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RESUMO

A obtencdo de curva de padrdo de crescimento é uma etapa necessdaria para o
desenvolvimento de pesquisas que envolvem o crescimento de microrganismos em
laboratério. O objetivo do presente trabalho foi a caracterizacdo das curvas de
crescimento de duas espécies de diatomaceas perifiticas. Para isso, amostras de
perifiton foram coletadas no municipio de Tamarana — Parana. Os isolados foram
obtidos através da metodologia de “pescaria” e lavagem, e plaqueamento em meio de
cultura sélido. As diatomaceas foram transferidas para meios de cultura WC sélidos e
liquidos, acondicionados em camara de crescimento com iluminancia de 676 a 1.702
lux a 21 °C com fotoperiodo de 12 h de claro:escuro. Matrizes de duas morfoespécies
foram mantidas em camara de DBO Solab SL- 225/364 com iluminancia de 3.060 lux,
em fotoperiodo de 12 h claro:escuro, em temperatura de 21 °C, a partir dessas foi
realizada a montagem de experimento em quintuplicata biolégica para a obtencéo das
curvas de crescimento. A analise foi realizada utilizando Python com bibliotecas
especializadas como Pandas para manipulacdo de dados e Matplotlib para
visualizacdo grafica e Scipy foi usado para o ajuste do modelo logistico. Os taxons
foram identificados como Gomphonema sp. e Nitzschia sp., faltando ainda detalhes
que permitam a identificacdo ao nivel de espécie. A taxa de crescimento estimada foi
de 1,05 log ind.mL" para Gomphonema sp. e de 0,85 log ind.mL"* para Nitzschia sp.
Diferentemente do observado para as taxas de crescimento, a capacidade de suporte
de Nitzschia sp. foi 69 vezes maior que de Gomphonema sp.

Palavras-chave: Bacillariophyceae. Culturas unialgais. Ecologia.



ABSTRACT

Obtaining a standard growth curve is a necessary step for the development of research
involving the growth of microorganisms in the laboratory. The objective of the present
study was to characterize the growth curves of two species of periphytic diatoms. For
this purpose, periphyton samples were collected in the municipality of Tamarana -
Parana. Isolates were obtained using the cell fishing and washing methodology, and
plating on solid culture medium. The diatoms were transferred to solid and liquid WC
culture media, placed in a growth chamber with illuminance ranging from 676 to 1,702
lux at 21 °C, with a photoperiod of 12 hours light:dark. Matrices of two morphospecies
were maintained in a Solab SL-225/364 BOD chamber with illuminance of 3,060 lux,
in a photoperiod of 12 hours light:dark, at a temperature of 21 °C. From these, a
biological quintuplicate experiment was set up to obtain the growth curves. The
analysis was performed using Python with specialized libraries such as Pandas for
data manipulation and Matplotlib for graphical visualization, and Scipy was used for
logistic model fitting. The taxa were identified as Gomphonema sp. and Nitzschia sp.,
with details still lacking to allow identification at the species level. The estimated growth
rate was 1.05 log ind.mL for Gomphonema sp. and 0.85 log ind.mL"* for Nitzschia sp.
Unlike the observed growth rates, the carrying capacity of Nitzschia sp. was 69 times
greater than that of Gomphonema sp.

Keywords: Cultivation. Bacillariophyceae. Ecology.
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1. INTRODUCAO

As diatomaceas sdo algas unicelulares fotossintetizantes, podendo ser
encontradas solitariamente ou formando colonias. Dotadas de clorofilas a e ¢ e
fucoxantina, esses organismos apresentam uma alta eficiéncia fotossintética. Esse
grupo é caracterizado por uma parede celular composta por silica, denominada
fristula. A parede é altamente ornamentada e comporta pecas especificas, nédo
encontradas em nenhum outro grupo de algas (ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 18.186 espécies de diatomaceas, destas
2.000 fésseis (GUIRY, 2024). Para o Brasil até o presente trabalho foram
contabilizadas 1.329 espécies (THE BRAZIL FLORA GROUP, 2024). As estimativas
mais ponderadas para o numero total de espécies desse grupo sédo de 30.000 a
100.000, o que sugere que muitas espécies ainda ndo foram descritas para a ciéncia
(GUIRY, 2024).

As diatomaceas sao um grupo abundante e amplamente distribuido, habitando
oceanos, lagos, rios, ambientes terrestres e formagbes de gelo polares.
Representantes das diatomaceas podem ser encontradas em locais com baixa
luminosidade, aderidas em substratos, a deriva no plancton ou associadas com
fungos, formando liquens (LAKATOS; LANGE-BERTALOT; BUDEL, 2004). Além de
contribuirem nas teias troficas destes ambientes, também séo responsaveis por 20-
40 % da producdo priméria total do planeta (B-BERES et al., 2023; GRAHAM et al.,
2016).

