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RESUMO

Os polissacarideos extracelulares (EPS) produzidos por microalgas tém sido estudados
principalmente por sua relevancia para ambientes aquaticos (Myklestad 1995). Como a
composicdo monomérica dos EPS apresentam-se como heteropolimeros, frequentemente
compostos por uma diversidade de mondmeros e que a diversidade do EPS entre as algas é enorme
e que em organismos taxonomicamente muito proximos esses compostos apresentam-se
ligeiramente diferentes, fez com que acreditassemos na sua utilidade para a quimiotaxonomia de

microalagas.

A utilizacdo do EPS para este fim, foi devida a facilidade em se extrairem o0s
polissacarideos das culturas, facilidade em analisa-los, aliadas a especificidade que eles

apresentam e por serem constituidos por uma ou duas fragdes.

O objetivo geral do trabalho foi verificar a possibilidade da utilizacdo dos EPS como
caracteristicas para uma possivel abordagem quimiotaxonémica. Dessa forma a caracterizacao dos
polissacarideos das algas foi imprescindivel para um melhor entendimento das diferencas e
similaridades encontradas para os EPS. De fato, foram encontradas relevancias e diferencas entre
os polissacarideos constituintes do mesmo género. O género Monoraphidium encontrou forte
associacdo entre suas espécies e com a espécies Raphidocelis subcapitata, isso se deve
principalmente a presenca de acido glicurbnico comum entre eles. Apesar da fraca agregacdo do
género Kirchneriella, esse grupo apresentou uma caracteristica interessante, somente ele
apresentou 1-3 ramnose em sua composi¢do, assim como 1-6 manose e 1-2,3 manose foram

mondmeros exclusivos do género Chlorolobium.

Assim, ao longo dos capitulos nos debrugcaremos na caracterizacéo de grupos especificos

0s quais apresentavam maiores representantes entre os géneros selecionados. Esses géneros foram:



Resumo

1) Ankistrodesmus; 2) complexo Selenastrum/Messastrum/Curvastrum; 3) Monoraphidium; e 4)

Kirchneriella.

A observacdo de mondmeros/ligacbes especificas dentro dos géneros, devido a
caracterizacdo dos EPS, nos mostrou que existe uma provavel diferenciagdo possivel entre

cepas/espeécies e até ao nivel de género.



ABSTRACT

The extracellular polysaccharide (EPS) produced by microalgae have mainly been studied

because of their relevance to aquatic environments (Myklestad 1995).

As the monomer composition of the EPS is presented as heteropolymers often composed
of a diversity of monomers and that the diversity of EPS between algae is huge and taxonomically
close organisms each other have compounds slightly different, made us believe in their use for

chemotaxonomy of microalgae.

The use of EPS for this purpose, was due to the ease of extracting them from cultures, their
facility to be analyzed, together with their specificity and their constitution by only one or two

fractions.

This study goal was to verify the possibility of using EPS as features for a possible
chemotaxonomic approach. Thus the characterization of algae polysaccharides was essential for a

better understanding of the differences and similarities found in the EPS.

Thus, throughout the chapters we will look at the characterization of specific groups which
had most representatives for the selected genres. These genera were: 1) Ankistrodesmus; 2)

complex Selenastrum / Messastrum / Curvastrum; 3) Monoraphidium; and 4) Kirchneriella.

The observation of monomers / specific bond within the genera, due to the characterization
of EPS, showed us that there are possible differentiation between strains / species and at the genus

level.
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APRESENTACAO DA TESE

A Tese serd apresentada da seguinte forma:

1) Introducao

2) Hipdteses e Objetivos
3) Capitulos

4) Concluséo final

Cada capitulo sera apresentado com: Objetivo, material e método, resultados, discusséao e
conclusdo. O formato foi escolhido para mostrar uma maior fluidez entre os resultados iniciais e 0
fechamento da tese.

Os quatro primeiros capitulos abordam mais especificamente a composicdo dos
polissacarideos, direcionando a tese para a abordagem final do trabalho tentando utilizar os
polissacarideos como uma ferramenta de abordagem quimiotaxonémica.

O Capitulo 1 aborda cepas/espécies do género Anksitrodesmus, esse género foi escolhido
devido a escassa informacdo sobre a composicdo polissacaridica desse grupo, bem como
apresentar incongruéncias filogenéticas.

O foco do capitulo 2 é sobre os polissacarideos extracelulares do “complexo”
Selenastrum/Messastrum/Curvastrum, novamente como no capitulo 1, pouca informacéao sobre os
representantes desses grupos foi encontrada na literatura. A biologia molecular obtida para esse
grupo (anteriormente pertencente ao género Selenastrum) mostrou que 0os mesmos morfotipos
apresentavam genotipos diferentes e, portanto, é interessante avaliar se a fragmentacdo desse
género apresenta suporte na quimiotaxonomia utilizando-se o EPS.

No capitulo 3 caracterizamos os polissacarideos extracelulares de diferentes espécies de

Monoraphidium, visto que, esse grupo, por ser considerado polifilético, deve receber uma maior
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atencdo, observando-se ha a possibilidade de discriminagdo das diferentes espécies através dos
seus EPS.

O Capitulo 4 engloba os representantes do género Kirchineriella, os quais estdo recebendo
uma maior atencdo devido a baixa similaridade obtida utilizando dados genéticos desse grupo.
Portanto além de descrever o polissacarideo de algumas cepas/espécies desse género, tentamos
abordar um inicio de uma descri¢do quimiotaxondmica.

Finalmente, o Capitulo 5 ird englobar o uso de polissacarideos extracelulares na
quimiotaxonomia da familia Selenastraceae, englobando as cepas/espécies utilizadas no capitulo
de 1 a 4, bem como algumas outras espécies que nao tiveram os polissacarideos descritos nessa
tese.

As algas foram escolhidas devido a sua grande plasticidade fenotipica, convergéncia
morfolégica e, também, devido ao seu reduzido tamanho. Esses fatores dificultam a taxonomia
utilizando-se apenas a morfologia e, deste modo, novas abordagens devem ser sugeridas para
facilitar a classificacdo. Para a utilizacdo dessa abordagem a caracterizacdo dos polissacarideos
foram feitas utilizando-se os principais géneros da familia e dentro dos géneros, as principais

espécies.
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Diversidade e possiveis aplicacfes quimiotaxonémicas dos polissacarideos extracelulares de
microalgas verdes cocoides

Introducéo

Os polissacarideos extracelulares (EPS) das microalgas sdo produzidos no complexo de
golgi e através da membrana citoplasmatica séo liberados para 0 meio ou depositados na parede
celular. Nas células, formam cépsulas ou bainhas mucilaginosas com larguras variaveis, desde
varias vezes o didmetro da célula até um fino filme visualizado somente com corantes especificos
(Vieira et al 2008). Podem, também, ser liberados dissolvidos ou em coldides para 0 meio
circundante (Paulsen et a. 1992) ou em pequenas particulas oriundas da fragmentacdo das capsulas

e bainhas (Bittar & Vieira 2010).

EPSs produzidos por microalgas tém sido estudados principalmente por sua relevancia
para ambientes aquaticos (Myklestad 1995). Sob esse prisma, sdo estudados aspectos como
complexacdo de metais e seu transporte para os sedimentos (Lombardi & Vieira, 1998), formacéo
de agregados gelatinosos e TEP (transparent exopolymer particules) (Alldredge & Gotschalk 1989;
Vieira et al. 2008; Bittar & Vieira 2010;), e seus efeitos na funcionalidade da biodiversidade
aquatica (Wood & Van Valen 1990; Colombo et al 2004; Vieira et al. 2008; Moreira et al. 2011),
entre outros. Cépsulas e bainhas ou “filmes” mucilaginosos envolvendo as células fazem com que
imediatamente sejam deduzidas funcionalidades direcionadas a célula, o que vem sendo
confirmado em varios trabalhos. Ha véarias funcionalidades conhecidas ou putativas para as
coberturas celulares mucilaginosas. Elas agem na fixacdo de microalgas epifitas em substratos
(Hoagland et al. 1993), na retencdo de exoenzimas e sequestro de nutrientes (Flemming &
Wingender 2010) e na protecdo de gametas na fecundagédo externa. As coberturas celulares e a

ficosfera formada por polissacarideos coloidais livres podem proteger a célula de altas



concentracdes de metais toxicos (Lombardi et al. 2002) e as capsulas podem regular o transporte
de compostos organicos através da parede celular (Vieira & Nascimento 1989; Freire-Nordi et al.

1998).

Ultimamente, tem-se considerado os EPSs com foco em outras aplicacdes que nao as
relacionadas com a ecologia e fisiologia das microalgas. A composi¢cdo monomérica dos EPS de
microalgas mostra que estes compostos s&o heteropolimeros, frequentemente maiores do que 2.10°
Da, acidos devido a presenca de &cidos urdnicos, sulfatados ou ndo e ligados a quantidades
varidveis (0 a ~ 20%) de proteina, dependendo do grupo taxondmico. Frequentemente séo
compostos por mais de seis monossacarideos entre arabinose, fucose, galactose, manose, ramnose,
glicose, &cidos galacturénico e glicurdnico, aglcares acetil-aminados e outros derivados destes
(Allard & Casadevall 1990; Metzger et al 1990). A constatacao de que a diversidade de EPS entre
as algas é enorme, bem como que em organismos taxonomicamente muito proximos, tais
compostos apresentam ou composicao ligeiramente diferente, ou 0s mesmos aglcares ocorram em
diferentes proporgdes, nos levou a ponderar sobre sua utilizagdo na quimiotaxonomia de
microalgas. Por exemplo, embora o trabalho de Haug & Myklestad (1976) nédo visasse a
quimiotaxonomia (comunicacdo pessoal de S. Myklestad), seus dados de analise de EPS (coletados
dos meios de cultura) de trés espécies do género Chaetoceros, (Bacillariophyceae, diatomacea
marinha) mostraram plausibilidade do uso da diversidade dos EPS na quimiotaxonomia. Os
monossacarideos do EPS das trés espécies (Chaetoceros debilis, Chaetoceros decipiens e
Chaetoceros socialis) sdo 0os mesmos, mas ocorrem em propor¢oes diferentes. Varios estudos
voltaram sua atencdo para a composicdo polissacaridica da parede celular das algas verdes
(Kloareg & Quatrano, 1988; Takeda, 1991) ou para polissacarideos extracelular de algas marinhas,

0s quais apresentam quantidades variaveis de sulfato (Wijesekara et al. 2011), ou para algas ndo



relacionadas a familia Selenastraceae (Oertel et al, 2004; Crayto 1980). Entretanto, esses estudos
ndo visaram o emprego destes na quimiotaxonomia de algas. A utilizacdo de polissacarideos na
quimiotaxonomia para organismos ja € empregada como, por exemplo, para bactérias (Gargiulo et
al. 2008), liquens (Carbonero et al. 2002), fungos (Ahrazem et al. 2002) e até mesmo plantas
vasculares (Wagner et al. 2008). Em algas, os estudos que utilizam polissacarideos como
caracteristica diacritica na taxonomia sdo referentes a espécies de macroalgas marinhas e, ainda,
os polissacarideos ndo séo aqueles liberados para 0 meio nem formadores de envoltoérios celulares,
mas sim componentes das paredes celulares. E o caso de trabalhos com as espécies dos géneros
Gigartina, Gracilaria, Grateloupia, Kappaphycus e outros, todos da Divisdo Rhodophyta, em que
foram usados polissacarideos extraidos por processos quimicos (Chiovitti et al. 1996; Villanueva
& Montafio 2003; Miller & Blunt 2005; Miller 2005; Miller & Mollion 2006; Falshaw et al. 2009)

Em uma espécie de alga de agua doce (Pseudodichotomosiphon constrictis), 0s
polissacarideos constituintes da parede celular foram caracteristica decisiva para se concluir que o
organismo nédo era uma Chlorophyta (Classe Bryopsidophyceae), e sim uma Heterokontophyta
(Classe Xanthophyceae) (Fukushi-Fujikura et. al. 1991). Contudo, sdo poucos os trabalhos que
utilizaram polissacarideos na quimiotaxonomia de microalgas. Na quimiotaxonomia do género
Chlorella (Takeda 1991), foram usados polissacarideos constituintes de paredes celulares (ndo
EPS), e em microalgas marinhas (Eustigmatophyceae) os monossacarideos totais foram utilizados
juntamente com lipideos e proteinas (Volkman et al. 1991). Ndo encontramos relatos de
polissacarideos extracelulares (EPS) usados em quimiotaxonomia.

A taxonomicamente problematica familia Selenastraceae (Sphaeropleales, Chlorophyceae,
Chlorophyta) tem diversidade ao nivel especifico muito maior do que a conhecida. Fawley et al.

(2005) citam que, de fato, devem existir centenas de taxa na familia Selenastraceae, mas apenas



poucas dezenas sdo conhecidas, ainda que seja um grupo com distribuicdo cosmopolita. Isto se
deve ao fato das caracteristicas morfoldgicas usadas na taxonomia tradicional, como forma da
celula, grau de curvatura, forma das coldnias etc, ndo serem suficientes para definir linhagens ao
nivel especifico. A titulo de exemplo, existe pouca variagdo morfolégica entre organismos
classificados como espécies de Ankistrodesmus, incluindo A. fusiformis, e A. stipitatus, e outros
classificados como espécies do género Monoraphidium. Outro exemplo é M. saxatile, que é
frequentemente classificado como Ankistrodesmus falcatus, e Ankistrodesmus gracile como
Selenastrum westii.

O objetivo principal do presente trabalho foi caracterizar os polissacarideos extracelulares
(EPS) de vérias espécies com sua taxonomia putativamente resolvida por métodos moleculares
para que pudessem ser utilizados como caracteristica diacritica na identificagdo de espécies

relacionadas a familia Selenastraceae.

A pouca atencdo dada ao polissacarideo extracelular (EPS) ndo s6 da familia
Selenastraceae, mas de toda ordem Sphaeropleales, torna importante a analise desses compostos,
ndo s6 dentro de uma abordagem quimiotaxondmica, mas também para adquirirmos maiores

entendimentos da dindmica desses polissacarideos junto ao ambiente.

Extracdes quimicas de polissacarideos componentes das paredes celulares (ndo EPS)
rendem diferencas maiores de composicdo, incluindo a ocorréncia de diferentes monossacarideos
(Percival, 1979). Entretanto, as extragbes quimicas, frequentemente contaminam 0s
polissacarideos extraidos com material intracelular e ndo é raro encontrarmos ribose e altas taxas
de glicose entre os polimeros extraidos. Frequentemente, ha a necessidade de se utilizar varios
processos de extracdo e purificacdo desses carboidratos. Problemas com contaminagfes e

processos de extracdo/purificacédo séo relativamente simples de serem resolvidos, se o0 objetivo for



comparar duas ou trés espécies, mas impraticavel para um grande nimero de espécies. Por esse
motivo, utilizamos apenas os EPS liberados no meio de cultura por serem, putativamente, mais
especificos, definidos e mais faceis de extrair e analisar e, geralmente, sdo constituidos por
somente uma ou duas fracdes independentes (Paulsen et al.1998; Giroldo et al. 2005). Isto ndo
significa, no entanto, que essa abordagem fique livre de problemas analiticos e interpretacfes. Por
exemplo, sabe-se que Vvérias espécies analisadas podem liberar mais do que um tipo de EPS
(Paulsen et al. 1992, 1994), ou que o EPS liberado por determinada espécie pode ter sua
composicdo variada ligeiramente com a idade da célula (Giroldo et al. 2003; Vieira et al. 2008).
Porém, essas variacbes também podem ser consideradas como caracteres diacriticos na

quimiotaxonomia das espécies.



HIPOTESES E OBJETIVOS
Hipoteses:

1) Utilizacdo do EPS pode ser utilizada com base na sua composi¢cdo monomérica e nas
proporc¢des dos seus monossarideos. E pode ser utilizada como caracteristica diacritica
na classificagéo de algas que apresentem morfologia muito semelhante.

2) Devido a caracteristicas especificas dos polissacarideos poderiamos determinar
marcadores especificos para diferentes espécies/géneros e provavelmente em taxa
muito mais elevados.

Objetivos:
Utilizando as técnicas de CG-FID, CG-MS e FT-IR, pretendeu-se:
a) Caracterizar os EPS da familia alvo, através da composi¢cdo monomérica, ligacoes
glicosidicas, analise de estrutura e analise de radicais por infravermelho.
b) Observar as possiveis relacdes que os EPS das cepas/espécies poderiam ter como
marcadores para distingdo entre os géneros.
c) Analisar as relacdes entre os diferentes géneros, obtendo, se possivel,

caracteristicas especificas que possam ser utilizadas para sua diferenciacéo.



CAPITULO 1. COMPOSICAO DO POLISSACARIDEO EXTRACELULAR PRODUZIDO POR DIFERENTES
ESPECIES DE ANKISTRODESMUS E DIFERENTES CEPAS DE ANKISTRODESMUS DENSUS

(SELENASTRACEAE, CHLOROPHYTA)

1.1 Objetivo

O objetivo desse trabalho foi descrever a diversidade da composicdo quimica, ligacGes,
radicais e as estruturas constituintes dos polissacarideos extracelulares de algas do género
Ankistrodesmus e ponderar se tal diversidade poderia ser utilizada na discriminagdo entre
espécies/cepas do género  Ankistrodesmus, familia Selenastraceae (Sphaeropleales,

Chlorophyceae), espécies essas com morfologia muito semelhante.
1.2 Materiais e Métodos

Organismos. Foram analisados os EPS de 5 espécies/strains (7 cepas) do género
Ankistrodesmus. Os organismos utilizados neste trabalho (Tabela 1.1) foram isolados de diferentes
lugares do Brasil e estdo sendo mantidos em cultivo axénico na colecdo de Culturas de Microalgas
de Agua Doce do Departamento de Botanica da Universidade Federal de S&o Carlos (WDCM 835)

com os cbdigos indicados para cada alga.



