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A. LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Spondylosium pygmaeum, aumento de 1000 X em contraste
de fase mostrando medidas de altura e largura das células

(5,7 um e 6,3 ym respectivamente), bem como a largura do istmo (4,72 ym).

Figura 2: Esquematizacdo dos experimentos.

Figura 3 : Densidade celular de Spondylosium pygmaeum em funcao

do tempo de cultivo em meio preparado com duas concentracdes de nitrato
(10 e 100 uM).

Figura 4 : Concentracao de clorofila-a de Spondylosium pygmaeum em funcao

do tempo de cultivo em meio preparado com duas concentracdes de nitrato
(10 e 100 uM).

Figura 5 : Concentracao de carboidratos totais de Spondylosium pygmaeum
em funcao do tempo de cultivo em meio preparado com duas concentracdes
de nitrato (10 e 100 pM).

Figura 6 : Concentracao de carboidratos extracelulares por célula em funcéo
do tempo de cultivo de Spondylosium pygmaeum em meio preparado

com duas concentragdes de nitrato (10 e 100 pM).

Figura 7: Taxa de producéo de carboidratos extracelulares por célula
em funcao do tempo de cultivo em meio preparado com duas concentracdes

de nitrato (10 e 100 yM) com Spondylosium pygmaeum.

Figura 8: Concentracdo de nitrato (M) em funcéao do tempo de cultivo

em meio preparado com duas concentragdes de nitrato (10 e 100 yM).

Figura 9: Composi¢cdo dos monossacarideos (%) liberados no inicio

e no final do experimento 1 (nitrato).
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Figura 10 : Densidade celular de Spondylosium pygmaeum em funcao

do tempo de cultivo em meio preparado com duas concentracdes de amonio

(20 e 150 uM).

Figura 11 : Concentracao de clorofila-a de Spondylosium pygmaeum
em funcao do tempo de cultivo em meio preparado com duas

concentractes de amoénio (20 e 150 uM).

Figura 12 : Concentracao carboidratos totais de Spondylosium pygmaeum
em funcao do tempo de cultivo em meio preparado com duas

concentractes de amoénio (20 e 150 uM).

Figura 13 : Concentracdo de carboidratos extracelulares por célula
em funcéo do tempo de cultivo de Spondylosium pygmaeum

em meio preparado com duas concentracdes de amoénio (20 e 150 uM).

Figura 14: Taxa de producéo de carboidratos extracelulares por célula
em funcéo do tempo do experimento com Spondylosium pygmaeum

em meio preparado com duas concentracdes de amonio (20 e 150 uM).

Figura 15: Concentracdo de amonio (uM) em funcdo do tempo de cultivo

em meio preparado com duas concentracdes de amonio (20 e 150 uM).

Figura 16: Composicdo dos monossacarideos (%) liberados no inicio

e no final do experimento 2 (amonio).
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Spondylosium pygmaeum, quando cultivado em meio preparado com nitrato.
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A producdo extracelular de compostos organicos pelo fitoplancton possui grande
importancia ecoldgica, principalmente pelo incremento da biodiversidade funcional
gerada a partir de associacfes entre o fito e o bacterioplancton. Entretanto, muito
pouco se conhece a respeito dos processos fisiolégicos que controlam este
mecanismo. O objetivo deste trabalho é determinar o efeito da fonte de nitrogénio e da
sua disponibilidade na excrecao de carboidratos totais, bem como na composicédo dos
polissacarideos  extracelulares  produzidos por  Spondylosium  pygmaeum
(Desmidiaceae). Esta linhagem foi isolada de um pequeno lago, localizado no extremo
sul do Brasil (Rio Grande, RS), e estd sendo mantida em condicdes axénicas na
colecdo de culturas de microalgas dulcicolas do Departamento de Ciéncias
Morfobiolégicas da FURG. Foram realizados experimentos testando duas
concentracbes de nitrato (10 e 100 yM) e amonio (20 e 150 pM). O crescimento foi
monitorado tanto pela densidade celular (contagem ao microscopio), como pelo teor de
clorofila-a (espectrofotometria). A concentracdo das fontes de nitrogénio no meio foi
determinada por cromatografia idnica (nitrato) e espectrofotometria (amoénio), enquanto
a producgéo de carboidratos extracelulares totais foi monitorada por espectrofotometria
(método fenol-sulfirico). A caracterizacdo dos polissacarideos extracelulares foi
realizada por HPLC com deteccdo por pulsos amperométricos. Os resultados
mostraram que S. pygmaeum atinge maior biomassa quando cultivada com nitrato,
embora a taxa de crescimento tenha sido maior quando cultivada com amoénio. A taxa
de excrecao aproxima-se de zero durante os experimentos, com ambos nutrientes.
Desta forma, pode-se dizer que esta espécie cresce na mesma propor¢do que produz
carboidratos extracelulares. Este resultado demonstra que o estado fisiolégico nao
altera a taxa de excrecao de carboidratos por célula. A composicao dos polissacarideos
extracelulares produzidos por S. pygmaeum varia durante o crescimento e com a fonte
de nitrogénio, bem como quando os nutrientes estao limitantes. Utilizando-se o nitrato
como fonte de nitrogénio, encontrou-se a Galactose, a Glicose e Manose e/ou Xilose
como 0s principais agucares; enquanto que com amonio, encontrou-se a Glicose,
Manose e/ou Xilose e a Fucose. Esta constituicdo predominante dos polissacarideos
produzidos pela linhagem assemelha-se aos de outras desmidias planctonicas.

Palavras-chave: fitoplancton, Desmidiaceae, polissacarideos extracelulares,
nitrato, amaonio.

D. ABSTRACT



The extracellular production of organic compounds by the phytoplankton has a
remarkable ecological importance. Such products increment the functional
biodiversity enhancing the associations between phytoplankton and bacterioplankton.
However, the physiological mechanisms involved in this process are not properly
understood. The aim of this research is to determine the effect of the nitrogen source
and availability in the growth and release of total carbohydrates produced by
Spondylosium pygmaeum (Desmidiaceae). The composition of extracellular
polysaccharides was also evaluated. This strain was isolated from a small subtropical
shallow lake, located in the extreme south of Brazil (Rio Grande RS). It has been
maintained in axenic conditions in the culture collection of the Morpho-biological
Department of Federal University of Rio Grande. The experiments were carried out
comparing two availabilities of nitrate and ammonium (50 and 500 yM).The growth
was monitored by cell countings on microscope and chlorophyll content. The
extracellular content of nitrogen sources was determined both by ion chromatography
(nitrate) and by colorimetric assay (ammonium), while the production of total
extracellular carbohydrate was monitored by the phenol-sulfuric method. The
characterization of the extracellular polysaccharides was determined by pulse
amperometric detection in a high-performance liquid chromatography (HPLC-PAD).
The results showed that S. pygmaeum have produced more biomass when cultivated
with nitrate, although the growth rates were higher with ammonium. The rate of
excretion per cell reach approximately zero during both experiments. Such result
indicates that this strain grows in the same proportion that releases carbohydrates,
and there is no influence of the physiological state on the rate of carbohydrates
released per cell. The extracellular polysaccharides composition produced by S.
pygmaeum varies throughout the growth phases and with the nitrogen sources,
besides nutrient-limiting conditions. The predominant constitution of the

polysaccharides produced by this strain is similar to other desmids.

Key words: phytoplankton, Desmidiaceae, extracellular polysaccharides, nitrate,

ammonium.

