para 2Dsn € 37% para 2D12n, independente da intensidade de
radiagdo. Além disso, o menor valor de ETR foi alcancado pela maior dose de radiagdo UVR,

com 29%.
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Figura 4. Parametros de fluorescéncia como Fv/Fm (A), NPQ (B) and ETR (C) em culturas de
Phaeodactylum tricornutum cultivadas sob exposi¢cio a PAR (150 pmol photons m? s') e UVR em
diferentes doses de radia¢io (D = 378 KJ m).

® PAR # UVDg 4 UV2Dg 57 UV 2Dy 4 UV 4Dy

Fv/iFm

NPQ

ETR (umol elétrons m?2 s)

Horas

As letras minusculas representam diferencas de um mesmo tratamento ao longo do tempo. Os asteriscos
representam as diferengas entre os tratamentos dentro de um periodo de tempo especifico. Cada valor esta
apresentado como a média + desvio-padrao (n=3).
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3.3.3 Teor de pigmentos fotossintetizantes
A concentracdo de pigmentos nas células de P. tricornutum variou expressivamente
(p<0,05) em todos os tratamentos conforme apresentado na Figura 5. Os teores de Chl-a e Fx
aumentaram significamente (22,44 + 1,09 e 21,34 + 1,11 mg g™!) no decorrer das 72 horas
quando submetidas a PAR. Em relacdo as culturas expostas a radiacio UVR, somente a menor
dose (De¢h) apresentou um aumento no teor de Chl-a e Fx similares & PAR nas primeiras 24
horas de cultivo, atingindo valores de 16,76 = 0,88 ¢ 18,66 + 0,96 mg g™!, respectivamente.
Todos os outros tratamentos expostos a UVR apresentaram uma queda brusca na concentragao
destes pigmentos envolvidos no processo de captagcdo de luz. Da mesma maneira, o teor de Chl-
¢, que também faz parte do complexo proteico FCP em P. tricornutum, apresentou um aumento
gradativo ao longo do tempo para PAR e um aumento de 50% nas primeiras 24 horas para o
tratamento com a menor dose de UVR, porém com uma redu¢do de 80% em 72 horas. Todos
os tratamentos com maior tempo de exposi¢cdo as doses UVR apresentaram uma reducao
significativa (p<0,05) de 80% para Chl-a e Fx, e de 65% para Chl-c ao longo do tempo.
Com relacao a Ddx e Dtx, ¢ possivel observar uma relagdo de interconversao entre
estes dois carotenoides que desempenham um papel fundamental no ciclo das xantofilas. A
concentragio de Ddx em 72 horas para a PAR foi de 5,23 + 0,48 mg g, enquanto para os
tratamentos expostos @ UVR, menores concentragdes foram encontradas nos tratamentos Den
(0,51 £0,02mg g ), 2D12n (0,52 £ 0,01 mg g) e 4D12n (0,62 £ 0,04 mg g!), e de 1,33 £0,23
mg g para a dose 2Dgn. Em contrapartida, os valores de Dtx foram o inverso, apresentando
concentragdes de 2,35 mg g! para a PAR e um aumento significativo (p<0,05) de para todos os
tratamentos expostos a UVR, alcangando teores de 1,14 +£0,16; 5,70 = 0,34; 1,17+ 0,04 ¢ 1,39

mg g + 0,32 para as doses Dgh, 2D¢h, 2D12n € 4D12n, respectivamente.
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Figura 5. Concentracio de clorofila-a (Chl-a), clorofila-c (Chl-c), Diadinoxantina (Ddx),
diatoxantina (Dtx) e Fucoxantina (Fx) em culturas de Phaeodactylum tricornutum cultivadas sob
exposicdo 2 PAR (150 pmol photons m s') e UVR em diferentes doses de radiacio (D = 378 KJ
m?),
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Cada valor esta apresentado como a média = desvio-padréo (n=3).