Tabela 1.1. Espécies de Ankistrodesmus utilizadas no trabalho

Espécie Descricdo Cepa Local de Isolamento  Ano GPS

003 Itirapina - SP 1979 22°12'20.6"S
47°52'37.6"W

Ankistrodesmus Korshikov 1953 128 Foz Do Iguagu - PR 2009 25°23'56.1"S
densus 54°35'26.2"W

239 Matéo - SP 2010 21°38'31.0"S
48°19'56.8"W

Ankistrodesmus (Komaérek) Ergashev 083 Foz do Iguagu - PR 2009 25°23'56.1"S
flexuosus 54°35'26.2"W
Ankistrodesmus (Chodat) Komarkova- 278 Sdo Jodo Batistado 2011 20°32'01.0"S
stipitatus Legnerova 1969 Gléria - MG 46°31'32.9"W

Ankistrodesmus Corda ex Korshikov 333 Porto Velho - RO 2011 8°35'17.9"S
fusiformis 1953 63°37'12.3"W
Ankistrodesmus Komarek 1983 423 Dourado-SP 2012 22°09'57.8"S
bernardii 48°17'25.0"W

Condicdes de cultivo. Os cultivos foram feitos em meio WC (Guilard & Lorenzen 1972)
com pH 7,0 e adicdo de Tris, a 23 + 1°C e fotoperiodo de 12:12 horas, com intensidade luminosa
de 200 umol photons M s, sob agitagdo constante com ar comprimido filtrado (1 mL x min * x
20LY). As taxas de crescimento foram medidas através de quantificacdo de clorofila-a, segundo
Nush (1980) e contagem do nimero de células segundo Griffiths et al (2011), e a quantificacdo de
carboidratos extracelulares nos meios de cultura, pelo método de Dubois et al. (1956). Apos 25

dias de crescimento as culturas foram coletadas seguindo o método abaixo.

Obtencao do EPS. Os EPS liberados nos meios de cultivos em garrafées de 20L, seguindo
as mesmas condicdes de cultivo apresentado para as curvas de crescimento, foram coletados na
fase estacionaria do crescimento. Apos retirada das células por filtragdo tangencial (cartucho de
fibra oca Xampler™ CEP-6-D-4-A, com poros de 0,65 pm, em plataforma QixStand™ Benchtop
System (GE), os meios de cultura mais os excretados foram novamente filtrados e lavados com

agua deionizada em cartuchos de fibra oca (Xampler™ CEP-30-E-4-A) com poros de 30 kDa.



As células retiradas na primeira filtracdo foram lavadas com tampao WC (meio WC sem
nitrogénio, fosforo e vitaminas) a 38°C para retirada de EPS preso as paredes celulares e o tampéo
com o EPS extraido foi adicionado aos meios j& filtrados tangencialmente. A fracdo dissolvida
com o EPS extraido das paredes celulares foram concentradas até cerca de 200 mL, com filtracéo
tangencial utilizando-se os cartuchos de fibra oca com poros de 30 kDa; o polissacarideo retido foi
congelado com nitrogénio liquido, liofilizado e, posteriormente, armazenado hermeticamente a -
5° C. A Figura 1.2 resume os procedimentos utilizados para a obtencdo do EPS das espécies de

Ankisrodesmus (e outras utilizadas em outros experimentos deste trabalho).

Cultura em fase
estacionaria

Filtragdo das células por
filtragdo tangencial em
poros de 0,65 um

Refiltragdo em 30kDa do
polissacarideo obtido em
0,65 um

Polissacarideo

liofilizado

Figura 1.1. Fluxograma apresentando os processos envolvidos na obtencdo do EPS das sete espécies
fitoplanctdnicas estudadas.

Caracterizacdo do EPS. A proteina associada ao EPS foi quantificada pelo método de
Lowry et al. (1951). Através de cromatografia por exclusdo de massa foi possivel a identificacdo

das fracOGes com diferentes massas moleculares. Para esse fim, foi montada uma coluna com 370



mL de volume, preenchida com gel Sephadex CL6B (Pharmacia®), com faixa de excluséo entre 1
x 10* e 1 x 10° D, acoplada a um aparelho Akta Prime Pharmacia/GE equipado com coletor de
fracGes e ajustado a um fluxo de 2 mLmin™. As amostras de EPS foram diluidas em agua
deionizada (1mg /1mL), injetadas na coluna (5mL) e coletadas em fracGes de 5SmL no coletor do
aparelho. Os carboidratos nas diversas fragdes coletadas foram detectados pelo método de Dubois

et al. (1956).

A ocorréncia de fracGes acidas e/ou neutras foi verificada por cromatografia de troca idnica,
em uma coluna com 175 mL de volume, preenchida com gel Sepharose Dietilaminoetil (DEAE)
fast flow chloride form, acoplada ao aparelho Akta Prime Pharmacia/GE equipado com coletor de
fragGes e ajustado a um fluxo de ImL /mint. As amostras foram diluidas em agua deionizada (1mg
/1mL) e foi injetado um volume de 5mL. A &gua deionizada foi gradualmente sendo substituida
por uma solucdo de NaCl 2M, dessa forma, o gradiente salino é a mistura fracionada de NaCl
durante a passagem desse eluente pela coluna de cromatografia. O gradiente salino, na
cromatografia de troca idnica, foi utilizado para evidenciar se o polissacarideo apresentaria fracdes
acidas e fracGes neutras. A Figura 1.2 resume 0s processos utilizados para a caracterizagdo do

polissacarideo das espécies fitoplanctdnicas em estudo.
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Polissacarideo
liofilizado

Proteina
associada ao
Polissacarideo

Composigdo
monomeérica

cromatografia
por exclusdo de
massa

cromatografia
de troca i6nica

Figura 1.2. Processos envolvidos na caracterizagdo do EPS das sete espécies/cepas de Ankistrodesmus.

Composicdo monomérica. Os monossacarideos componentes dos EPS foram identificados
e quantificados por cromatografia de gas como trimetilsilil-derivados de metil-glicosideos obtidos
por metandlise usando 4M HCI em metanol anidro a 80°C por 24 h (Reinhold, 1972; Barsett et al,
1992) e sera apresentada em resumo: em vials de 4,0 mL com tampa de rosca forrada com septo
de teflon, amostras com 1mg + 0,2 de polissacarideo em po, as quais foi adicionado manitol como
padrdo interno (1,02 mg dissolvido em 4M HCl/metanol) e, em seguida, foi metanolizado com
4M HCI/Metanol anidro. Os vials com as amostras foram colocados em estufa a 80°C por 24 h
para a quebra das ligagdes glicosidicas e concomitante geracdo de metil-glicosideos que, em
seguida, foram tratados com 0,5 mL/200 pl de manitol da solugdo “TMS”: Piridina:
Trimetilclorosilano: Hexametildisilasano (5,0:1,0:2,0) para a formacao de O-trimetilsilil derivados
(Reinhold, 1972). Os O-trimetilsilil derivados foram identificados por cromatografia de gas (HP

5980 série 1) equipado com colunas DB-5 (J e W Scientific) de silica com 30m e 0,32mm de
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didmetro interno. Como as substancias sao excluidas em tempos diferentes dependendo das
propriedades fisicas da molécula, este tipo de cromatografia pode separar 0s gases ou as
substancias volatilizaveis atraves da coluna de silica e o uso de um detector adequado (FID - Flame
lonization Detector) na saida da coluna, possibilitando a deteccdo e a quantificagdo dessas
substancias. Hélio foi usado como gas carreador a uma taxa de 5.0 ml/min. O-trimetilsilil derivados
foram analisados utilizando-se as seguintes condicdes: temperatura no injetor a 250°C, detector
260°C, coluna 140°C quando injetado, seguido de um acréscimo de 5°C/min até 250°C e mantido

a 300° por 5 min.

Ligacdes Glicosidicas. Para determinar as ligacdes glicosidicas entre 0s monossacarideos
nos EPS foi feita a metilacdo dos polimeros segundo Kim & Carpita (1992) seguido de anélise por
cromatografia gasosa - acoplada com espectrometria de massa - dos acetatos de alditois
parcialmente metilados (Barsett & Paulsen, 1992), o método envolve a metilacdo dos grupos
hidroxil presente nos polissacarideos, hidrdlise, reducdo do carbono 1 e acetilacdo dos alditois
parcialmente metilados. Os derivativos foram analisados em GC-MS usando um GCMS-QP2010
(Shimadzu) com uma coluna Restek Rxi-5MS (30 m; 0.25 mm i.d.; 0.25 um film) acoplada ao
aparelho. A temperatura do injetor foi de 280 ° C, a temperatura da fonte de 200 ° C e a temperatura
de interface de 300 ° C. A temperatura da coluna foi de 80 ° C, quando injetada e, em seguida,
aumentada em 10 ° C / min até 140 ° C, seguido de 4 ° C / min até 210 ° C e, em seguida, 20 ° C
/ min até 300 ° C. Hélio foi o gas de arraste (controle de pressdo: 80 kPa). O composto foi
caracterizado pela interpretacdo do tempo de retencéo dos picos obtidos e através do espectro de
massa caracteristico. A estimativa das quantidades relativas de cada tipo de ligacdo foi
correlacionada com a quantidade de cada tipo de monossacarideo, tal como foi determinado por

metandlise.
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Analise dos polissacarideos por espectrometria de infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR). A andlise do EPS foi obtida utilizando-se o aparelho de infravermelho Thermo
Scientific modelo Nicolet iS5 para detectar os grupos funcionais. Um miligrama (1mg) do
polissacarideo foi transformado em pastilha para a medi¢do no FT-IR na frequéncia de 4000-

400cm™.
1.3 Resultados
Composi¢do monomérica.

Os EPS de Ankistrodesmus densus (003) e A. densus (128) apresentam um complexo de
monossacarideos composto principalmente por fucose, galactose e manose (Tabela 1.2);
praticamente as mesmas quantidades de xylose, ramnose e glucose; e pequenas quantidades de
acido glicurdnico, n-acetil galactosamina e trago de n-acetil glucosamina. J& o EPS de A. densus
(239) apesar de pertencer & mesma espécie, apresentou um polissacarideo ligeiramente diferente,
apresentando como monossacarideos principais manose, fucose e glucose; mesmas quantidades de
galactose, &cido glicurdnico e xylose; menores quantidades de xylose, n-acetil-galactosamina e

arabinose, ndo se observando n-acetil glucosamina (Tabela 1.2).

Ankistrodesmus flexuosus (083) apresentou como monossacarideos principais: fucose,
glucose, xylose; mesmas quantidades de manose e galactose; pequenas quantidades de n-acetil
galactosamina, n-acetil glucosamina e ramnose. Ankistrodesmus stipitatus (278) apresentou como
monossacarideos principais fucose, xylose e ramnose; mesmas quantidades de galactose, glucose

e manose; pequenas quantidades n-acetil glucosamina e trago de n-acetil-galactosamina.

Ankistrodesmus fusiformis (333) apresentou como monossacarideos principais glucose,

xylose e fucose, mesmas quantidades de galactose e manose, menor quantidade de ramnose e
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pequena quantidade de n-acetil glucosamina. Ankistrodesmus bernardii (423) apresentou como
monossacarideos principais xylose, fucose, galactose e glucose; menores quantidades de manose
e ramnose; e pequenas quantidades de n-acetil galactosamina, n-acetil glucosamina, acido

glicurénico e acido galacturdnico.
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Tabela 1.2. Composicdo monomeérica expressa em porcentagem (%) do carboidrato total dos polissacarideos extracelulares
para as diferentes espécies/cepas estudadas. GLUCAACID = Acido glicuronico; GALACID = Acido Galacturdnico; GLCNAC = n-acetil-glicosamina; GLANAC =

n-acetil-galactosamina

XYLOSE FUCOSE ARABINOSE RAMNOSE MANOSE GLUCOSE GALACTOSE GLUCACID GALACID GLCNAC GLANAC

A.densus (003)
A.densus (128)
A.densus (239)
Astipitatus
(278)

A fusiformis
(333)
A.flexuosus
(083)
A.bernardii
(423)

9.5

8.4

55

17.2
19.7
154

28.1

38.6
37.2
20.6
37.3
19
28.5

195

0
0
1

0

9.9
9.5
7.3
171
7.1
14

4.1

14
144
28.4

8.2

15
12.4

8.7

8.2
8.9
13.8
8.4
22.1
25.8

16.1

14.2
144
115
10.4
15.8
12

16.3

3.2

4.4

8.3
0
0
0

1.1

0
0
0
0
0
0

1.1

Traco
Traco

0

12

13

2.2

2.1

2.3
2.7
3.6
Traco
0
2.3

2.9
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Analise das ligagdes glicosidicas.

A metilacdo do polissacarideo das algas A. densus (003) e A. densus (128) mostrou
similaridade entre eles, sendo que a cadeia principal € composta por fucose, principalmente pela
parte terminal desse mondmero (12.9% e 10.5%), 1-3 fucose (8.5% e 8.9%) e 1-2,4 fucose (11.0%
e 9.8%) (Tabela 1.3). Xylose, ramnose, manose e galactose também apresentam ligacGes
dominantes no polissacarideo dessas algas (1-2 xylose, T-ramnose, T-manose, 1-4 galactose e 1-3
galactose). E interessante ressaltar a presenca de porcdo terminal de acido glicurénico (1% em

ambas as algas) e de porcdo terminal de n-acetil-glicosamina (traco) (Tabela 1.3)

Uma outra cepa da espécie A. densus (239) apresenta na cadeia principal manose, acido
glicurénico e glucose (Tabela 1.3), sendo 1-3 manose (8.8%) a ligacdo glicosidica mais abundante,
seguida por 1-4 &cido glicurénico (7.8%), 1-2 manose (7.1%) e T-glucose (6.8%). T-ramnose
(5.7%) e 1-4 galactose (6.2%) também apresentam ligacdo dominante no polissacarideo, o que ja
foi notado nas outras cepas de A. densus, além da presenca de acido glicurénico terminal (1.0%).

E importante notar a presenca de 1-2 arabinose furanose (1.0%) nessa alga.

A ligacdo glicosidica do EPS de A. stipitatus (278) é composto principalmente de fucose,
ramnose e Xylose (Tabela 1.3), sendo 1-2,3 fucose (19.4%) a ligagdo mais abundante, seguida por
1-2 ramnose e T-xylose (10.1%). Fucose ainda apresenta as liga¢fes T-fucose (6.1%) e 1-2 fucose
(6.0%) como ligacGes importantes no polissacarideo. Essa alga ndo apresentou uma porcao de

ligacGes de mondmeros acidos, porém apresentou T-n-acetil-glucosamina (1.7%).

Para A. fusiformis a cadeia é composta principalmente de xylose, fucose e glucose (Tabela
1.3), sendo T-xylose (12.2%) a ligagdo mais abundante, seguida por T-glucose (10.6%), 1-4

glucose (7.9%) e 1-2,3 fucose (7.3%). Galactose terminal (6.9%) e 1-2 ramnose (6.3%) também

16



sdo ligagBes importantes na cadeia. A. fusiformis também nédo apresentou ligac6es glicosidicas de

mondmeros acidos, porém apresentou n-acetil glucosamina terminal (1.2%).