1. INTRODUCAO



Os lagos e outras massas de agua epicontinentais abrigam uma ampla
variedade de formas de vida. Nestes locais, 0s organismos autotréficos convertem a
energia da radiacdo solar em energia quimica durante a fotossintese, utilizando-a na
respiracdo celular e no acumulo de biomassa, além de uma parcela liberada na
forma de matéria organica dissolvida (MOD). O fitoplancton é de extrema
importancia nestes ecossistemas, uma vez que esta comunidade constitui uma
unidade basica de producédo de matéria organica, tanto dissolvida como particulada,
para toda a cadeia tréfica (Reynolds, 2006). As substancias organicas liberadas pelo
fitoplancton sado constituidas principalmente por carboidratos, especialmente
polissacarideos, além de proteinas, lipideos e pequenas moléculas de diferentes
tipos (Myklestad, 1995). Estas substancias servem como fonte de energia e
nutrientes para as comunidades heterotroficas, inclusive bactérias associadas
(Freire-Nordi e Vieira, 1996).

A descoberta, por Pomeroy (1974) e Azam et al. (1983), da importancia
dos microorganismos no fluxo de energia e matéria organica dissolvida (MOD),
devido a sua alta taxa metabdlica por massa e também pela sua enorme
abundancia, gerou novas linhas de estudo no que diz respeito a interacdo das
comunidades. Desta forma, os ciclos de MOD, gerados principalmente pela liberagéo
pelos organismos fitoplanctbnicos, possuem implicacdes diretas no crescimento
bacteriano. Muitas espécies de desmidias tém como caracteristica produzir grandes
guantidades de polissacarideos extracelulares, formando uma camada chamada de
“capsula mucilaginosa” (Domozych, 2005). Este grande grupo de algas verdes é
frequentemente relacionado a excrecdo de grandes quantidades de polissacarideos
extracelulares tanto de natureza mais hidrofébica, como os formadores de capsulas,
guanto dos mais hidrofilicos, que véo continuamente se dissolvendo e se
transformam em componentes do “pool” de MOD em ambientes pelagicos
continentais.

A parede celular das desmidias é normalmente coberta de poros através dos
quais a mucilagem é secretada (Brook, 1981). A formacédo da mucilagem é resultado
de processos fisioldgicos relacionados ao metabolismo do carbono (Vieira e
Myklestad, 1986) e esta associada a producéo de vesiculas do complexo de Golgi
(Domozych e Domozych, 1993). A mucilagem associada as células de algas possui

importantes fungbes na sua biologia, incluindo: (1) regulacdo da flutuacdo, pela



reducdo da sedimentacdo devido a baixa densidade do material orgéanico
extracelular; (2) prevencdo da predacdo pelo zooplancton através do aumento do
tamanho e protecdo mecanica contra enzimas e processos digestivos; (3) retirada
rapida de metais traco, ja que a forma soluvel da mucilagem pode se complexar com
ions organicos e reduzir a toxicidade destes para as algas (Hutchinson, 1967; Porter,
1973; Brook, 1981; Reynolds, 1984; Decho, 1990; Domozych et al., 2007). Além
disso, a manutencdo de capsulas de mucilagem na superficie das células das
microalgas poderia ser util em ambientes oligotréficos, onde a baixa concentracao de
nutrientes pode limitar o crescimento. Nestes locais o efeito da captura de nutrientes
pela mucilagem (Brook, 1981) ajudaria no desenvolvimento e na manutencdo das
populacdes de algas.

As formas soluveis de polissacarideos extracelulares (EPS) compdem a
maior parte do carbono dissolvido dos lagos (Tien et al., 2002). Por isso, 0 estudo
dos EPS sollaveis é importante para o entendimento do ciclo do carbono na agua
doce. Entretanto, a composicdo da matéria organica dissolvida (MOD) excretada
pelas algas, além de ser complexa, varia de espécie para espécie, dificultando o
estudo dos mecanismos nutricionais que selecionariam determinadas populacdes
bacterianas a se associarem com determinada espécie algal. Estudos sobre
carboidratos dissolvidos demonstram que algumas situacdes podem favorecer sua
excrecao pelas microalgas, embora a resposta a uma situacdo particular deva ser
espécie-especifica. De acordo com Myklestad (1995), a composi¢cdo do meio em que
se encontram o0s organismos fitoplanctdnicos influencia na taxa de excre¢do de
polissacarideos. Assim, uma deficiéncia de nutrientes, como nitrogénio e fésforo,
além de outros fatores ambientais, aumentaria a taxa de producdo de
polissacarideos extracelulares em muitas espécies, especialmente quando o
crescimento é limitado e as condi¢Bes de luz sdo 6timas, promovendo assim um
excesso de fotoassimilacdo do carbono (Fogg, 1983). Nestas condi¢des, a liberacéo
de carboidratos estaria atuando como um mecanismo de protecdo do aparato
fotossintético (Smith e Underwood, 2000), além de que o crescimento de uma
comunidade bacteriana associada geraria um retorno de nutrientes essenciais para a
comunidade fitoplanctbnica (Giroldo et al., 2005). Acredita-se que a atividade
bacteriana na MOD liberada pelo fitoplancton acelere a mineralizacdo de nutrientes
essenciais, assim como o crescimento fitoplancténico e, como consequéncia,

possibilita uma coevolugcdo de complexas comunidades planctonicas. Segundo



Wood e Van Valen (1990) a excre¢do poderia ser uma funcéo adaptativa destes
organismos.

Diversos autores analisaram a influéncia dos nutrientes na liberacdo de
compostos organicos nas algas. Gouvéa et al. (2002) ndo encontraram correlagéo
significativa entre o desenvolvimento da capsula mucilaginosa de Staurodesmus
convergens e a concentracdo de nitrato e fosfato no meio. Urbani et al. (2005)
comparando a liberacdo de polissacarideos em espécies de diatomaceas, em
diferentes concentracdes de nutrientes, encontraram que a limitacdo por fosforo
possui grande relevancia no aumento dos polissacarideos liberados. E ainda,
destacam as diferencas entre espécies nas caracteristicas quimicas dos compostos
organicos liberados. Lombardi et al. (1998), ao analisar a influéncia da exaustao de
nitrogénio na producdo de carboidrato em Micrasterias furcata, concluiram que a
concentracdo de nitrato € um fator que interfere somente no tamanho das fases de
crescimento das algas. Desta forma, a excrecdo de matéria organica dissolvida tanto
em culturas algais, quanto em popula¢cdes naturais, acompanha a sua taxa
fotossintética.

Embora a quantidade e a qualidade dos carboidratos liberados seja um
processo espécie-especifico, variagbes na taxa de liberacdo e na composicdo
molecular durante as fases de crescimento foram observadas em muitas espécies
(Vieira e Myklesad, 1986; Lombardi et al., 1998; Giroldo e Vieira, 2005). O aumento
da producéo de polissacarideos na fase estacionaria tem sido atribuido a auséncia
da divisdo celular nessa fase, sendo que a fotossintese estaria ainda ativa, o que
geraria maior liberagdo de compostos orgéanicos, de acordo com a hipGtese do
excesso fotoassimilado (Fogg, 1983). Os polissacarideos extracelulares compdem a
maior fracdo do carbono organico liberado pelo fitoplancton de agua doce (Paulsen e
Vieira, 1994) e, embora a excrecdo de produtos fotossintéticos seja considerada a
maior fonte de carboidratos dissolvidos em aguas de superficie (Biersmith e Benner,
1998), existe relativamente poucos estudos sobre a composicdo molecular dos
carboidratos da matéria orgéanica dissolvida excretada pelo fitoplancton.