Conforme B-Béres e colaboradores (2023), seguindo a classificacdo da
Millennium Ecosystem Assessment (MEA), h& 23 servicos ecossistémicos
relacionados as diatomaceas. Dentre estes, estao incluidos a fotossintese, producao
priméria, formacdo de sedimento, ciclo de nutrientes, provisdo de habitat e fonte de
alimento para muitos organismos, servicos de regulacdo, a produgcdo de oxigénio,
controle do clima e estabilizacdo do sedimento, compostos bioativos e tecnologias
criadas para producdo de farmacos, biocombustiveis, tratamento de agua, micro e
nanotecnologia, a inspiracao artistica e oportunidades educacionais.

No Brasil, ao longo de 177 anos, a maioria das publicacbes cientificas
relacionadas as diatomaceas se concentraram nas descricdes da flora e da ecologia.
Contudo, sédo escassos os trabalhos relacionados a genética, biotecnologia, fisiologia
e pesquisa aplicada (ZORZAL-ALMEIDA et al., 2022). Para isso, as culturas de
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diatoméaceas sao importantes ferramentas para atividades de pesquisa relacionadas
a estas e outras areas como ecologia e biologia molecular (VAULOT et al., 2023;
ZAKHAROVA et al., 2022). Em uma analise preliminar, Komaristaya e colaboradores
(2015), afirmam que até 2014 eram registradas 61 espécies de diatomaceas em
cultura entre as 2.307 espécies de algas registradas nas 12 principais colecdes de
culturas no World Data Center for Microorganisms — Culture Collections Information
Worldwide (WDCM CCINFO).

Atualmente o WDCM CCINFO possui 850 colecdes registradas, sendo 24.044
espécies/subespécies de microalgas (WDCM, 2024), onde foram contabilizadas mais
de 6.400 cepas de diatomaceas em 27 colecdes, pertencentes a 828 espécies e outras
300 cepas néo identificadas (VAULOT et al., 2023). Isso mostra que a biodiversidade
de diatomaceas é sub-representada em cultivos, e enfrenta desafios como o
estabelecimento de culturas e a identificacdo dos taxons (KOMARISTAYA et al., 2015;
ZAKHAROVA et al., 2022).

As curvas de crescimento fornecem informagdes comparativas, principalmente
como parametros laboratoriais com cultivos, traduzindo as caracteristicas dos
organismos a diferentes condicbes ambientais e genéticas, entre espécies ou cepas
(KOURTCHENKO et al., 2023). Assim, além da baixa representacédo da diversidade
de diatomaceas em cultivo, pouco se conhece sobre os comportamentos de
crescimento desses organismos.

O objetivo geral do presente trabalho € a determinacgéo da curva de crescimento
de espécimes de diatomacea em condi¢cbes controladas de cultivo em laboratério.
Para isso, 0s objetivos especificos sdo o isolamento de espécies de diatoméacea, o
estabelecimento de cultura unialgal, determinacdo da espécie utilizando bibliografia

de referéncia e manutencéo de cultura viavel em laboratorio.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Curvas de crescimento e padrées de crescimento

Os estudos sobre o crescimento populacional tém despertado o interesse ao
longo da histéria, um exemplo € o caso de Fibonacci, que no século 12 pensou sobre
o potencial crescimento populacional em coelhos (COLE, 1954; EDELSTEIN-
KESHET, 2005).

Mas foi o modelo de crescimento populacional de Thomas R. Malthus em 1798,
0 primeiro a estabelecer as bases para os estudos populacionais quantitativos
(PANIK, 2014). Em sua obra An Essay on the Principle of Population, Malthus trouxe
a principal ideia pela qual € lembrado até os dias atuais, ou seja, a de que as
populacdes humanas tendem a crescer exponencialmente, enquanto a producéo de
alimentos cresce apenas aritmeticamente (MALTHUS, 1798).

Dessa forma, a base matematica para o crescimento exponencial foi entendida
por Malthus pelo principio de que em cada geracéo, se cada individuo na populacéo
produzir mais do que um descendente que sobreviva até a idade reprodutiva, o
tamanho da populacdo aumentaria geometricamente. O modelo exponencial de
crescimento populacional assume que a taxa de crescimento é constante e que nao
hé& restricbes de recursos ou outros limites ambientais. Matematicamente, isso €
representado pela equacéo:

N(t) = NO - ert
onde N(t) é a populacdo no tempo, Ny é a populacdo inicial, r€é a taxa de crescimento

relativa, té tempo e e é a base dos logaritmos naturais. Esta equacao descreve uma
curva que aumenta rapidamente a medida que o tempo avanca, caracterizando o
crescimento exponencial (EDELSTEIN-KESHET, 2005).

Os estudos de Malthus influenciaram diretamente trabalhos em outras areas,
inclusive na area de ecologia. Um exemplo disso, foi o modelo logistico, desenvolvido
por Pierre Francois Verhulst, o qual expandiu o0 modelo de Malthus ao introduzir a
nocéo de capacidade de suporte, que modera o crescimento exponencial e reflete
mais realisticamente as condi¢des ambientais que limitam o crescimento populacional
(SMITH; KEYFITZ, 1977).