Tanto A. bernardii (423) quanto A. flexuosus (083), ainda que nédo apresentem composicao
parecidas entre si, apresentaram-se mais semelhantes se comparadas com as demais
Ankistrodesmus estudadas (Tabela 1.3). As duas algas apresentaram uma fracdo de ligacédo
terminal muito maior do que as encontradas nas outras. A. bernardii apresentou uma T- xylose
(17.7%) enquanto A. flexuosus apresentou T-glucose (21.6%) como seus componentes principais
da cadeia. A. bernardii ainda apresentou 1-4 xylose (10.7%), 1-4 glucose (8.5%) como
componentes principais do seu polissacarideo, além de apresentar T-n-acetil-galactosamina, T-
acido galacturdnico (1.2%), inédito nas outras Ankistrodesmus e tracos de T-acido glicurénico. Ja
A. flexuosus apresentou T-fucose (11.9%) e 1-2 xylose (11.5%) como componentes principais do
seu polissacarideo, apresentando T-n-acetil glucosamina (2.3%) e ndo apresentou ligacGes

glicosidicas de monoméros acidos.
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Tabela 1.3. LigacGes Glicosidicas encontradas para o género Ankistrodesums. (% M = mesmo monossacarideo e % T = total presente) (T — porcédo terminal no

EPS)
A. A. A A A. A. A.
densus densus densus stipitatus fusiformis flexuosus bernardii
(003) (128) (239) (278) (333) (083) (423)
Monosaccahride  linkage (%M)  (%T) (%M)  (%T) (M)  (%T)  (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T)
Xylose
T-xyl 0.0 0.0 0.0 0 0 0 58.7 10.1 59.5 12.2 26.8 4.2 62.3 17.7
1-2xyl 779 7.4 78.6 6.6 100 4.1 8.1 1.4 16.6 3.4 73.2 115 0 0
1-3xyl 221 2.1 21.4 1.8 0 0 27.3 4.7 0 0 0 0 0 0
1-4xyl 0.0 0.0 0.0 0 0 0 5.9 1 239 4.9 0 0 37.7 10.7
Total 1000 95 1000 8.4 100 4.1 100 17.2 100 20.5 100 15.7 100 28.4
Fucose
T-fuc 33.1 12.9 28.2 10.5 19 4 16.4 6.1 12.9 24 41 11.9 33.8 6.7
1-2fuc 0.0 0.0 0.0 0 0 0 16.1 6 9.7 1.8 17.9 52 20.7 4.1
1-3fuc 218 8.5 239 8.9 16.6 35 5.9 2.2 6.5 1.2 17.9 52 0 0
1-4fuc 3.1 1.2 4.0 1.5 14.7 3.1 2.9 1.1 12.4 2.3 0 0 0 0
1-34
fuc 3.1 1.2 2.7 1 20.8 44 6.7 25 13.4 25 15.2 4.4 5.6 11
1-2,3
fuc 10.8 4.2 14.8 55 28.9 6.1 52 19.4 39.2 7.3 8 2.3 28.8 5.7
1-2,4
fuc 28.2 11.0 26.3 9.8 0 0 0 0 59 1.1 0 0 111 2.2
Total 100.0 39.0 100.0 37.2 100 211 100 37.3 100 18.6 100 29 100 19.8
Arabinose
T-ara 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2 ara
U] 0.0 0.0 0.0 0 100 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0.0 0.0 0.0 0 100 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Ramnose
T-rha 455 45 53.7 5.1 77 5.7 322 55 13.7 1 0 0 0 0
1-2rha 444 4.4 35.8 3.4 23 1.7 62 10.6 86.3 6.3 100 1.4 48.8 2
1-3rha 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4rha 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 51.2 2.1
1-2,3
rha 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,4
rha 10.1 1.0 10.5 1 0 0 5.8 1 0 0 0 0 0 0
1-34
rha 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 1000 9.9 1000 95 100 7.4 100 17.1 100 7.3 100 1.4 100 4.1

18



Manose

Glucose

T-man
1-2
man
1-3
man

man
1-6
man
1-2,3
man
1-34
man
1-2,6
man
1-3,6
man
1-2,34
man
1-2,4,6
man
total

T-glu
1-2 glu
1-3glu
1-4 glu
1-6 glu
1-2,3
glu
1-2,4
glu
1-3,4
glu
1-3,6
glu
1-46
glu
1-2,34
glu
1-2,3,6
glu

39.4
33.8
0.0
0.0
0.0
0.0
8.5
18.3
0.0
0.0

0.0
100.0

12.2
47.6
0.0
28.0
0.0
12.2
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

5.6

4.8

0.0

0.0

0.0

0.0

1.2

2.6

0.0

0.0

0.0
14.2

1.0
3.9
0.0
2.3
0.0
1.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

41.0
29.2
0.0
0.0
0.0
0.0
6.9
22.9
0.0
0.0

0.0
100.0

30.3
34.8
0.0
23.6
0.0
11.2
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

59

4.2

144

2.7
3.1

21

24.1

24.4

30.2

8.6

10

7.1

8.8

3.5

2.7

29.1

1.2

1.4

317

415

100

30.9

39.3

131

16.7

2.6

3.4

9.8

25.9

27.3

100

49.3

36.7

14

14

3.7

3.9

14.3

10.6

7.9

12.7

50.8

36.5

100

824

17.6

1.6

6.4

4.6

12.6

21.6

4.6

29.9

40.2

16.1

13.8

100

16.1
8.6

52.5

2.6

35

14

1.2

2.6
14

8.5

14

13
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glu 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.2 1

total 100.0 8.2 100.0 8.9 100 14 100 8.4 100 215 100 26.2 100 16.2
Galactose

T-gal 14.1 2.0 13.9 2 0 0 25 2.6 42.6 6.9 16.3 1.7 23 4

T-galf 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1-2gal 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1-4gal 317 4.5 29.9 4.3 58.5 6.2 33.7 35 222 3.6 30.8 32 328 5.7

1-3gal 324 4.6 34.0 4.9 10.4 11 16.3 1.7 241 39 115 12 23.6 41

1-6gal 7.0 1.0 6.9 1 9.4 1 0 0 0 0 231 2.4 12.6 2.2

1-6 gal

f 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1-2,3

gal 14.8 2.1 15.3 22 21.7 2.3 15.4 1.6 111 1.8 0 0 0 0

1-2,6

gal 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1-3,6

gal 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 18.3 1.9 0 0

1-4,6

gal 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1-2,3,4

gal 0.0 0.0 0.0 0 0 0 9.6 1 0 0 0 0 8 1.4

total 100.0 142 100.0 144 100 10.6 100 10.4 100 16.2 100 10.4 100 17.4
Glc Acid

T-glc

acid 26.3 1.0 22.7 1 11.6 1 0 0 0 0 0 0 Trago Trago

1-4 glc

acid 73.7 2.8 77.3 3.4 88.4 7.6 0 0 0 0 0 0 100 1

Total 100.0 3.8 100.0 4.4 100 8.6 0 0 0 0 0 0 100 1
Gal Acid

T-gal

acid 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 1.2

1-4 gal

acid 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 1.2
Glc Nac

T-glc

nac Trago Trago Tragco Traco O 0 100 1.7 100 1.2 100 2.3 0 0

1-4 glc

nac 0.0 0.0 0.0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0

Total 0.0 0.0 0.0 0 0 0 100 1.7 100 1.2 100 2.3 0 0
Gal Nac

T-gal

nac 0.0 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 29
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1-4 gal

nac 1000 23 1000 2.7 100 3.7 Traco 0 100 2.3 0 0
1-4,6

galnac 0.0 0.0 0.0 0 0 0 Trago 0 0 0 0 0
Total 1000 23 1000 2.7 100 3.7 0 0 100 2.3 100 2.9

21



Analise estrutural por FT-IR. Os espectros obtidos por FT-IR dos polissacarideos das algas
estudadas sd@o mostrados na Figura 1.3. Os resultados mostram caracteristicas comuns ao esperado
para polissacarideos. O EPS de todas as espécies apresentou um padréo de bandas proximo a regido
de 3200cm™ pertencente a vibragdo de alongamento da hidroxila no polissacarideo (Gomez-
Ordonez & Ruperez, 2011). A banda de absorgdo no intervalo de 3200-2800 cm™ foi devido a
vibracdo de alongamento da ligagdo do C-H. Todos os polissacarideos apresentaram uma
absorbancia na regido de 1200-950 cm™. A regido entre 950-750, denominada fingerprint
(Mathlouthi & Koening, 1986) apresentou uma absor¢cdo na porcdo 909 em todas as espécies

estudadas, muito provavelmente relacionada a C-H.

Ankistrodesmus bernardii, Ankistrodesmus fusiformis e Ankistrodesmus stipitatus
apresentaram picos de absorbancia na regido proximo a 1150 e 830 correlacionado a presenca de
S =0 (Tipson, 1968; Barker et al. 1956) e grupo sulfato (C-O-S) no carbono secundario na posicao

equatorial do anel (Harris & Turkey, 1970).

E interessante notar a presenca P = O em Ankistrodesmus fusiformis e Ankistrodesmus
stipitatus com pico de absorbancia na regido entre 1250 — 1200 (D"Souza et al. 2008 em Padina

tetrastromatica).
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Figura 1.3. Espectros de infravermelho (FT-IR) dos polissacarideos extracelulares para as diferentes

cepas/espécies de Ankistrodesmus
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Similaridade entre os polissacarideos de Ankistrodesmus. Os padrdes de similaridade entre

0s polissacarideos podem ser visualizados no heatmap da Figura 1.4 e da Figura 1.5.

Utilizando os monémeros constituintes, podemos observar que duas cepas de A. densus
(003 e 128) apresentaram um alto grau de similaridade (Figura 1.4). E interessante notar que a
cepa de A. densus (239) apresentou muito pouca similaridade com as outras espécies de
Ankistrodesmus, principalmente quando comparada com as outras espécies que ndo
Ankistrodesmus densus. Ankistrodesmus stipitatus apresentou uma boa similaridade em relacéo as
cepas A. densus 003 e 128. Ankistrodesmus fusiformis e Ankistrodesmus flexuosus também

apresentaram uma boa similaridade entre si.

003 128 239 278 333 083 423

A.densus - 003

A.densus - 128

A. densus - 239

A. stipitatus - 278

A.fusiformis - 333

A flexuosus - 083

A.bernardii - 423

Figura 1.4. Heatmap de similaridade entre as espécies/cepas de Ankistrodesmus utilizando os
monomeros (vermelho = maior similaridade; verde = menor similaridade)

Analisando a Figura 1.5, utilizando-se as ligacGes glicosidicas, duas cepas de
Ankistrodesmus densus (003 e 128) apresentaram um alto grau de similaridade, quando
comparadas as trés cepas de Ankistrodesmus densus estudadas. Ankistrodesmus densus (cepa 239)
apresentou pouca similaridade quando comparadas com as outras espécies de Ankistrodesmus.
Ankistrodesmus bernardii foi a espécie que apresentou a menor similaridade em relacéo as outras
espécies do género, somente apresentou uma ligeira similaridade a Ankistrodesmus fusiformis.
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003 128 239 278 333 083 423

A.densus - 003

A.densus - 128

A.densus - 239

A.stipitatus - 278

A.fusiformis - 333

A.flexuosus - 083

A.bernardii - 423

Figura 1.5. Heatmap de similaridade entre as espécies/cepas de Ankistrodesmus utilizando as
ligacOes glicosidicas (vermelho = maior similaridade; verde = menor similaridade)

1.4 Discussao

Os EPSs produzidos pelas diferentes espécies/cepas do género Ankistrodesmus diferem na
composicdo monomérica, ligacdo glicosidica e composi¢do estrutural; entretanto, apresentam um
padrdo de mondmeros semelhante ao encontrado por Paulsen et al. (1998) para uma outra cepa de

Ankistrodesmus densus.

Os monossacarideos mais frequentes encontrados para as Cholorophyceae sdo galactose,
xylose, arabinose, fucose, ramnose e manose (Allard & Casadevall 1990, Metzger et al 1990).
Esse padrdo de monossacarideos aparece em A. densus (003) e A. densus (128), com 0s mondmeros
predominantes sendo fucose, galactose e manose; A. stipitatus (278) com predominancia de fucose,

xylose e ramnose; A. bernardii (423) apresentou xylose, fucose e galactose.

As outras espécies desse grupo apresentaram glicose juntamente com outros monémeros,

Paulsen & Vieira (1994) ja haviam observado a presenca de glicose como monémero frequente

27



para outro grupo de algas verdes, a desmidia Spondilosium panduriforme, enquanto Mishra & Jha

(2009) encontraram a presenca de glicose para Dunaliella salina.

A analise bioguimica mostra que o EPS é Unico para as diferentes espécies (Figura 1.4) o
que nos leva a supor que existe uma diversidade bioquimica notavel intra-género. Essas
caracteristicas de diferenciacdo bioquimica foram notadas por Kiemle et al (2007) para algumas

espécies de desmidias.

As ligacBes glicosidicas também apresentaram um padrdo Gnico e um elevado grau de
diversidade entre as espécies de Ankistrodesmus (Figura 1.5). Observando a Tabela 4 € possivel
notar a predominancia de T-fucose e 1-2,4 fucose em A. densus (003 e 128), enquanto A. densus
(239) apresentou predominancia de 1-3 manose e 1-4 4cido glicurénico. Paulsen et al (1998)
também encontrou essas ligacbes glicosidicas para o EPS de A. densus. O EPS de A. stipitatus
(278) apresentou predominancia de 1-2,3 fucose (19,4%) e, dessa forma, nos da indicios de um
polissacarideo extremamente ramificado. A. fusiformis (333) apresentou dominancia de
polissacarideos terminais (T-xylose e T-glucose) e a ligacdo de ramificacdo mais abundante foi 1-
2,3 fucose. A. bernardii (423) e A. flexuosus (083) nao apresentaram abundancia significativa nas
ligacGes que apresentam pontos de ramificacdo, apresentando um polissacarideo mais linear se

comparado com as outras espécies/cepas de Ankistrodesmus.

Segundo Rees & Scott (1971), € muito comum na natureza a ligagdo cuja parte principal é
1-2 e a ramificacdo é 1-4 (como exemplo para as A. densus na ligacao glicosidica 1-2,4 fucose)
compartilhar a habilidade para a formacdo de agregados fibrosos, formando um envoltério
mucilaginoso. Ja a ramificacdo em 1-3 (ex. A. stipitatus — 1-2,3 fucose) € muito menos comum por

apresentar uma propriedade envoltoria inferior.
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A predominancia de fucose em Ankistrodesmus é significativa, uma vez que esse
mondmero apresenta propriedades hidrofobicas que ajudam a manter a matriz em forma de bainha
ou capsula (Wustman et al 1998; Hu et al 2003). A presenga de polissarideos terminais diferentes
de fucose e ramnose no EPS de Ankistrodesmus pode ser um indicativo do motivo das col6nias
ndo apresentarem maiores aglutinac6es. Estudo de degradacdo microbiana do EPS da diatomécea
Thalassiosira sp. (Giroldo et al. 2003) mostrou que conforme ocorre 0 aumento relativo dos deoxi
acucares (fucose e ramnose) por assimilacdo de outros mondmeros, o polissacarideo apresentou
um carater mais hidrofébico, aumentando a o poder de adesdo, o que contribuiu para a formacéo
de agregados. Wustman et al. (1997) propuseram que polimeros compostos por alta proporcao de
fucose podem auxiliar na adesdo célula-substrato através de interacfes hidrofobicas. Porém, é
improvavel que para o género Ankistrodesmus um polimero enriquecido de fucose apresente essa
mesma caracteristica, uma vez que as culturas ndo mostraram caracteristicas de adesdo. No
entanto, deve ser considerada a posic¢ao espacial do monémero terminal, Marszalek et al (1998)
mostraram que a conformacao do anel é variavel e dependente do tipo de mondmero e das ligacoes
glicosidicas, isto da uma caracteristica Unica de elasticidade ao polissacarideo, que dependendo de
sua porcao terminal pode apresentar uma rotacdo ndo caracteristica, deixando o monoémero

terminal “escondido”.

A andlise dos espectros obtidos por FT-IR confirmaram a presenca do anel de piranose,
que pode ser observada na banda de absorgdo na porcio de 1035cm™ (Figura 1.3) (Sheng et al,
2007). As trés cepas de Ankistrodesmus densus e Ankistrodesmus bernardii apresentaram picos
caracteristicos de grupos carboxilicos (1550, 1461 e 1402), indicando um polissacarideo acido
(Shang et al. 2013). Esses resultados vdo ao encontro dos obtido por CG-MS que ja haviam

mostrado a presenca de acidos urdnicos na composic¢éo de tais polissacarideos.
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O EPS de Chlorophyta, de uma forma geral, se apresenta como um heteropolissacarideo
altamente ramificado e sulfatado (Percival 1978, 1979), o que podemos observar para o
polissacarideo de Ankistrodesmus. Entretanto a presenca de grupos sulfatados ndo é comum para
algas de &gua doce, sendo mais comum para algas marinhas (Kloreg & Quatrano, 1988). De certa
maneira podemos notar que a predominéncia para o género Ankistrodesmus foi a auséncia de
grupos sulfatados, apenas trés espécies (A. bernardii, A. stipitatus e A. fusiformis) apresentaram
sulfato, porém sem medida de sua concentracdo, como provavel radical. A presenca de grupo
fosfato em Ankistrodesmus fusiformis e Ankistrodesmus stipitatus pode ser considerado um

subproduto da reacédo fotossintética de producao de polissacarideo (Beardall & Raven, 2012).

1.5 Conclusao

Ankistrodesmus apresenta um EPS composto principalmente por uma matriz complexa de
polissacarideo ramificado, presenca de &cidos urdnicos, ligacGes de éster sulfato, provaveis
ligacdes de éster fosfato, interacdo hidrofobicas e ligaces de hidrogénio o que pode propiciar uma
funcéo Unica como biofilme. A diversidade entre os EPS observada no género Ankistrodesmus nos
da indicios de sua possivel utilizacdo como caracteristica, podendo ser empregada na
discriminacdo de espécies e, até mesmo, de cepas, podendo auxiliar futuros estudos filogenéticos

da familia Selenastraceae.
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CAPITULO 2. COMPOSIGAO DOS POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES PRODUZIDOS POR QUATRO
CEPAS DE SELENASTRUM BIBRAIANUM, DUAS CEPAS DE MESSASTRUM GRACILE E CURVASTRUM

PANTANALE (SELENASTRACEAE, CHLOROPHYTA)

2.1 Objetivo

Ao analisar as arvores filogenéticas obtidas por biologia molecular (Garcia et al., 2017) os
autores perceberam que cepas de Selenastrum gracile, cujas cepas apresentavam caracteristicas
morfoldgicas encontravam-se dispostas em clados distintos e distantes entre si. Portanto, 0s
autores propém que o género Selenastrum seja divido em Messastrum Garcia T.S. (Reinsch) e
Selenastrum Reinsch além de um novo género Curvastrum Garcia T.S. (Reinsch). Desse modo, 0s
autores propdem, além de um novo género Curvastrum, a realocacdo de um género Messastrum
gracile (syn. Selenastrum gracile). A diversidade dos EPS destas microalgas foi obtida com base
na composicao monomeérica, ligacdes glicosidicas, radicais e as estruturas constituintes possiveis
de serem obtidas por espectroscopia de infravermelho (FT-IR) dos polissacarideos extracelulares
de quatro cepas de Selenastrum bibraianum, duas cepas da espécie Messastrum gracile e da

espécie Curvastrum pantanale.

Portanto o objetivo deste trabalho foi verificar, se a fragmentacdo do género Selenastrum,

com base em biologia molecular, tem suporte na quimiotaxonomia com o uso de EPS.