Paulsen e Vieira (1994) estudaram a composicdo dos polissacarideos
extracelulares de desmidias (Hyalotheca dissiliens e Spondylosium panduriforme), e
encontraram, através da cromatografia gasosa e espectrometria de massa, que o
acido glucurdnico e a galactose sdo os agucares presentes em maiores quantidades

para ambas as espécies, mas em proporcdes diferentes. Fucose também foi um



monossacarideo bem representado no EPS destas espécies, além de outros
presentes em menores quantidades. Giroldo et al. (2005) analisaram a relacao entre
Staurastrum orbiculare e a comunidade microbiana, e encontraram que o0s
componentes dos EPS ndo sdo degradados na mesma taxa, ou seja, alguns
acucares sao utilizados primeiramente pelas bactérias (como a fucose e a glicose),
enquanto outros (ramnose e arabinose) possuem uma degradacdo mais lenta. Além
disso, este estudo caracterizou o EPS de S. orbiculare encontrando os mesmos trés
monossacarideos principais, porém com ligacOes glicosidicas diferentes das
observadas nos estudos anteriores. Por outro lado, Lombardi et al. (1998) e
Domozych (2005), caracterizaram o EPS de, respectivamente, Micrasterias furcata e
Penium margaritaceum, que possuem compostos diferentes, principalmente
ramnose e manose. Isso indica que pode haver, além de uma selecao funcional da
composicdo do EPS, também uma determinacdo filogenética da composicéo
principal dos polissacarideos extracelulares.

Considerando os aspectos tedricos apresentados até o momento, € possivel
formular pelo menos quatro hipéteses de trabalho: (1) o cultivo de Spondylosium
pygmaeum em condicdes de baixa disponibilidade de nutrientes aumenta a taxa de
excrecdo de carboidratos por célula; (2) o padrdo de crescimento e excrecdo de
carboidratos em culturas de Spondylosium pygmaeum sera alterado em funcdo da
fonte e da quantidade de nutrientes disponivel; (3) a composi¢cao do polissacarideo
extracelular produzido por Spondylosium pygmaeum varia nas diferentes fases de
crescimento em cultura e (4) o EPS produzido por Spondylosium pygmaeum sera
composto principalmente por fucose, galactose e acido gluco ou galacturbnico, ndo
necessariamente nessa ordem.

Com o objetivo de testar as hipéteses acima formuladas, essa dissertacédo de
mestrado visa, por meio de experimentos com culturas tipo “batch”, demonstrar a
influéncia da disponibilidade e da qualidade de nitrogénio na fisiologia de
Spondylosium pygmaeum. Pretende-se assim contribuir com o entendimento do
comportamento ecofisiolégico desta linhagem e, por conseqtiéncia, deste importante
grupo de algas verdes. Este entendimento é importante para conhecer as
habilidades das espécies fitoplanctonicas e fornecer subsidios para a construcéo de
perfis funcionais destas espécies, a fim de se construir uma classificagdo morfo-
funcional adequada das microalgas (Reynolds et al., 2002), tdo importante para os

avancos do estudo ecolégico do fitoplancton dulcicola.



2. OBJETIVOS

Geral:

Determinar o efeito da disponibilidade de duas fontes de nitrogénio em diferentes
aspectos da fisiologia de Spondylosium pygmaeum.

Especificos:

Encontrar respostas fisiologicas da espécie quando cultivada em alta e baixa
disponibilidade de aménio e nitrato, sendo elas:

- Taxa de crescimento

- Taxa de remocéao das fontes de nitrogénio

- Taxa de liberacdo de carboidratos

- Composicao dos polissacarideos extracelulares dissolvidos

3. METODOLOGIA:

3.1) Organismo e condi¢des de cultivo:

A espécie Spondylosium pygmaeum (Cooke) W. West (Desmidiaceae) é
uma das menores desmidias filamentosas (Figura 1). Possui como caracteristica
células pequenas com largura e altura semelhantes (5 a 8 e 4 a 8 ym), sub-elipticas
em vista apical, que se tocam por uma pequena superficie formando longos
filamentos, envoltos por uma bainha mucilaginosa (Croasdale et al., 1983).

Esta linhagem foi isolada de um pequeno lago subtropical raso
(profundidade maxima 1,80 m), localizado no campus Carreiros da Fundacéo
Universidade Federal do Rio Grande (FURG, Rio Grande, RS). A técnica utilizada foi
a micromanipulacdo e sucessivas lavagens no microscopio optico. As culturas foram
mantidas em meio WC (Guillard e Lorenzen, 1972) em pH 7.0 sob condi¢des
axénicas e sob fotoperiodo 12:12h claro: escuro, com irradiancia de 100 pmol.m?.s™
e temperatura média de 25C * 1TC. As culturas axénicas de Spondylosium
pygmaeum foram obtidas por meio de sucessivas lavagens ao microscopio, usando
meio WC enriquecido com peptona e glicose (250 mg/L cada) para acusar a
presenca de bactérias contaminantes,pela mudanca de cor, uma vez que o0 meio

turva-se pelo crescimento bacteriano.



Figura 1: Spondylosium pygmaeum, aumento de 1000 X em contraste de fase
mostrando medidas de altura e largura das células (5,7 pm e 6,3 pm
respectivamente), bem como a largura do istmo (4,72 pym).

3.2) Experimentos:

Foram realizados dois experimentos com culturas tipo “batch” de
Spondylosium pygmaeum, as quais foram elaboradas com formulacfes distintas.
Ambos 0s experimentos tiveram como objetivo comparar os parametros fisioldgicos
descritos mais adiante entre duas condicdes nutricionais distintas, alta
disponibilidade e baixa disponibilidade para o crescimento em cultura, utilizando
ainda duas fontes distintas de nitrogénio, nitrato e amoénio. Foram preparadas
culturas em frascos Erlenmeyers de 1,0 L (triplicatas) com 600 mL de meio WC em
cada disponibilidade de nitrato (experimento 1) e aménio (experimento 2). Antes de
serem inoculadas, as culturas passaram por um processo de aclimatacdo a cada
fonte de nitrogénio (trinta dias) e posterior esgotamento (“starvation”) dos estoques
intracelulares de nitrogénio (7 dias) em que as mesmas foram expostas a um meio
sem nitrogénio, a fim de esgotar o estoque intracelular de nitrogénio (Figura 2).
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Testes preliminares indicaram que esse periodo é suficiente para esgotar as
reservas nutricionais das algas, uma vez que ndo se observou crescimento durante
os sete dias. Testes periddicos para a confirmacdo da auséncia de bactérias nas
culturas axénicas foram efetuados em meio WC com peptona e glicose (250 mg/L
cada). Amostras (30 mL) foram retiradas periodicamente (a cada 72 horas) para a
realizacdo das analises subsequentes.

3.3) Analises :

A cada amostragem uma aliquota de 4 mL foi fixada com Lugol para
contagem ao microscopio com a Camara de Neubauer. A taxa de crescimento e o
tempo de duplicacdo foram estimados a partir das contagens, seguindo o método
descrito em Lourencgo (2006). O restante (26 mL) foi centrifugado por 5 minutos na
velocidade de 2000 RPM. O precipitado foi utilizado para a determinacdo da
concentracdo de clorofila-a por espectrofotometria, apds a extracdo com metanol. A
concentracédo de clorofila-a foi determinada pela equagao descrita por Mackinney,
1951. Depois de adicionar 10 mL de metanol, as amostras foram mantidas no
freezer e no escuro por pelo menos 12 horas. Passado este tempo, as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos, e 0 sobrenadante foi analisado em
espectrofotometro em 665 nm. O sobrenadante, restante da primeira centrifugacéo
apo0s a amostragem, foi utilizado para as seguintes analises: carboidrato total,
nitrato/amonio extracelular e carboidrato qualitativo por HPLC-PAD. A concentracéo
de carboidratos totais dissolvidos (Dubois et al.,1956) e de amoénio dissolvido
(Strickland e Parsons, 1972) foi determinada por métodos colorimétricos. O restante
do filtrado foi congelado e utilizado nas analises cromatograficas de nitrato e
carboidratos, utilizando cromatografia liquida de alto desempenho, acoplada a
deteccdo eletroquimica por condutividade (HPIC) e por amperometria pulsada
(HPLC-PAD), segundo Gremm e Kaplan (1997), respectivamente. A descricdo dos

meétodos esta apresentada a seguir.