Os estudos desenvolvidos Verhulst (1838, 1845) resultaram na equag&o:

dP_ p (1 P)
ac K
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onde P é o tamanho da populacdo no tempo ¢, Z—i € a taxa de mudanca da populacéo

ao longo do tempo, r é a taxa intrinseca de crescimento da populacdo e K é a
capacidade de suporte do ambiente, que é o tamanho maximo da populacdo que o

ambiente pode sustentar de forma sustentavel. Segundo essa equacao, quando P &
pequena comparada a K, o termo (1 —g) € proximo de 1, o que significa que a
populacdo cresce quase exponencialmente. De outra forma, a medida que P se
aproxima de K, o termo (1—%) se aproxima de zero, 0 que reduz a taxa de

crescimento até que esté se estabilize, impedindo que P exceda K (KOT, 2001).

Os estudos sobre crescimento populacional sdo importantes para a descricao
dos padrbes de crescimento de diferentes organismos, tanto na natureza quanto
cultivados in vitro. No campo microbiolégico, a matematica do crescimento
populacional e dos padrdes de crescimento, também conhecido como cinética de
crescimento, evoluiu consideravelmente, especialmente com os estudos de Jaques
Monod (1910 — 1976) e seus contemporaneos a respeito das taxas de crescimento e
produtividade de metabdlitos de bactérias. Monod (1949) dividiu as fases sucessivas
de crescimento das bactérias como: fase lag, quando ha taxa de crescimento nulo;
fase de aceleracao, quando a taxa de crescimento aumenta; fase exponencial, quando
a taxa de crescimento se torna constante; fase de retardacdo, quando a taxa de
crescimento diminui; fase estacionaria, quando a taxa de crescimento volta a se tornar
nula; e a fase de declinio, quando a taxa de crescimento se torna negativa (Figura 1).
Mais recentemente os termos e discussfes mais utilizados tem se restringido as fases
lag, fase exponencial, também conhecida como fase log, fase estacionaria e fase de
declinio ou morte (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Figura 1 - Fases do crescimento bacteriano, conforme Monod (1949). A curva superior
se refere as taxas de crescimento, enquanto a curva inferior a densidade de bactérias
em log. As linhas tracejadas marcam as fazes de crescimento e 0s numeros se
referem a cada fase, sendo 1- Fase Lag, 2- Fase de aceleracéo, 3- Fase exponencial,

4- Fase de retardagéo, 5- Fase estacionéria e 6- Fase de declinio.
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Os padrdes de crescimento ou cinéticas podem variar de espécie para espécie
e de acordo com as condicbes ambientais (SARDARI, 2023). Essas variacbes
poderdo ser observadas através de diferencas nas taxas intrinsecas de crescimento,
nas taxas de crescimento ao longo do tempo e da capacidade de suporte. Com isso,
uma espécie, em determinadas condicfes, podera se manter em uma fase lag mais
demorada, apresentar crescimento mais rapido, atingindo assim, a fase estacionaria
antecipadamente, manter-se mais tempo na fase estacionaria ou chegar na fase de
declinio mais rapidamente do que outra espécie. Além disso, alteracbes nas
condicbes do ambiente em que esses organismos crescem podem alterar
completamente esse padrao, servindo como indicadores da qualidade do ambiente
(GONZALEZ; ARANDA, 2023).

Cultivo de microrganismos

O cultivo de microrganismos em laboratério € uma importante ferramenta de
estudo, tanto para a pesquisa aplicada, como a extracao de compostos de interesse,
guanto para estudos biolégicos em geral (KAPINUSOVA et al., 2023)

O comeco da microbiologia é creditado as observacgdes iniciais de Anton van
Leeuwenhoek (1632-1723) e Robert Hooke (1635-1703). Leeuwenhoek observou
diferentes materiais em microscopio e enviava cartas detalhadas sobre suas
observacdes para The Royal Society em Londres (SCHMIDT, 2019). Mas foi na
segunda metade do século XIX que a microbiologia se estabeleceu como ciéncia,
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principalmente pelos trabalhos de Louis Pasteur (1822-1895) e Robert Koch (1843-
1910) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Testes de cultivo de microrganismos foram fundamentais para o
desenvolvimento de teorias sobre origem dos seres vivos, incluindo a refutagéo da
hipétese da geracdo espontanea, por Louis Pasteur (JAGIELSKI, 2023). Koch,
contribuiu com diversas técnicas na microbiologia, incluindo no cultivo de bactérias,
introduzindo a utilizacdo de meios solidos de gelatina. Contudo pelas desvantagens
do uso da gelatina, estd foi substituida por agar, sugestdo de Fannie Eilshemius
Hesse, esposa de um de seus assistentes, Walther Hesse, com contribuicdo de Julius
Richard Petri (BONNET et al., 2020; HITCHENS; LEIKIND, 1938).