2.2 Materiais e Métodos
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Organismos. Foram analisados os EPS de 3 espécies/strains (7 cepas) dos géneros Selenastrum,

Messastrum e Curvastrum. Os organismos utilizados no trabalho (Tabela 2.1) foram isolados de

diferentes locais do Brasil e estdo sendo mantidos em cultivo axénico na cole¢do de Culturas de

Microalgas de Agua Doce do Departamento de Botanica da Universidade Federal de S&o Carlos

(WCD 835) com os codigos indicados para cada alga.

Tabela 2.1 Cepas/Espécies de Selenastrum/Messastrum/Curvastrum utilizados no trabalho

Espécie Descricao Cepa Local de Ano GPS
Isolamento
Reinsch 1866 047 Séo Carlos — SP 2008 21°59°08.5” S
47°52°50.6” W
Reinsch 1866 125 Jatai — SP 1992 21°36°28.5”S
Selenastrum 47°46°13,1"W
bibraianum Reinsch 1866 168 Jatai — SP 1992 21°36'28.5"S
47°46'13.1"W
Reinsch 1866 317 Séo Paulo — SP 2010 23°44'04.3"S
46°45'44.4"W
Reinsch 1866 005 Itirapina - SP 1978 22°12'20.6"S
Messastrum 47°52'37.6"W
gracile Reinsch 1866 470 Santa Cruz das 2012 21°48'38.0"S
Palmeiras — SP 47°16'26.0"W
Curvastrum Reinsch 1866 350 Aquidauana - 2011 19°17°59.0”’S
pantanale MS 55°47°45.0”W

Os procedimentos e condi¢des de cultivo, obtencdo do EPS, caracterizacdo do EPS,

composicao monomeérica, ligacdes glicosidicas, analise dos polissacarideos por espectrometria de

infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), foram pormenorizadas no capitulo 1.

2.3 Resultados

Composi¢do monomérica.

Podemos notar que o EPS das espécies estudadas apresenta um complexo de

monossacarideos de composi¢do semelhante, porém com porcentagens distintas (Tabela 2.2).

Selenastrum bibrainum (125), Messastrum. gracile (470) e Messastrum gracile (005)
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apresentaram 0s mesmos mondmeros principais: fucose, manose e glicose (Tabela 2.2). Porém
enquanto Selenastrum bibraianum (125) apresentou fucose em maior quantidade (28.7%), seguido
por manose (24.7%); as duas cepas de Messastrum gracile (005 e 470) apresentaram manose

(29.7% e 30.5%), sequido por glicose (27.4% e 26.8%)

S. bibrainaum (168) e S. bibraianum (317) apresentaram 0S mesmos mondmeros
principais, glicose (31.5% e 32.2%), seguido por manose (25.9% e 24.6%) (Tabela 2.2), porém o
terceiro mon6émero principal para S. bibraianum (168) foi galactose e xylose (ambos com 12.1%),
enquanto para S. bibraianum (317) o terceiro mondémero principal foi fucose (19.5%). S.
bribrainum (047) apesar de também ndo apresentar uma diferenga muito grande nas porcentagens
entre os mondmeros, quando comparado com as outras espécies, apresentou uma discrepancia em
relacdo aos aglcares principais. Seus monémeros principais foram galactose (26.1%), seguido por

fucose (24.2%) e ramnose (15.4%).

C. pantanale (350) ndo apresentou uma composicao tdo diferente das outras espécies,
porém seus mondmeros principais foram manose (27.6%), seguido por fucose (21.8%) e galactose
(16.2%) (Tabela 2.2), essa espécie foi a Unica que apresentou uma quantidade de acgUcares
aminados significativos, as demais espécies ou nao apresentaram esse tipo de monémero ou

apresentaram apenas tracos de presenca desse tipo de agucar.
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Tabela 2.2. Composicdo monomeérica expressa em porcentagem (%) do carboidrato total dos polissacarideos extracelulares
para as diferentes espécies estudadas. GLUCAACID = Acido glicurdnico; GALACID = Acido Galacturdnico; GLCNAC = n-acetil-glicosamina; GLANAC = n-acetil-

galactosamina

XYLOSE FUCOSE_ARABINOSE RAMNOSE _ MANOSE _ GLUCOSE GALACTOSE GLUCACID GALACID GLCNAC GLANAC
S. bribraianum
04 13.1 242 0 15.4 125 8.7 26.1 0 0 0 0
S b”afg)f"”“m 155 28.7 0 14 247 207 8.8 0 0 Trago Trago
S. bribraianum
(168 12.1 7.4 0 11 25.9 315 12.1 0 0 0 0
S b”(grl""?';‘”“m 7.7 19.5 0 2.6 24.6 322 12.2 1.1 0 Trago 0
M. gracile
(005) 154 20.6 0 0 29.7 27.4 6.8 0 0 Trago 0
M. &r%:lle 156 211 0 0 305 26.8 5.8 0 0 Trago 0
C. pantanale
(350) 10.1 218 0 13 27.6 9.1 16.2 0 0 11 11
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Analise das ligaces glicosidicas.

A metilacdo do polissacarideo das algas M. gracile (005) e M. gracile (470), assim
como ja haviam sido observados para 0s monomeéros, apresentaram as mesmas ligacoes
glicosidicas como suas principais (Tabela 2.3). A cadeia principal dessas duas espécies
apresentou uma grande quantidade de 1-2 manose (16.8% e 18.9%), terminal glicose
(14.8% e 16.1%) e 1-4 glicose (8.8% e 8.4%). As quatro cepas de Selenastrum
bibraianum analisadas (Tabela 2.3) mostraram similaridade de concentracdo em sete
ligacbes glicosidicas, porém somente 1-3 manose pode ser considerada relevante na
cadeia principal do monémero: 6.7% em S. bibraianum (047); 9% em S. bibraianum
(125); 12.1% em S. bibraianum (168); e 14.6% em S. bibraianum (317). A ligacao
glicosidica principal para S. bibraianum (047) é T-galactose (21.7%), para S. bibraianum
(125) é T-glicose (16.4%), para S. bibraianum (168 e 317) é 1-4 glicose (28% e 25%

respectivamente).

Curvastrum pantanale apresentou como ligacéo glicosidica na cadeia principal de

seu EPS 1-3 manose (23.8%) seguido por 1-2 ramnose.

S. bibraianum (047) apresentou ligacdo n-acetil diferente das demais S.
bibraianum (125 e 317). Enquanto para S. bibraianum (047) apresentou 1-4,6 n-acetil

galactosamina, S, bibraianum (125 e 317) apresentaram 1-4 n-acetil glicosamina.

A ligacdo 1-4,6 n-acetil-galactosamina também apareceu em C. pantanale,

enquanto 1-4 n-acetil-glicosamina apareseu nas duas cepas de M. gracile (005 e 470)

S. bibraianum (317) foi a Unica especie que apresentou uma ligacéo glicosidica

acida na cadeia, 1-4 acido glicurénico (1.1%).
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Tabela 2.3. Ligagdes Glicosidicas encontradas para os géneros Selenastrum, Curvastrum e Messastrum (% M = mesmo monossacarideo e % T = total presente) (T — por¢édo

terminal no EPS)

S. S. S. S. C. M. M.
bibraianum bibraianum bibraianum bibraianum pantanale gracile gracile
(047) (125) (168) (317) (350) (005) (470)
Monosaccahride  linkage (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (9%M)  (%T) (M)  (%T)
Xylose
T-xyl 47.3 6.2 26.5 4.1 43 5.2 100 7.7 37.6 3.8 41.7 6.5 46.1 7.1
1-2 xyl 39 51 21.3 33 48 5.8 0 0 62.4 6.3 21.8 3.4 20.1 31
1-3 xyl 13.7 1.8 0 0 9 1.1 0 0 0 0 14.7 2.3 12.3 1.9
1-4 xyl 0 0 52.2 8.1 0 0 0 0 0 0 218 34 214 3.3
Total 100 13.1 100 15.5 100 12.1 100 7.7 100 10.1 100 15.6 100.0 15.4
Fucose
T-fuc 11.6 2.8 411 11.8 135 1 11.3 2.2 234 51 5.2 11 8.7 1.8
1-2 fuc 27.7 6.7 0 0 0 0 28.7 5.6 12.4 2.7 38.9 8.2 36.9 7.6
1-3 fuc 16.1 39 35.9 10.3 18.9 1.4 12.8 25 36.7 8 17.1 3.6 11.7 2.4
1-4 fuc 0 0 0 0 0 0 0 0 15.6 34 0 0 0.0 0
1-34
fuc 30.9 75 0 0 14.9 1.1 19 3.7 0 0 175 3.7 20.4 4.2
1-2,3
fuc 8.7 21 0 0 311 2.3 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,4
fuc 5 1.2 23 6.6 21.6 1.6 28.2 55 11.9 2.6 21.3 4.5 22.3 4.6
Total 100 24.2 100 28.7 100 7.4 100 19.5 100 21.8 100 21.1 100.0 20.6
Arabinose
T-ara 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2 ara
® 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
Ramnose
T-rha 29.9 4.6 0 0 33.6 3.7 100 2.6 0 0 0 0 0.0 0
1-2 rha 70.1 10.8 100 1.4 27.3 3 0 0 100 13 0 0 0.0 0
1-3rha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-4 rha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,3
rha 0 0 0 0 39.1 4.3 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,4
rha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0

36



1-3,4

rha 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0 0 0.0 0
Total 100 154 100 14 100 11 0 2.6 100 13 0 0 0.0 0
Manose
T-man 28.8 3.6 27.2 6.7 13.9 3.6 40.7 10 9.4 2.6 10.8 3.3 9.8 2.9
1-2
man 0 0 36.4 9 25.1 6.5 0 0 4.3 1.2 62 18.9 56.6 16.8
1-3
man 53.6 6.7 36.4 9 46.7 12.1 59.3 14.6 86.3 23.8 11.1 3.4 15.2 4.5
1-4
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-6
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,3
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-3,4
man 8.8 11 0 0 14.3 3.7 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,6
man 8.8 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-3,6
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,3,4
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16.1 4.9 185 55
1-2,4,6
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
total 100 125 100 24.7 100 25.9 100 24.6 100 27.6 100 30.5 100.0 29.7
Glucose
T-glu 25.3 2.2 79.2 16.4 0 0 12.3 4 33 3 60.1 16.1 54.0 14.8
1-2 glu 46 4 155 3.2 0 0 0 0 23.1 2.1 0 0 0.0 0
1-3 glu 28.7 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-4 glu 0 0 0 0 88.3 28 76.9 25 0 0 31.3 8.4 32.1 8.8
1-6 glu 0 0 0 0 0 0 0 0 12.1 11 0 0 0.0 0
1-2,3
glu 0 0 5.3 11 0 0 0 0 31.8 2.9 0 0 0.0 0
1-2,4
glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-34
glu 0 0 0 0 11.7 3.7 10.8 35 0 0 49 1.3 1.7 2.1
1-3,6
glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
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1-4,6

glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.7 1 6.2 1.7
1-2,34
glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,3,6
glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-3,4,6
glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
total 100 8.7 100 20.7 100 31.7 100 325 100 9.1 100 26.8 100.0 27.4
Galactose
T-gal 83.2 21.7 27.3 2.4 8.3 1 15.6 1.9 22.9 3.7 58.6 34 57.4 3.9
T-gal f 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2 gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-4 gal 8.4 2.2 125 1.1 9.1 11 22.1 2.7 11.1 1.8 19 1.1 19.1 1.3
1-3 gal 0 0 125 1.1 20.7 2.5 0 6.1 58 9.4 224 1.3 235 1.6
1-6 gal 0 0 25 2.2 10.7 1.3 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-6 gal
f 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,3
gal 8.4 2.2 22.7 2 34.7 4.2 0 0 8 13 0 0 0.0 0
1-2,6
gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-3,6
gal 0 0 0 0 16.5 2 12.3 15 0 0 0 0 0.0 0
1-4,6
gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
1-2,34
gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0 0
total 100 26.1 100 8.8 100 12.1 100 12.2 100 16.2 100 5.8 100.0 6.8
Glc Acid
T-glc
acid 0 0 0 0 0 0 100 1.1 0 0 0 0 0 0
1-4 glc
acid 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 100 1.1 0 0 0 0 0 0
Gal Acid
T-gal
acid 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4 gal
acid 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Analise estrutural por FT-IR. A analise estrutural do polissacarideo das algas estudadas
pode ser observada na Figura 2.1. Os resultados mostram caracteristicas comuns ao esperado para
polissacarideos, principalmente se compararmos com os dados obtidos para Ankistrodesmus
(capitulo 1). O EPS de todas as espécies apresentou um padrdo de bandas préximo a regido de
3200 cm™ pertencente & vibragdo de alongamento da hidroxila no polissacarideo. A banda de
absorcéo no intervalo de 3200-2800 cm foi devida & vibragdo de alongamento da ligacéo de C-
H. Todos os polissacarideos apresentaram uma absorbancia na regido de 1200-950 cm™, sendo que
a banda de absor¢do na porcdo de 1035cm™ é sugestiva de que 0o monossacarideo apresente um
anel de piranose (Sheng et al, 2007). A regido entre 950-750, denominada fingerprint (Mathlouthi
& Koening, 1986) apresentou uma absor¢do na porcdo 909 em quatro espécies: S. bibraianum —
047 e 317; M. gracile — 005; e C. pantanale — 350; duas espécies apresentaram absor¢ao na porcao
894: S. bibraianum — 125; e M. gracile — 470; e uma espécie apresentou banda de absor¢cdo em

879: S. bibraianum -168. Isso se deve a posicdo diferente do C-H ligado a diferentes carbonos.

Selenastrum bibrainum (125), Curvastrum pantanale (350) e Messastrum gracile (470)
apresentaram picos de absorbancia na regido proximo a 1390, 1150 e 830 correlacionado a
presenca de S = O (Tipson, 1968; Barker et al. 1956) e grupo sulfato (C-O-S) no carbono terciario

na posicao equatorial do anel (Harris & Turkey, 1970).
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Figura 2.1. Espectros de infravermelho (FT-IR) dos polissacarideos extracelulares para as diferentes

cepas/espécies de Selenastrum/Messastrum/Curvastrum
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Similaridade entre os polissacarideos de Selenastrum, Messastrum e Curvastrum.

Analisando a Figura 2.2, utilizando os monémeros constituintes, podemos observar que
duas espécies de M. gracile (005 e 470) apresentaram um alto grau de similaridade. E interessante
notar que a espécies de S. bibraianum ndo apresentaram um alto grau de similaridade, sendo que
a similaridade entre S. bibraianum (047) e S. bibraianum (317) foi baixa. Selenastum bibraianum
(125) apresentou uma boa similaridade com as espécies de Messastrum e Selenastum bibraianum
(168), também apresentou uma boa similaridade com as espécies de Messastrum. C. pantanale foi
a alga estudada que apresentou a menor similaridade comparativa com as demais espécies
estudadas, seguida por Selenastrum bibraianum (047) que apresentou baixa similaridade com as

demais espécies.

047 125 168 317 350 470 005

S. bibraianum - 047

S. bibraianum - 125

S. bibraianum - 168

S. bibraianum - 317

C. pantanale - 350

M. gracile - 470

M. gracile - 005

Figura 2.2. Heatmap de similaridade entre as espécies de Selenastrum, Messastrum e Curvastrum
utilizando os mondmeros constituintes (vermelho = maior similaridade; verde = menor similaridade)

Analisando-se a Figura 2.3, utilizando as ligagdes glicosidicas, observa-se que as duas
cepas de Messastrum gracile (005 e 470) apresentaram um alto grau de similaridade. De uma
maneira geral as cepas de Messastrum estudadas apresentaram uma boa similaridade em relacao
com as outras espécies estudadas, com exce¢do de C. pantanale, a qual apresentou uma baixa

similaridade ndo s6 com as espécies de Messastrum, mas também com as demais espécies
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estudadas. E interessante notar que as cepas de S. bibraianum (047) e S. bibraianum (125)
apresentaram uma similaridade baixa para as ligagdes glicosidicas, diferentemente do que foi

mostrado para mondmeros que apresentaram uma similaridade média.

047 125 168 317 350 005 470

S. bibraianum (047)

S. bibraianum (125)

S. bibraianum (168)

S. bibraianum (317)

C. pantanale (350)

M. gracile (005)

M. gracile (470)

Figura 6. Heatmap de similaridade entre as cepas de Selenastrum bibraianum, cepas de
Messastrum gracile e a espécie Curvastrum pantanale utilizando as ligagGes glicosidicas. (vermelho =
maior similaridade; verde = menor similaridade)

2.4 Discusséo

Os EPSs produzidos pelas diferentes algas do género Selenastrum, Messastrum e
Curvastrum diferem na composi¢cdo monomérica e ligacdes glicosidicas. De fato, a dificuldade
em encontrar representantes de alguma das espécies estudadas para a comparagdo ja mostra a

importancia na caracterizacdo do EPS para essas espécies.

Os monossacarideos mais frequentemente encontrados para as Chlorophyceae, em geral,
sdo galactose, xilose, arabinose, fucose, ramnose e manose (Allard & Casadevall 1990, Metzeger

et al 1990). Esse padrédo de monossacarideos aparece em S. bibraianum (047) e M. gracile (005),
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com 0s mondmeros predominantes sendo: fucose, galactose e ramnose; e manose, fucose e

galactose, respectivamente.

As outras espécies deste grupo apresentaram glicose juntamente com outros monémeros e
Paulsen & Vieira (1994) ja haviam observado a presenca de glicose como monémero frequente
para outro grupo de algas verdes, a desmidia Spondilosium panduriforme, enquanto Mishra & Jha
(2009) encontraram a presenca de glicose para Dunaliella salina e Lewin (1956) ja havia mostrado
a presenca de glicose e xylose como monémeros predominantes para Chlamydomonas ulvaénsis.
E importante destacar que em S. bibrainum (168) e S. bibraianum (317) apresentaram o mondmero

glicose como o0 mais comum na cadeia polissacaridica.