O estado de de-epoxidacdo (DES, Figura 6) apresentou um padrdo constante para as
culturas submetidas somente a PAR ao longo do periodo experimental, com uma redugdo de
apenas 11% do inicio do cultivo. J& os tratamentos expostos a UVR, € possivel notar uma maior
taxa de de-epoxidacdo em todas as culturas expostas, com um aumento significativo (p<0,05)
de 43% para as doses Den € 2Dsh, € 57% para a maior dose (4D12n) em 72 horas, o que induz ha
uma rapida conversdo de Ddx em Dtx como uma necessidade para fotoproteger o aparelho

fotossintético.
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Figura 6. Estado de de-epoxidacio (DES) em culturas de Phaeodactylum tricornutum cultivadas
sob exposicdo a PAR (150 pmol photons m? s') e UVR em diferentes doses de radiagio (D = 378
KJ m?).
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Cada valor esta apresentado como a média + desvio-padréo (n=3).

3.3.4 Nivel de transcritos dos genes envolvidos no ciclo Ddx-Dtx

A fucoxantina € o principal pigmento acessorio de captacdao de luz em diatoméceas,
produzida principalmente através da diadinoxantina, a qual pode ser de-epoxidada para
diatoxantina em condi¢des de alta luminosidade ou exposicdo @ UVR, como prote¢do contra
danos fotossintéticos. Na primeira categoria, que inclui os genes ZEP1, ZEP2 e ZEP3 (Fig. 7A,
7B e 7C), um padrao similar foi observado para as isoformas ZEPI e ZEP2 em um aumento no
nivel de transcritos das culturas cultivadas somente na PAR, variando cerca de 2,6 vezes € 2,9
vezes nos tempos 24 e 72 horas, respectivamente. Para as culturas expostas a UVR, as doses de
energia luminosa apresentaram uma reduc¢do de 60% (Den), 75% (2Dsn € 2D121) € 90% (4D12n)
nos niveis de transcritos em 72 horas. J4 o gene ZEP3, apresentou um padrdo diferente em
relagdo as outras duas isoformas. Em 24 horas, todos os tratamentos tiveram uma redugao
acentuada nos niveis de transcritos, com um leve aumento em 72 horas somente para as doses
com maior tempo de exposicdo a UVR e a PAR. Na segunda categoria, que inclui os genes

VDE, VDLI e VDL2 (Fig. 8A, 8B e 8C), as isoformas VDE e VDLI também apresentaram um
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padrdo similar no tratamento PAR, com o gene VDL! sendo mais regulado. E possivel observar
um aumento no nivel de transcritos dos tratamentos que receberam a mesma dose de UVR,
atingindo cerca de 9 vezes para a dose 2D12n € 10 vezes para a dose 2Desn, ambas em 72 horas.
Por outro lado, ndo houve diferenca significativa para o tratamento submetido a menor dose. Ja
a regulacdo do gene VDE comparado ao VDLI foi 80% menor. A terceira isoforma desta
segunda categoria de genes, apresentou um padrdo inverso aos genes VDE e VDLI1, com relagao
a menor dose de UV (Den), alcancando um aumento significativo (p<0,05) de 3,5 vezes nos
niveis de transcritos, quando comparado com as outras isoformas. O mesmo se aplica na maior
dose de UV (4D12n), com um aumento de 2,8 vezes em relagdo ao VDLI. Apesar das diferencas
apresentadas entre as isoformas de ambas as categorias, ¢ possivel observar uma relacdo de
interconversao entre as isoformas ZEPI ¢ ZEP2 com VDE e VDLI, e entre ZEP3 com VDL?2,

assim como ocorre entre a Ddx e Dtx.
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Figura 7. Niveis de transcritos dos genes associados a epoxidacio ZEPI (A), ZEP2 (B), ZEP3 (C)
em culturas de Phaeodactylum tricornutum cultivadas sob exposicdo a PAR (150 pmol photons m"
251 e UVR em diferentes doses de radiacio (D =378 KJ m?).
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As letras minusculas representam diferengas de um mesmo tratamento ao longo do tempo. Os asteriscos
representam as diferencas entre os tratamentos dentro de um periodo de tempo especifico. Cada valor esta
apresentado como a média + desvio-padrao (n=3).
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Figura 8. Niveis de transcritos dos genes associados a de-epoxidagdo VDE (A), VDLI (B), VDL2 (C)
em culturas de Phaeodactylum tricornutum cultivadas sob exposi¢do a PAR (150 pmol photons m? s™)
e UVR em diferentes doses de radiagio (D = 378 KJ m?).
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3.4 DISCUSSAO