Historico do cultivo de algas

A primeira vez a ter sido utilizado o termo “cultura” em relacdo a algas, foi pelo
microbiologista Ferdinand Cohn em 1850 com Haematococcus. Contudo néo foi
estabelecida uma cultura por tempo indefinido e ndo foi utilizado meio de cultura e
nem o isolamento do organismo. O fisiologista vegetal Famintzin, em 1871, teria sido
o primeiro a utilizar um meio de cultura com apenas sais inorganicos, € o
microbiologista Martinus Willem Beijerinck, no ano de 1890, a obter culturas puras de
algas verdes, utilizando a técnica de Robert Koch, adicionando agua da amostra ou
meio de cultura a gelatina (PREISIG; ANDERSEN, 2005).

As primeiras culturas axénicas de diatomaceas marinhas e dulciaquicolas
estabelecidas foram as de Pierre Miquel em 1890 e 1892. Seu trabalho pioneiro
contribuiu para o desenvolvimento de novas técnicas de isolamento e meio de cultura
(KUFFERATH, 1930). Pierre Miquel, em suas pesquisas sobre cultivo de
diatomaceas, estabeleceu formulagbes de sais minerais usadas para enriquecer a
agua do mar, promovendo o crescimento adequado de diatomaceas e outros tipos de
algas. Essas solugbes foram precursoras dos meios de cultivo modernos que agora
incluem uma variedade de nutrientes essenciais. A solugdo "A" continha nitrato, que
€ uma fonte de nitrogénio essencial para o crescimento das algas, enquanto a Solucao
"B" incluia fosfato (PREISIG; ANDERSEN, 2005).

Apesar do reconhecimento da importancia dos trabalhos de Beijerinck e Miquel
guanto aos cultivos de algas (KUFFERATH, 1930; PREISIG; ANDERSEN, 2005),

alguns autores, como Klebs (1896) e Pringsheim (1946), questionam se eles de fato
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obtiveram culturas puras de algas. Pringsheim (1946) credita as primeiras culturas
puras de diatomaceas a Richter (1903) e Chodat (1913). Culturas puras ou axénicas,
sao definidas como aquelas que séo formadas apenas pelo organismo de interesse,
e culturas unialgais aquelas compostas por uma Unica espécie de alga com a
ocorréncia de outros microrganismos (BOLD, 1942; POKORNY et al., 2022).

Klebs (1896) argumenta sobre a dificuldade de se trabalhar utilizando meio de
gelatina, além de que, o0 consumo dos componentes organicos presentes no meio pde
em davida a pureza da cultura.

Outros trabalhos também contribuiram para o desenvolvimento do cultivo de
algas, incluindo as diatomaceas. Klebs (1896), Tischutkin (1897), Beijerinck (1898) e
Ward (1899) teriam sido alguns dos pioneiros na utilizagdo de meios de cultivo sélido
utilizando agar para algas (BOLD, 1942; PREISIG; ANDERSEN, 2005; PRINGSHEIM,
1946). Richter (1903) deu continuidade aos trabalhos de Miquel, e utilizou meio sélido
com agar para isolar as espécies de diatomaceas Nitzschia palea (Kitz.) W. Sm. e
Navicula minuscula Grun.

Allen e Nelson (1910) adaptaram as solugdes “A” e “B” do meio de cultivo de
Miguel para o isolamento e cultivo de diatomaceas marinhas, obtendo culturas de
Skeletonema, Thalassiosira e Chaetoceros. Ernst Georg Pringsheim (1881 — 1970)
publicou alguns estudos detalhando métodos para cultivo de algas, como a melhoria
da técnica de isolamento por capilar em pipeta, a utilizacdo de acetato no meio de
cultura e de extratos do solo. Além disso utilizou agua destilada em vidro para a
producdo de seus meios de cultivo, ao invés da agua de torneira com cloro, o que
afetava o crescimento das algas (PREISIG; ANDERSEN, 2005).

Os meios de cultivo foram consideravelmente aperfeicoados por estudos de E.
Schreiber (datas ndo encontradas), Shu Ping Chu (1907 — 1976) e Luigi Provasoli
(1908 — 1992). Provasoli e seus colaboradores teriam incluido vitaminas e outros
compostos organicos e o uso de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) como
guelante. Houve também a necessidade de adicionar outros metais-traco devido o
maior grau de purificacdo dos sais, e a primeira aplicagdo de antibidticos com a
finalidade de se obter culturas puras (PREISIG; ANDERSEN, 2005; RODHE, 1978).

Técnicas de Isolamento
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Andersen (2005) divide as técnicas em classicas e automatizadas, as primeiras
sdo caracterizadas pela utilizacdo de equipamentos mais simples, enquanto as
automatizadas possuem maior precisdo e capacidade de separar o organismo de
interesse de contaminantes, como bactérias, a aplicacdo dessas técnicas dependem
dos objetivos do trabalho e a disponibilidade de equipamentos. De qualquer forma,
ambas as técnicas possuem exigéncias, como experiéncia do isolador, mao de obra
qualificada para operacdo de equipamentos e custo financeiro de equipamentos
(SILVA; SCHERER; ANDRADE, 2014).