3.3.1) Determinacgéo da concentracdo extracelular de  nitrato por cromatografia
ibnica (HPIC):



As andlises de cromatografia ibnica foram realizadas no Laboratério de
Oceanografia Geoldgica da FURG, sob a orientacdo da Profa. Dra. Maria Isabel
Machado. Para estas analises de cromatografia i6nica as amostras foram
submetidas a filtracdo a vacuo com filtro de éster de celulose (0,45 um). As analises
foram feitas pelo método da detec¢é@o por condutividade, utilizando um cromatédgrafo
Metrohn®. Para determinagao dos anions foi utilizada uma coluna simples Metrosep
A Supp 5-100 (tamanho 4,0x100 mm) de alcool polivinil com supressao quimica.
Como fase movel foi utilizada uma solucdo de bicarbonato de sodio e carbonato de
sédio, com fluxo médio de 0,6 mL por minuto, na temperatura de 20C e pressao de
6,1 MPa. Foram injetados 10 yL de amostra por vez.

3.3.2) Caracterizacdo dos carboidratos extracelular  es por HPLC-PAD:

As anélises em HPLC-PAD foram realizadas no Departamento de Botanica da
UFSCar, sob a orientacdo do Prof. Dr. Armando Vieira.

As amostras retiradas nas fases estacionaria e exponencial de crescimento
foram analisadas em duas fragOes: carboidratos livres (CL), que incluem os
monossacarideos e dissacarideos livres dissolvidos, e carboidratos poliméricos (CP),
que incluem os oligo e polissacarideos dissolvidos. Os carboidratos poliméricos
foram hidrolizados com 35 pl de HCI 8M para cada 1 mL de amostra, a 100 °C por
12 horas (Gremn e Kaplan 1997), antes de serem injetadas no cromatégrafo,
enquanto as amostras para analise de CLs foram injetadas diretamente. Foi utilizado
um cromatografo liquido acoplado a um detector de carboidratos por pulsos
amperométricos (HPLC-PAD) Dionex”, modelo DX-500, equipado com uma bomba
GP-40 e um detector ED-40. A metodologia de identificagcdo e quantificacdo por
HPLC-PAD foi descrita por Wicks et al. (1991) e Mopper et al. (1992) com
modificacdes de Jgrgensen e Jensen (1994) e de Gremm e Kaplan (1997). O eluente
para a separacdo dos monossacarideos foi NaOH 18 mM e para a recuperacao da
coluna foi NaOH 200 mM em um fluxo de 1 mL/min. A coluna utilizada foi a PA-10,
cujas caracteristicas sdo especificas para uma melhor separacdo de
monossacarideos, embora a deteccdo de dissacarideos sem hidrélise seja também

possivel. As amostras foram analisadas em triplicata (25 pL por injecdo) e



quantificadas por meio de curvas de calibragbes com 8 concentracdes proximas ao

"range" observado nas mesmas.

“Starvation”
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-Clorofila-a
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nitrato no meio
-Caracterizacao dos
polissacarideos

Figura 2: Esquematizacdo dos experimentos

3.4) Analises Estatisticas:



Diferencas estatisticas significativas entre os resultados dos tratamentos ao
longo do tempo, dos dois experimentos, foram determinadas utilizando a analise da
variancia (ANOVA). A comparacado estatistica entre os dois tratamentos nos dois

experimentos foi realizada por meio do teste “t” de student.
3.5) Parametrizagdo matematica da remocé&o do nitrog  énio:

Foi adotado um modelo matematico para descrever a cinética de decaimento
do nitrogénio, tanto na forma de nitrato como amonio.

O modelo prevé que as taxas de reacdo séo proporcionais as quantidades de
reagentes e define uma constante de reacéo (k) cuja unidade é tempo™. A equacéo

correspondente é apresentada a seguir:

A =A™

onde: A; = concentracao do reagente (quantidade de reagente remanescente); Ag =

................... Equacao 1

concentracdo inicial do reagente; k = constante de reacdo; e = base do logaritmo
natural; t = tempo.

Com a parametrizacdo dessa equacao, foi possivel determinar os coeficientes
de remocdo de nitrogénio como parametro de comparagdo entre os diferentes
tratamentos de fonte e disponibilidade de nitrogénio. As variacbes temporais das
concentracdes de nitrogénio extracelular foram utilizadas para as determinacdes dos
coeficientes, durante a parametrizagdo do modelo (Equagéo 1); para tanto se utilizou
um método de regressao néo linear (algoritmo iterativo de Levenberg-Marquardt), de
acordo com Press et al. (1993). Como o objetivo deste estudo nao foi detalhar o
processo de remocéo do nitrogénio, escolheu-se um modelo relativamente simples,

cuja unica funcgéo foi comparar os padrées de utilizagdo em cada tratamento.

4. RESULTADOS



4.1) Primeiro Experimento

4.1.1) Crescimento

A Figura 3 mostra o crescimento monitorado pela densidade celular obtida
para a espécie em duas condi¢cbes de nutrientes: 10 yM (N-) e 100 pM (N+) de
nitrato. Tanto nas amostras com alta, como com baixa disponibilidade de nitrogénio,
observou-se uma fase log com aproximadamente 17 dias (Figuras 3A e 3B). J4 na
fase estacionaria de crescimento encontrou-se maior diferenca entre os tratamentos,
como mostram os graficos. Enquanto na Figura 3A observa-se um decréscimo na
densidade celular apos o dia 25, na Figura 3B entre os dias 25 e 30 as células da
cultura permaneceram na fase estacionaria. Somente ao final do experimento
encontrou-se uma diferenca significativa entre os dois tratamentos (no dia 31,
ANOVA p= 0,0206). Ao final, no dia 36, N- possuia uma densidade celular de
aproximadamente a metade da encontrada no tratamento N +. A analise estatistica
confirmou que houve crescimento significativo nos dois tratamentos (ANOVA p <
0,0001 para N+ e p= 0,0109 para N-).

De acordo com o calculo da taxa intrinseca de crescimento (r), verifica-se que
h& pouca diferenca entre os tratamentos: r=0,14 em N - e r=0,13 em N+. Desta
forma, o crescimento da alga varia pouco entre os dois meios, sendo que a
duplicacdo de sua biomassa € um pouco mais rapida (G) na baixa oferta de

nutrientes (G=4,9 dias para N - e G=5,3 dias para N+).
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Figura 3: Densidade celular de Spondylosium pygmaeum em funcdo do tempo de
cultivo em meio preparado com duas concentracdes de nitrato (10 e 100 pM).
As barras correspondem ao desvio padréo.