Os danos ao aparato fotossintético estdo relacionados principalmente aos efeitos de
estresse causados pela exposicao a UVR, tanto pela dose quanto pelo tempo de exposicao a essa
radiagdo, afetando o crescimento e a sobrevivéncia das células de P. tricornutum. De acordo
com Hendrik et al. (2009), dois dos principais alvos desse dano sdo o complexo do centro de
reacdo do PSII e a enzima Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase/Oxigenase (Rubisco), a qual
ativa a funcao carboxilase durante o Ciclo de Calvin-Benson para a fixar o carbono proveniente
do COx. Dentro desse contexto, a exposi¢ao as diferentes doses de UVR pode ter causado danos
a estrutura e a atividade da Rubisco, comprometendo a eficiéncia da fixacdo de carbono,
corroborando com os resultados de crescimento encontrados nesse estudo. Isso resulta numa
diminuicdo da eficiéncia fotoquimica da fotossintese, onde menos energia luminosa ¢
convertida em energia quimica, criando um desequilibrio e aumentando o acimulo de energia
luminosa, assim como reportado por Gao et al. (2018).

Embora a radiagdo PAR tenha promovido o crescimento em condi¢des favoraveis, a
adicdo de UVR, especialmente em doses mais altas e em periodos prolongados, dificultou o
crescimento nesse estudo, corroborando com os resultados encontrados por Gao et al. (2007).
Um ponto interessante nos resultados apresentados, foi o crescimento continuo, mesmo que
minimo, na menor dose de UVR (Den), diferente dos outros tratamentos expostos a essa
radiacdo. Dentro desse contexto, sugere-se que o autossombreamento, fendmeno onde as
células fazem sombra umas as outras, possa ter protegido as células de P. tricornutum de um
potencial dano, o que ndo foi observado nas maiores doses de UVR, conforme os resultados de
Gao et al. (2021). Além disso, as taxas mais altas de absorcao de energia luminosa observadas
nas doses de UVR mais intensas, também podem estar associadas ao menor crescimento dessas
culturas.

Conforme Halac et al. (2009) e Lepetit et al. (2022), a radiagdo UVR ¢é conhecida por
afetar negativamente o Fv/Fm, causando danos ao PSII e resultando em estresse oxidativo.
Desta maneira, as células que foram submetidas as maiores doses de UVR dependem do ciclo
Ddx-Dtx e do NPQ como um mecanismo fotoprotetor para a regulacdo do PSII. A redu¢do do
Fv/Fm durante as exposi¢des a curto prazo com UVR, pode estar associada principalmente a
saturacdo do NPQ, gerando um impacto direto no PSII. Esta redugdo geralmente esta
relacionada como um indicador de fotoinibicdo e que afeta diretamente a eficiéncia méxima da
fotossintese. Nossos resultados também mostraram uma redugao gradual ao longo das 72 horas
na ETR das culturas expostas a UVR. Isto reforca o impacto nocivo no desempenho

fotossintético de P. tricornutum, assim como evidenciado pelo Fv/Fm. Por outro lado, ¢
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possivel observar que nas culturas submetidas somente a radiacdo PAR, o NPQ ¢ o ETR
permanecem constantes ao longo de todo o periodo experimental, o que pode indicar um
equilibrio entre a absorcao e a dissipagao de energia luminosa.

A resposta do ciclo Ddx-Dtx ao estresse a UVR pode depender do tempo de exposicao
e da aclimatagdo das células, ou seja, ao longo do tempo, as células podem alternar entre
diferentes mecanismos de fotoprotecdo, incluindo a ativagao do ciclo dessas xantofilas. Os
resultados desse trabalho sugerem que uma exposi¢ao curta, mas intensa, a UVR pode induzir
uma maior de-epoxidagdo. Por outro lado, em doses mais baixas de UVR, observou-se uma
rapida producdo de Ddx, resultando numa menor regulacao nos niveis de transcritos. Isso pode
indicar que as células estdo se aclimatando @ menor intensidade de UVR, acelerando a formacao
desses pigmentos fotoprotetores, assim como reportado por Brunet ez al. (2011).

