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C. RESUMO

Os lagos naturais apresentam uma ampla variagdo na produtividade e o fésforo é o
elemento de contribuicdo mais importante para a fertilidade na maioria dos lagos. Nos
ambientes aquaticos continentais, o fosforo apresenta-se sob a forma de fosfato, tendo
origem de fontes naturais ou artificiais. A quantidade e qualidade dos nutrientes
disponiveis no meio afetam o crescimento das algas, pois influenciam a taxa de
producao fotossintética. Substancias organicas, principalmente polissacarideos, sao
liberadas pelas células fitoplancténicas durante todas as fases de crescimento e a sua
taxa de liberagdo depende de condigbes fisioldgicas e ambientais. Organismos
heterotroficos, como bactérias, usam compostos ricos em carbono e incrementam as
associagdes interespecificas, nas quais as microalgas poderéao se beneficiar pela
mineralizagdo microbiana de nutrientes essenciais. Este trabalho tem como objetivo
principal analisar a influéncia da disponibilidade de fosfato na morfologia, no
crescimento e na produ¢do de compostos organicos por Chloromonas sp. (Volvocales
— Chlorophyceae). O organismo utilizado nos experimentos foi uma linhagem
subtropical de Chloromonas sp., isolada de um lago oligo-mesotréfico no extremo sul
do Brasil (Rio Grande, RS). As culturas experimentais foram realizadas em triplicata em
duas disponibilidades de fosfato (5 e 50 uyM). As amostragens foram realizadas em
intervalos de 72 horas, até o estabelecimento da fase estacionaria de crescimento para
a analise dos seguintes parametros: morfologia celular, crescimento (densidade celular
e teor de clorofila-a), producao de carboidratos (fenol-sulfurico e HPLC-PAD) e
proteinas extracelulares, além do decaimento do fosfato (espectrofotometria). Os
resultados demonstraram que a morfologia celular e o crescimento séo influenciados
pela disponibilidade de fosfato, assim como a producido de carboidratos e proteinas
extracelulares. A analise morfoléogica demonstrou que houve fragmentacdo dos
cloroplastos e variagdo no numero de pirendides com o envelhecimento da cultura. O
esgotamento de fosfato na menor concentragdo (5 pM) ocorreu ainda durante a
primeira semana e apos 15 dias na maior concentragao (50 uM). A deplecéo de fosfato
limitou o crescimento e correlacionou-se com a diminuigdo da relagao clorofila/célula,
confirmando as observagdées morfolégicas. As taxas de excregdo de carboidratos
aumentaram com a entrada da cultura na fase estacionaria de crescimento, ao
contrario das proteinas, cuja taxa de excrecgao foi constante durante o experimento. Os

principais carboidratos extracelulares foram polissacarideos compostos principalmente
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por galactose, arabinose, ramnose, manose e/ou xilose, glicose e acido galacturdnico.
Esses polissacarideos receberam contribuigdo da dissolugao das paredes celulares
que, nesta Ordem (Volvocales) sédo ricas em glicoproteinas compostas por
hidroxiprolina ligada principalmente a galactose e arabinose (“pherophorins”), porém os
demais componentes indicaram a produgdo de outro(s) polissacarideo(s)

extracelular(es), rico(s) principalmente em acido galacturénico.

Palavras-chave: fosfato, polissacarideos, crescimento, Chloromonas, cultivo.
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D. ABSTRACT

Natural lakes show a large range of productivity and phosphorus, especially phosphate,
is the main nutrient to determine trophic status in most of freshwater environments.
Nutrient sources and availability influence algal growth because of their significance in
photosynthesis and physiological processes. Dissolved organic matter (DOM), mainly
polysaccharides, is released by phytoplanktonic cells during all growth phases and the
rate of such release depends on physiological and environmental conditions.
Heterotrophic organisms, such as planktonic bacteria, use these carbon rich
compounds and increase interespecific associations, in which phytoplanktonic species
could be benefited by microbial re-mineralization of essential nutrients. The aim of this
work was to describe the phosphate availability influence on the morphology, growth
and release of organic compounds by a subtropical Chloromonas sp. (Volvocales —
Chlorophyceae). This strain was isolated from an oligo-mesotrophic pound in the
extreme south of Brazil (Rio Grande - RS). Experimental cultures were carried out in
triplicates and in two phosphate availability (5 and 50 uM). Samples were taken at 72-
hours intervals until growth establishment (stationary phases), in order to analyze the
following parameters: cell morphology, growth (cell density and chlorophyll content),
extracelullar carbohydrate (phenol-sulfuric and PAD-HPLC) and protein (Folin) content,
besides phosphate decay (colorimetric assay). Our results showed a significant
influence of phosphate availability on Chloromonas sp. morphology and growth, as well
as on the production of extracelullar carbohydrates and proteins. Morphological analysis
showed chloroplast fragmentation and also reduction on the pyrenoid number with
culture aging. Phosphate was exhausted during the first week of cultivation in the lower
availability (5 pM) and after 15 days in higher availability (50 uM). Phosphate depletion
was correlated to the growth limitation and to the decrease of the chlorophyll content
per cell, confirming morphological observation. Rates of carbohydrate release increased
when stationary growth was reached, in contrast to protein release rates, which were
constant during the whole experiment. Polysaccharides were the main classis of
extracelullar carbohydrates produced by Chloromonas sp. and they were composed
mainly by galactose, arabinose, rhamnose, mannose and/or xylose, glucose and
galacturonic acid. Such polysaccharides were, in part, derived from the dissolution of
cell wall, which in this Order (Volvocales) are rich in glycoproteins composed of

hydroxiprolin linked mainly to galactose and arabinose (pherophorins). However, the
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others components indicated the production of more than one polysaccharide, probably

composed of galacturonic acid.

Key words: phosphate, polysaccharides, Chloromonas, growth, culture.
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1) INTRODUGAO

Os lagos naturais apresentam uma ampla variagdo na produtividade,
dependendo principalmente das entradas externas e regeneragao de nutrientes nestes
ambientes. O fésforo é o elemento de contribuicdo mais importante para a fertilidade na
maioria dos lagos, sendo que baixos niveis deste elemento limitam a produgao nesses
sistemas. Um estudo sobre a taxa de crescimento e produgao do fitoplancton no Lago
Tanganica evidenciou que a limitagdo de macronutrientes ocorreu durante o periodo
estudado, e a limitagcdo de fésforo foi mais importante que a limitagcdo de nitrogénio
(Stenuite et al., 2007; Ricklefs, 2003). Nos pequenos lagos do “Canadian Shield” (Plat
Laurenciano), a produtividade aumentou significativamente em resposta a adigao
experimental de fésforo, enquanto um aumento nos teores de nitrogénio e carbono nao
produziu os mesmos efeitos. No experimento, a regido que foi fertilizada com sacarose
e nitrato ndo apresentou qualquer mudanga na produgdo organica; ja a outra regiao,
separada da primeira por uma cortina de plastico, recebeu fosforo, além de carbono e
nitrogénio, e ficou coberta por uma forte floragdo de cianobactérias apds dois meses.
Além disso, o fosforo é um grande constituinte dos acidos nucléicos, das membranas
celulares e dos sistemas de transferéncia de energia (Ricklefs, 2003). A fungao do
fésforo no metabolismo das algas € relatada em varios estudos, nos quais este
elemento é frequentemente limitante para o crescimento.

A influéncia da disponibilidade de fésforo no crescimento e na alocacéo de
carbono em Scenedesmus subspicatus mostrou que, em elevadas concentragcbes de
fésforo, houve um aumento rapido na densidade celular até a fase estacionaria. Ja em
baixa concentragéo, a biomassa ao final do crescimento exponencial foi menor e, além
disso, a concentracao de fosforo intracelular mostrou-se relacionada diretamente com a
disponibilidade externa, sendo também elevada em altas disponibilidades deste
elemento. A relagdo carboidrato:proteina aumentou nas culturas com baixa
disponibilidade de fosforo, isto € explicado porque a deplecdo deste elemento
promoveu uma mudanga na alocagao de carbono, aumentando ambas as taxas de
producao de carboidratos e lipidios (Sigee et al., 2007).

Um estudo comparativo sobre a resposta fisioldgica para o fésforo em dois
fendtipos, colonial e unicelular, de Microcystis formadores de floragées, mostrou que a
quantidade de fésforo por célula foi geralmente maior em amostras predominantemente
coloniais do que unicelulares (Shen & Song, 2007). Além disso, o consumo de fosforo

foi menor nas colbnias em relagcdo ao fendtipo unicelular, indicando que a forma



unicelular requer mais fésforo para o crescimento. Os baixos valores de consumo € a
elevada quantidade de fosforo por célula podem ser os fatores chave que determinam
0 sucesso das formas coloniais em condigdes de limitagdo do fosforo.

Os compostos que contém fosforo desempenham um papel muito importante em
quase todas as fases do metabolismo, em particular na transformagao energética
associada com as reagoes de fosforilagao na fotossintese. O fésforo é requerido para a
sintese de nucleotideos, fosfatideos, fosfoglicideos e outros compostos fosforilados
intermediarios. Além disso, o fosfato se combina geralmente na forma de éster,
formando enzimas de baixo peso molecular e vitaminas essenciais para o metabolismo
algal. As taxas de absorcdo de fésforo estdo diretamente correlacionadas com a
presenca de ions e compostos da agua, como o potassio, e também com a
disponibilidade de micronutrientes e compostos orgénicos (Wetzel, 1981).

Nos ambientes aquaticos continentais o fésforo apresenta-se sob forma de
fosfato, tendo origem de fontes naturais ou artificiais. Dentre as fontes naturais, as
rochas da bacia de drenagem constituem a fonte basica de fosfato para os
ecossistemas aquaticos continentais; outros fatores naturais que permitem aporte de
fosfato sdo o material particulado presente na atmosfera e o fosfato resultante da
decomposicao de organismos de origem aldctone. As fontes artificiais mais importantes
sdo esgotos domésticos e industriais, fertilizantes agricolas e material particulado de
origem industrial contido na atmosfera (Esteves, 1998).