Dentre as técnicas classicas utilizadas para o isolamento de diatoméaceas
podemos apontar o isolamento de uma Unica célula por micropipeta. Esta consiste na
tentativa de captura (ou pescaria) de uma so célula com o auxilio de uma micropipeta
e na lavagem do isolado em meio esterilizado repetidas vezes, com o objetivo de se
obter culturas puras (PRINGSHEIM, 1946).

Placas de agar podem ser usadas de diferentes formas, como pelo estriamento,
adicdo de gota ou borrifo e inoculagdo por mistura em agar (SILVA; SCHERER;
ANDRADE, 2014). Diluicdo seriada, centrifugagdo e o uso de meios de cultura
enriquecidos que favorecam o crescimento de determinados grupos, também podem
ser usadas, além disso a combinacao de técnicas pode facilitar a obtencao de culturas
puras (SINGH, 2015).

Entre as técnicas automatizadas ha a citometria de fluxo, podendo ser isoladas
células de diferentes tamanhos, incluindo organismos muito pequenos, o equipamento
€ capaz de contar e analisar células em uma amostra, e seleciona-las, pela deposicdo
de gotas as células sédo depositadas em placas ou tubos de ensaio contendo meio de
cultura (ANDERSEN, 2005).

Para a obtencéo de culturas puras podem ser utilizados métodos adicionais,
como a adicdo de antibiéticos em meio de cultivo, filtragdo a vacuo, exposicado a
radiacdo UV, tratamento enzimatico e com outros agentes antimicrobianos (SHEN;
LEE, 2004; FERNANDEZ-VALENZUELA, 2021).
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3. MATERIAL E METODOS
Coleta do material

Amostras perifiticas foram coletadas na Estancia Bardo do Rio Branco,
localizada no municipio de Tamarana, Parana (23°52’51,15” S; 51°8'6,26” W), a partir
de substratos vegetais e rochosos, em 30 de setembro de 2023. Os materiais foram
levados ao Laboratério de Microalgas Continentais (LAMIC-UEL) onde os substratos
foram raspados com auxilio de escovas de dente e os materiais rapados foram
acondicionados em frascos transparentes e refrigerados a 5 °C para maior

durabilidade das amostras.

Isolamento das espécies de diatoméaceas

Duas culturas de espécies diferentes foram isoladas, uma identificada como G
e outra como Z/D. O isolamento e a obtencao de culturas monoclonais de diatomaceas
foi realizado utilizando o método de pescaria e lavagem (PRINGSHEIM, 1946). Para
isso, capilares foram produzidos a partir de pipeta Pasteur de vidro aquecida em
chama e alongada com o auxilio de uma pinca de ponta fina. Os capilares foram
conectados a tubos de silicone, contendo pequeno filtro de algodé&o (Figura 2).

Figura 2 - Pipeta Pasteur de vidro com fino tubo capilar, tubos de silicone com filtro

de algodao.

Fonte: o proprio autor.
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Todo o ambiente de manuseio foi limpo e esterilizado utilizando alcool 70%,
0s materiais de vidro também foram flambados. Sobre uma Iamina de vidro foi disposta
uma gota da amostra perifitica. As algas na gota foram observadas em Microscopio
Optico Motic nos aumentos de 100x e 400x.

O capilar de vidro foi preenchido com meio de cultura WC (GUILLARD;
LORENZEN 1972). Ao encontrar um individuo que aparentasse estar viavel,
apresentando por exemplo, motilidade ou cloroplasto, a ponta do capilar era
posicionada em direcao ao espécime. O individuo era sugado através da pipetagem
com objetivo de se obter um Unico isolado. Em um outro local da lamina, o espécime,
sugado anteriormente, era depositado em uma nova gota com meio, separando-o de
detritos e outros organismos que podem ter sido aspirados no capilar. O processo foi
repetido até a obtencdo de uma gota onde se observasse apenas a presenca do
individuo de interesse. Posteriormente, este era disposto em um poc¢o de uma placa
de micropocos, contendo meio de cultivo WC.

O crescimento dos organismos nos micropocos foi observado em microscéopio
Optico Wetzlar, modelo Wilovert. O crescimento do isolado também era notado pela
formacdo de incrustacbes marrons no fundo dos micropocos, mudando a coloracéo
do meio. Quando esse estado foi observado, o material foi retirado e colocado em
meio liquido em placa de Petri para aumento da densidade celular. Apés duas
semanas ou até que o fundo da placa contivesse um tapete ou granulos marrons, a
amostra foi homogeneizada e, com o auxilio de uma alca de platina, uma aliquota foi
semeada em uma placa de Petri contendo meio WC solidificado em agar (1,5% -
2,0%). O conteudo foi espalhado em forma de estrias.