Nos graficos de concentracdo de clorofila-a encontrou-se nitidamente uma
resposta ao tratamento de baixa disponibilidade de nitrato, com uma diminuicdo da
clorofila-a em N- (Figura 4A). Nas amostras com alta concentragdo de nutriente
(Figura 4B) a concentracdo de clorofila-a aumentou até quase o trigésimo dia. As
andlises estatisticas comprovaram que houve diferenga significava entre os dois
tratamentos (ANOVA p= 0,001). Nas amostras com baixa disponibilidade de
nutriente (Figura 4A) observou-se um pico de clorofila aproximadamente no sétimo
dia e depois um lento e continuo decréscimo deste parametro; ou seja, ha um
aumento significativo da concentragdo de clorofila até o dia 7 (ANOVA p< 0,0001).

A diferenca entre os resultados de densidade celular e concentragcdo de
clorofila-a demonstra que mesmo com nutrientes limitantes as células continuam a

se dividir, apesar de perderem clorofila.
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Figura 4 : Concentragcdo de clorofila-a de Spondylosium pygmaeum em funcdo do
tempo de cultivo em meio preparado com duas concentragdes de nitrato (10 e 100
MM). As barras correspondem ao desvio padrao.

4.1.2) Excrecéo de Carboidratos

4.1.2 a) Carboidratos Extracelulares Totais

A liberacdo de carboidratos ocorreu de forma significativamente diferente
entre os dois tratamentos apenas entre os dias 10 e 28 (ANOVA p<0,05). Nas
amostras com alta disponibilidade de nutriente (Figura 5B) a liberacdo de
carboidratos foi significativamente maior nos dias 10, 17, 21 e 28. Mesmo com a
concentracdo de carboidratos sendo maior para as amostras com alta
disponibilidade de nutriente (Figura 5B), os dois tratamentos demonstram uma
tendéncia semelhante, ou seja, ocorre um acumulo de carboidratos extracelulares

durante todo o tempo de cultivo.
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Figura 5: Concentracdo de carboidratos totais de Spondylosium pygmaeum em
funcdo do tempo de cultivo em meio preparado com duas concentracdes de nitrato
(10 e 100 yM). As barras correspondem ao desvio padrao.

A excrecdo de carboidratos totais dissolvidos liberados por célula foi similar
entre os tratamentos (sem diferencas significativas), seguindo a mesma tendéncia
(Figura 6) e mantendo um valor aproximado de 0,4 mg de carboidrato extracelular
por célula. Da mesma forma, a taxa de excregdo por célula, por dia, aproxima-se de
zero durante o experimento (Figura 7). Tal resposta ocorre porque esta espécie
cresce na mesma proporcado que produz carboidratos extracelulares. Este resultado
demonstra que o estado fisiol6gico ndo altera a taxa de excrecao de carboidratos por
célula.

O padrédo de queda na excrecdo de carboidratos por célula, observado na
Figura 6, ocorre devido a um crescimento muito acelerado no inicio do experimento,
o qual néo foi acompanhado pela liberacdo de carboidratos. O carboidrato dissolvido
presente no inicio do experimento foi trazido pelo in6culo, fazendo com que a

relacdo carboidrato dissolvido/ densidade celular seja alta nos primeiro dias. Este



padrdo tem como consequUéncia as taxas negativas de carboidrato por célula, por
dia, observadas na Figura 7.
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Figura 6: Concentracdo de carboidratos extracelulares por célula em funcdo do
tempo de cultivo de Spondylosium pygmaeum em meio preparado com duas
concentracdes de nitrato (10 e 100 yM). As barras correspondem ao desvio padrao.
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Figura 7: Taxa de producéo de carboidratos extracelulares por célula em funcéo do
tempo de cultivo com Spondylosium pygmaeum em meio preparado com duas
concentracdes de nitrato (10 e 100 uM ). As barras correspondem ao desvio padrao.



A Figura 8 mostra o decaimento do nitrato ao longo do experimento para o0s
dois tratamentos, bem como a parametrizacdo dos dados. Observa-se que quando
ha baixa disponibilidade de nitrato, a remocéao deste nutriente € mais rapida (k =
0,47), e nos primeiros 7 dias a fonte de nitrogénio termina. Por outro lado, nas
amostras com alta disponibilidade de nitrato, a remocédo ocorre de forma mais lenta
(k =0,07).

O modelo utilizado teve alto coeficiente de ajuste aos dados, explicando mais

de 90% do comportamento experimental (> 0,99 e 0,94).
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Figura 8: Concentracdo de nitrato (uM) em funcdo do tempo de cultivo em meio

preparado com duas concentracbes de nitrato (10 e 100 pM). As barras
correspondem ao desvio padréo.



4.1.2 b) Caracterizacéo por HPLC-PAD dos carboidratos excretados
A Tabela 1 e a Figura 9 mostram a composicdo dos polissacarideos
encontrados ao longo do experimento, para os dois tratamentos. N&o houve

liberacédo significativa de carboidratos livres.

Tabela 1: Dados referentes a porcentagem de cada monossacarideo em relacédo ao
polissacarideo total (%) nas diferentes fases do experimento 1 de Spondylosium
pygmaeum (A) Fases LOG: crescimento exponencial, (B) Fases EST: estacionaria.

100uM NO; 10pM NO;
LOG EST LOG EST

Fucose 13,5+0,6 10,5+0,3 12,7+472 17,9+0,3
Rhamnose 12,7+96 79+0,8 3,6+0,6 3,5+0,2
Arabinose 119+74 6,7x0,1 25+0,7 3,9+0,5
Galactose 172+09 176+1,1 17,1+0,8 119%£0,1
Glicose 162+7,2 19,0+0,5 32,0+£6,3 153+0,1
Manose e/ou xilose 18,4+35 21,2+1,2 230+45 28,7+1,8
Ac. Galacturonico 56+1,5 9,1+0 25+1,3 2,2+0,5
Ac. Glucuronico 54+3,0 42+21 6,5+2,9 16,6 + 0,8

As analises de cromatografia dos polissacarideos dissolvidos identificaram
variacbes na composicdo durante as fases de vida de S. pygmaeum (ao longo do
experimento) nos dois tratamentos. De acordo com a Figura 9, observa-se que no
tratamento N-, a Galactose diminuiu significativamente (Teste “t” de Student
p=0,0129) sua propor¢do, enquanto o Acido Glucurdnico teve um aumento
significativo (Teste “t” de Student p=0,0428), conforme a fase estacionaria foi
estabelecida. Com outros componentes importantes, como a Manose e/ou xilose,
houve um aumento, assim como para Fucose, mas ndo de forma significativa
estatisticamente.

No tratamento com alta concentracdo de nutriente (N+) a Fucose foi o Unico
monossacarideo que diminui significativamente sua proporcao (Teste “t” de Student
p=0,0282) durante o experimento. Nesse tratamento a Galactose, a Glicose e a

Manose e/ou Xilose foram os principais componentes (de acordo com a Tabela 1).



Utilizando o teste “t” de Student monocaudal encontrou-se diferenca
significativa entre o inicio e fim do experimento também para a Glicose (Teste “t” de
Student p= 0,0325), além da Galactose (Teste “t” de Student p= 0,0039) e do Acido
Glucurdnico (Teste “t” de Student p= 0,0296) na menor concentracéo (N-).

No tratamento com alta concentracao de nutriente (N+), utilizando o teste “t”
de Student monocaudal, encontrou-se diferenga significativa entre o inicio e fim do
experimento também para o Ac. Galacturénico (p=0,0421), além da Fucose
(p=0,0141).
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Figura 9: Composicao dos monossacarideos (%) liberados no inicio e no final do
experimento 1 (nitrato). Abreviagdes: Fuc, fucose; Rha, rhamnose, Ara, arabinose;
Gal, galactose; Gli, glicose; Man/Xyl, manose e/ou xilose; Ac. Gal, acido
galacturdnico; Ac.Glu, acido glucurénico. O asterisco (*) indica diferenca significativa
entre o inicio e o fim do experimento (Teste-t de Student com p<0,05). As barras
correspondem ao desvio padréo.