O crescimento de uma populagdo de microalgas é resultado de interagdes entre
fatores bioldgicos, fisicos e quimicos. Os fatores biolégicos estdo principalmente
relacionados as préprias taxas metabdlicas das espécies, bem como com a possivel
influéncia de outros organismos sobre o desenvolvimento algal, enquanto que os
fatores fisico-quimicos sdo principalmente a luz, a temperatura e a disponibilidade de
nutrientes. Um estudo da periodicidade do plancton em uma pequena lagoa com
Dinobryon sertularia como uma das espécies dominantes, mostrou que as populagdes
de D. sertularia foram inversamente relacionadas com as concentragcdes de fosfato e
nitrogénio inorganico. Este aumento da biomassa esta relacionado com a utilizagdo dos
nutrientes no metabolismo das algas, principalmente para fotoassimilagdo de carbono e
crescimento (Lehman, 1976). A quantidade e a qualidade dos nutrientes disponiveis no
meio afetam o crescimento algal, pois influenciam a taxa de produgéo fotossintética, e
para um crescimento saudavel, as microalgas requerem uma série de nutrientes,

principalmente nitrogénio e fésforo (Meinerz, 2004).



Os membros da Classe Chlorophyceae apresentam uma grande variedade de
niveis de organizagao, variando desde flagelados livres, unicelulares ou coloniais,
passando por espécies cocoides, palmeloides, multicelulares (filamentosas ou talosas)
e também sifonadas (multinucleadas) (van den Hoek et al., 1995). A grande maioria
das Chlorophyceae habita preferencialmente lagos mesotréficos ou eutréficos e sao
cosmopolitas, devido a dispersdo pelo vento. Os principais representantes das
Chlorophyceae lacustres pertencem as Ordens Chlorococcales (Scenedesmus,
Ankistrodesmus, Monoraphidium, Pediastrum) e Volvocales (Chlamydomonas,
Eudorina, Volvox) (Esteves, 1998).

Os organismos pertencentes a Ordem Volvocales sdo sempre flagelados na fase
vegetativa, podendo ser unicelulares ou coloniais. A grande maioria das Volvocales
ocorre em ambientes aquaticos, mas ha espécies terrestres e poucas formas marinhas,
sendo que ainda ha um numero limitado de espécies que ocorrem na neve. Aguas
superficiais com elevados niveis de nutrientes (nitrato, amoénio, fosfato) sao
frequentemente ricas em Volvocales, porém ha também muitas formas especialistas
que séao restritas a aguas pobres em nutrientes e acidificadas (van den Hoek et al.,
1995). As algas verdes encontradas na neve, Chloromonas tughillensis e Chloromonas
chenangoensis apresentam comportamentos diferentes a respeito do crescimento,
sendo que as mudangas no pH afetam as taxas de divisdo celular, e as espécies
respondem diferentemente a estas mudangas. Chloromonas tughillensis apresenta um
pH o6timo de crescimento proximo de 5,3; enquanto populagdes de Chloromonas
chenangoensis crescem melhor em condigdes mais alcalinas (pH > 7,0) (Hoham et al.,
2007).

Morita et al. (1999) evidencia a fungdo dos pirendides no mecanismo de
concentragdo do gas carbdnico, comparando a morfologia, fisiologia e a analise
molecular filogenética de duas linhagens de Chlamydomonas e Chloromonas
(Volvocales). No estudo realizado, uma das importantes constatagcbes foi que a matriz
dos pirendides das duas espécies exibe uma maior concentracdo de moléculas de
Rubisco em relagdo a regido dos tilacdides (tilacoide e estroma); entretanto, a
densidade de moléculas de Rubisco nas matrizes dos pirendides foi baixa comparada
com as outras espécies de Chlamydomonas examinadas e de Chlamydomonas
reinhardtii Dangeard. Os pirendides tém sido sugeridos como sendo um dos fatores
fundamentais para a elevada afinidade por CO; na fotossintese algal, denominada de

mecanismo de concentracido de CO,.



As células da Ordem Volvocales em geral possuem ao seu redor um envelope
de glicoproteina, composto principalmente de hidroxiprolina, mas com galactose,
arabinose, manose e residuos de glicose aderidos. Em algumas espécies
representativas da Classe o envelope de glicoproteina & vestigial, sendo que tais
células flageladas parecem estar nuas. Paredes contendo celulose nunca estdo
presentes (van den Hoek et al., 1995). As glicoproteinas ricas em hidroxiprolina sao
componentes estruturais da parede celular, resultando em mais de 10 — 20 % do peso
seco. Estes compostos estdo implicados em todos os aspectos do crescimento e
desenvolvimento das plantas, incluindo respostas ao estresse ambiental. A
hidroxiprolina ligada a agucares, que é restrita a algas verdes e plantas, ocorre em
duas formas distintas, ligada a arabinose ou galactose. A hipotese da contiguidade da
hidroxiprolina, proposta para plantas superiores, prediz que a arabinolizacdo ocorre em
residuos de hidroxiprolina contiguos adjacentes e a galactolizagdo em residuos
hidroxiprolina ndo adjacentes (Hallmann, 2006). A arabinolizagao envolve a ligagao de
homoligossacarideos lineares alcangando de um a quatro residuos de arabinose. A
hidroxiprolina arabinolizada aumenta com a contiglidade da hidroxiprolina (Kieliszewski
& Shpak, 2001).

Substancias orgéanicas sao liberadas pelas células fitoplanctonicas durante todas
as fases de crescimento. Carboidratos, especialmente polissacarideos, muitas vezes
compreendem 80 — 90 % do total do material excretado (Myklestad, 1995). A excrecao
de matéria orgéanica dissolvida pelo fitoplancton tende a ser preferencialmente um
processo passivo do que um processo ativo. Porém, pelo menos a liberacdo de
polissacarideos extracelulares € um processo ativo envolvendo vesiculas do Golgi
(Bjarnsen, 1988; Domozych & Domozych, 1993; Domozych et al., 2007). A liberagc&o de
compostos simples, como agucares, aminoacidos e acidos organicos, a partir de
células em crescimento ativo, provavelmente ocorre em sua maior parte por difusao
através da membrana. As taxas de liberagao dependem do gradiente de concentragao
da substancia através da membrana, e da permeabilidade constante desta em relagao
ao composto. Embora também seja possivel a excregao ativa de pequenos compostos,
nao ha provas convincentes de que nas algas se efetue este processo. As moléculas
grandes como polissacarideos, proteinas e substancias polifendlicas, provavelmente
sao excretadas por meio de complicados processos, tais como a fusdo da membrana
com as vesiculas intracelulares que contém tais compostos. As taxas de liberagao

extracelular dependem de fatores fisioldgicos e ambientais que afetam a



permeabilidade da membrana e das concentracdes intracelulares das células
fitoplanctonicas (Wetzel, 1981; Vieira & Myklestad, 1986; Giroldo & Vieira, 2002).

A liberagédo extracelular de compostos orgénicos representa em primeiro lugar
uma perda significativa de carbono fixado na fotossintese. Em segundo lugar, a
liberagdo de tais compostos organicos é sem duvida muito mais importante do que
parece, uma vez que atua modificando o crescimento, a conduta dos organismos € a
dinamica sucessional das populagdes de algas (Wetzel, 1981).

A producédo de carboidratos extracelulares em culturas de Ankistrodesmus
densus Kors. (Chlorophyceae) demonstrou que a galactose € o monossacarideo mais
importante, sendo que a manose, glicose, xilose e arabinose foram encontradas em
grandes quantidades, porém o conteudo de ramnose foi muito baixo. Os
polissacarideos extracelulares encontrados em algumas espécies de diatomaceas
marinhas contém somente galactose, ramnose e fucose. Em algumas espécies de
algas verdes os polissacarideos extracelulares contém galactose e arabinose em
maiores proporgdes, enquanto que xilose, glicose, fucose, ramnose, manose e acidos
urdénicos foram menos representativos (Vieira & Myklestad, 1986).

Os monossacarideos muitas vezes presentes em polissacarideos produzidos por
Chlorophyceae sao: galactose, xilose, arabinose, fucose, ramnose e manose. Na
composicado dos monossacarideos das algas verdes, tais como nas desmidias
Spondylosium panduriforme e Hyalotheca dissiliens encontrou-se a presenga de
agucares como arabinose, fucose, xilose, galactose, glicose, acido glucurdnico e
ramnose (Paulsen et al., 1998).

O decréscimo e/ou limitagao de nitrogénio e fésforo conduz as populacoes
fitoplanctonicas a assumirem uma redugcdo no crescimento, inibindo ou reduzindo a
citocinese enquanto a fotossintese é ainda ativa. A combinacdo de limitacdo de
nutrientes e saturagao de luz produz um excesso de fotoassimilagao de carbono (Fogg,
1983). A alocacdo deste excesso ou realocagao interna dos depdsitos de carbono
aumenta a producdo de carboidratos e outras moléculas ricas em carbono como
lipidios e acidos organicos (Mayzaud et al., 1989; Myklestad, 1995; Biddanda & Benner,
1997).

Segundo Giroldo e Vieira (2005), a maioria dos carboidratos liberados por trés
especies fitoplanctdnicas tropicais estava presente na forma polimérica, embora tanto
carboidratos livres como poliméricos tenham sido produzidos em niveis capazes de
sustentar populagbes bacterioplanctonicas. Organismos heterotréficos, incluindo

populacdes de bactérias, usam compostos ricos em carbono e incrementam as



associagoes interespecificas na regiao influenciada pelo carbono organico liberado pelo
fitoplancton conhecida como “ficosfera” (Bell & Mitchell, 1972; Bell & Sakshaug, 1980).
Em tal associagédo, microalgas podem se beneficiar pela mineralizacdo de nutrientes
essenciais (Wood & Van Valen, 1990; Azam & Smith, 1991). Um exemplo de uma
associagao mais estreita, na qual ambos os organismos tiram proveito, € o caso de
bactérias que se fixam aos heterocitos de espécies de Anabaena (Cyanobacteria) e
utilizam substancias ricas em compostos nitrogenados excretadas pela cianobactéria.
O metabolismo das bactérias, em reciprocidade, provoca reducgao localizada de O, o
que incrementa a fungéo da nitrogenase nos heterocitos, capacitando a cianobactéria a
fixar N2, mesmo em ambientes com altas concentragcbes de O, (Paerl, 1978).