Assim como observado no capitulo 1 para o género Ankistrodesmus, a analise bioguimica
mostra que o EPS € unico para as diferentes espécies (Figura 2.2), podemos observar que as duas
espécies de Messastrum gracile apresentaram uma alta similaridade, juntamente com uma espécie
de Selenastrum bibraianum (125), enquanto as cepas de S. bibraianum apresentaram uma
similaridade mais baixa dentro da espécie, 0 que nos leva a supor que existe uma diversidade
bioquimica notavel entre as espécies do mesmo género, entre os diferentes géneros e mesmo entre
cepas da mesma espécie analisados. Essas caracteristicas de diferenciacdo bioquimica foram

notadas por Kiemle et al (2007) para algumas espécies de desmidias.

As ligacOes glicosidicas também apresentaram um padrdo Unico e um elevado grau de
diversidade entre as diferentes cepas de Selenastrum, Messastrum e Curvastrum pantanale (Figura
2.3). Novamente, como observado para 0os mondmeros, as duas espécies de Messastrum
apresentaram um alto grau de similaridade, e da mesma maneira a cepa se S. bibraianum (125)

apresentou uma similaridade média com essas espécies. As cepas de S. bibraianum novamente néo
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apresentaram um alto grau de similaridade e, diferente do encontrado para 0s monémeros, as cepas

S. bibraianum (125) e S. bibraianum (047) apresentaram baixo grau de similaridade.

Observando a Tabela 2.3 é possivel notar que a predominancia das ligacdes glicosidicas,
geralmente, se encontra em apenas um tipo de ligacéo: S. bibraianum (047) apresentou T-galactose
(21.7%), S. bibraianum (125) apresentou T-glicose (16.4%); S. bibraianum (168 e 317)
apresentaram 1-4 glicose (28% e 25%); C. pantanale (350) apresentou 1-3 manose (23.8%). M.
gracile (005 e 470) apresentaram duas ligacdes glicosidicas predominantes: 1-2 manose (18.9% e

16.8%) e T-glicose (16.1% e 14.8%) respectivamente.

Os mondmeros terminais predominantes para Selenastrum, Curvastrum e Messastrum
foram basicamente T-galactose e T-glicose. Esses monémeros apresentam alta afinidade na
ligacdo de hidrogénio da dgua formando um modelo especifico de interacdo (Tait et al, 1972),
impedindo uma maior aglutinacdo das colonias através da presenca de uma porcao hidrofilica

nessa regido.

A presenca de 1-4 glicose como ligacdo predominante no polissacarideo de S. bibraianum
(168 e 317) gera uma geometria levemente ondulada e com dupla simetria que interage com as
cadeias paralelas (Atkins, 1985), formando um polissacarideo alongado e direto, com poucas
ramificacdes, assim como a presenca de 1-3 manose em C. pantanale, e 1-2 manose em M. gracile

também forma o mesmo tipo de geometria, porém com diferencia¢do no angulo de formacéo.

Como observado no capitulo 1 para o género Ankistrodesmus a presenca de elevada
porcentagem do mondmero fucose, em diferentes ligacdes glicosidicas, pode nos dar indicios das
propriedades hidrofdbicas dos polissacarideos das algas estudadas (Wustman et al 1998; Hu et al

2003). Na observacédo das ligacOes glicosidicas (Tabela 2.3) e comparando com as analises de
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infravermelho (Figura 2.1), podemos notar que a proporcéo de pontos de ramificacdo é maior do
que a presenca de pontos terminais, o que pode ser indicativo de presencga de éster sulfato na
composicdo do carboidrato (Chiovitty et al. 2003). Essa observacdo pode ser considerada
verdadeira para as algas Selenastrum bibraianum (125 e 168), Messastrum gracile (470) e

Curvastrum pantanale (350).

E interessante notar que em trés cepas estudadas, Selenastrum bibraianum — 047 e 317;
Messastrum gracile — 005, apresentaram picos caracteristicos de grupos carboxilicos (1550, 1461
e 1402) (Figura 2.1), indicando um polissacarideo &cido (Shang et al. 2013). Esses resultados
diferem do achado para CG-MS, o qual mostrou a presenca de &cidos urdnicos apenas na

composicao de S. bibraianum (317).

Os ésteres sulfatos encontrados para os polissacarideos das algas analisadas neste capitulo
diferem ligeiramente dos encontrados para Ankistrodesmus (capitulo 1). Enquanto Ankistrodesmus
apresentou sulfato no carbono secundario do anel, as algas deste capitulo apresentaram sulfatacéo
no carbono terciario do anel. A por¢do de C-H caracteristica de polissacarideo, no finger print
(Mathlouthi & Koening, 1986), apresentou diferenciacdo entre as espécies estudadas, S.
bibraianum (125) e M. gracile (470) apresentaram C-H anomérico, enquanto S. bibraianum (168)

apresentou C-H equatorial (Barker et al, 1954).

Os dados apresentados nesse capitulo mostram que o EPS de Selenastrum, Messastrum e
Curvastrum se apresentam como um heteropolissacarideo, menos ramificado do que o apresentado
para Ankistrodesmus (capitulo 1) e com a presenca de sulfato na composicao. Percival (1978,
1979) mostrou que o EPS de algumas Chlorophyta apresenta o padrdo encontrado para as algas

estudadas neste capitulo.
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Kloreg & Quatrano (1988) mostraram que a presenca de grupos sulfatados é comum para
algas marinhas, sendo raro para algas de &gua doce, porém, como a descricdo de polissacarideos
extracelulares de algas de agua doce ainda é muito raro, podemos achar novas espécies com a

presenca de grupos sulfatados.

2.5 Conclusao

Este capitulo mostra a importancia da caracterizacdo dos polissacarideos extracelulares de
microalgas de &gua doce. Nao foi encontrado na literatura qualquer descri¢do proposta para esses
grupos estudados. Esta pesquisa mostrou a complexidade do polissacarideo de Selenastrum,
Messastrum e Curvastrum oferecendo um ponto de partida para a determinagdo estrutural,

localizacdo estratégica e isolamento de certas especificidades do polimero.

A diversidade de EPS também foi suficiente para mostrar que ocorre discriminagdes entre
as espécies e cepas dos géneros estudados neste capitulo, porém as cepas de S. bibraianum
apresentaram diferencas significativas. Ja as cepas de M. gracile apresentaram um alto grau de
adesdo. Apesar de ndo ser possivel inferir sobre a filogenia desse “complexo”
Selenastrum/Messastrum/Curvastrum € possivel observar que espécies diferentes podem

apresentar variacBes estruturais que possam nos dar subsidios para uma abordagem

quimiotaxondmica dentro desses grupos.
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CAPITULO 3. COMPOSICAO DO POLISSACARIDEO EXTRACELULAR PRODUZIDO POR DIFERENTES

ESPECIES DE MONORAPHIDIUM (SELENASTRACEAE, CHLOROPHYTA)
3.1 Objetivo

O objetivo deste estudo foi caracterizar o polissacarideo extracelular de espécies de
Monoraphidium através da composi¢cdo monomeérica, ligacGes glicosidicas, possiveis radicais e as
estruturas constituintes de cinco espécies de Monoraphidium, discutindo a relacdo que o0s
polissacarideos apresentam entre si, verificar a possibilidade de discriminagdo das diferentes

espécies de Monoraphadium e auxiliar na filogenia da familia Selenastraceae.

3.2 Materiais e Métodos

Organismos. Foram analisados os EPS de 5 espécies do género Monoraphidium. Os
organismos utilizados no trabalho (Tabela 3.1) foram isolados de diferentes locais do Brasil e estéo
sendo mantidos em cultivo axénico na colecio de Culturas de Microalgas de Agua Doce do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sdo Carlos (WDCM 835) com os c6digos

indicados para cada alga.
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Tabela 3.1. Espécies de Monoraphidium utilizadas no trabalho

Espécie Descricéo Cepa Local de Ano GPS
Isolamento
Monoraphidium (Korshikov) 024 Itirapina - SP 1979 22°12'20.6"S
arcuatum Hinak 1970 47°52'37.6"W
Monoraphidium (Berkeley) 176 Jatai — SP 1993 21°36'28.5"S
griffithii Komarkova- 47°46'13.1"W
Legnerova 1969
Monoraphidium Komarkova- 306 Séo Paulo - SP 2010 23°44'04.3"S
contortum Legnerova 1969 46°45'44.4"W
Monoraphidium (Belcher & 325 Porto Velho - RO 2011 8°35'17.9"S
pseudobraunii Swale) Heyning 63°37'12.3"W
1979

Monoraphidium Nygaard 1979 353 Aquidauana - MS 2011 19°20'29.0"S
komarkovae 55°43'40.0"W

Os procedimentos condicdes de cultivo, obtencdo do EPS, caracterizacdo do EPS,
composicao monomeérica, ligacdes glicosidicas, analise dos polissacarideos por espectrometria de
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), foram pormenorizadas no capitulo 1.

3.3 Resultados

Composi¢cdo monomérica.

Os EPS das espécies estudadas apresentam composi¢cdo monomeérica semelhante (Tabela
3.2). As espécies, no entanto, apresentaram diferentes mondmeros principais em sua cadeia, sendo

que em nenhuma das cinco espécies houve repeticdo nos mondémeros principais (Tabela 3.2).

M. griffithii apresentou um polissacarideo com quase a metade de sua constituicéo

composta apenas por glicose (48.3%), seguido por uma alta concentragédo de n-acetil-glicosamina

(9.9%) e xylose (9.7%).

51



M. contortum apresentou um polissacarideo bem mais homogéneo, mesmo com alta
contribuicdo de glicose (33%), 4cido glicuronico (25.3%) e xylose (15.1%). E interessante notar a

auséncia do mondmero galactose na cadeia desse polissacarideo.

M. komarkovae foi a Unica que apresentou a cadeia composta principalmente do monémero
ramnose (metilpentose ou deoxihexose), que contribuiu com 33.8% dos mondmeros observados,
seguido por fucose (15.6%) e galactose (14.1%). M. arcuatum foi a espécie com o polissacarideo
mais homogéneo entre as algas estudadas, apresentou 24.1% de glicose, 19% de manose e 11.9%

de &cido glicurénico.

M. pseudobraunii apresentou um polissacarideo bem diferenciado com alta presenca de
glicose (32.1%), acido glicurénico (26.6%) e manose (24.7%). Esses trés mondmeros contribuiram

com quase 84% da cadeia para esse polissacarideo.
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Tabela 3.2. Composicdo monomeérica expressa em porcentagem (%) do carboidrato total dos polissacarideos extracelulares

para as diferentes espécies de Monoraphidium. GLUCAACID = Acido glicurdnico; GALACID = Acido Galacturonico; GLCNAC = n-acetil-glicosamina;
GLANAC = n-acetil-galactosamina

XYLOSE  FUCOSE  ARABINOSE RAMNOSE MANOSE GLUCOSE GALACTOSE GLUCACID GALACID  GLCNAC  GLANAC

M. griffithii
{76) 97 41 0 85 838 483 63 42 0 9.9 trace
M. contortum
(306) 15.1 79 0 6.2 7.7 33 0 253 0 37 11
M. k"(g‘sa;')‘o"ae 76 156 0 33.8 28 126 14.1 76 0 59 0
M. %‘;‘ft“m 10.1 8.3 0 129 19 24.1 106 11.9 0 26 trace
M.
pseudobraunii 7.7 33 0 0 24.7 321 0 26.6 0 2.3 33
(325)

53



Analise das ligagdes glicosidicas.

A metilacdo do polissacarideo das algas pertencentes ao género Monoraphidium, assim
como mostrado para 0s mondmeros, apresentaram uma grande variedade de ligacoes glicosidicas
principais (Tabela 3.3). E interessante notar que novamente os representantes desse género nio
evidenciaram homogeneidade em relacéo as ligacGes glicosidicas principais e cada uma das algas

exibiu ligacdes principais diferentes entre si (Tabela 3.3).

M. griffithii apresentou um polissacarideo composto basicamente de ligacdes de glicose
(fato observado por CG-FID), sendo que a ligacdo 1-3 glicose foi a mais abundante (41.8%) de
representatividade na cadeia. Apesar de algumas outras algas também se apresentarem pouco
homogéneas em relacdo as ligacGes, nenhuma delas exibiu uma cadeia com uma ligacdo tao

frequente.

M. contortum também mostrou uma elevada porcentagem de 1-3 glicose (27.3%), sendo a
ligacdo glicosidica mais frequente para essa espécie. E interessante observar a alta quantidade de

1-4 4cido glicurénico (24.2%), como a segunda ligacdo mais frequente.

M. komarkovae evidenciou um polissacarideo composto basicamente por ligacdes
glicosidicas de ramnose. 1-2 ramnose apresentou 19% de porcentagem na cadeia, sendo a ligacao

mais abundante, seguida por T-galactose (11.7%) e T-ramnose (9.9%).

M. arcuatum, novamente, foi a alga mais homogénea, ndo mostrando concentragdes
maiores do que 10% em nenhuma ligacdo. A ligacdo glicosidica mais abundante foi 1-4 acido

glicurénico (9.4%), seguido por 1-4 glicose (9%) e 1-3 manose (7.8%)
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M. pseudobraunii mostrou apenas 12 tipos diferentes de ligacao glicosidica e concentrando
sua composicdo em trés ligacdes principais: 1-4 acido glicurdnico (26.6%), 1-4 glicose (23.6%) e

1-3 manose (23.6%).

Ressalte-se que apesar das grandes diferencas de concentracdo entre as ligacdes
glicosidicas, M. arcuatum e M. pseudobraunii apresentaram as mesmas ligacdes principais na sua
cadeia, porém as trés ligacdes principais contribuem com 26.2% na cadeia para M. arcuatum,

enquanto para M. pseudobraunii a contribuicéo é de 73.8%.
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Tabela 3.3. LigagOes Glicosidicas encontradas para o género Monoraphidium (% M = mesmo monossacarideo e % T = total presente) (T= posigdo terminal no EPS).
M.
griffithii M. contortum M. komarkovae M. arcuatum M. pseudobraunii
(176) (306) (353) (024) (325)
Monosaccahride linkage (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T)
Xylose
T-xyl 40.2 3.9 325 4.9 0 0 73.2 7.4 81.8 6.3
1-2 xyl 0 0 0 0 0 0 14.9 15 0 0
1-3 xyl 22.7 22 0 0 36.8 2.8 0 0 0 0
1-4 xyl 37.1 3.6 67.5 10.2 63.2 4.8 11.9 1.2 18.2 14
Total 100 9.7 100 15.1 100 7.6 100 10.1 7.7
Fucose
T-fuc 0 0 0 0 16 2.5 133 1.1 0 0
1-2 fuc 0 0 16.5 1.3 0 0 14.4 1.2 0 0
1-3 fuc 31.7 1.3 20.2 1.6 327 51 289 2.4 63.6 2.1
1-4 fuc 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3,4 fuc 31.7 1.3 0 0 12.2 1.9 0 0 0 0
1-2,3 fuc 36.6 15 63.3 5 39.1 6.1 43.4 3.6 36.4 1.2
1-2,4 fuc 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 100 4.1 100 7.9 100 15.6 100 8.3 100 33
Arabinose
T-ara 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2 ara (f) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ramnose
T-rha 14.1 1.2 25.8 1.6 29.3 9.9 0 0 0 0
1-2 rha 20 1.7 0 0 56.2 19 50.4 6.5 0 0
1-3rha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4 rha 38.8 3.3 0 0 0 0 19.4 25 0 0
1-2,3rha 0 0 0 0 9.2 31 0 0 0 0
1-2,4 rha 27.1 2.3 74.2 4.6 53 1.8 16.3 2.1 0 0
1-3,4 rha 0 0 0 0 0 0 13.9 18 0 0
Total 100 85 100 6.2 100 33.8 100 12.9 0 0
Manose
T-man 14.8 13 19.5 15 47.8 11 111 2.1 45 11
1-2 man 0 0 325 25 52.2 1.2 0 0 0 0
1-3 man 85.2 7.5 0 0 0 0 41.1 7.8 95.5 23.6
1-4 man 0 0 16.9 1.3 0 0 14.2 2.7 0 0
1-6 man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

56



1-2,3 man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3,4 man 0 0 0 0 0 0 26.8 5.1 0 0
1-2,6 man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3,6 man 0 0 311 2.4 0 0 6.8 1.3 0 0
1-2,3,4 man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,4,6 man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
total 100 8.8 100 7.7 100 2.3 100 19 100 24.7
Glucose
T-glu 4.6 2.2 7.3 2.4 8.7 1.1 8.7 2.1 3.4 1.1
1-2 glu 0 0 0 0 0 0 75 1.8 0 0
1-3 glu 86.5 41.8 82.7 27.3 0 0 25.3 6.1 0 0
1-4 glu 0 0 0 0 48.4 6.1 37.3 9 735 23.6
1-6 glu 0 0 0 0 8.7 1.1 7 1.7 0 0
1-2,3 glu 4.3 2.1 0 0 0 0 4.6 1.1 0 0
1-2,4 glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3,4 glu 4.6 2.2 10 3.3 23 2.9 4.6 11 23.1 7.4
1-3,6 glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4,6 glu 0 0 0 0 111 14 5 1.2 0 0
1-2,3,4 glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,3,6 glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3,4,6 glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
total 100 48.3 100 33 100 12.6 100 24.1 100 321
Galactose
T-gal 22.2 1.4 0 0 83 11.7 38.7 4.1 0 0
T-gal f 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2 gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4 gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3 gal 36.5 2.3 0 0 17 2.4 39.6 4.2 0 0
1-6 gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-6 gal f 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,3 gal 413 2.6 0 0 0 0 21.7 2.3 0 0
1-2,6 gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3,6 gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4,6 gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,3,4 gal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
total 100 6.3 0 0 100 14.1 100 10.6 0 0
Glc Acid
T-glc acid 0 trace 4.3 11 26.3 2 21 2.5 0 0
1-4 glc acid 100 4.2 95.7 242 73.7 5.6 79 9.4 0 26.6

Total 100 4.2 100 25.3 100 7.6 100 11.9 100 26.6
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Analise estrutural por FT-IR. Os resultados apresentados na Figura 3.1, mostram
caracteristicas comuns ao esperado para polissacarideos e apresentam semelhancas ao encontrado
para Ankistrodesmus (capitulo 1) e para Selenastrum/Messastrum/Curvastrum (capitulo 2). O EPS
de todas as espécies apresentou um padrdo de bandas préximo a regido de 3200cm™ pertencente a
vibracdo de alongamento da hidroxila no polissacarideo. A banda de absor¢do no intervalo de
3200-2800 cm™ foi devido a vibragido de alongamento do C-H. Todos os polissacarideos
apresentaram uma absorbancia na regido de 1200-950 cm™, sendo que a banda de absorcéo na
porcdo de 1035cm™ € sugestiva de que o monossacarideo apresenta um anel de piranose (Sheng et
al, 2007). A regido entre 950-750, denominada fingerprint (Mathlouthi & Koening, 1986)
apresentou uma absorc¢do na porcao 909 em quatro das cinco espécies (M. griffithi, M. contortum,

M. komarkovae, M. arcuatum), apenas M. pseudobraunii apresentou absorcéo na porcao 894.

Como ja esperado, todas as algas apresentaram pico caracteristico de grupos carboxilicos
(1550, 1461 e 1402), mostrando um polissacarideo &cido (Shang et al. 2013). Esse resultado vai
de encontro ao observado por CG-FID e CG-MS, os quais demostraram alta presenca de &cidos

urdnicos na composicao dessas algas.