A interconversao entre Ddx e Dtx mediada pelas isoformas ZEPI, ZEP2, VDE e VDL,
assim como a associagdo entre ZEP3 e VDL2, refletiu em um mecanismo chave de fotoprotecao,
especialmente em condigdes de exposi¢do a UVR. Esses resultados s3o consistentes com
Nymark (2009), Kim et al. (2019) e Cella et al. (2023), que também discutem a importancia
dessa interconversdo dindmica como uma estratégia de fotoprote¢do, realcando a capacidade
aclimatativa de P. tricornutum em condigdes variaveis.

Halac et al. (2009), por exemplo, relataram uma estimulag¢ao na de-epoxida¢ao de Ddx
em resposta a UVR, que apresentou maior reducdo na eficiéncia do PSII quando correlacionada
com maiores quantidade de energia luminosa. Entretanto, os mesmos autores concluiram que
as células aclimatadas com pouca energia luminosa ndo exibiram efeitos significativos na de-
epoxidacao desse carotenoide, embora a redu¢do na eficiéncia do PSII tenha sido notavel. Os
efeitos da UVR na de-epoxidagdo podem estar relacionados a diversos fatores, além da
intensidade luminosa e do espectro UVR. Embora o aumento da de-epoxidagdo possa ser uma
resposta aclimatativa para proteger o fotossistema contra os efeitos prejudiciais da UVR, essa
de-epoxidagdo pode ndo ser suficiente para proteger completamente o aparato fotossintético.
Outros fatores como o estresse oxidativo e a permeabilidade das membranas tilacoides, também
podem desempenhar um papel na regulagdo dos pigmentos fotoprotetores (RASTOGI et al.,
2020).

A aparente contradi¢cdo nas conclusdes dos estudos sobre o ciclo Ddx-Dtx em resposta
a radiacdo UVR pode ser esclarecida quando se consideram as condigdes especificas em que
esses trabalhos foram realizados. Por um lado, ¢ relatado uma estimulagdo positiva do ciclo
Ddx-Dtx, que geralmente foram realizados sob condigdes espectrais que se assemelham as

condig¢des naturais, o que inclui um equilibrio espectral entre a PAR, a UVR (UV-A) e a UVR
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(UV-B). Esses estudos geralmente expde os organismos a niveis relativamente baixos de UV-
B e niveis mais altos de UV-A (REIZOPOULOU et al., 2000; ZUDAIRE; ROY, 2001; WULFF
et al.,2008; HENDRIK et al., 2009; HALAC et al., 2014; GAO et al., 2021), o que corrobora
com o espectro de radiagdo UVR deste trabalho. Por outro lado, outros estudos presentes na
literatura (WARING et al., 2006; SHI et al., 2017) relatam que a inibi¢do do ciclo Ddx-Dtx
muitas vezes foi conduzida sob condigdes espectrais desfavoraveis, como por exemplo a
auséncia da radiacdo UV-A, o que nao representa de fato as condi¢des ambientais naturais.
Além do mais, os resultados desse estudo mostraram também uma resposta diferenciada
de P. tricornutum com um aumento da concentragdo dos pigmentos envolvidos no processo de
captagdo de luz dependendo da dose ou tempo de exposi¢do a PAR e UVR. Estes resultados,
sugerem que, enquanto a radiacdo PAR promove a fotossintese e a sintese de pigmentos, a UVR
afeta a composi¢ao bioquimica da biomassa, impactando diretamente a eficiéncia fotossintética
e a estrutura dos complexos proteicos associados. No entanto, baixas doses de UVR podem
inicialmente estimular a producao de pigmentos, como a Chl-a e a Fucoxantina por exemplo,
enquanto as exposicdes mais intensas ou prolongadas de UVR apresentaram um efeito
inibitorio. Essa compreensao ¢ fundamental para elucidar os mecanismos de resposta e
aclimatacdo das diatomaceas a diferentes doses de energia luminosa, ressaltando a
complexidade das estratégias fotoprotetoras desses organismos em ambientes naturais

variaveis.