A excregao de substancias ricas em energia parece ser comum em células
fitoplanctdnicas. Isto tem sido considerado como paradoxal para o fitoplancton no
oceano aberto, devido ao estimulo do crescimento de bactérias que sao capazes de
competir com o fitoplancton por nutrientes (Wood & Van Valen, 1990; Passow et al.,
1994). Azam et al. (1983) relatam que a dinamica da agdo da alga microbiana
(“microbial loop”) é resultado de varias interacbes ecoldgicas relacionadas:
comensalismo, competicdo e predacdo. O comensalismo ocorre na producao da
matéria organica dissolvida (MOD) pelo fitoplancton e utilizacdo pela bactéria. A
producao de MOD ¢é influenciada pela disponibilidade de nutrientes minerais e a
competigao por tais nutrientes é encontrada entre o fitoplancton e as bactérias, gerando
uma regulagédo deste processo tanto pelas condi¢gées de crescimento das algas, como
pela disponibilidade de substratos organicos para o crescimento bacteriano. A
predacao por microflagelados em bactérias influencia o efeito da competigao
mencionado acima, sendo que a regeneragao de nutrientes minerais como resultado da
predacao produziria uma retroalimentacdo (“feedback”) de alguns fluxos de material
dentro da alca microbiana. Adicionalmente é preciso considerar que a natureza da
associacao entre o fito e o bacterioplancton extrapola a relacdo comensalista e
competidora, caracterizando-se frequentemente como cooperativa (Giroldo et al.,
2007).

O fitoplancton quando submetido a limitagdo de fdsforo libera uma elevada
quantidade de compostos extracelulares na fase exponencial, que nao é utilizada
eficientemente pelas bactérias heterotroficas. Entdo, um grande estoque de compostos
organicos liberados pelo fitoplancton e bactérias pode se acumular na coluna da agua
(Obernosterer & Herndl, 1995). O fitoplancton também pode excretar moléculas que

nao sao diretamente utilizadas pelos microheterétrofos, muitas destas moléculas sao



inicialmente hidrolisadas em moléculas menores para depois serem absorvidas pelos
microorganismos. Isto enfatiza o significado ecoldgico da atividade exoenzimatica em
sistemas marinhos como a area costeira da Bélgica (Lancelot, 1984).

Embora diversas fungbes tenham sido ja propostas e documentadas para a
excrecao de matéria organica dissolvida pelo fitoplancton, a complexidade exibida por
alguns compostos, como muitos polissacarideos extracelulares, continua ainda sendo
uma questdo paradoxal. O entendimento deste processo, importante como subsidio
para o conhecimento dos processos ecoldgicos e evolutivos do ambiente plancténico,
passa necessariamente pela realizagdo de estudos mais aprofundados e em
organismos de grupos taxondmicos os mais variados possiveis.

Considerando os aspectos tedricos apresentados até o momento, é possivel
formular pelo menos trés hipdteses de trabalho: (1) o padrdo de crescimento em
culturas de Chloromonas sp. sera alterado em funcéo da disponibilidade de fosfato; (2)
o cultivo de Chloromonas sp. em limitacdo de fosfato aumenta a taxa de excrecao de
carboidratos por célula; (3) os polissacarideos extracelulares produzidos por

Chloromonas sp. serdo compostos principalmente por arabinose e galactose.

2) OBJETIVOS

Este trabalho visa verificar a influéncia da disponibilidade de fosfato em
diferentes aspectos fisiolégicos e morfolégicos de Chloromonas sp. As taxas de
crescimento, de utilizacdo de fosfato, de liberacdo de carboidratos e proteinas
dissolvidas serao determinadas, bem como sera caracterizada preliminarmente a
composi¢cao dos carboidratos extracelulares produzidos por Chloromonas sp. quando
cultivada em duas disponibilidades de fosfato. Além disso, alguns aspectos
morfolégicos serdo observados durante o crescimento como parede celular,

cloroplastos e pirendides.



3) MATERIAL E METODOS
3.1) Organismo e condi¢des de cultivo

O organismo utilizado foi uma linhagem subtropical ndo axénica de Chloromonas
sp. (Chlorophyceae) (Fig. 1), isolada de um lago cuja tipologia tréfica oscila durante o
ano entre oligotréfico e mesotrofico (Furlanetto, 2006) e esta localizado no campus
Carreiros da FURG 32° 01’ 44” S e 52° 05’ 40” W (Rio Grande, RS).

Segundo Furlanetto (2006) este lago (Lago Polegar) teve sua origem por
alagamento pluvial devido a remoc¢ado de areia para utilizagdo como aterro na
construgéo dos prédios da referida universidade, possui uma area em torno de 10.000
m?, em seu entorno ocorrem pequenos bosques de Pinus sp. e Acacia em margens
opostas, sendo que a vegetagdo aquatica predominante € da macroéfita enraizada
Nymphoides indica, a profundidade maxima do lago nao ultrapassa 1,5 m durante todo
ano (Fig. 2). Esta cepa esta sendo mantida na Colegdo de Culturas de Microalgas
Dulcicolas do Laboratério de Boténica Criptogdmica — Departamento de Ciéncias
Morfo-Biolégicas — Fundagao Universidade Federal do Rio Grande (CCMD-FURG). As
culturas estdo sendo mantidas em meio WC (Guillard & Lorenzen, 1972), em uma
incubadora FANEM com temperatura controlada (20 £ 1°C), fotoperiodo de 14:10 h
claro:escuro e com irradiancia de aproximadamente 100 pmol/m?/s™ (Fig. 3). Os
cultivos experimentais foram realizados em duas disponibilidades de fosfato baseadas
na definicdo do meio WC (Tabela 1): 50 yM (WC completo) e 5 uM (WC reduzido) em
triplicata. Os cultivos foram mantidos em uma sala de cultivo no Laboratério de

Limnologia — DCMB — FURG, nas mesmas condi¢des dos inoculos.



Figura 1 — Células vivas em diferentes estagios de divisdo celular de Chloromonas sp.
(Volvocales — Chlorophyceae), apds sete dias de cultivo em meio WC. Aumento de

1000 X. A barra de escala equivale a 10 um.

Figura 2 — Foto do Lago Polegar localizado no Campus Carreiros — FURG - Rio
Grande — RS.



Tabela 1 — Composi¢cdo do meio WC utilizado no cultivo de Chloromonas sp.

CaCl, 36,8
MgSO, 37
NaHCO; 12,6
K.HPO, 8,7
NaNO; 85
Na,SiO3 28,4
Na,EDTA 4,36
FeCl, 3,15
CuSO, 0,010
ZnS0O, 0,022
CoCl, 0,010
MnCl, 0,018
Na,MoO, 0,0006
H;BO; 0,1
| Vileminas - mall) |
Tiamina 0,1
Biotina 0,0005
B12 0,0005

Figura 3 — Foto dos indculos na incubadora no Laboratério de Botanica Criptogémica —
DCMB - FURG.
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3.2) Experimento I:

Inicialmente foram preparados os indculos, adicionando cerca de 2 mL de um
indculo concentrado (107 cel/mL aproximadamente) da CCMD-FURG, em dois frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 150 mL de meio WC. Apds um periodo aproximado
de trés semanas iniciou-se um processo para eliminar as reservas intracelulares de
fésforo, bem como o fosfato extracelular remanescente nos inéculos, conhecido com
“starvation” ou esgotamento.

O processo do “starvation” consiste no crescimento das culturas em meio WC
sem fésforo por um periodo de tempo até o esgotamento das reservas nutricionais,
principalmente nitrogénio e fésforo.

Na preparagcao do “starvation”, os indculos foram colocados em tubos de
polipropileno cénicos de centrifuga (tubos Falcon) e centrifugados utilizando uma
centrifuga marca Sigma 2K15, por um tempo de 5 minutos a 2000 rpm. Logo apés foi
retirado o sobrenadante e mantido as células precipitadas no fundo. O precipitado foi
lavado quatro vezes com 50 mL de WC PO (sem fosfato) e ressuspendidas em 250 mL
de WC PO. Esta cultura foi mantida nas condigdes experimentais por sete dias, pois
testes preliminares indicaram que este periodo provoca a estabilizagdo do crescimento
e manutengao da densidade celular, indicando esgotamento das reservas nutricionais,
inclusive de fosforo.

Durante o periodo de “starvation”, as culturas experimentais foram preparadas
em seis frascos Erlenmeyers de 500 mL, com 250 mL de WC: trés com WC 50 uM de
fosfato (completo) e trés com WC 5 yM de fosfato (reduzido). Usando tubos Falcon de
50 mL foram inoculados 30 mL da cultura esgotada nutricionalmente em cada
Erlenmeyer de 500 mL.

Dessas culturas foram retiradas amostras de 20 mL a cada sete dias, incluindo o
tempo zero, para a realizagdo das seguintes analises:

- 3,5 mL foram fixados com lugol e utilizados para a observagdo da morfologia celular
dos organismos no microscopio binocular marca Olympus — modelo CX41F.
- O restante foi mantido com as células vivas para observagao e registro fotografico

imediato da espécie em diferentes fases de crescimento.
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3.3) Experimento II:

Para a determinacdo da produgdo de compostos organicos excretados pelas
células, foram preparados indculos em dois Erlenmeyers de 250 mL com 150 mL de
meio WC. Apds o crescimento dos inoculos, as culturas experimentais foram
elaboradas nas mesmas condigdes do primeiro experimento.