4.2) Segundo Experimento

4.2.1) Crescimento

A Figura 10 mostra as curvas de crescimento obtidas para Spondylosium
pygmaeum em duas condi¢cdes de nutrientes: 20 uM (NH4 -) e 150 pM (NH4 +) de
amonio. Nas amostras com baixa concentracdo de nutriente (Figura 10A) observou-
se uma fase log com aproximadamente 7 dias, um crescimento menor que o
encontrado no tratamento NH; + (Figura 10B), que apresentou uma fase log de
aproximadamente 15 dias. Ja a fase estacionaria de crescimento foi maior para o
tratamento NH, - ; durou até o vigésimo dia, e depois a densidade celular comecgou a
diminuir. Uma diferenca significativa entre os dois tratamentos no crescimento de
Spondylosium pygmaeum ocorreu somente no final do experimento, no dia 26
(ANOVA p =0,0042).

O célculo da taxa intrinseca de crescimento (r), para Spondylosium
pygmaeum, neste experimento, encontrou um crescimento mais rapido no
tratamento com baixa disponibilidade de nutrientes do que com uma oferta 6tima de
nutrientes (r=0,3 em NH,4 -,e r=0,16 em NH4+). Desta forma, com amdénio a microalga
duplica sua biomassa mais rapidamente na baixa oferta de nutrientes (G=2,3 dias
em NH; °, e G=4,3 dias em NH4+); assim como foi encontrado no tratamento com

nitrato, mas aqui com uma diferenca maior.
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Figura 10 : Densidade celular de Spondylosium pygmaeum em fung¢do do tempo de
cultivo em meio preparado com duas concentracdes de amonio (20 e 150 pM). As
barras correspondem ao desvio padréo.

Nos graficos de concentracdo de clorofila-a confirma-se que entre os dias 20
e 23 o tratamento NH,; + (Figura 11B) tem sua densidade celular no maximo,
enquanto o tratamento NH,; ~ (Figura 11A) apresenta uma baixa variacdo na
concentragdo de clorofila-a. Comparando estatisticamente os dois tratamentos,
observa-se que desde o dia 12 até o final do experimento o valor de clorofila-a difere
significativamente (ANOVA p <0,05). Da mesma forma que quando cultivada com
nitrato, S. pygmaeum diminui seu teor de clorofila-a embora mantenha a densidade

populacional.
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Figura 11: Concentracdo de clorofila-a de Spondylosium pygmaeum em funcédo do
tempo de cultivo em meio preparado com duas concentracfes de aménio (20 e 150
MM). As barras correspondem ao desvio padrao.

4.2.2 a) Carboidratos Extracelulares Totais

A liberacdo de carboidratos ocorreu de forma significativamente diferente
entre os dois tratamentos nos dias 15 e 20 do experimento (ANOVA p=0,0392 e
p=0,0266; respectivamente); apresentando um pico nas amostras do tratamento com
baixa disponibilidade de nutriente (NH4;") (provavelmente devido a um erro de
amostragem; nesse caso também com diferenca significativa entre o0s
experimentos). Outra possivel explicacdo para um aumento na concentracdo dos
carboidratos totais no inicio do experimento (na fase log de crescimento) seria
devido a transferéncia para um novo meio de cultura, levando o metabolismo ser
direcionado rapidamente para a adaptacéo, o que prejudicaria momentaneamente o
crescimento, mesmo com a atividade fotossintética seguindo a funcionar ativamente
como no antigo meio de cultura.

No final do experimento os dois tratamentos (NH; ~ e NH; +) apresentaram

uma producédo de carboidratos extracelulares semelhante.
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Figura 12: Concentracdo de carboidratos totais de Spondylosium pygmaeum em
funcdo do tempo de cultivo em meio preparado com duas concentracdes de amoénio
(20 e 150 yM). As barras correspondem ao desvio padrao.

A excrecdo de carboidratos por célula foi similar entre os tratamentos (sem
diferencas significativas), com valores baixos (Figura 13). Cada célula fixou a
excrecdo em aproximadamente 0,05 mg por célula, sem se alterar com o estado
fisioloégico. A taxa diaria de producdo de carboidratos extracelulares por célula
(Figura 14) aumentou a partir do dia 12, e depois se manteve sem variar, alcangando
valores préximos de zero. Assim como no experimento com nitrato, a alga parece
crescer na mesma proporcdo que excreta carboidratos. Este padrdo de diminuicéo
da producdo de carboidrato extracelular por célula ocorre quando S. pygmaeum foi

cultivada com amonio e nitrato.



0,3
0,2-
0.1-
0,01

-0,1

0,31
0,2-.
0,1-.
0,0-.
0,1

(mg.cel) x 10°

E —e— 150uM

E\I\I\t

- o o

5 10 15 20 25 30
Tempo (dias)

Figura 13: Concentracdo de producao de carboidratos extracelulares por célula em
funcdo do tempo de cultivo de Spondylosium pygmaeum em meio preparado com
duas concentracdes de amoénio (20 e 150 uM). As barras correspondem ao desvio

padrao.
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Figura 14: Taxa de producgédo de carboidratos extracelulares por célula em funcao do
tempo do experimento com Spondylosium pygmaeum em meio preparado com duas
concentracdes de amoénio (20 e 150 uM). As barras correspondem ao desvio padréo.



A Figura 15 mostra a taxa de decaimento do amoénio ao longo do tempo, para
os dois tratamentos. Observa-se que na baixa concentragdo de amoénio, a remogéao
deste nutriente é mais rapida do que na alta disponibilidade de aménio oferecido.
Além disso, antes do quinto dia a fonte de amoénio chega quase ao seu minimo. Ja
nas amostras com alta disponibilidade de amoénio oferecida, a remogao ocorre de
forma mais lenta e a fonte de nitrogénio ndo chega a ser exaurida, embora o
crescimento tenha cessado. Provavelmente o crescimento de S. pygmaeum em
amonio proporciona outro fator que limita o crescimento, pois a partir do décimo
quinto dia de experimento a quantidade de aménio no meio se estabiliza em

aproximadamente 100 uM de nitrogénio amoniacal.
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Figura 15: Concentracdo de amoénio (uM) em funcdo do tempo de cultivo em meio
preparado com duas concentracbes de amoénio (20 e 150 pM).
As barras correspondem ao desvio padrao.

4.2.2 b) Caracterizagéo por HPLC-PAD dos carboidratos excretados

As analises de cromatografia dos polissacarideos dissolvidos deste
experimento encontraram poucas variagdes na composi¢ao durante as fases de vida
das algas (ao longo do experimento) e entre os dois tratamentos (NH; ~e NH,4 +). Em



ambos os tratamentos a Glicose, a Manose e/ou xilose, a Fucose e a Galactose
foram os acuUcares presentes em maiores concentracdes (Tabela 2). Diferente do
experimento 1, com nitrato, neste experimento ndo foi verificada a presenca de

Acido Galacturénico.

Tabela 2: Dados referentes a porcentagem de cada monossacarideo em relagcdo ao
polissacarideo total (%) nas diferentes fases do experimento 2 de Spondylosium
pygmaeum. (A) Fases LOG: crescimento exponencial, (B) Fases EST: estacionaria.