A analise estrutural das ligacdes mostrou que trés espécies (M. griffithii, M. contortum e
M. komarkovae) apresentaram absorbancia na regido proximo a 1390 e 830 correlacionado a
presenca de S=0O (Tipson, 1968; Barker et al. 1956) e grupo sulfato (C-O-S) no carbono terciario

na posicao equatorial do anel (Harris & Turkey, 1970).
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Figura 3.1. Espectros de infravermelho (FT-IR) dos polissacarideos extracelulares para as diferentes

espécies de Monoraphisdium

Percent Transmittance

176—M. griffithii

o/

= oo WD B o
— ] — = = g
co = =]
— = nFE &R
o = — = = —
T T
4000 3000 2000

Warremmbears

Fercent Transmittance

306 —M. contortum

o/

o - Yy O O o =
= - FEE R BE 5w
— = P — = oo
- = — — —  &n oo
T T T
4000 3000 2000 1000

Warremmbears

Percent Transmittance
[+,

353 - M. komarkovae

= s =] WD — - e o

— i o — = = D o —

— o = [t Fon — o =

o = = —_—_——_—— ===

T T T

4000 3000 2000 1000

Wavermmbers

60




325 -M. pseudobraunii

30

:r )
=2
g
=
g
2
&

110010

o= = - ™ = Mo oo P
v o o4 =1 - [l wr ==
. e ] = =} = Fog o = oo
iy ooy — o o = U = oy o0
roonoon I3 [al =] —_——— = G~
T T T
A A W
000 000 2000
Wavermmbers
.
104
301
801
401
(=] oo Mmoo v
5 g z28 @
= & v FF ==
o &4 —_——— —_ =
T T T T
A A W 1A
000 000 2000 1000
Wavermmbers

61



Similaridade entre os polissacarideos de Monoraphidium. Os padrfes de similaridade

entre os polissacarideos podem ser visualizados no heatmap da Figura 3.2 e da Figura 3.3.

Analisando a Figura 3.2 e utilizando os monémeros constituintes, podemos observar que
apenas a espécie M. arcuatum apresenta similaridade com outras espécies, principalmente com M.
contortum. Isso ja era esperado, uma vez que M. arcuatum apresentou o polissacarideo mais

homogéneo entre as algas desse grupo.

E notavel observar que M. komarkovae foi a alga que apresentou menor similaridade
guando comparada com as outras espécies do grupo, isso se deve principalmente porque essa alga
apresentou maior concentracdo de pentose (metilpentose), que comparada com as outras espécies

haviam mostrado uma maior concentracao de hexoses.

Outro fator importante que pode ser destacado € o baixo grau de similaridade entre M.
komarkovae e M. pseudobraunii, muito definido pela falta de monémeros ramnose e galactose em

M. pseudobraunii, os quais sdo os principais para M. komarkovae.

176 306 353 024 325

M. griffithii - 176

M. contortum - 306

M. komarkovae - 353

M. arcuatum - 024

M. pseudobraunii - 325

Figura 3.2. Heatmap de similaridade entre as espécies de Monoraphidium utilizando os
mondmeros constituintes (vermelho = maior similaridade; verde = menor similaridade)

Analisando a Figura 3.3, utilizando-se as ligacdes glicosidicas, conseguimos perceber um

incremento no grau de similaridade entre as espécies.
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Diferentemente do encontrado para os monémeros, M. grifithii foi a espécie que apresentou
amaior similaridade em relagdo as outras espécies, enquanto M. arcuatum, que havia apresentando
0 maior grau de similaridade para os mondmeros, apresentou similaridade, e somente média,
apenas com M. griffithi. De fato, M. arcuatum apresentou baixo grau de similaridade com M.
komarkovae e com M. pseudobraunii, sendo que para os mondémeros havia sido notada uma

similaridade média.

A Unica semelhanca encontrada comparando as duas similaridades diz respeito a baixa
similaridade de M. pseudobraunii e M. komarkovae, e mesmo assim para as ligac@es glicosidicas
essas diferencas foram menores do que encontrado para M. arcuatum — M. komarkovae e M.

arcuatum — M. pseudobraunii.

176 306 353 24 325

M. griffithii (176)

M. contortum (306)

M. komarkovae (353)

M. arcuatum (024)

M. pseudobraunii
(325)
Figura 3.3. Heatmap de similaridade entre as espécies de Monoraphidium utilizando as ligages
glicosidicas (vermelho = maior similaridade; verde = menor similaridade)

3.4 Discussao

O EPS produzido pelas diferentes algas do género Monoraphidium apresentaram
diferencas significativas em sua composicdo monomeérica. Apesar das diferencas significativas
entre 0s mondmeros, a abundancia relativa dos mesmos néo difere dos encontrados por Paulsen et

al (1998) para Ankistrodesmus densus e por Lombardi & Vieira (1999) para Kirchneriella aperta.
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A presenca de mondmeros &cidos, em quantidade significativa, j& havia sido observado por
Lombardi & Vieira (1999) para Kirchneriella aperta, e por Blumriesinger et al (1983) foi

encontrada uma variagdo de 1-24% de &cidos urénicos para Monoraphidium.

Os monossacarideos mais frequentes encontrados para as Cholorophyceae sdo galactose,
xylose, arabinose, fucose, ramnose e manose (Allard & Casadevall 1990, Metzeger et al 1990).
Assim como apresentado nos capitulos anteriores esse padrdo se repetiu somente para M.
komarkovae, as demais espécies apresentaram alta concentracdo de glicose como mondmero
predominante. Paulsen & Vieira (1994) encontraram glicose para Spondilosium panduriforme;
Mishra & Jha (2009) para Dunaliella salina; e Lewin (1956), para Chlamydomonas ulvaénsis.

Entretanto, em nenhum desses estudos foi observado uma porcentagem téo grande de glicose.

Analisando a Tabela 3.2 em comparativo com a matriz de similaridade da Figura 1.2,
podemos observar que 0s mondmeros se apresentaram divergentes entre as espécies. Somente a
espécie de M. arcuatum apresentou similaridade com todas as outras espécies. Entretanto, para
esse grupo ndo foi verificado uma alta similaridade. O baixo grau de similaridade pode nos dar
indicio da diferenciacdo que esse género apresenta entre si, mostrando que provavelmente o
polissacarideo possa sim apresentar caracteristicas especificas para cada espécie. Percival (1979),
propds a diferenciacdo de algas pertencentes as Ulvophyceae seguindo critérios de diferenciacdo

entre 0s mondmeros.

As ligacOes glicosidicas (Tabela 3.3) mostraram uma maior acentuacdo nos padrfes de
diversidade, exemplo disso é a presenca de apenas 12 ligagdes glicosidicas para o polissacarideo
de M. pseudobraunii, comparado com 31 ligacdes glicosidicas para M. arcuatum. Mesmo com
uma maior quantidade de ligagdes glicosidicas presentes, M. arcuatum ndo apresentou alta

similaridade com todas as especies, apresentando baixa similaridade com M. komarkovae e M.
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pseudobraunii. Por outro lado, M. griffthii foi a espécie com maior grau de similaridade com as

outras espécies selecionadas.

Observando a Tabela 3.3 podemos notar a predominéancia de ligacGes terminais na maioria
das espécies: M. griffthii com 10% de liga¢es terminais; M. contortum com 12.6%; M. arcuatum

com 19.3%; M. komarkovae com 28.3%; e M. pseudobraunii com 38.4%.

Como ja fora descrito para Selenastrum (capitulo 2), ocorrem muitas ligagdes glicosidicas
na forma de 1-3: 1-3 manose (23.6%) em M. pseudobraunii; 1-3 glicose em M. griffthii e M.
contortum (41.3% e 27.3%), é caracteristica de um polissacarideo alongado e direto (Atkins,
1985). Ja a grande quantidade de ligacbes 1-4 encontradas, principalmente para M. pseudobraunii
(1-4 glicose), pode ser caracteristico de um polissacarideo que apresente o maximo da forca
necessaria para o elongamento da cadeia, mostrando um polissacarideo mais rigido (Marszalek, et

al. 1998).

A presenca de éster sulfato nos polissacarideos de Monoraphidium pode indicar um dos
motivos da presenca de uma relacdo baixa entre ligacbes terminais e ligacOes de ramificacéo
(Chiovitti et al. 2003). Novamente, os ésteres sulfatos encontrados para Monoraphidium diferem
dos encontrados para Ankistrodesmus, porém apresentam a mesma caracteristica dos ésteres

sulfatos para Selenastrum.

A diferenciacdo entre os polissacarideos de Monoraphidium é muito maior do que
observados para Ankistrodesmus e para o “complexo” Selenastrum/Messastrum/Curvastrum. Isso
pode nos dar informacGes extremamente relevantes de como as espécies interagem com o ambiente

Ou com outros organismos e com as caracteristicas fisicas e quimicas dos ambientes (Giroldo et al
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2002; 2007). E fornece indicios de que esse género possa ser polifilético, como ja informado por

Garcia (Garcia et al 2016).

Como mostrado nos capitulos anteriores, a dificuldade em encontrar na literatura
representantes das espécies estudas para a comparacao dos polissacarideos, ja mostra a importancia
na caracterizacdo do EPS para esse género. E com a familia Selenastraceae apresentando potencial
para a producéo de biocombustivel (Yee, 2016), outros produtos derivados dessas algas, como 0s

polissacarideos, necessitam receber uma maior atencao.

3.5 Concluséao

A caracterizacdo dos polissacarideos extracelulares de Monoraphidium € de extrema
importancia por serem polissacarideos simples e com alto grau de diferenca entre si. Como a
descricdo dos polissacarideos para esse grupo é escasso, esse trabalho mostra um ponto de partida
para um maior entendimento sobre a diversidade dos EPS em Selenastraceae. Neste caso, até mais
do que nos outros grupos apresentados anteriormente, os EPS sdo uma caracteristica diacritica
marcante, importante na diferenciacdo das espécies de Monoraphidium e de valioso auxilio na
distincdo das espécies deste género, ainda ndo resolvida, mas com estudos em desenvolvimento

em Nnosso grupo de pesquisa.
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CAPITULO 4. QUIMIOTAXONOMIA: INTRODUGAO AO ESTUDO QUIMIOTAXONOMICO UTILIZANDO A
DIVERSIDADE DOS POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES PRODUZIDOS POR DIFERENTES ESPECIES DE

KIRCHNERIELLA (SELENASTRACEAE, CHLOROPHYTA)
4.1 Objetivo

O objetivo desse trabalho foi descrever a composi¢do quimica, ligacdes, radicais e as
estruturas constituintes do polissacarideo extracelular de sete espécies de Kirchneriella,
microalgas microscopicas e coloniais apresentando 2-4-8 (até 64 células) dispersas em uma
mucilagem envoltéria, cuja morfologia apresenta semelhancas com outras algas verdes da familia
Selenastraceae (Krienitz, 2011). O género Kirchneriella foi escolhido por ser apresentar espécies
muito pequenas e simples, o que dificulta a sua caracterizacdo morfoldgica, além de se apresentar
com um morfotipo polifilético, o que significa que espécies diferentes podem apresentar-se com o

mesmo morfotipo, mesmo ndo sendo espécies aparentadas.
4.2 Material e Método

Organismos. Foram analisados os EPS de 5 espécies (7 cepas) do género Kirchneriella.
Os organismos utilizados no trabalho (Tabela 4.1) foram isolados de diferentes locais do Brasil e
estdo sendo mantidos em cultivo axénico na colecdo de Culturas de Microalgas de Agua Doce do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sdo Carlos (WDCM 835) com 0s c6digos

indicados para cada alga.
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Tabela 4.1. Espécies e cepas de Kirchneriella utilizadas no trabalho

Espécie Descricao Cepa Local de Ano GPS
Isolamento

174 Piracicaba — SP 2010 22°42'45.8"S
47°37'53.5"W
Kirchneriella Korshikov 1953 230 Piracicaba — SP 2010 22°42'45.8"S
irregularis 47°37'53.5"W
234 Séo Carlos -SP 2009 21°53'06.9"S
47°46'53.6"W
Kirchneriella (Kirchner) 087 Jatai - SP 1987 21°36'28.5"S
lunaris K.Mdbius 1894 47°46'13.1"W
Kirchneriella Teiling 1912 123 Jatai — SP 1992 21°36'28.5"S
aperta 47°46'13.1"W
Kirchneriella West & 345 Aquidauana - 2011 19°17'59.0"S
obesa G.S.West 1894 MS 55°47'45.0"W
Kirchneriella Komarek 1983 346 Aquidauana - 2011 19°17'59.0"S
pseudoaperta MS 55°47'45.0"W

Os procedimentos condi¢des de cultivo, obtencdo do EPS, caracterizacdo do EPS,
composicdo monomérica, ligacbes glicosidicas, analise dos polissacarideos por espectrometria de

infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), foram pormenorizadas no capitulo 1.
4.3 Resultados
Composicdo monomérica.

O EPS das espécies/cepas estudadas apresenta uma composi¢cdo monomérica (complexo
de monossacarideos) de composicdo semelhante. As cepas de K. irregularis estudadas
apresentaram diferentes mondmeros principais em sua cadeia (Tabela 4.2): K. irregularis (230) e
K. irregularis (234) mostraram xylose, ramnose e glicose como os principais; Para K. irregularis
(230) o polissacarideo € um xyloglucorhaman: 46.8% de xylose, 16.3% de glicose e 15.3% de

ramnose; K. irregularis (234) é um rhamanoglucoxylan: 41.1% de ramnose, 28.5% de glicose e
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12.6% de xylose. Ja a outra cepa de K. irregularis (174) apresenta uma cadeia polissacaridica rica
em xylose (46.1%), ramnose (17.1%) e manose (16.5%), tendo o seu polissacarideo como um
xylorhamanomanan. As outras espécies apresentam diferentes monémeros como principais em sua
cadeia: K. pseudoaperta (346) apresenta um mananglucoxylan: 30.6% de manose, 22.4% de
glicose e 16.6% de xylose; K. obesa (345), um glucogalamanan: 41.1% de glicose, 15.1% de
galactose e 14% de manose; K. lunaris (087), um fucogalaglican: 31.9% de fucose, 17.2% de
galactose e 14.5% de glicose; e, K. aperta (123) apresenta mananglucofucan: 34% de manose,

30% de glicose e 13.1% de fucose.

E importante perceber a presenca de grande quantidade de n-acetil-glicosamina na

composi¢cdo monomérica de K. obesa e K. lunaris, e uma pequena quantidade em K. pseudoaperta.

Lombardi & Vieira (1999) encontraram acido galacturdnico (13%) e acido glicurénico
(6%) para o polissacarideo de Kirchneriella aperta. No presente estudo, nenhuma das espécies
apresentaram acidos urdnicos em sua composicao. Tais diferencas sdo devidas, provavelmente, a
classificacdo errénea de Kirchneriella aperta, no primeiro estudo, baseado apenas na morfologia,

como era usual na taxonomia classica.
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Tabela 2. Composicdo monomeérica expressa em porcentagem (%) do carboidrato total dos polissacarideos extracelulares para

as diferentes espécies estudadas. GLUCAACID = Acido glicurdnico; GALACID = Acido Galacturdnico; GLCNAC = n-acetil-glicosamina; GLANAC = n-acetil-

galactosamina

XYLOSE FUCOSE ARABINOSE RAMNOSE MANOSE GLUCOSE GALACTOSE GLUCACID GALACID GLCNAC GLANAC
K.
pseudoaperta 16.6 9.8 0 10 30.6 22.4 9.6 0 0 1 0
(346)

K. obesa (345) 5.6 17 0 13.8 14 41.1 15.1 0 8.4 0

K. irregularis
(174) 46.1 1.6 0 171 16.5 148 3.7 0 0 0

K. irregularis
230 46.8 1.9 0 15.3 15 16.3 4.7 0 0 0 0
K. "(rzegz‘)'a”s 126 9.2 0 411 6.2 285 24 0 0 0 0
K. lunaris (087) 13.7 319 0 11.8 2.3 145 17.2 0 0 8.3 0
K. aperta (123) 6.2 13.1 0 12.3 34 30 4.4 0 0 0 0
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Analise das ligaces glicosidicas.