Durante um periodo de 48 a 72 horas foi realizada uma amostragem de 20 mL
de cada cultura para as seguintes analises: 2 fragées de 1 mL foram centrifugadas por
5 minutos a 10000 RPM para dosagem do teor de carboidratos e proteinas totais
dissolvidas, 4 mL foram fixados com lugol para determinagdo da densidade celular, 10
mL foram centrifugados por 5 minutos a 5000 RPM para determinacéo do teor de
clorofila-a (precipitado), teor de fosfato dissolvido (sobrenadante) e composicédo dos

carboidratos extracelulares (sobrenadante).
3.4) Analises
3.4.1) Morfologia Celular

Na analise da morfologia de Chloromonas sp. foram observadas aliquotas de
células vivas e células fixadas em lugol.

As observacgdes das estruturas celulares como cloroplastos e pirendides foram
realizadas em aumento de 1000X, com o auxilio de um microscopio binocular marca
Olympus — modelo CX41F, acoplado a uma camera de captura de imagem marca
Moticam 2000 e as imagens foram transferidas para um computador modelo AMD 64 —

ATHLON, utilizando os softwares Motic McCamera e Motic Image.
3.4.2) Densidade Celular

Para a contagem das células utilizou-se um hemocitdmetro de Neubauer e um
microscopio binocular marca Studar'® com aumento de 100x.

Na determinagdo da densidade celular foi selecionada uma amostra fixada em
lugol de cada cultura em diferentes disponibilidades de fosfato, sendo que uma aliquota
de cada frasco foi transferida para a camara de Neubauer. Para cada frasco foram
feitas trés réplicas e contados doze quadrantes em cada area diferente da camara

(inferior e superior).
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O numero de células por mL foi obtido através da seguinte férmula:
= (n° de células / 0,75) x 10000

3.4.3) Teor de Clorofila-a:

A analise da clorofila-a presente nas amostras foi obtida a partir do precipitado
contido nos tubos Falcon de 10 mL apés a centrifugagdo. Na capela do Laboratoério de
Limnologia — DCMB - FURG, foi acrescentado 10 mL de metanol em cada amostra, as
mesmas foram agitadas por alguns segundos e envolvidas em papel aluminio e
reservadas no freezer durante um periodo de 12h.

No dia posterior, as amostras foram centrifugadas por um periodo de 5 minutos
a 2000 rpm. O sobrenadante foi analisado no espectrofotdémetro marca Quimis, usando
um comprimento de onda de 665 nm.

A concentracao da clorofila-a (mg/L) foi determinada pela equagao descrita por
Mackinney (1951) usando-se a seguinte formula:

Cla = Absorbancia x 12,63 x Vol. Metanol (mL) / Vol. Centrifugado (mL)

3.4.4) Teor de carboidratos totais dissolvidos:

Para a determinacdo das concentragdes de carboidratos totais usou-se o
método fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956). Foi retirada uma aliquota de 1 mL das
amostras e transferida para um eppendorf, o qual foi centrifugado por um periodo de 5
minutos a 10000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio e o
precipitado (“pellet”) foi reservado no eppendorf.

Para a determinagcdo dos carboidratos extracelulares, na capela do Laboratério
de Limnologia, adicionou-se 0,5 mL de fenol 4 % e 2,5 mL de acido sulfurico ao
sobrenadante contido nos tubos de ensaio, agitou-se de 10 a 15 segundos e se
aguardou por trinta minutos. Logo apods, o sobrenadante com os reagentes foi
analisado no espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 475 nm.

Os valores obtidos na leitura do espectrofotdmetro para os carboidratos
extracelulares foram transformados em mg/L pela comparagdo com uma reta padrao
utilizando glicose como referéncia.

Os carboidratos presentes nas amostras foram analisados por cromatografia

liquida de alta perfomance acoplada a um detector de pulsos amperométricos (HPLC-
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PAD), sendo que estas analises foram realizadas na Universidade Federal de Sao

Carlos — SP e a metodologia sera detalhada abaixo.

3.4.5) Caracterizacao dos carboidratos dissolvidos:

As anadlises por cromatografia liquida (HPLC-PAD) foram realizadas no
Departamento de Boténica da Universidade Federal de S&o Carlos — SP, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Armando Augusto Henriques Vieira.

As amostras utilizadas para a analise compreendem respectivamente a fase
estacionaria e a fase exponencial de crescimento, sendo que foram analisadas duas
fragbes: carboidratos livres (CL), que incluem os monossacarideos e dissacarideos
livres dissolvidos, e carboidratos poliméricos (CP), como os oligo e polissacarideos
dissolvidos. Os carboidratos poliméricos foram hidrolizados com 35 uL de HCI 8M para
cada 1 mL de amostra, a 100°C por 12 horas (Gremn & Kaplan, 1997), antes de serem
injetados no cromatégrafo, enquanto que as amostras para analise dos carboidratos
livres (CL) foram injetadas diretamente em um cromatégrafo 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 para identificagdo e quantificacdo por HPLC-PAD foi descrita por
Wicks et al. (1991) e Mopper et al. (1992) com modificagdes de Jagrgensen & Jensen
(1994) e de Gremm & Kaplan (1997). O eluente para a separagdo dos
monossacarideos foi NaOH 16 mM e para recuperacédo da coluna foi NaOH 200 mM
em um fluxo de 1 mL/min. A eluicdo dos acidos urbnicos foi realizada com a aplicagao
de um gradiente de acetato de sédio (partindo de 0 a 100 mM). A separacgao de xilose e
manose néo foi possivel pela auséncia de um sistema de injecdo de base pds-coluna.
A coluna utilizada foi a PA-10, cujas caracteristicas sdo especificas para uma melhor
separacao de monossacarideos, embora a deteccdo de dissacarideos sem hidrélise
seja também possivel. As amostras foram analisadas em triplicata (25 uL por injecao) e
quantificadas por meio de curvas de calibracbes com oito concentragdes proximas as

observadas nas amostras.

3.4.6) Analise de proteinas totais dissolvidas:

A dosagem de proteinas totais dissolvidas (Lowry et al., 1951) foi realizada no

sobrenadante de uma aliquota de 1 mL, que foi centrifugada de forma idéntica a
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realizada para dosagem dos carboidratos dissolvidos. Foram preparadas duas
solugdes: uma solugdo composta de 50 volumes de Na,CO3 2% em NaOH 0,1N mais
um volume de Tartarato de Sédio e Potassio 1% misturado em CuS0O4.5 HO 0,5%
(1:1), a outra solugao foi composta de Folin Ciocalteau diluido em agua destilada (1:3).
Para cada 1 mL de amostra foram adicionados 5 mL da primeira solugéo, aguardando-
se 10 minutos para a reagao, logo apos adicionou-se 0,5 mL da segunda solugéo. Em
seguida, aguardou-se por um periodo de 30 minutos para a reacédo e realizou-se a
leitura em espectrofotdmetro utilizando um comprimento de onda 750 nm. Os valores
obtidos na leitura do espectrofotbmetro para as proteinas extracelulares foram
transformados em mg/L pela comparagdo com uma reta padrao utilizando albumina

bovina como referéncia.

3.4.7) Analise do fosfato dissolvido:

Na determinagcdo do decaimento de fosfato foi utilizado o método descrito em
Baumgarten et al. (1996). Esse método dosa o fosforo sob as suas formas de ions
ortofosfatos, os quais reagem com o molibdato de amdnio em meio acido, formando o
complexo fosfomolibdato, que é reduzido pelo acido ascoérbico, resultando num
composto azul, cuja absor¢cdo maxima é a de 885 nm. Essa reagao é catalisada pelo
tartarato de antiménio e potassio. Os valores obtidos na leitura do espectrofotémetro
foram transformados em mg/L pela comparacdo com uma reta padrdo utilizando

dihidrogénio fosfato de potassio como referéncia.

3.4.8) Analise Estatistica:

Os dados obtidos com os experimentos foram analisados usando o software
Origin 6.0, o que permitiu a construgao de tabelas e graficos.

Os resultados foram analisados estatisticamente aplicando-se ANOVA
paramétrica e o teste de comparagdes multiplas de Tukey, ANOVA nao paramétrica e o
teste de comparagdes multiplas de Dunn, dependendo da representatividade da média
(coeficiente de variagao inferior a 15%). Foi utilizado também o teste “t” de Student
para comparagdes com apenas duas médias. Todas as analises foram feitas utilizando
o software Instat.

A parametrizacdo matematica da remocao do fosfato e do decaimento de

clorofila-a por célula durante o crescimento foi obtida a partir de um modelo matematico
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que descreve a cinética do decaimento. Este modelo prevé que as taxas de reacio sao
proporcionais as quantidades de reagentes e define uma constante de reagao (K) cuja

unidade é tempo™ . A equagdo que descreve o modelo é apresentada a seqguir:

Al — Aoe—kt

onde: At = concentragcao do reagente (quantidade de reagente remanescente); Ap =
concentragdo inicial do reagente; k = constante de reagédo; e = base do logaritmo
natural; t = tempo.

Com a parametrizacdo dessa equacao, foi possivel determinar os coeficientes
de remocao de fésforo, e de decaimento de clorofila-a por célula, como parametros de
comparacgao entre as diferentes disponibilidades de fosfato. As variagbes temporais das
concentragdes de fésforo extracelular e de teor de clorofila-a por célula foram utilizadas
para as determinagdes dos coeficientes, durante a parametrizacdo do modelo; para
tanto se utilizou um método de regressao nao linear (algoritmo iterativo de Levenberg-

Marquardt), de acordo com Press et al. (1993).
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4) RESULTADOS

4.1) Experimento I

4.1.1) Morfologia celular:

A morfologia celular apresentou uma correlagdo com a disponibilidade de
fosfato, evidenciando a influéncia do fosforo no metabolismo das células algais;
principalmente na relacdo morfologia/crescimento. A linhagem de Chloromonas sp.
usada neste estudo apresentou células globosas a elipsdides, com dois flagelos,
parede celular delgada a um pouco ampla, cloroplasto unico em forma de copo e
parietal, com varios pirendides. As células vivas quando observadas apresentaram
movimentacao ativa e quando em meio rico em fosfato suas dimensées foram maiores
pelos processos de divisao celular mais acelerados do que no meio depletado.

Durante a realizacdo do experimento em duas disponibilidades de fosfato,
observou-se que ocorre uma variagao na morfologia dos cloroplastos e na quantidade
de pirendides, permitindo estabelecer algumas caracteristicas na estrutura das células.