Posteriormente, as coldnias desenvolvidas foram extraidas utilizando uma
pipeta, sendo que cada uma foi disposta em nova placa de Petri contendo meio
liquido. Esse procedimento de alternancia entre meio solido e liquido foi repetido até
a obtencao de culturas unialgais monoclonais em meio liquido.

Os isolados foram avaliados em laminas frescas em microscopia Optica,
verificando possiveis contaminacdes e crescimento de outras algas, inclusive
diatoméaceas de espécies diferentes. Confirmados os isolamentos, os contetddos das
placas de Petri com meio liquido foram transferidos para frascos de 200 mL de meio
liguido para crescimento da matriz da cultura. A matriz da cultura G foi montada em
19/03/2024 e a de Z/D foi montada em 21/03/2024 em cultivo estacionario.
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Toda os cultivos da fase se isolamento foram mantidos em camara com
iluminancia de 676 a 1.702 lux, em fotoperiodo de 12 h de claro por 12 h de escuro,
com temperatura de 21 °C. J4 a matriz foi mantida em camara de DBO Solab SL-
225/364 com iluminancia de 3.060 lux, em fotoperiodo de 12 h de claro por 12 h de

escuro, com temperatura de 21 °C.

Caracterizacao e identificacao dos taxons

Para identificacdo dos taxons, materiais de cada uma das matrizes G e Z/D
foram oxidados conforme CEN (2003). Para isso, uma aliquota de 1 mL foi tomada e
colocada em tubo de ensaio de 10 mL.

Todo o material oxidado foi colocado sobre laminula e, em seguida, levado em
placa aquecedora a 50 °C para evaporacao da agua. O material seco foi incluido entre
lamina e laminula utilizando verniz vitral, para producéo de laminas semipermanentes.

Posteriormente, o material foi microfotografado em microscépio 6ptico Motic e
medidos através do software Zeiss Axiovision Rel. Os espécimes fotografados foram
identificados utilizando bibliografia de referéncia (e.g., HUSTEDT, 1965; KRAMMER,;
LANGE-BERTALOT, 1986; METZELTIN; LANGE-BERTALOT, 1998).

Delineamento experimental

Dois ensaios foram conduzidos em quintuplicata em cultivo estacionario. Para
isso, 1 mL de cada uma das matrizes G e Z/D foram pipetados e acrescentados em
frascos Erlenmeyer com 250 mL de meio WC. Os frascos foram acondicionados a 21
°C e fotoperiodo 12:12 claro:escuro, em Camara de DBO Solab SL- 225/364, com
iluminéncia de 3.060 lux. Os experimentos foram montados 31/03/2024.

No dia de montagem dos ensaios, 1 mL de cada uma das matrizes foi
amostrado e armazenado em tubos Eppendorf e preservados com Lugol, a fim de se
verificar a densidade celular das matrizes e a densidade celular inicial de cada réplica.
Posteriormente, aliqguotas de 1 mL de cada réplica foram retiradas a cada trés dias
durante 16 dias com o intuito de estimar a densidade celular ao longo do tempo e

construir as curvas de crescimento para as duas espécies.
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As contagens foram realizadas em microscopio invertido Will, com camara de
Utermohl, para a obtengdo de densidade celular (individuos por mL, ind. mL™1). As
curvas de crescimento foram obtidas no software Microsoft Excel.

A analise da dindmica de crescimento das popula¢cdes dos taxons isolados
utilizou o modelo de crescimento logistico, o qual € amplamente empregado para
descrever como a densidade populacional de taxons se aproxima de um limite
superior, conhecido como capacidade de suporte, conforme os recursos disponiveis
tornam-se limitados.

Os dados foram ajustados por logaritimizacdo e agrupados por tempo,
calculando-se a média dos valores para cada ponto temporal. Esses valores médios
foram usados para ajustar o modelo logistico.

Para o célculo, a populacao inicial (P0) foi considerada a concentracéo inicial
da cultura e a capacidade de suporte (K) foi tratada como a maior densidade celular
observada nas culturas.

Para o ajuste do modelo, foram utilizadas as funcbes curve_fit do médulo
scipy.optimize, que implementa o método dos minimos quadrados nao-lineares para
estimar os parametros do modelo. A analise foi realizada utilizando Python com
bibliotecas especializadas como Pandas para manipulacao de dados e Matplotlib para

visualizacéo gréfica. Scipy foi usado para o ajuste do modelo logistico.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas, a partir dos isolamentos, duas culturas unialgais de duas
espécies distintas, identificadas ao nivel de género como Nitzschia sp. e
Gomphonema sp. (Figura 4 e 5).

Figura 4 - Vista valvar de Nitzschia sp. em microscopia Optica.

Fonte: o proprio autor.

Figura 5 - Vista valvar de Gomphonema sp. em microscopia optica

Fonte: o préprio autor.
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A concentracdo inicial utilizada para Nitzschia sp. foi de 203,99 ind.mLt. O
modelo logistico conforme Figura 6, estimou P° de aproximadamente 74,13 ind.mL™
e Kigual a 1.202.264,43 ind.mL1. A taxa de crescimento estimada foi de 0,85 d
resultando na equacéo a seguir, lembrando que os valores obtidos para P(t) estéo log

transformados:

6,08

W) . @—0,85t

P(t):1+(

Figura 6 - Densidade celular esperada e observada para Nitzschia sp.