150puM NH4 20uM NH4
LOG EST LOG EST
Fucose 19.8+0,3 205+13 19,1+19 16,5+1,5
Rhamnose 52+0,8 2,8+1,6 59+04 1,8+0,4
Arabinose 53+17 40+0 3,624 28+0,1
Galactose 171+15 173+0,1 16,9+3,8 13,1+1,1
Glicose 231+11 23,405 29,6+5,6 279+18
Manose e/ou 215+27 216+11 17,7+39 26,5+04
xilose
Ac. glucurdnico  8,1+2,3 104+08 72+1,1 11,2+0,2

A Figura 16 mostra que no tratamento com baixa concentracdo de nutrientes
a Rhamnose diminuiu significativamente (p=0,0092) sua concentracao; enquanto o
Acido Glucurénico teve um aumento significativo (p =0,0347). Fazendo o teste
monocaudal encontrou-se diferencga significativa entre o inicio e fim do experimento
também para a Manose e/ou xilose (p= 0,0359);

Ja4 no tratamento com alta concentracdo de nutriente a composicdo dos
polissacarideos extracelulares permanece a mesma, com nenhum monossacarideo
aumentando significativamente a sua concentragdo durante o experimento. Tal
resposta pode estar relacionada com o fato de que o nutriente ndo esta limitante

neste tratamento, diferente do experimento com nitrato.
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Figura 16: Composicdo dos monossacarideos (%) liberados no inicio e no final do
experimento 2 (amonio). Abreviagdes: Fuc, fucose; Rha, rhamnose, Ara, arabinose;
Gal, galactose; Gli, glicose; Man/Xyl, manose e/ou xilose; Ac. Glu, acido glucurénico.
O asterisco (*) indica diferenca significativa entre o inicio e o fim do experimento
(p<0,05). As barras correspondem ao desvio padrao.



5. DISCUSSAO

As principais fontes de nitrogénio para o crescimento do fitoplancton incluem
componentes inorganicos (nitrato, nitrito, amoénia) e moléculas organicas (uréia,
aminoacidos, peptideos) (Padisak, 2004). A preferéncia pelo amdnio sobre o nitrato
ja foi relatada para muitas espécies do fitoplancton (Dortch, 1990). Maguer et al.
(2007) observou que quando o amoénio é a fonte preferencial de nitrogénio, sua taxa
de assimilacdo € maior que a taxa de assimilacdo do nitrato em células deficientes
de nitrogénio; mas similar em células repletas de nitrogénio. Além disso, muitos
organismos tém a capacidade de estocar, em um periodo curto, uma grande
quantidade de nutrientes (como o nitrato e o amdnio), de uma forma suficiente para
suprir os requerimentos no crescimento de células que estariam em um meio com
deficiéncia de nutriente (Padisédk, 2004).

No presente trabalho, verificou-se que a variagado na disponibilidade de duas
fontes de nitrogénio (nitrato e amoénio) tem consequéncias em diferentes aspectos da
fisiologia de Spondylosium pygmaeum. Observou-se que as maximas densidades
celulares encontradas estavam relacionadas com as mais altas concentracdes de
nitrogénio oferecido nos diferentes meios de cultura. O namero total de células,
durante as fases exponencial e estacionaria, dos tratamentos com baixa
concentracdo de nutriente (N- e NH,4 -) foi menor do que nos tratamentos com alta
concentracdo de nutriente (N+ e NH,4 +).

Assume-se que, sob limitacdo de nutrientes (nitrogénio ou fésforo), a
populacdo fitoplanctbnica diminua seu crescimento, enquanto a realizacdo da
fotossintese continua ativa; desta forma, ocorre um excesso de fotoassimilagdo do
carbono (Fogg, 1983). Segundo Myklestad (1995), este excesso de carbono levaria
ao aumento da producdo de carboidratos extracelulares. No entanto, os
experimentos realizados neste estudo demonstraram que a composicdo dos
carboidratos extracelulares varia com a quantidade/qualidade de nutriente disponivel
no meio de cultura e com a fase de vida das algas. Porém, os resultados n&o
confirmaram a relevancia da limitagdo de nutrientes na determinagcdo do aumento da
liberacdo de polissacarideos, destacando apenas a variacdo na composi¢cao destes
nas diferentes fases de vida e com os diferentes nutrientes oferecidos.
Spondylosium pygmaeum parece nao alterar sua propor¢cdo de carboidrato

extracelular produzido em funcéo do estado fisiolégico, contradizendo resultados



anteriores para outras desmidias (Lombardi et al., 1998 e Giroldo e Vieira, 2005). A
hipétese do excesso fotoassimilado (Fogg, 1983), amplamente aceita na literatura,
preconiza que células em limitacdo nutricional mantém a fotossintese, mas néo
utilizam o carbono assimilado no crescimento, e sim na excrecao de carboidratos. A
estratégia utilizada por S. pygmaeum para conter o0 excesso de carbono
fotoassimilado parece diferente do proposto nesta hipotese, pois S. pygmaeum
diminui significativamente a concentracdo de pigmentos durante a deficiéncia
nutricional e dessa forma evita a entrada excessiva de elétrons pelo aparato
fotossintético. Paralelamente, esta espécie demonstra também uma notavel
capacidade de estoque intracelular de nutrientes, uma vez gue mesmo em
deficiéncia nutricional, consegue manter a populacdo, inclusive aumentando a
densidade celular. Observa-se ainda que Spondylosium pygmaeum sobrevive a
auséncia de nitrogénio, visto que nos dois tratamentos de ambos os experimentos
ocorre a manutencdo da densidade celular concomitante a exaustédo da fonte.

De maneira geral, pode-se supor que o fitoplancton possui maior afinidade
pelo amdnio do que pelo nitrato, ja que menos energia é requerida para incorporar o
amonio, que é uma molécula menor, a qual ndo precisa ser reduzida, enquanto o
nitrato necessita ser reduzido por uma enzima especifica (Dortch, 1984). Entretanto,
estudos como o feito por Yamamoto et al. (2004) indicam que esta preferéncia pelo
amonio ndo pode ser aplicada para todo o fitoplancton. De acordo com o calculo da
taxa intrinseca de crescimento (r) encontrada para a espécie nas condicdes
experimentais, pode-se dizer que seu tempo de duplicacdo da biomassa € menor em
baixas concentracdes de nutriente, com preferéncia pelo amoénio. Encontrou-se um
tempo para a biomassa ser duplicada (G) de apenas 2,3 dias para o amdnio (na
menor concentracdo-limitante), ao passo que no experimento com nitrato o tempo de
duplicacdo da biomassa neste tratamento é de 4,9 dias. Isso pode indicar que
quanto menos nutrientes, mais rapida € a taxa de crescimento e de remocédo de
nutriente nesta espécie. As taxas de crescimento parecem confirmar as taxas de
decaimento de nutrientes, onde se encontrou quase uma exaustao dos nutrientes na
primeira semana de experimento na concentracao limitante (com ambas as fontes de
nitrogénio). Tal resposta confirma a utilizagdo dos nutrientes para a rapida
duplicacdo da biomassa em um meio com concentra¢des nutricionais mais baixas.

Diversos trabalhos tém abordado a cinética de assimilacdo do nitrogénio

inorgéanico dissolvido pelo fitoplancton marinho, entretanto para as espécies de agua



doce had menos atencdo acerca desse importante padrdo (Reynolds, 2006). Porém,
embora as taxas de remocao de nitrogénio tenham sido maiores com o amonio, o
cultivo com este nutriente pareceu limitar o crescimento antes de seu esgotamento
no meio de cultura, de modo que a biomassa total das culturas cultivadas com nitrato
foi maior que as cultivadas com aménio. Possivelmente o cultivo de S. pygmaeum
em amonio proporciona algum outro fator que limita sua captura e
consequentemente o crescimento da espécie, fator este que merece ser investigado
em experimentos futuros.