Na cultura com menor disponibilidade de fosfato, a descaracterizagao dos
cloroplastos e pirendides comegou a ocorrer ja a partir de 14 dias de cultivo. A
fragmentacdo dos cloroplastos e destruicdo dos pirendides foi dependente do
esgotamento dos nutrientes no meio e, portanto, ocorreu mais rapidamente no meio
com menor disponibilidade de fosfato (Figuras 4 a 6).

No periodo inicial do cultivo em alta disponibilidade de fosforo (0 - 7 dias), os
cloroplastos estao bem definidos, porém os pirendides estdo pouco evidentes. Ja num
periodo mais avangado do cultivo (14 — 21 dias), as células foram observadas em ativo
processo de divisao celular, com pirendides e cloroplastos evidentes. No final do cultivo
(28 - 35 dias), devido ao esgotamento do fosfato, ocorre a fragmentagdo dos

cloroplastos e uma menor evidéncia dos pirendides (Figuras 7 a 9).
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Figura 4 — Chloromonas sp. em aumento de 1000 X, mostrando a morfologia celular no
periodo inicial do crescimento em meio depletado (5 uM): (a) células vivas, (b) células

fixadas; (1) parede celular, (2) cloroplastos, (3) pirendides.

(a) o (b)

Figura 5 - Chloromonas sp. em aumento de 1000 X, mostrando a morfologia celular no

periodo intermediario (14 dias) de crescimento em meio depletado (5 uM): (a) células

vivas, (b) células fixadas; (1) cloroplasto, (2) pirendides.
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(a) - (b)
Figura 6 - Chloromonas sp. em aumento de 1000 X, mostrando a morfologia celular no
periodo final (35 dias) de crescimento em meio depletado (5 uM): (a) células vivas, (b)

células fixadas; (1) cloroplastos, (2) parede celular.

@ TS

Figura 7 - Chloromonas sp. em aumento de 1000 X, mostrando a morfologia celular no

periodo inicial (7 dias) de crescimento em meio completo (50 uM): (a) células vivas, (b)

células fixadas; (1) cloroplastos, (2) pirendides.
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(a) U T EieetiE (b) ._

Figura 8 - Chloromonas sp. em aumento de 1000 X, mostrando a morfologia celular

no periodo intermediario (21 dias) de crescimento em meio completo (50 uM): (a)

células vivas, (b) células fixadas; (1) cloroplasto, (2) pirendides.

(a) N )
Figura 9 - Chloromonas sp. em aumento de 1000 X, mostrando a morfologia celular no
periodo final (28 dias) de crescimento em meio completo (50 uM): (a) células vivas, (b)

células fixadas; (1) cloroplastos.
4.2) Experimento I1
4.2.1) Crescimento celular:

A Figura 10 mostra o crescimento de Chloromonas sp. em duas disponibilidades
de fosfato 5 uM e 50 uM. Na cultura com baixa concentragédo de fosfato (Fig. 10 A), a
fase exponencial estabeleceu-se até o décimo quarto dia de cultivo, quando iniciou-se
a fase estacionaria que estendeu-se até o 21° dia com um valor médio de células de

aproximadamente 0,5 x 10° células. mL™. A partir do 21° até 24° dia, houve uma
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diminuicdo no crescimento com valores alcancando 0,3 x 10° células. mL™, isto pode

ser explicado pela limitagao do fosfato. (ANOVA p<0,0001, Tuckey 0<7<14=21>24)
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Figura 10: Densidade celular de Chloromonas sp. em fungao do tempo de cultivo em

meio preparado com duas concentragdes de fosfato : (A) meio depletado, (B) meio

completo. As barras correspondem ao desvio-padrao.
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A Figura 10 B mostra que as células quando submetidas a altas disponibilidades
de fosfato apresentam um crescimento rapido. Este crescimento exponencial e
constante foi observado do 1° ao 21° dia, a densidade celular apresentou uma ampla
variacdo de aproximadamente 0,05 a 2,1 x 10° células. mL™. A fase estacionaria se
estabeleceu a partir 21° dia, quando ndo houve mais variacdo significativa na
densidade celular (ANOVA p<0,0001, 0<7<14<21=24).

As Figuras 11 A e B mostram que as densidade celulares observadas nas
Figuras 10 A e B estdo correlacionadas com os valores obtidos para clorofila-a, uma
vez que as mesmas fases descritas anteriormente podem ser observadas nas Figuras
11AeB.
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Figura 11: Concentragdo de clorofila-a de Chloromonas sp. em fungdo do tempo de

cultivo em meio preparado com duas concentragdes de fosfato : (A) meio depletado,

(B) meio completo. As barras correspondem ao desvio-padrao.

A Figura 12 mostra a relacao clorofila-a por células de Chloromonas sp. nas

duas disponibilidades de fosfato. Na cultura com baixa disponibilidade de fosfato (5 pM)
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(Fig. 12 A) observa-se um rapido decaimento (k=0,09), evidenciando a influéncia da
disponibilidade de nutrientes na quantidade de pigmentos por célula.

Na alta disponibilidade de fosfato (50 uM) (Fig. 12 B) verifica-se que a relagéo
clorofila-a/célula apresenta um decaimento mais lento (k=0,05) em comparagdo com a
baixa disponibilidade nutricional, sendo que a quantidade de pigmento por célula
diminui mais acentuadamente apenas quando as células param de se dividir, indicando

a deplecéao nutricional.
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Figura 12 — Relagao concentracao clorofila-a (mg) pelo numero de células em fungéo

do tempo de cultivo de Chloromonas sp. mantidas em duas concentragdes de fosfato:

(A) meio depletado, (B) meio completo. As barras correspondem ao desvio padrio.
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A Tabela 2 mostra respectivamente a taxa intrinseca de crescimento (r) , a taxa
de crescimento convertida para duplicagdes por dia (K) e o tempo para biomassa ser
duplicada (G), calculada para a densidade celular em duas disponibilidades de fosfato:
5 uM e 50 uM. A taxa intrinseca de crescimento foi maior para a cultura submetida a
alta disponibilidade de fosfato (50uM); conseqlientemente esta taxa se reflete no tempo
para biomassa ser duplicada; na qual se observa que em baixa disponibilidade ocorre
um maior tempo de duplicacdo, ao contrario da alta disponibilidade, em que ha um

menor tempo de duplicacdo das células.

Tabela 2 — Taxa intrinseca de crescimento (r), Taxa de crescimento convertida para
duplicacdo por dia (K) e o Tempo de duplicagdo da biomassa em dias (G) de

Chloromonas sp. para duas disponibilidades de fosfato.

5uM 50 uM
r 0,11 0,16
K 0,16 0,23
G 6,33 4,37

A Figura 13 mostra o decaimento do fosfato nas duas culturas, respectivamente:
5 uM e 50 uM. Na menor concentragao (Fig. 13 A) ocorre rapidamente o esgotamento
do fosfato nos primeiros quatro dias de cultivo. A Figura 13 B mostra uma situagao
diferente para as culturas em alta concentragdo de fosfato, o esgotamento do fosfato
ocorre mais lentamente ao longo do tempo, acompanhando o crescimento da cultura.
Em ambos os casos ha uma correlagao entre o fim do crescimento e o esgotamento do
fosfato.

A parametrizacdo dos dados mostrou que quando ha alta concentragao de
fosfato (Fig. 13 B), a remogao do nutriente ocorre de forma rapida (K = 0,13), havendo
o esgotamento do fosfato nos primeiros 15 dias do cultivo. O modelo aplicado permitiu
observar um alto coeficiente de ajuste dos dados, explicando mais de 90 % do
comportamento experimental (r? = 0,99). Porém, em baixa concentracdo de fosfato (Fig.
13 A), ndo foi possivel aplicar o modelo pois o decaimento foi total nos primeiros quatro

dias de experimento, transformando a exponencial invertida esperada para a aplicagao
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do modelo em uma reta. Para tal modelagem teria sido necessaria a amostragem diaria

nos primeiros dias de experimento.
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(B)
Figura 13 — Decaimento do fosfato dissolvido em culturas de Chloromonas sp. em duas
disponibilidades de fosfato em funcdo do tempo de cultivo: (A) meio depletado, (B)

meio completo. As barras correspondem ao desvio padrao.
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4.2.2) Excrecao de carboidratos extracelulares totais:

A Figura 14 mostra que a excregdo dos carboidratos extracelulares totais de
Chloromonas sp. ocorreu de forma distinta nas duas disponibilidades de fosfato.

Em baixa concentragdo do fosfato (5 uM) (Fig. 14 A) verificou-se que nos
primeiros 7 dias de cultivo (fase exponencial) houve uma maior excregdo de
carboidratos extracelulares, os valores variam entre zero e 16,5 mg/L. Nos ultimos 10
dias de cultivo ficou evidente uma menor variagao na concentracdo dos carboidratos
extracelulares, evidenciando que a excrecdo de carboidratos acompanhou o
crescimento.

As células submetidas a alta concentragcdo de fosfato (50 uM) (Fig. 14 B),
mostraram que do 1° ao 22° dia a excrecao dos carboidratos extracelulares ocorreu de
forma significativa, os valores oscilaram entre 4,7 e 46,1 mg/L, sendo superiores aos
obtidos nas amostras que estavam submetidas a uma baixa disponibilidade do fosfato.
A partir do 22° ao 25° dia de cultivo, a concentragdo de carboidratos extracelulares
apresentou pequena variagao entre 46,1 e 49,7 mg/L, novamente correlacionando-se

com o crescimento, pois este periodo coincide com a fase estacionaria de crescimento.
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Figura 14 — Concentracao de carboidratos extracelulares totais de Chloromonas sp. em
duas disponibilidades de fosfato em fungdo do tempo de cultivo: (A) meio depletado,

(B) meio completo. As barras correspondem ao desvio padréo.
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A Figura 15 mostra a taxa de liberagédo de carboidrato total dissolvido por célula,
por dia, nas duas disponibilidades de fosfato (5 e 50 uM).