3.5 CONCLUSOES
Este capitulo fornece evidéncias claras do impacto nocivo da radiagdo UVR em varios

aspectos fisioldgicos e moleculares de Phaeodactylum tricornutum, dentre eles:

e Ascélulas de P. tricornutum foram significativamente afetadas pela dose de UVR,
com um padrdo de crescimento reduzido em comparacdo as culturas expostas
apenas a PAR. Isso pode ser um indicativo de que a UVR apresenta um efeito
inibitorio no crescimento celular, especialmente em doses mais altas e em tempos
de exposi¢do prolongados;

e Foi observada uma limitagdo na absor¢do de luz em tratamentos com UVR,
indicando uma possivel degradagdo ou inibicdo dos componentes do aparato
fotossintético. A eficiéncia fotossintética, medida através do rendimento quantico
maximo do PSII (Fv/Fm), também diminuiu significativamente sob UVR,

sugerindo danos ao PSII e estresse fotossintético;
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e A exposicdo prolongada a UVR resultou em uma diminui¢do significativa na
concentracdo de pigmentos importantes como Chl-a, Chl-c e Fucoxantina. Este
declinio foi particularmente notdvel em tratamentos com doses mais intensas de
UVR, ressaltando o efeito prejudicial dessa radiagdo na produgdo e manutengdo
desses pigmentos essenciais para a captacao de luz durante o processo de
fotossintese;

e O estado de de-epoxidagdo dos carotenoides associados ao NPQ, como a conversao
de Ddx para Dtx, mostrou uma taxa maior de de-epoxida¢do em tratamentos com
UVR. Isso implica em uma tentativa de aumentar a capacidade de fotoprotecdo em
resposta ao estresse em culturas submetidas a exposicdo de UVR, indicando a
ativacao de mecanismos de defesa celular;

e A transcri¢do dos genes relacionados ao ciclo das xantofilas, incluindo a reducao
nos niveis de transcritos dos genes ZEPI, ZEP2, ZEP3 e o aumento no nivel de
transcritos dos genes VDE, VDLI1 e VDL? foi afetada pela radiacdo UVR, sugerindo
uma modifica¢do na capacidade da célula de responder ao estresse luminoso e

fotoprotetor.
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CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

Esta tese forneceu um melhor conhecimento sobre os impactos ecoldgicos das variagdes
das condi¢des de luz em ambientes aquaticos. Elucida como as quantidades de energia luminosa
proveniente da PAR e da UVR afetam o crescimento, a fotossintese e as respostas moleculares
em Phaeodactylum tricornutum, aprimorando a compreensdao dos papéis ecologicos e das
respostas adaptativas das diatomaceas as mudancas nas condi¢des ambientais. Esta investigagao
detalhada contribui significativamente para o campo da fotobiologia e pesquisa em microalgas,
oferecendo informagdes valiosas sobre a resiliéncia e adaptabilidade dessa microalga diante dos
estressores ambientais.

Um fator interessante a ser considerado nos resultados do Capitulo 3 se diz respeito ao
acumulo de fucoxantina durante as primeiras 24 horas para o tratamento com a menor dose de
UVR (Den), 0 qual foi alcangado um teor de 11,94 + 0,01 mg de fucoxantina, muito parecido
com o tratamento controle (PAR), o qual se obteve um teor de 11,73 = 0,01 mg. Dentro desse
contexto, pode-se utilizar uma abordagem estratégica para otimizar a producdo de biomassa
microalgal e de metabolitos especificos de interesse industrial. O cultivo de microalgas em duas
fases, geralmente conhecido como cultivo em duas etapas, tem ganhado destaque devido aos
beneficios que oferece em termos de eficiéncia produtiva e otimizagdo das condigdes de
crescimento. Através da divisdio do processo em duas etapas distintas, cada fase ¢
cuidadosamente ajustada para promover o crescimento celular e a acumulagdo de bioprodutos
desejados. No caso do Capitulo 3, a menor dose de UVR se mostrou promissora para estimular
um aumento no teor de fucoxantina em P. tricornutum. Apesar dos desafios, as vantagens em
termos de produtividade, acimulo direcionado de bioprodutos, sustentabilidade e flexibilidade

demonstram um potencial significativo dessa técnica para o futuro da producdo de microalgas.
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