A metilacdo do polissacarideo das algas pertencentes ao género Kirchneriella,
assim como apresentado para 0s mondmeros, apresenta uma grande variedade de ligacdes
glicosidicas principais (Tabela 4.3). K. irregularis (174) e K. irregularis (230)
apresentam as mesmas ligacGes glicosidicas principais: 1-2 xylose (23.5% e 26.1%), T-
xylose (22.6% e 20.7%) e 1-2 ramnose (14.4% e 10.9%), além de apresentarem um
polissacarideo altamente ramificado devido a presenca da ligacdo 1-3,4 manose (13.6%
e 10.1%). A outra alga relacionada a essa cepa, K. irregularis (234), também apresentou
T-xylose (12.6%) como uma das ligac6es glicosidicas principais; entretanto, T-ramnose

foi a ligacdo mais abundante com (30.8%).

K. lunaris e K. obesa ndo apresentaram T-xylose na composicéo, sendo que K.
lunaris apresentou um polissacarideo altamente ramificado devido a abundéncia da
ligagdo glicosidica 1-2,3 fucose (26%), apresentando um total 30.8% de ligacdes de
ramificacdo, e das ligacbes 1-4 galactose (15.6%) e 1-4 xylose (13.7%). Ja K. obesa
apresentou como ligac6es glicosidicas principais 1-3 glicose (21.7%), 1-3 manose (9.1%)
e 1-3 galactose (8.4%). E notavel a presenca de ligacdes de ramificagdo neste ultimo
polissacarideo, principalmente pela presenca de 1-2,3 glicose, 1-2,3,6 glicose, 1-3,4,6
glicose e 1-3,6 galactose, contribuindo para um total de mais de 10% das ligacOes
glicosidicas no polimero. Outra caracteristica interessante é a alta presenca de n-acetil
glicosamina nesses dois polissacarideos: 8.3% de T-n-acetil-glicosamina para K. lunaris;

e 1.7% de T-n-acetil-glicosamina e 6.7% de 1-4 n-acetil-glicosamina (total de 8.4%).

K. pseudoaperta apresentou as seguintes ligagcdes glicosidicas principais: 1-3

manose (16.1%), 1-2 manose (11.4%) e 1-2,3 glicose (10.2%), novamente podemos notar

71



um polissacarideo altamente ramificado, sendo que a proporcdo de ramificacbes no

polissacarideo € de 25.5%.

K. aperta apresentou um polissacarideo com alta presenca de ligacGes terminais,
principalmente T-glicose (17.3%) e T-manose (17.2%), a terceira ligacao glicosidica mais

frequente para esse polissacarideo foi 1-4 manose (13.6%).
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Tabela 4.3. Ligagdes Glicosidicas encontradas para o género Kirchneriella (% M = mesmo monossacarideo e % T = total presente) (T - posi¢do terminal no EPS.)

K. K. K. K. K. K.
pseudoaperta obesa irregularis irregularis irregularis K. aperta
(346) (345) (174) (230) (234) lunaris (087) (123)
Monosaccahride  linkage (%M) (%T) (M)  (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (%M) (%T) (M)  (%T)
Xylose
T-xyl 434 7.2 0 0 49 22.6 44.2 20.7 100 12.6 0 0 100 6.2
1-2 xyl 56.6 9.4 0 0 51 235 55.8 26.1 0 0 0 0 0 0
1-3 xyl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4 xyl 0 0 100 5.6 0 0 0 0 0 0 100 13.7 0 0
Total 100 16.6 100 5.6 100 46.1 100 46.8 100 12.6 100 13.7 100 6.2
Fucose
T-fuc 0 0 0 0 0 0 0 0 34.8 3.2 0 0 0 0
1-2 fuc 0 0 100 1.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3 fuc 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 18,5 5.9 0 0
1-4 fuc 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 63.4 8.3
1-3,4
fuc 85.7 8.4 0 0 0 0 0 0 65.2 6 0 0 28.2 3.7
1-2,3
fuc 14.3 1.4 0 0 0 0 0 0 0 0 81.5 26 8.4 1.1
1-2,4
fuc 0 0 0 0 100 1.6 100 1.9 0 0 0 0 0 0
Total 100 9.8 100 1.7 100 1.6 100 1.9 100 9.2 100 319 100 13.1
Arabinose
T-ara 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2 ara
() 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0
Ramnose
T-rha 16 1.6 0 0 0 0 0 0 74.9 30.8 0 0 0 0
1-2 rha 16 1.6 51.4 7.1 84.2 14.4 71.2 10.9 15.3 6.3 75.4 8.9 17.9 2.2
1-3rha 36 3.6 48.6 6.7 15.8 2.7 28.8 4.4 9.7 4 24.6 29 59.3 7.3
1-4 rha 32 3.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,3
rha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-24
rha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-34
rha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22.8 2.8
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Total 100 10 100 13.8 100 17.1 100 15.3 100 41.1 100 11.8 100 12.3
Manose
T-man 3.9 1.2 16.4 2.3 6.1 1 8.7 1.3 48.4 3 100 2.3 50.6 17.2
1-2
man 37.3 114 18.6 2.6 0 0 0 0 0 0 0 0 9.4 3.2
1-3
man 52.6 16.1 65 9.1 115 1.9 24 3.6 51.6 3.2 0 0 40 13.6
1-4
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-6
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,3
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3,4
man 6.2 19 0 0 82.4 13.6 67.3 10.1 0 0 0 0 0 0
1-2,6
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3,6
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,3,4
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,4,6
man 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
total 100 30.6 100 14 100 16.5 100 15 100 6.2 100 2.3 100 34
Glucose
T-glu 8 1.8 13.6 5.6 63.5 9.4 54.6 8.9 105 3 15.9 2.3 57.7 17.3
1-2 glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3glu 7.1 1.6 52.8 21.7 10.8 1.6 20.2 3.3 29.5 8.4 0 0 22 6.6
1-4 glu 23.2 5.2 10.2 4.2 25.7 3.8 25.2 4.1 24.9 7.1 51 7.4 16.3 49
1-6 glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,3
glu 9.8 2.2 13.2 5.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-2,4
glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-34
glu 45.6 10.2 0 0 0 0 0 0 11.9 3.4 0 0 4 1.2
1-3,6
glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4,6
glu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.1 4.8 0 0
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Analise estrutural por FT-IR.

Os resultados mostram caracteristicas comuns ao esperado para polissacarideos (Figura
4.1). O EPS de todas as cepas/espécies apresentou um padrdo de bandas proximo a regido de
3200cm™ pertencente a vibragdo de alongamento da hidroxila no polissacarideo. A banda de
absorc&o no intervalo de 3200-2800 cm foi devido & vibragio de alongamento do C-H. Todos os
polissacarideos apresentaram uma absorbéncia na regido de 1200-950 cm, sendo que a banda de
absorcdo na porgdo de 1035cm™ é sugestiva de que o monossacarideo apresente um anel de
piranose (Sheng et al, 2007). A regido entre 950-750, denominada fingerprint (Mathlouthi &
Koening, 1986) apresentou uma absor¢cdo na porcdo 909 em seis das sete espécies/cepas: K.
irregularis (174, 230 e 234), K. aperta, K. pseudoaperta e K. lunaris. K. obesa apresentou banda

de absorcdo em 904. Isso se deve a posic¢éo diferente do C-H ligado a diferentes carbonos.

Foi encontrada a presenca de picos caracteristicos de grupos carboxilicos (1550, 1461 e
1402) para K. pseudoaperta, mostrando um polissacarideo &cido (Shang et al. 2013). Esse
resultado difere do resultado encontrado para CG-MS, que ndo mostraram a presenca de acidos
urdnicos na composicdo dessas algas, isso pode acontecer devido a alta quantidade de ramificacao
presente para o polissacarideo de K. pseudoaperta que apresentou mais de 25% de ligacbes de
ramificacdo nesse polimero, ndo possibilitando a total metilacdo do polissacarideo. Como certas
ligacGes glicosidicas sdo resistentes a metilacdo, o processo deve vir acompanhado pela

degradacéo do polissacarideo (Bjordal et al. 1970).

A analise estrutural das ligacdes mostrou que seis algas apresentaram absorbancia na regido
proximaa 1390 e 830 correlacionada a presenca de S=O (Tipson, 1968; Barker et al. 1956) e grupo
sulfato (C-O-S) no carbono terciario na posicdo equatorial do anel (Harris & Turkey, 1970). Essas

algas sdo: K. irregularis (174, 230 e 234), K. aperta, K. lunaris e K. obesa.
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Outra informacdo importante que podemos notar da anélise estrutural é a confirmacédo da
presenca de grupo acetoamida na porcdo 1630 (Barker et al 1956), muito provavelmente
relacionado a presenca de n-acetyl-a-D-glicosamina. A presenca de n-acetil-glicosamina ja havia

sido observada pela anélise de CG-FID e CG-MS.
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Figura 4.1 — Espectros de infravermelho (FT-IR) dos polissacarideos extracelulares para as diferentes cepas/espécies
de Kirchneriella
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Similaridade entre os polissacarideos de Kirchneriella. Os padrdes de similaridade entre

0s polissacarideos podem ser visualizados no heatmap da Figura 4.2 e da Figura 4.3.

Analisando a Figura 4.2, utilizando os monémeros constituintes, podemos observar um alto
grau de similaridade entre duas cepas de K. irregularis (174 e 230), porém a terceira cepa dessa
espécie (K. irregularis — 234) apresentou baixo grau de similaridade. De fato, K. pseudoaperta,
apresentou uma similaridade muito maior com as duas cepas de K. irregularis (174 e 230) do que

a terceira cepa relacionada (K. irregularis — 234).

E notavel observar o alto grau de similaridade apresentado entre K. pseudoaperta e K.
aperta, muito provavel a grande quantidade de hexoses com a mesma frequéncia nos seus

polissacarideos.

K. lunaris foi a espécie que apresentou menor similaridade comparado com as outras
espécies estudadas. Destaque-se que ela apresentou baixo grau de similaridade em pelo menos

quatro das seis espécies que poderiam ser comparadas com ela.
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346 345 174 230 234 087 123

K. pseudoaperta - 346

K. obesa - 345

K. irregularis - 174

K. irregularis - 230

K. irregularis - 234

K. lunaris - 087

K. aperta - 123

Figura 4.2. Heatmap de similaridade entre as espécies e cepas de Kirchneriella utilizando as
ligagdes glicosidicas constituintes (vermelho = maior similaridade; verde = menor similaridade)

Analisando a Figura 4.3, utilizando-se as ligac6es glicosidicas, novamente, duas cepas de
Kircheneriella irregularis (174 e 230) apresentaram um alto grau de similaridade, porém dessa
vez aterceira cepa relacionada a essa espécie (234), apresentou um grau de agregacdo muito maior

do que o observado para 0s monémeros.

Para as ligacbes glicosidicas, é importante notar uma alteracdo nas similaridades em
algumas algas. Por exemplo, as espécies K. pseudoaperta e K. obesa haviam apresentado um grau
de similaridade médio quando comparadas pelos seus mondmeros, porém ao utilizar as ligacoes
glicosidicas, a similaridade entre as espécies se torna baixa. Outra constatacdo desse fato é a
similaridade de K. lunaris em comparacdo com as outras espécies; para as ligacdes trés espécies
apresentaram baixa similaridade com K. lunaris, sendo que somente K. aperta apresentou baixa

similaridade tanto para mondmeros quanto para ligacdo glicosidica.
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346 345 174 230 234 087 123

K. pseudoaperta - 346

K. obesa - 345

K. irregularis - 174

K. irregularis - 230

K. irregularis - 234

K. lunaris - 087

K. aperta - 123

Figura 4.3. Heatmap de similaridade entre as espécies de Kirchneriella utilizando as ligacdes
glicosidicas (vermelho = maior similaridade; verde = menor similaridade)

4.4 Discussao

O EPS produzido pelas diferentes algas do género Kirchneriella ndo apresentam maiores
diferenciacfes na composicdo monomérica, exceto a presenca de monémeros aminados em trés
das sete espécies estudadas (Tabela 3.2). Apesar da presenca de um monbémero diferenciado, elas
ainda apresentam um padrdo de mondmeros encontrados por Paulsen et al. (1998) para a alga

Ankistrodesmus densus e por Lombardi & Vieira (1999) para a alga Kirchneriella aperta.

Lombardi & Vieira (1999) encontraram a presenca de mondmeros acidos na composicédo
do polissacarideo, fato ndo encontrado nesse estudo, provavelmente pela dificuldade na
metanolizacdo de certos monémeros (Bjordal et al. 1970) ou classificacdo errada de espécie. Esse
fato, aliado ao alto grau de ligacGes glicosidicas de ramificacdo, pode ter impossibilitado a

emergéncia dos mondmeros acidos.

Os monossacarideos mais frequentes encontrados para as Cholorophyceae sdo galactose,
xylose, arabinose, fucose, ramnose e manose (Allard & Casadevall 1990, Metzeger et al 1990).
Esse padrdo de monossacarideos ndo se repete para as Kirchneriella estudadas. Elas além de
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apresentarem esses mondmeros comuns, apresentam uma alta composicao de glicose, sendo que
K. lunaris apresenta a menor concentragdo com 14.5%, sendo o terceiro monémero mais
predominante para essa espéecie e maior concentracdo para K. obesa (41.1%), sendo o principal
mondmero constituinte para essa alga. Paulsen & Vieira (1994) ja haviam observado a presenca
de glicose como mondmero frequente para outro grupo de algas verdes, a desmidia Spondilosium
panduriforme, enquanto Mishra & Jha (2009) encontraram a presenca de glicose para Dunaliella
salina e Lewin (1956) j& havia mostrado a presenca de glicose e xylose como monémeros
predominante para Chlamydomonas ulvaénsis. Lombardi & Vieira (1999) também encontraram
glicose como mondmero na cadeia polissacaridica, entretanto a concentracdo de glicose se
apresentou mais baixa do que as outras hexoses constituintes. Archanjo et al. (em submissao), em
estudos com associacdo de lectinas com mondmeros terminais, mostraram a presenca de altas

concentragdes de glicose para Kirchneriella irregularis.

Analisando a Tabela 4.2 em comparativo com a matriz de similaridade da Figura 4.2,
podemos observar que os mondmeros se apresentaram relativamente divergentes entre as espécies.
As cepas de K. irregularis (174 e 230) apresentaram um alto grau de similaridade, o qual poderia
ser adicionado a espécie K. pseudoaperta, deixando a outra cepa de K. irregularis com uma

similaridade mais baixa, quando comparadas as trés cepas.

O relativo baixo grau de similaridade entre as espécies de Kirchneriella pode nos mostrar
que, talvez, essas espécies ndo apresentem uma similaridade especifica ao nivel genético para
serem consideradas uma mesma espécie. Garcia (2016) notou a diversificacdo do género

Kirchneriella em dados utilizando a ferramenta da analise genética, através de biologia molecular.

As ligagdes glicosidicas (Tabela 4.3) mostraram o mesmo padrdo de diversidade observada

para 0s mondmeros; todavia, ao observar a Figura 4.3 notamos uma sutil alteracdo nas
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similaridades das espécies. Para as ligacdes glicosidicas, as cepas de K. irregularis apresentaram
um alto grau de similaridade, mesmo ainda apresentando maiores similaridades entre as cepas 174
e 230, e menor similaridade destas com a cepa 234. E observavel que a similaridade entre as
espécies aumentou utilizando as ligag@es glicosidicas, isto se deve ao fato de maiores fatores serem
agregados a matriz de similaridade, fornecendo um melhor indicativo das semelhangas e

aumentando os fatores de diferencas.

Observando-se a Tabela 4.3 podemos notar a predominancia de ligacBes glicosidicas
terminais em algumas espécies: K. irregularis (234) apresentou T-ramnose (30.8%); K. aperta
apresentou T- glicose (17.3%) e T- manose (17.2%) como seus constituintes principais. Ja K.
irregularis (174) e K. irregularis (230) apresentaram 1-2 xylose como ligagdo principal; K.
pseudoaperta apresentou 1-3 manose (16.1%); K. obesa apresentou 1-3 glicose (21.7%); e K.

lunaris apresentou 1-2,3 fucose (26%).

A presenca de alta concentracdo de ramnose terminal mostra que o polissacarideo de K.
irregularis (234) é muito mais hidrofobico na natureza em comparagdo com outros polissacarideos
terminais (Hu et al, 2003), o que pode explicar a ocorréncia de uma firme capsula envolvendo as

células em uma colénia.

Como observado para as espécies de Selenastrum, algumas espécies de Kirchneriella
apresentaram dominancia nas ligagdes 1-3, caracteristicas de um polissacarideo alongado e direto

(Atkins, 1985), porém dessa vez com grande quantidade de ramificacdes.

Segundo Chiovitti et al. (2003) a presenca de éster sulfato na composicdo dos

polissacarideos pode indicar uma proporc¢do de presenca de pontos de ramificagdo maior do que a
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presenca de pontos terminais. Essa afirmacéo pode ser verdadeira devido a constatacdo de éster

sulfato (Figura 4.1) em seis cepas de Kirchneriella.