Em ambas disponibilidades verifica-se que nos primeiros 7 dias de cultivo a taxa
foi igual a zero, significando que as células dividiram-se na mesma propor¢gédo em que
excretaram carboidratos. A partir do 10° ao 20° dia de cultivo ocorreu uma diferenga na
taxa de liberacdo de carboidratos entre as duas disponibilidades, sendo que em 5 uM
(Fig. 15 A) a taxa aumentou significativamente na fase estacionaria, evidenciando que
as células aumentaram a excrecao de carboidratos extracelulares em consequéncia da
auséncia de divisao celular. Ja em 50 uM (Fig. 15 B), ocorreu uma menor variagao na

taxa de liberacao de carboidratos por célula, se aproximando de zero no final do cultivo.
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Figura 15 — Taxa de excregdo de carboidratos de Chloromonas sp. por célula em
funcdo do tempo de cultivo em duas disponibilidades de fosfato: (A) meio depletado,

(B) meio completo.
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4.2.3) Caracterizagao dos carboidratos extracelulares excretados:

A grande maioria dos carboidratos extracelulares excretados por Chloromonas
sp. foi composta por polissacarideos, exceto pequenas liberacbes de carboidratos
livres como Fucose e Ramnose. Em ambas as disponibilidades, os monossacarideos
componentes dos polissacarideos excretados que apresentaram maiores
concentracbes foram: Ramnose, Arabinose, Galactose, Glicose e Manose/Xilose.
Destes monossacarideos citados, a Arabinose e a Galactose sao os principais
carboidratos excretados por Chloromonas sp., seguidos por Ramnose e Manose e/ou
Xilose (Tabela 3).

A analise cromatografica dos carboidratos dissolvidos identificados mostrou que
alguns componentes dos polissacarideos excretados como Galactose, Manose/Xilose,
Acido Galacturénico e Acido Glucorénico apresentaram variacéo significativa (Teste “t”
de Student, p = 0,0237 a p = 0,0446) nos valores entre a fase exponencial e a fase
estacionaria na alta disponibilidade de fosfato (Tabela 4). Constatou-se que diferengas
significativas também ocorreram entre as fases exponenciais nas duas disponibilidades
de fosfato para Fucose, Arabinose e Glucosamina (Teste “t” de Student, p =0,02a p =
0,04). Em alta disponibilidade de fosfato, o Acido Galacturénico aumentou a sua
concentracdo da fase exponencial para a fase estacionaria, apresentando valores
significativos (Teste “t” de Student, p = 0,0344).

Tabela 3 — Porcentagem dos monossacarideos identificados por HPLC-PAD em
relagdo ao polissacarideo total em duas disponibilidades de fosfato e em fases
diferentes de crescimento de Chloromonas sp.: crescimento exponencial (LOG, 14 dias
em 50 uM e 7 dias em 5 uM) e fase estacionaria (EST, 25 dias em 50 uM e 14 dias em

5 uM).

50 uM 5uM

LOG EST LOG EST
Fucose 29+09* 50+0,4 59+0,2* 6,1+0,8
Ramnose 14,5+0,5 14,4+ 0,5 92+22 9,8+2,6
Arabinose 21,7+24* 19,2+ 0,02 9,6+0,05* 12,7+ 3,8
Glucosamina 9,0+£0,7* 8,3+04 6,0£04* 74+14
Galactose 20,4 +0,3 18,8+ 0,1 21,0 £ 0,06 20,5+0,8
Glicose 11,2 £ 3,1 9,0+0,6 21,56+3,8 12,1+2,1
Manose/Xilose 15,3+ 0,1 13,3+£0,2 14,3+04 149+0,9
Ac. Galacturonico 28+15 9,0+£0,6 6,2+2,0 13,0+ 3,7
Ac. Glucoronico 1,7+0* 27+02* 59+29 3,0+£0,7
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Tabela 4 — Relagao dos valores de significancia (Teste “t” de Student, p-valor) para os
monossacarideos excretados em duas disponibilidades de fosfato e em fases
diferentes de crescimento de Chloromonas sp.: crescimento exponencial (LOG, 14 dias
em 50 uM e 7 dias em 5 uM) e fase estacionaria (EST, 25 dias em 50 uM e 14 dias em
5 uM).

LOG 50uM/EST 50uM  LOG 5uM/EST 5uM  LOG 50uM/LOG 5uM  EST 50puM/EST 5uM

Fucose 0,1025 0,7848 0,04* 0,2485
Ramnose 0,8139 0,8395 0,0829 0,1393
Arabinose 0,2902 0,3698 0,02* 0,138

Glucosamina 0,3097 0,2989 0,03* 0,514
Galactose 0,0237* 0,4681 0,1427 0,1106
Glicose 0,4337 0,0958 0,102 0,1924
Manose/Xilose 0,0116* 0,4865 0,0937 0,1482
Ac. Galacturénico 0,0344* 0,1555 0,2008 0,2782
Ac. Glucorénico 0,0446* 0,321 0,189 0,5862

A Figura 16 demonstra a porcentagem dos monossacarideos liberados no inicio
e no final do experimento, correspondendo ao estabelecimento da fase exponencial e
da fase estacionaria do cultivo das amostras. Em ambas disponibilidades (Fig. 16 A e
B) verifica-se novamente que os monossacarideos mais significativos sdo Ramnose,
Arabinose, Galactose, Glicose e Manose/Xilose. Na Figura 16 A observa-se que os
monossacarideos apresentaram pouca variacao entre a fase inicial e a fase final de
crescimento, exceto Glicose e Acido Galacturénico que mostraram médias bastante
diferentes, mas nado estatisticamente significativas (Tabela 4). Ja na Figura 16 B
ocorreu uma variacdo significativa entre as fases (inicio e fim) (Tabela 4),
principalmente com os Acidos Galacturdnico e Glucurénico, que aumentaram na fase
estacionaria e a Galactose e Manose e/ou Xilose que diminuiram em propor¢ao na fase
estacionaria de crescimento. Nota-se também que na maior disponibilidade de fosfato
ocorreu uma maior presenga de monossacarideos que sao componentes tipicos das

glicoproteinas de parede (“pherophorins”), como Arabinose e Ramnose.
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Figura 16 — Composigao dos monossacarideos liberados em duas disponibilidades de

fosfato e em fases diferentes de crescimento de Chloromonas sp.: crescimento
exponencial (LOG, 14 dias em 50 uM e 7 dias em 5 uM) e fase estacionaria (EST, 25
dias em 50 uM e 14 dias em 5 uM). Abreviag¢des: Fuc (fucose), Ram (Ramnose), Ara
(Arabinose), Glucos (Glucosamina), Gli (Glicose), Man/Xil (Manose/Xilose), Ac. Ga
(Acido Galacturénico), Ac. Glu (Acido Glucordnico). As barras correspondem ao desvio

padrao.
4.2.4) Excrecao de proteinas extracelulares totais:

A Figura 17 mostra que a excregao de proteinas extracelulares totais por
Chloromonas sp. em duas disponibilidades de fosfato (5uM e 50 uM) ocorreu de forma
diferente em ambas concentragdes. Em baixa concentracédo (Fig. 17 A) do 1° ao 11° dia
do cultivo houve um aumento gradual na liberagdo de proteinas extracelulares, com
valores variando entre zero e 30,1 mg/L, coincidindo com o periodo em que o
crescimento esta na fase exponencial e o inicio do estabelecimento da fase
estacionaria. No periodo compreendido entre o 11° e o 15° dia, ocorreu uma
estabilizacdo na excrecdo das proteinas extracelulares, por outro lado a partir deste
periodo os valores obtidos se reduzem a aproximadamente 15,3 e 19,6 mg/L, se
mantendo em média até o final do cultivo, evidenciando a correlagdo com o
crescimento.

Em alta concentracdo de fosfato (Fig. 17 B), também ocorre um aumento na

liberacdo de proteinas extracelulares nos primeiros 11 dias de cultivo, com valores de
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zero a 37,5 mg/L, relacionados com as fases iniciais do crescimento. Ja no periodo
posterior, entre 15° ao 25°, ocorre um aumento nos valores obtidos anteriormente,
porém com pouca variagdo, as concentragbes foram de 46 a 76,2 mg/L, novamente

correlacionando-se com o crescimento.
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Figura 17 — Concentragao absoluta de proteinas extracelulares totais de Chloromonas

sp. em duas disponibilidades de fosfato em funcdo do tempo de cultivo: (A) meio

depletado, (B) meio completo. As barras correspondem ao desvio padrao.
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A Figura 18 mostra a taxa de liberagcdo de proteinas extracelulares totais
dissolvidas por célula, por dia, nas duas disponibilidades de fosfato (5 e 50 uM). Nos
primeiros 7 dias de cultivo observa-se que nas duas disponibilidades de fosfato ocorreu
um aumento na taxa de liberacdo de proteinas, além disso verificou-se que este
aumento na taxa permanece até o 15° dia de cultivo nas amostras submetidas a baixa
concentragédo de fosfato (Fig. 18 A). Na alta concentragéo de fosfato (Fig. 18 B), no
periodo compreendido entre 8° ao 25° dia de cultivo ocorre uma diminui¢cdo na taxa de
liberacdo de proteinas com valores se aproximando de zero. A taxa de liberacdo de
proteinas ndo teve o mesmo padréo observado em relagdo aos carboidratos, ou seja,
na menor disponibilidade de fosfato ndo foi observado um aumento na taxa de

excregao em fungao da estabilizagao do crescimento.
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Figura 18 — Taxa de excregéo de proteinas extracelulares totais de Chloromonas sp.

por célula por dia em funcédo do tempo de cultivo em duas disponibilidades de fosfato:
(A) meio depletado, (B) meio completo.
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5) DISCUSSAO

S&o poucos os trabalhos que dao énfase a morfologia celular de Chloromonas
sp. O presente estudo possibilitou observar algumas caracteristicas da espécie quando
submetida a diferentes disponibilidades de fosfato como: células globosas a elipsoides
com dois flagelos apicais, parede celular delgada a um pouco ampla, cloroplasto Unico
em forma de copo e parietal e a presenca de varios pirendides. Morita et al. (1998)
mostraram que as células de Chloromonas tém o nucleo localizado no centro e varios
ou muitos contornos de cloroplastos exatamente abaixo da membrana celular. Além
disso, foi observada a auséncia de pirendides nos cloroplastos de algumas espécies
como: Chloromonas rosae, Chloromonas serbinowii, Chloromonas clatharata e
Chloromonas palmelloides.