A hipétese de que as condi¢cdes nutricionais limitantes acarretariam um
aumento da taxa de excrecdo de carboidratos por célula foi rejeitada para esta
espécie, inclusive com resultados similares entre os tratamentos, nos dois
experimentos. Observou-se que a taxa de producdo de carboidrato ¢é
aproximadamente zero, sem haver influencia do estado fisiolégico, nos levando a
concluir que a excregdo e o crescimento ocorrem ao mesmo tempo, na mesma
propor¢cao, em Spondylosium pygmaeum.

Supbe-se também, que quanto maior a disponibilidade de nitrogénio, maiores
sdo suas taxas de captura, até que se atinja a maxima capacidade de retirada de
nitrogénio (Maguer et al.,2007). Porém, os resultados mostrados neste trabalho
indicam que S. pygmaeum se comporta de forma diferente quando exposta a
concentracfes muito altas de nitrogénio, pois esta linhagem demonstrou em todos
0S experimentos uma maior taxa de remocao de nutrientes na disponibilidade mais
baixa de nitrogénio. Possivelmente, neste aspecto exista também uma adaptacdo
diferenciada de S. pygmaeum, que parece ser um eficiente competidor em baixas
disponibilidades nutricionais, capturando mais rapidamente nitrogénio nesta
condicdo, e estocando-o também com eficiéncia, garantindo a longevidade da
populacdo. Nesta espécie, a assimilacdo de nitrogénio possivelmente depende do
estoque intracelular deste nutriente, de modo que quando tais reservas estdo
repletas, a assimilacdo ocorre de forma mais lenta. Embora o teor de nitrogénio
intracelular, que é um importante indicador da captura de nutrientes, ndo tenha sido
monitorado, a taxa de decaimento extracelular reflete indiretamente tal captura com
uma metodologia mais acessivel e que sustenta adequadamente as conclusdes
deste trabalho.

O polissacarideo produzido por Spondylosium pygmaeum é formado por

acucares que variaram sua quantidade nas diferentes fases de vida destas algas.



Primeiramente, tendo o nitrato como fonte de nitrogénio, encontrou-se a Galactose,
a Glicose e Manose e/ou Xilose como o0s principais agucares. Semelhante
constituicdo foi encontrada para outras desmidias, como Spondylosium panduriforme
(Paulsen e Vieira, 1994), com altas quantidades de galactose (30%); e Micrasterias
furcata (Lombardi et al., 1998), com 24% de galactose. Num estudo realizado com
diatoméaceas (Urbani et al., 2005) encontrou-se a glicose como o mais abundante
mondmero para trés espécies durante a fase de crescimento (log). Também a
proporcdo de acidos urénicos merece destaque, confirmando que o polissacarideo
produzido por esta linhagem assemelha-se ao de outras desmidias plancténicas
(Giroldo et al.,, 2005). No segundo experimento, quando a fonte de nitrogénio
utilizada foi o amoénio, encontrou-se a Glicose, Galactose, Manose e/ou Xilose e a
Fucose como 0s acucares em maiores concentracdes. Outra diferenca observada
entre as fontes de nitrogénio foi que o Acido Galacturdnico nio foi encontrado
quando S.pygmaeum foi cultivada com amonio.

Os resultados encontrados para Spondylosium pygmaeum demonstram que a
baixa concentracdo de nutrientes afeta a qualidade dos acucares liberados em cada
fase de vida das algas. Nas amostras com alta concentracdo de nutrientes (100 uM
de NO3 e 150 uM de NH,) houve variacdo significativa do inicio para o final do
experimento (durante as fases de vida das algas) somente no experimento 1, para a
Fucose. Ja nas amostras com deficiéncia de nutrientes ocorreram mais variacdes no
que diz respeito a qualidade do acucar liberado ao longo do tempo de experimento.
Tal resposta indica que a deficiéncia nutricional gera uma alteragdo fisioldgica nas
células, que pode tanto ser consequiéncia das adaptacfes desta espécie a essa
condicdo, como pode ter um outro significado adaptativo, adicionando ao composto
extracelular propriedades que beneficiem a espécie na deficiéncia nutricional. Tanto
0os acidos urdnicos, como a fucose, aclucares que aumentaram em propor¢cdo na
cultura com baixa disponibilidade nutricional, sdo acucares hidrofébicos (fucose) e
reativos (acidos urbnicos), bastante relacionados ao processo de agregacdo e
coagulacao de floracdes (Vieira et al., 2006). Este processo ja foi demonstrado em
diatomaceas marinhas como um processo adaptativo e seu significado na agua doce
vem sendo cada vez mais reforcado (Vieira et al., 2007 em prep.). Espécies
fitoplanctonicas tenderiam a agregar-se em condicfes de exaustao nutricional, como
finais de floracdes, e desta forma aumentariam suas taxas de afundamento,

atingindo areas mais profundas e mais ricas em nutrientes, fortalecendo assim o



indculo da nova populacdo (Passow et al.,, 1994). Porém, a importancia deste
processo na agua doce ainda precisa ser melhor esclarecida, assim como o papel
dos polissacarideos neste processo.

A liberacdo de compostos altamente energéticos, como os carboidratos, pelo
fitoplancton foi muitas vezes considerada como um paradoxo (Passow et al., 2004).
Entretanto, sob condi¢cbes particulares, a taxa de remineralizacdo dos nutrientes
pode ser suficientemente réapida para ter um efeito positivo na populacéo
fitoplanctdonica (Wood e Van Valen,1990; Passow et al.,1994).

Atualmente diversos pesquisadores vém estudando os beneficios envolvidos
na liberagdo dos compostos organicos pelo fitoplancton. A utilizagdo destes
compostos pela comunidade bacteriana ja foi demonstrada (Colombo et al., 2004),
evidenciando que os carboidratos liberados agem como uma fonte importante de
carbono, capaz de suportar uma densa populagdo bacteriana. Acredita-se que a
atividade bacteriana nestes compostos seja capaz de acelerar a remineralizacao de
nutrientes essenciais para o desenvolvimento do fitoplancton. Giroldo et al. (2007)
encontraram uma densa populacédo bacteriana nos compostos extracelulares de trés
espécies de fitoplancton de agua doce, confirmando que tal comportamento esta
presente em uma grande variedade de espécies de fitoplancton, tanto marinhas,

como continentais.



6. CONCLUSOES

- A microalga de agua doce Spondylosium pygmaeum mantém a sua taxa de
excrecdo de carboidratos por célula em aproximadamente zero, independente das

condi¢Bes nutricionais do meio de cultivo e da fase de vida.

- Entre os nutrientes utilizados, o aménio foi o que gerou um menor tempo para a
duplicacdo da biomassa de S. pygmaeum. Por outro lado, quando esta microalga é

cultivada com nitrato, foi observada uma maior densidade celular e biomassa.

- S. pygmaeum demonstrou uma maior taxa de remoc¢do de nutrientes quando
encontrada em meio de cultivo com nutrientes em concentragbes mais baixas;
evidenciando que a espécie pode ser uma eficiente competidora em ambientes

oligotroficos.

- A composicdo dos polissacarideos extracelulares produzidos por S. pygmaeum
varia ao longo das fases de vida destas algas, principalmente quando os nutrientes
estdo em condicBes limitantes, e também quando a espécie é cultivada em

diferentes fontes de nitrogénio.

- A constituicdo predominante dos polissacarideos produzidos por esta linhagem
assemelha-se ao encontrado para outras desmidias planctdnicas, o que
provavelmente pode estar relacionado com uma determinacdo filogenética destes

compostos extracelulares.
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