Log densidade celular
\

0 1 2 3 4 5 6
Tempo

== == Logdensidade estimada ® Logdensidade observada

Fonte: o proprio autor.

A concentracdo inicial utilizada para Gomphonema sp. foi de 62,15 ind.mL™*. O
modelo logistico (Figura 7) estimou P° de aproximadamente 42,66 ind.mL* e K igual
a 17.378,01 ind.mL1. A taxa de crescimento estimada foi de 1,05 d! resultando na
equagao a seguir, lembrando que os valores obtidos para P(t) estdo log

transformados:

4,24

P(t) =

1+

Figura 7 - Densidade celular esperada e observada para Gomphonema sp.



24

o
o
[ ]

R N
4 - -
”’ .
-
5 35 €
= ”~
[0}] P d
s s -
E ”
rd
o
® 2° P
S P
'U2 4
g e~
-

0 1 2 3 4 5 6
Tempo

== == Densidade celular/mL (Modelo) ® Densidade celular/mL (Observada)
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Para a obtencdo de culturas puras é preciso utilizar diferentes técnicas de
isolamento e purificacdo, que podem ser divididas em métodos de separacéo fisica,
como o método de pescaria e lavagem, quanto de eliminacdo dos contaminantes,
como a utilizacéo de antibidticos para eliminacéo de bactérias (VU et al., 2018). Além
disso, sdo necessarios ensaios de confirmacdo, como por exemplo técnicas
tradicionais como a preparacdo de meio sélido ou liquido para deteccéo de bactérias
e analises de microscopia, ou a utilizacdo de técnicas como PCR para a deteccéo de
contaminantes residuais (POKORNY et al., 2022).

Apesar de terem sido utilizadas técnicas de plaqueamento e analises
microscopicas para a detec¢do de contaminantes, ndo é possivel a afirmacdo que de
gue essas culturas sejam puras, ou seja, livres de bactérias, isso se deve pela
auséncia da aplicacdo de ensaios especificos, como plagueamento em meios de
cultura bacteriolégicos. Embora a axenicidade possa limitar muitos estudos, a
depender de seus objetivos onde a pureza e precisdo sao necessarias, as culturas
nao axénicas sao suficientes e/ou para testes que demandam aumento de biomassa.
As culturas ndo axénicas podem refletir mais de perto as condi¢cdes naturais,
facilitando estudos ecologicos e evolutivos. Essas culturas podem oferecer insights

sobre as interacdes microbianas, o que é crucial para aplicacdes como
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biorremediacao, onde a simbiose entre microalgas e bactérias pode ser utilizada para
tratar efetivamente aguas residuais e outros poluentes (CORREA-REYES et al.,
2001).

Conforme o desenvolvimento da cultura, € possivel observar o
desenvolvimento de um biofilme, aglomerados (Figura 8) e incrustagces marrons no
fundo dos frascos (Figura 9), resultados do crescimento da cultura e da producao de

mucilagem.

Figuras 8 e 9 - Frascos com as culturas de Nitzschia sp. e Gomphonema sp,
respectivamente, formacdo de aglomerados, biofiime e incrustagdes no fundo dos

frascos.

Fonte: o proprio autor.

Uma importante caracteristica adaptativa das diatomaceas, a mucilagem, é
uma matriz complexa de substancias poliméricas extracelulares (EPS), formada por
mono e polissacarideos, e proteinas (CHIOVITTI; DUGDALE; WETHERBEE, 2006).
Existem diversas funcbes atribuidas a mucilagem das diatoméaceas, tais como
motilidade, adeséo, formacédo de colbnias, resisténcia mecanica e formacdo de
biofilmes (HOAGLAND et al., 1993).

Apesar de vantajosa para 0s organismos, a mucilagem resultou em dificuldades

para a amostragem. As células aderidas ao frasco nao estariam disponiveis na
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suspensao do meio na retirada da amostra, caso ndo fossem removidas das paredes
do frasco, o que poderia afetar as contagens. Uma das formas possiveis de se obter
as algas aderidas € por meio de raspagem, contudo isso causa a perda da cultura
(GUILLARD; SIERACKI, 2005). Para minimizar este problema, a cada amostragem 0s
frascos foram agitados de forma padrdo, mas mesmo nessas condi¢cdes as células
podem nao se desprender. De outra forma, grumos de mucilagem recobertos por
algas aderidas podem se soltar. Quando isso ocorre, aglomerados podem estar
presentes, conforme aqueles que foram observados nas amostras (Figura 10).

Figura 10 - Aglomerado em campo de contagem na camara de Utermohl,

microfotografia em microscopio invertido.

Fonte: o proprio autor.