A espécie estudada neste trabalho apresentou o nucleo central, cloroplastos
logo abaixo da membrana celular, porém observou-se a presenga de varios pirenoides,
que variaram em quantidade durante as diferentes fases de crescimento, sugerindo
que seja uma espécie diferente das descritas acima. A auséncia de pirendides so foi
observada na fase estacionaria de crescimento, quando as células aumentaram sua
taxa de excreg¢ao de carboidratos. A destruicdo dos pirendides em Chloromonas sp.
pode ser correlacionada com o processo de fotoassimilagdo de carbono e,
consequentemente, com a produgao e excre¢do de compostos organicos. A matriz dos
pirendides de Chloromonas insignis e Chlamydomonas bipapillata exibe uma maior
concentragdo de moléculas de Rubisco do que na regido dos tilacdides (tilacdide e
estroma) dos cloroplastos, entretanto, a densidade de moléculas de Rubisco nestas
matrizes de pirendides foi baixa quando comparada com outras quatro amostras de
Chlamydomonas examinadas e Chlamydomonas reinhardtii Dangeard. (Morita et al.,
1999).

A morfologia celular de Chloromonas sp. mostrou que as espécies nas duas
disponibillidades de fosfato, apresentaram pirendides, cloroplasto em forma de copo e
parietal. Embora a definigdo tradicional do carater taxonémico do género Chloromonas
pela auséncia do pirendide tenha sido rejeitada, uma vez que linhagens sem pirendides
nao podem ser distinguidas filogeneticamente das que apresentam pirendides, o
género € monofilético e deve ser reconhecido a partir da morfologia do cloroplasto
(Proschold et al., 2001). As linhagens com um ou varios pirendides, bem como as sem

pirendides, foram reorganizadas e redefinidas com base nas caracteristicas dos
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cloroplastos (cloroplasto parietal asteréide ou em forma de copo, com perfuragdes
irregularmente ramificadas).

Hoham et al. (2006) em um trabalho com duas espécies de algas verdes da
neve, Chloromonas chenongoensis e Chloromonas tughillensis (Volvocales,
Chlorophyceae) fez uma breve descricdo taxondmica destas espécies e relatou em
ambas a presenca de células oblongas, cloroplastideos parietais, pirendides ausentes,
nucleo localizado centralmente, dois vacuolos contracteis apicais, células raramente
com flagelos. No presente estudo as células de Chloromonas sp. se diferenciam em
alguns aspectos da morfologia celular das espécies citadas pelo fato de que
observou-se a presenga de pirendides e dois flagelos apicais evidentes, caracteristicas
estas que podem estar relacionadas com a diferenca de habitat em que foram isoladas.

O crescimento celular de Chloromonas sp. em cultivo, como foi esperado,
apresentou valores distintos nas duas disponibilidades de fosfato. Na cultura com 5 uM
de fosfato, as densidades celulares foram baixas, porém houve um acréscimo no
numero de células quando as culturas foram submetidas a concentragdo de 50 uM.
Este comportamento também foi observado nos resultados obtidos para clorofila-a,
embora em ambas as disponibilidades a quantidade de clorofila por célula tenha
diminuido significativamente com o envelhecimento da cultura, corroborando
degradagao dos cloroplastos observada no primeiro experimento. Analisando as taxas
de crescimento de ambas as culturas, verificou-se uma variagdo na taxa intrinseca de
crescimento (r), na taxa de crescimento convertida para duplicacdo por dia (K) € no
tempo de duplicagdo da biomassa (G), sendo que em baixa disponibilidade de fosfato
ocorre um maior tempo de duplicacdo, ao contrario da alta disponibilidade, em que o
tempo de duplicacido das células foi menor, indicando um crescimento mais acelerado.

Em um trabalho sobre a influéncia da disponibilidade de fésforo na alocacao de
carbono em Scenedesmus subspicatus, foi demonstrado que as curvas de crescimento
desta espécie sio distintas para cada concentracado de fésforo porém cada tratamento
mostrou uma duragdo similar de fases de crescimento. As culturas em baixa
disponibilidade de fosfato alcancaram 2,4 x 10° cel. mL™", enquanto em niveis elevados
de fosforo a densidade celular alcangou valores de 5,2 x 10° cel. mL™ para média
concentracao, e 4,6 x 10° cel. mL™ para a alta concentracdo. Este comportamento foi
similar para a relagao de clorofila-a/célula; com valores elevados para a concentragao
meédia e alta de fésforo e valores baixos foram obtidos para a baixa concentragcao deste
nutriente (Sigee et al., 2007). Silveira (2007) em um cultivo com Raphidiopsis brookii

em diferentes disponibilidades de nitrato, demonstrou que o crescimento celular foi
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menor na cultura de 500 uM do que nas culturas de 1000 e 1500 uM, evidenciando que
o empobrecimento de nitrato provocou uma limitagdo de crescimento ja esperada,
conduzindo a uma estabilizacdo da biomassa, que foi demonstrada pelos valores
obtidos para clorofila-a e biovolume.

A disponibilidade de nutrientes é um fator que limita a populagao fitoplanctonica,
fazendo com que as espécies diminuam o crescimento, o que ficou evidente no cultivo
de Chloromonas sp. principalmente quando foram submetidas a uma baixa
disponibilidade de fosfato. Em um cultivo com Spondylosium pygmaeum, verificou-se a
variagdo do crescimento em disponibilidades diferentes de duas fontes de nitrogénio
(nitrato e amonio). Neste estudo foi observado que as maximas densidades celulares
estavam relacionadas com as mais altas concentragdes de nitrogénio oferecidas nos
diferentes meios de cultura (Piedras, 2007).

A excrecdo de carboidratos extracelulares totais de Chloromonas sp. em duas
disponibilidades de fosfato ocorreu de forma distinta, com valores baixos na menor e
mais altos na maior concentracido, sendo, portanto, correlacionada com o crescimento.
Diversos trabalhos tém abordado a excre¢cdo de carboidratos pelas células
fitoplanctonicas e a sua importancia ecolégica. Um estudo com /sochrysis galbana
mostrou que no inicio do crescimento houve uma maior liberacdo destes compostos
organicos, mantendo-se até o estabelecimento da fase estacionaria (Marker, 1965).
Segundo Vieira & Myklestad (1986), analisando a produgdo de carboidratos
extracelulares de Ankistrodesmus densus Kors. (Chlorophyceae), a liberagcdo destes
compostos ndo ocorre somente na fase estacionaria, mostrando uma produgao elevada
também na fase exponencial.

Um experimento que analisou a taxa de liberacdo de carboidratos totais
dissolvidos em trés espécies fitoplanctdnicas de um reservatério eutrédfico tropical,
demonstrou que Cryptomonas tetrapyrenoidosa, Staurastrum orbiculare e
Thalassiosira sp. apresentaram claramente uma elevada producao destes compostos
na fase estacionaria do crescimento (Giroldo & Vieira, 2005), assim como para
Raphidiopsis brookii (Silveira, 2007). Piedras (2007) verificou que Spondylosium
pygmaeum cresce na mesma proporgao que produz carboidratos extracelulares,
demonstrando que o estado fisiolégico ndo alterou a taxa de excregao de carboidratos
por célula, em ambos os tratamentos com nitrato e aménio.

Os resultados obtidos no experimento do presente trabalho mostraram que em
ambas as disponibilidades de fosfato verificou-se que, nos primeiros 10 dias de cultivo,

a taxa de excregao de carboidratos foi igual a zero, mostrando que as células se
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multiplicaram e a excrecdo de carboidratos ocorreu na mesma propor¢ao. A partir do
21° dia de cultivo ocorre uma diferenga significativa na taxa de liberagdo de
carboidratos entre as duas disponibilidades, sendo que na baixa disponibilidade, a taxa
aumenta devido o estabelecimento da fase estacionaria do crescimento e a diminuigao
da densidade celular. A diminuicdo do crescimento devido a limitacdo nutricional
(nitrogénio ou fosforo) reforga a hipétese do excesso de fotoassimilagdo do carbono
(Fogg, 1983), na qual as espécies diminuem o crescimento, enquanto a fotossintese é
ativa. Ja na alta disponibilidade ocorre uma menor variagao na taxa de liberagao de
carboidratos por célula, pois o crescimento continua a ocorrer na mesma proporgao
que a excrecao de carboidratos, até que, mais tardiamente, ocorre a entrada da cultura
na fase estacionaria de crescimento.

Silveira (2007) ressaltou que a liberacdo de proteina extracelular por
Raphidiopsis brookii esta correlacionada com a estabilizacdo da fase estacionaria de
crescimento e com a produgcdo de carboidratos extracelulares. O cultivo com
Chloromonas sp. mostrou que a excrecao de proteinas esta também relacionada com
o crescimento principalmente devido a presengca de glicoproteinas na parede
(“pherophorins”). Os valores baixos para taxa de liberagdo de proteina séo explicados
pelo fato das células, quando estdo em crescimento, investirem na producao de parede
celular, que neste caso € rica em proteinas. Como nao houve aumento na taxa de
excrecao de proteinas com a entrada da cultura na fase estacionaria, fica evidente que
esses compostos sdo produzidos exclusivamente para o crescimento e quando este
cessa, cessa também a producdo de proteinas extracelulares, ao contrario dos
carboidratos que, quando cessa o crescimento, ha uma tendéncia a aumentar a taxa de
excregao destes compostos por célula.