A capacidade de suporte de Nitzschia sp. indica uma robustez significativa
deste taxon e foi calculada como 69 vezes maior que a de Gomphonema sp., ndo
havendo registros para outras algas. Espécies de Nitzschia sdo costumeiramente
cosmopolitas, sendo algumas dominantes em ambientes alcalinos e eutréficos
enquanto outras apresentam preferéncias por ambientes mais acidos e oligotréficos
(GUASCH et al., 2009; KELLY et al., 2015; LANGE-BERTALOT, 1979; NOGA et al.,
2013; TLILI et al., 2011). Bagmet et al. (2022) registra que Nitzschia acidoclinata
Lange-Bert.,, por exemplo, foi documentada em uma gama de habitats,
predominantemente em incluindo agua doce, em sedimentos do fundo de corpos
d'agua, solos e turfeiras, apresentando uma grande adaptacao a diferentes condicdes
de qualidade da agua. Assim, a alta adaptabilidade de espécies desse género a uma
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ampla gama de condicbes ambientais pode justificar a capacidade de suporte elevada
observada em Nitzschia sp. (LEE, 2002).

Outra explicacéo para a alta capacidade de suporte de Nitzschia sp. pode ter
assento na influéncia direta de sua eficiéncia reprodutiva, que permite as espécies
sustentarem populacdes grandes e densas, mesmo quando inicialmente apresentada
em densidades mais baixas (LEWIN; GUILLARD, 1963). A eficiéncia reprodutiva pode
também estar relacionada com a habilidade de restaurar eficazmente o tamanho
celular e manter a viabilidade populacional sob condi¢cbes favoraveis. Isso é
consistente com a descricdo de que Nitzschia sp. atinge densidades populacionais
elevadas, potencialmente beneficiando-se de um ciclo de vida que favorece a
restauragéo do tamanho celular e a continuagéo do crescimento populacional mesmo
apos divisbes celulares repetidas (CHEPURNOV et al., 2008). Taxons com essas
caracteristicas podem ser (teis em cenarios de biorremediacdo, onde a
adaptabilidade a condicfes variaveis € crucial (LEE, 2002).

Apesar de apresentar uma capacidade de suporte menor do que Nitzschia sp.,
Gomphonema sp. apresentou uma maior taxa de crescimento sob as mesmas
condicBes de cultivo. As taxas de crescimento de Nitzschia sp. e Gomphonema sp.
foram as menores encontradas para diatomaceas de &gua doce, inclusive
comparadas a Nitzschia holsatica Hustedt [=Nitzschia actinastroides (Lemmermann)
Goor] (EPPLEY, 1977). O nimero de trabalhos incluindo taxas de crescimento para
diatomaceas de agua doce sdo escassos na literatura, variando de 1,10 a 2,55
(EPPLEY, 1977; SUZUKI; TAKAHASHI, 1995). Para outros ambientes, tais como
marinhos, as taxas de crescimentos de alguma diatomaceas podem variar de 0,6 a
2,6, podendo chegar a valores ainda menores quando submetidas a depreciacéo de
Fe (EPPLEY, 1977; TIMMERMANS; VAN DER WAGT, 2010). Isso pode indicar que
as condi¢Bes de crescimento podem nao ter sido as consideradas 6timas para 0s
taxons. Apesar disso, as analises mostram que as respostas de Nitzschia sp. e
Gomphonema sp. seriam diferentes entre si quando em um mesmo ambiente sob as
mesmas condicbes ambientais.

A capacidade de Gomphonema sp. atingir mais rapidamente seu limite
populacional pode ser um traco vantajoso para aplicagdes em cultivos aquéaticos, onde
a biomassa é periodicamente colhida (LEE, 2002).

A maior producdo de biofilme coincide com a transicdo entre o crescimento

exponencial e a fase estacionéria de crescimento e varia conforme a disponibilidade
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de nutrientes, o que foi observado para Nitzschia sp., caracteristica que varia com
cada taxon e sua condicdo de cultivo (HOAGLAND et al.,, 1993; POULSEN;
DAVUTOGLU; SUCHANOVA, 2022).
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5. CONCLUSOES

A utilizacdo das técnicas tradicionais de isolamento ainda sdo uma alternativa
eficaz na obtencéo de diferentes taxons de diatoméaceas para cultivo.

Apesar das culturas obtidas n&o poderem ser consideradas culturas axénicas,
foi possivel a manutencdo desses isolados em condi¢cdes adequadas de cultivo e
pureza em relacao a outras algas.

A presenca de mucilagem pode se tornar um desafio a ser contornado no cultivo
experimental de diatomaceas, a depender dos objetivos do trabalho. Para estudos
futuros se faz necessaria a busca de metodologias que visem contornar essa
problematica de forma que ndo afete o desenvolvimento das culturas, tendo em vista
gue é uma caracteristica intrinseca as diatomaceas, principalmente aquelas que
compdem o perifiton, podendo afetar amostragens para diferentes objetivos, inclusive

na determinacao de curvas de crescimento.
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