Na caracterizacdo dos carboidratos extracelulares excretados, verificou-se que
em ambas as disponibilidades, os monossacarideos constituintes dos polissacarideos
que apresentaram maiores concentragbes foram: ramnose, arabinose, galactose,
glicose, man/xil e acido galacturdnico. Destes monossacarideos citados, a arabinose e
a galactose foram os principais carboidratos excretados por Chloromonas sp. em alta
disponibilidade de fosfato. Ja em baixa disponibilidade, a arabinose e a ramnose,
tiveram suas proporgdes diminuidas em relagado a maior disponibilidade. Este resultado
reflete o significado das glicoproteinas de parede tipicas das Volvocales
(“pherophorins”) que sdo compostos ricos em hidroxiprolina, arabinose e galactose
principalmente e podem representar de 10 a 20% do seu peso seco. As “pherophorins”

desempenham um papel fundamental para a evolugdo da multicelularidade e o
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desenvolvimento de um complexo denominado de matriz extracelular multifuncional.
Em Volvox, a partir da analise da sequéncia do DNA obteve-se as “pherophorins” V1,
V2, V3 e V4, sendo que em Chlamydomonas reinhardtii foram identificadas as
“pherophorins” C1, C2, C3, C4, C5 e C6 (Kieliszewski & Shpak, 2001; Hallmann, 2006).
A origem destes compostos no meio extracelular de Chloromonas sp. esta ligada aos
processos de divisao celular tipicos da Ordem, nos quais ocorre o rompimento e
liberagdo das paredes celulares e, consequentemente estes compostos se tornam
parte dos carboidratos extracelulares presentes na cultura. Provavelmente por esta
razdo a taxa de excregcdao de proteinas nao aumenta na fase estacionaria de
crescimento, uma vez que nao ha mais divisdo celular nesta fase. A composi¢ao
destas glicoproteinas esta ligada a hipotese da contiguidade da hidroxiprolina, em
que a arabinolizagdo aumenta quando residuos de hidroxiprolina estdo adjacentes,
enquanto a nao adjacéncia destes implica na ligacdo de galactose ou outros
monossacarideos (Kieliszewski & Shpak, 2001). As diferengas significativas entre as
fases exponencial e estacionaria indicam que pelo menos dois tipos de polissacarideos
foram produzidos. Um deles estaria ligado a constituicho da parede celular
(“pherophorins”, rico em arabinose principalmente) e o outro seria excretado livremente
para o meio (rico em acido galacturénico principalmente). Na cultura com menor
disponibilidade de fosfato, ocorreu um crescimento exponencial muito curto (14 dias)
em comparagdo com a maior disponibilidade, por isso ndo ficaram evidentes as
diferencas entre o0s polissacarideos tipicos do crescimento exponencial
(“pherophorins”) e os da fase estacionaria (excretados), uma vez que a fase
estacionaria foi muito mais longa que a exponencial. A liberacao de dois tipos de
compostos fica ainda mais evidente quando ndo se encontra diferenga significativa
entre os polissacarideos da fase estacionaria das duas disponibilidades, e sim nos
produzidos durante a fase exponencial, em que se observou uma propor¢cdo maior de
arabinose e ramnose na cultura com maior disponibilidade de fosfato e, portanto, na
cultura em que ocorreu maior crescimento.

Vieira & Myklestad (1986), caracterizando os carboidratos extracelulares
produzidos por Ankistrodesmus densus Kors. (Chlorophyceae), determinaram que a
galactose foi 0 mais importante monossacarideo componente dos polissacarideos
excretados. Também foram encontrados em grandes concentragdes a manose, glicose,
xilose e arabinose, porém a concentragdo de ramnose foi muito baixa. Outro trabalho
com a mesma espécie citada mostrou que em uma fragcdo dos polissacarideos, a

fucose e a 3-0-metilgalactose foram os carboidratos principais, sendo que a galactose,
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glicose, manose e ramnose foram presentes em menor quantidade. Em outra fragéo, a
manose foi o principal monossacarideo componente do polissacarideo excretado,
representando 60 % dos carboidratos presentes, sendo o restante composto por
ramnose, fucose, xilose e glicose e, em menor concentragdo, 3-0-metilgalactose e
galactose (Paulsen et al., 1998). As referéncias acima confirmam que os carboidratos
encontrados em Chloromonas sp. sdao comuns nas Chlorophyceae, mas sua
concentracdo e composi¢cao é dependente da espécie.

Giroldo et al. (2003), trabalhando com a degradagédo de polissacarideos de
Thalassiosira sp. em um ambiente aquatico tropical, obteve o0s seguintes
monossacarideos componentes do polissacarideos: ramnose, fucose, xilose, manose,
galactose, glicose, acido glucorénico, acido galacturdnico, N-acetil-galactosamina e N-
acetil-glucosamina; destes compostos liberados, o que mais contribuiu foi a manose.
Outro trabalho do mesmo autor confirma a idéia de que a excregao de compostos ricos
em energia € um processo espécie-especifico. Experimentos com trés espécies
fitoplanctonicas  diferentes  Cryptomonas  tetrapyrenoidosa  (Cryptophyceae),
Staurastrum orbiculare (Zygnematophyceae) e Thalassiosira (Bacillariophyceae)
demonstraram que a composig¢ao de carboidratos difere entre as espécies (Giroldo &
Vieira, 2005).

Em Raphidiopsis brookii foram identificados os seguintes constituintes dos
polissacarideos extracelulares: fucose, ramnose, arabinose, N-acetil-glucosamina,
galactose, glicose, manose e/ou xilose. Destes compostos verificou-se que néo
apresentaram variagao significativa entre as disponibilidades de nutrientes e as fases
de crescimento, com exceg¢ao da glicose que apresentou uma variacao significativa
entre as diferentes concentragcdes na fase estacionaria e entre as diferentes fases de
crescimento na concentracao de 500 uM de nitrato (Silveira, 2007).

A importancia ecolégica da excrecdo de carboidratos para os ecossistemas
aquaticos tem sido enfatizada em diversos trabalhos. Na maioria das vezes se
estabelece uma relagao entre o crescimento fitoplanctonico e a liberagdo de compostos
ricos em energia, frequentemente dependente de fatores ambientais como a
disponibilidade de nutrientes, incrementando o crescimento bacteriano (Paerl, 1978;
Lancelot, 1984; Giroldo et al., 2007). Nas ultimas duas décadas a cadeia trofica
planctbnica tem sido interpretada ndo como uma sequéncia linear, mas sim
considerando a “alga microbiana” em que existe uma participacao efetiva das bactérias
na heterotrofia e na remineralizacdo dos nutrientes, acarretando numa importancia

fundamental para o crescimento da populacéo fitoplancténica (Azam et al., 1983;
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Pomeroy & Wiebe, 1988; Sherr & Sherr, 2000). No caso de Chloromonas sp., 0s
experimentos mostraram que ocorre um vigoroso crescimento aliado a uma alta
producdo de carboidratos, permitindo afirmar que a espécie desempenha uma
importante fungdo ecoldgica no sistema aquatico, pois estes compostos produzidos
podem ser remineralizados e utilizados pelas bactérias, aumentando a populacéo
bacteriana que serve de fonte nutricional para outros organismos heterotroficos.

No presente estudo com Chloromonas sp., cabe destacar que a espécie
apresentou uma variagdo morfoldgica nas células devido a disponibilidade de nutriente,
ficando evidente que o envelhecimento das culturas afeta diretamente a estrutura dos
cloroplatos e pirendides. No que tange o crescimento celular, a excre¢ao dos
carboidratos e proteinas extracelulares, observou-se que existe uma correlagao direta
com a disponibilidade de fosfato. A analise da composi¢cao dos carboidratos mostrou
gue a arabinose e galactose sdo os monossacarideos mais importantes na constituicao
de Chloromonas sp. € que provavelmente estes compostos fazem parte da parede
celular. A alta proporgdo de ramnose, manose e acido galacturénico, aliada ao
aumento na taxa de excregdo de carboidratos na auséncia de divisdo celular (fase
estacionaria), indica que ha outros polissacarideos sendo excretados por Chloromonas
sp.

Estudos futuros poderiam enfatizar a morfologia de Chloromonas sp., a fim de
definir taxonomicamente a espécie e permitir a comparagao com outras espécies do
mesmo género. Além disso, € necessario um aprofundamento no estudo da
composicao dos polissacarideos e da fungcdo dos pirendides na excrecdao de
carboidratos na fase estacionaria, principalmente devido a concentragdo de moléculas
de Rubisco que proporcionam a carboxilagdo e consequentemente contribuem para a
fotoassimilacido de carbono.

O fato de Chloromonas sp. ter apresentado um crescimento exponencial
significativo e valores consideraveis na excregdo de compostos organicos ricos em
energia, mostra que a espécie poderia ser utilizada em estudos na area da aquacultura,
principalmente como fonte nutricional para outros organismos.

Um estudo bioquimico dos compostos produzidos e excretados por
Chloromonas sp. se faz necessario como forma de viabilizar suas aplicagdes
industriais e farmacéuticas, uma vez que glicoproteinas como as produzidas por este
género podem possuir propriedades bioativas, principalmente imunoestimulatérias e

anti-inflamatérias (Paulsen, 2001).
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6) CONCLUSOES

- A limitacdo de fosfato alterou a morfologia dos cloroplastos de Chloromonas sp. e

diminuiu significativamente a quantidade de clorofila-a por célula.

- A excregao de carboidratos e proteinas extracelulares acompanhou o crescimento de

Chloromonas sp.

- A limitacdo de fésforo aumentou a taxa de excregao de carboidratos por célula na
fase estacionaria, ao contrario das proteinas que foram excretadas exclusivamente em

funcéo do crescimento.

- Os polissacarideos extracelulares produzidos por Chloromonas sp. foram compostos
principalmente por: Arabinose, Galactose, Ramnose, Manose/Xilose, Glicose e Acido

Galacturénico.

- A variagado na proporcdo dos monossacarideos componentes dos polissacarideos
extracelulares, observada entre as fases de crescimento, indica a excregao de, pelo
menos, dois tipos de carboidratos dissolvidos: um tipico do crescimento exponencial,
rico em Arabinose e Galactose principalmente, e outro tipico da fase estacionaria, rico

em Acido Galacturénico principalmente.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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