Os ésteres sulfatos encontrados para os polissacarideos de Kirchneriella diferem dos
encontrados para Ankistrodesmus (capitulo 1) devido a forma de ligagéo da parte S= O (Barker et

al. 1956), porém sdo semelhantes ao encontrado para as cepas de Selenastrum (capitulo 2).

Kloreg & Quatrano (1988) mostraram que a presenca de grupos sulfatados é comum para
algas marinhas, sendo raro para algas de agua doce, porém, como a descri¢do de polissacarideos
extracelulares de algas de 4gua doce ainda é muito raro, podemos encontrar novas espécies com a

presenca de grupos sulfatados.

Na taxonomia de algas a presenca e/ou ocorréncia de componentes especificos do
polissacarideo ja foi considerada para distinguir diferentes grupos (Percival, 1979; Kremer, 1980;
Barrow et al., 1995). No decorrer dos anos temos vistos diversas investigagdes utilizando NMR
para a classificacdo de algas vermelhas e se provaram um excelente método qualitativo de analise
(Karsten et al 2005; Simon-Colin et al. 2004). A utilizacdo da composicdo do polissacarideo
através de andlises das ligacdes glicosidicas pode ser uma ferramenta interessante para analise
quimiotaxonomica, uma vez que as algas da familia Selenastraceae apresentam uma alta producéo

de polissacarideo extracelular.

Pela anélise da Figura 4.3, héd indicios da potencialidade da utilizacdo do EPS para
guimiotaxonomia. Pois nota-se que a diferenciacdo entre as cepas ocorreu devido a presenca de
ligacGes glicosidicas em diferentes proporgdes e, em uma analise mais aprofundada, observa-se

ainda que a presenca de ligacfes quimicas especificas também foram, muitas vezes, variaveis.
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Garcia et al (2016) mostrou que o género Kirchneriella é polifilético e provavelmente as
cepas de K. irregularis que apresentaram diferencas entre seus polissacarideos, podem ser

indicativos da necessidade de reposicionamento tanondmico ou filogenético.

Os dados apresentados nesse capitulo mostram que o EPS de Kirchneriella se apresenta
como um heteropolissacarideo, altamente ramificado e com a presenca de sulfato na composicéo.
Percival (1978, 1979) mostrou que o EPS de Chlorophyta apresenta o padrdo encontrado para as

algas desse capitulo.

Como mostrado nos primeiros capitulos, a dificuldade em encontrar representantes da
espécie estudada para a comparacgdo dos polissacarideos, ja mostra a importancia na caracterizacao
do EPS para esse género. E com a familia Selenastraceae apresentando potencial para sua
utilizacdo econdmica, outros produtos derivados dessas algas, como os polissacarideos, necessitam

receber uma maior atencéo.
4.5 Concluséo

A caracterizacdo do polissacarideo de Kirchneriella mostrou que diferentemente do
apresentando até o momento, o polissacarideo desse género é altamente ramificado, com

dificuldade na total metilacdo de suas ligacGes e apresentando sulfato em sua composigéo.

E importante notar que a diferenciacfo entre as cepas ocorreu, uma vez que as ligacdes

glicosidicas para as cepas foram diferentes, tanto em presenca, quanto em quantidade.

Os resultados obtidos, mostrando uma alta diversidade em seus EPS para o género
Kirchneriella, revelaram que: a) é relativamente facil a discriminagdo de especies, e até mesmo

cepas desse género, devido a presenca de caracteristicas especificas para diferentes espécies/cepas;
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b) o género ainda ndo esta resolvido filogeneticamente o que concorda com os dados obtidos por

biologia molecular
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CAPITULO 5. ABORDAGEM QUIMIOTAXONOMICA UTILIZANDO POLISSACARIDEOS
EXTRACELULARES NA DIFERENCIACAO DE MICROALGAS DA FAMILIA SELENASTRACEAE

(CHLOROPHYCEAE, CHLOROPHYTA).

5.1 Resumo

O polissacarideo extracelular (EPS) de microalgas tem sido utilizado em outras areas
correlacionadas a ecologia aquatica e fisiologia e a constatacdo de que a diversidade de EPS entre
algas € significativa, levou-nos a ponderar sobre sua utilizacdo na quimiotaxonomia. A
taxonomicamente problematica familia Selenastraceae (Sphaeropleales, Chlorophycea,
Chlorophyta) tem diversidade em nivel especifico muito maior do que a conhecida. Dessa forma
a caracterizacdo dos EPS de varias espécies pode ser utilizada como caracteristica diacritica na
identificacdo de cepas, espécies e géneros. As observacdes de pequenas variaches no
polissacarideo, principalmente, nas suas ligacdes glicosidicas, mostraram que cepas da mesma
espécie apresentam agregacdo superior a 90% e isso associado a ocorréncia de ligacGes especificas
para cada género (ex. 1-3 Ramnose especifica do género Kirchneriella) pode nos dar indicativos
da utilizacdo dos EPS para caracterizacdo de espécies e para a informacdo de biomarcadores para

os diferentes géneros

5.2 Objetivos

O objetivo principal do trabalho foi utilizar os polissacarideos extracelulares (EPS),
ja caracterizados nos capitulos anteriores, de varias espécies com sua taxonomia putativamente
resolvida por métodos moleculares, para que pudessem ser utilizados como caracteristica diacritica

na identificagdo de espécies e auxiliarem na filogenia da familia Selenastraceae.
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5.3 Materiais e Métodos

Organismos. Foram analisados os EPS de 31 espécies/strains de Selenastraceae. Os

organismos selecionados nesse estudo (Tabela 5.1) foram isolados de diferentes locais do Brasil e

estdo sendo mantidos em cultivo axénico na colecio de Culturas de Microalgas de Agua Doce do

Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sdo Carlos (CCMA-UFSCar).

Tabela 5.1. Lista de Espécies utilizadas, seu respectivo codigo na colegdo de culturas e local de origem

Espécie Descricdo Cepa Local de Isolamento  Ano GPS
003 Itirapina - SP 1979  22°12'20.6"S
47°52'37.6"W
Ankistrodesmus Korshikov 1953 128 Foz Do lguagu - PR~ 2009  25°23'56.1"S
densus 54°35'26.2"W
239 Matéo - SP 2010  21°38'31.0"S
48°19'56.8"W
Ankistrodesmus (Komaérek) Ergashev 083 Fozdo lguagu-PR 2009  25°23'56.1"S
flexuosos 54°35'26.2"W
Ankistrodesmus (Chodat) Komarkova- 278 Sdo Jodo Batistado 2011  20°32'01.0"S
stipitatus Legnerova 1969 Gléria - MG 46°31'32.9"W
Ankistrodesmus Corda ex Korshikov 1953 333 Porto Velho - RO 2011 8°35'17.9"S
fusiformis 63°37'12.3"W
Ankistrodesmus Komarek 1983 423 Dourado-SP 2012  22°09'57.8"S
bernardii 48°17'25.0"W
047 Sao Carlos — SP 2008  21°59°08.5”S
47°52°50.6” W
125 Jatai — SP 1992  21°36°28.5”S
Selenastrum Reinsch 1866 47°46°13,1”W
bibraianum 168 Jatai — SP 1992  21°36'28.5"S
47°46'13.1"W
317 Séo Paulo — SP 2010  23°44'04.3"S
46°45'44.4"W
005 Itirapina - SP 1978  22°12'20.6"S
Messastrum gracile Reinsch 1866 47°52'37.6"W
470 Santa Cruz das 2012 21°48'38.0"S
Palmeiras — SP 47°16'26.0"W
Curvastrum Reinsch 1866 350 Aquidauana - MS 2011  19°17°59.0”S
pantanale 55°47°45.0”"W
174 Piracicaba — SP 2010  22°42'45.8"S
47°37'53.5"W
Kirchneriella Korshikov 1953 230 Piracicaba — SP 2010  22°42'45.8"S
irregularis 47°37'53.5"W
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234 Séo Carlos -SP 2009  21°53'06.9"S

47°46'53.6"W

Kichneriella lunaris (Kirchner) K.Mobius 1894 087 Jatai - SP 1987  21°36'28.5"S

47°46'13.1"W

Kirchneriella aperta Teiling 1912 123 Jatai — SP 1992  21°36'28.5"S

47°46'13.1"W

Kirchneriella obesa West & G.S.West 1894 345 Aquidauana - MS 2011  19°17'59.0"S

55°47'45.0"W

Kirchneriella Komarek 1983 346 Aquidauana - MS 2011  19°17'59.0"S

pseudoaperta 55°47'45.0"W
Monoraphidium (Korshikov) Hindk 1970 024 Itirapina - SP 1979  22°12'20.6"S

arcuatum 47°52'37.6"W
Monoraphidium (Berkeley) Komarkova- 176 Jatai — SP 1993  21°36'28.5"S

griffithii Legnerova 1969 47°46'13.1"W
Monoraphidium Komarkova-Legnerova 306 Sé&o Paulo - SP 2010  23°44'04.3"S

contortum 1969 46°45'44.4"W
Monoraphidium (Belcher & Swale) Heyning 325 Porto Velho - RO 2011 8°35'17.9"S

pseudobraunii 1979 63°37'12.3"W
Monoraphidium Nygaard 1979 353 Aquidauana - MS 2011 19°20'29.0"S

komarkovae 55°43'40.0"W
Pseudokirchneriella (Schmidle) F.Hindak 1990 364 Agquidauana - MS 2011  19°01'27.0"S

contorta 55°55'28.0"W
Pseudokirchneriella (G. M. Smith) F. Hindak 498 Taquaritinga — DF 2012 21°25'11.0"S

elongata 1990 48°30'33.9"W
Raphidocelis (Korshikov) Nygaard, 048 Oslo — Noruega - 59°59'07.3"N
subcapitata Komarek, J.Krisitiansen & 10°59'16.0"E

0O.M.Skulberg 1987

(Négeli) Komarek 1979 137 Jatai — SP 1992  21°36'28.5"S

Chlorolobion brauni 47°46'13.1"W
(Négeli) Komarek 1979 455 Analandia — SP 2012  22°05'05.3"S

47°44'47.0"W

Os demais procedimentos foram pormenorizados no Capitulo 1. A caracterizacdo dos EPS

foi ja descrita nos capitulos anteriores.

Aquisicdo dos dendrogramas para as espécies selecionadas. Para a obtencdo dos
dendrogramas, foram utilizados programas estatisticos no ambiente R. Primeiro, obteve-se a
melhor medida de dissimilaridade para os caracteres quantitativos obtidos, levando-se em conta
que as varidveis quantitativas apresentam a mesma influéncia no célculo da distancia (Manly,
2008). Segundo, aplicou-se a medida de dissimilaridade a técnicas de formacao de grupos (método

de agrupamento hierarquico). E, apos a obtencdo do dendrograma, foi utilizado um ranqueamento
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das variaveis para observar qual delas ofereceu a maior fidelidade e/ou abundancia dentro dos
grupos.

A melhor medida de dissimilaridade obtida foi o indice de Canberra.

5.4 Resultados

A composicdo monomeérica presente no EPS das espécies estudadas pode ser observada na
Tabela 5.2. Maiores consideracdes a respeito da composicdo monomérica estdo descritas nos

capitulos de 1 a 4.
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Tabela 5.2. Composi¢do monomérica expressa em porcentagem (%) do carboidrato total dos polissacarideos extracelulares para as

diferentes espécies estudadas. GLUCAACID = Acido glicurdnico; GALACID = Acido Galacturdnico; GLCNAC = n-acetil-glicosamina; GLANAC = n-acetil-
galactosamina

XYLOSE | FUCOSE | ARABINOSE | RAMNOSE MANOSE GLUCOSE | GALACTOSE | GLUCACID | GALACID | GLCNAC | GLANAC
A.densus (003) 9.5 38.6 0 9.9 14 8.2 14.2 3.2 0 0.1 2.3
A.densus (128) 84 372 0 9.5 144 8.9 144 4.4 0 0.1 27
A.densus (239) 5.5 20.6 1 7.3 28.4 13.8 115 8.3 0 0 3.6
A.stipitatus (278) 17.2 37.3 0 17.1 8.2 8.4 10.4 0 0 1.2 0.2
A fusiformis (333) 19.7 19 0 7.1 15 221 15.8 0 0 13 0
A flexuosus (083) 15.4 28.5 0 14 124 25.8 12 0 0 2.2 2.3
A.bernardii (423) 28.1 19.5 0 4.1 8.7 16.1 16.3 11 11 21 29
S.bibrainum (047) 12.8 23.9 0 12.4 19.6 21.4 9.6 0 0 0.2 0.1
S.bibrainum (125) 11.6 21.4 0 11.2 28.2 17.7 9.8 0 0 0.1 0
S.bibrainum (168) 12.1 18 0 11 25.9 20.2 12.7 0 0 0.1 0
S.bibrainum (317) 9.2 19.4 0 9.1 25 23.8 13.4 0 0 0.1 0
C. pantanale (350) 10.2 21.8 0 12.9 27.6 9.2 16.1 0 0 1.1 1.1
M. gracile (005) 15.6 211 0 0 305 26.8 5.9 0 0 01 0
M. gracile (470) 15.4 20.6 0 0 29.7 274 6.8 0 0 0.1 0
M.griffithi (176) 10.1 4.6 0 7.5 8.9 48.3 6.3 4.3 0 9.9 0.1
M.contortum (306) 15.1 7.8 0 6.2 7.7 33 0 25.3 0 3.7 1.2
M.komarkovae (353) 7.6 15.6 0 34.1 2.4 12.6 14.1 7.7 0 5.9 0
M.arcuatum (024) 10.2 8.4 0 12.9 19.1 24 10.6 11.9 0 2.8 0.1
M.pseudobraunii (325) 7.7 3.3 0 0 24.7 32.3 0 26.6 0 2.1 3.3
K.pseudoaperta (346) 16.7 9.9 0 10 30.6 22.3 9.5 0 0 1 0
K.obesa (345) 5.6 1.7 0 13.8 14.1 41.2 15.2 0 0 8.4 0
K.irregularis (174) 46.1 1.6 0 17.1 16.5 14.8 3.9 0 0 0 0
K.irregularis (230) 46.8 1.9 0 15.3 15 16.3 4.7 0 0 0 0
K.irregularis (234) 425 1.9 0 17.1 14 18.4 6.1 0 0 0 0
K.aperta (123) 6.2 13.1 0 12.3 34.1 29.9 4.4 0 0 0 0
K.lunaris (087) 13.7 32 0 11.8 23 14.5 17.3 0 0 84 0
P.contorta (364) 16.2 15.5 1 10 26.5 6.2 17.7 0.2 0 38 29
P.elongata (498) 12.7 11.7 0 37.2 6.2 28.3 24 0 0 0 1.5
R.subcapitata (048) 11.1 4.9 0.1 15 41.6 6.9 20 13.9 0 0 0
C.braunii (137) 12.2 55 0 214 29.2 20 8.5 0 0 3.2 0
C.braunii (455) 12.5 4.7 0 18.6 33.2 19.4 8.4 0 0 32 0




Dendrograma obtido somente com os monémeros dos EPS. A primeira analise
para a obtencdo do dendrograma para Selenastraceae foi feita utilzando somente a
composicdo monomérica completa dos polissacarideos. Para tanto, as espécies foram
classificadas em grupos correspondentes aos seus géneros: 1) Ankistrodesmus; 2)
Selenastrum; 3) Monoraphidium; 4) Kirchneriella; 5) Pseudokirchneriella; 6)

Raphidocelis; 7) Chlorolobium; 8) Curvastrum; 9) Messastrum. Esse dendrograma é

apresentado na Figura 5.1.

Dendrograma utilizando a composi¢do monomérica
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Figura 5.1. Dendrograma obtido utilizando-se somente a composi¢cdo monomérica.

Pela Figura 5.1, podemos perceber que os diferentes grupos propostos atraves da

morfologia ndo se adequam ao obtido com o dendrograma de mondmeros.

Na Tabela 5.2, podemos observar o quanto cada monémero contribui para a
formagéo do cluster, utilizando-se novamente 0s grupos propostos para a formacao do
dendrograma da Figura 5.1. Somente trés monOmeros apresentaram potencial de
biomarcadores para os géneros selecionados, 0os demais monémeros estdo associados a
todos os géneros em diferentes niveis de associa¢do. Os valores mostrados na Tabela 5.3

sdo os indices de associacdo entre os géneros e 0s mondmeros indicadores (Dufrene &
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Legendre, 1997). A especificidade de um determinado mondmero mostra se ele pode
pertencer a um grupo alvo (género). Fidelidade é a probabilidade de se encontrar géneros

em determinados mondmeros.

Tabela 5.3. Mondmeros indicadores para cada umas das 9 espécies onde ocorrem. Os valores de
especificidade mostram se 0 monémero pode pertencer ao género e a fidelidade é a
probabilidade dos monémeros serem encontrados nos géneros (Esp = Especificidade/ Fid =

Fidelidade)
Acido Glicurénico N-acetil Ramnose
Galacturdnico
Esp Fid Esp Fid Esp Fid

Ankistrodesmus 0.996 0.867 1 0.965
Selenastrum 1 0.965
Curvastrum 0.996 0.867 1 0.965

Messastrum
Monoraphidium 0.92 1 0.996 0.867 1 0.965
Kirchneriella 1 0.965
Pseudokirchneriella 0.996 0.867 1 0.965
Raphidocelis 0.92 1 1 0.965
Chlorolobium 1 0.965

A analise da Tabela 5.3 mostra-nos que o acido glicurdnico apresenta forte
associacdo com Monoraphidium e Raphidocelis. A forte associacdo do género
Monoraphidium a trés mondmeros pode ser uma possivel explicacdo desse género se
apresentar em um clado composto exclusivamente de suas espécies. Ramnose se
apresentou como 0 mondmero comum a praticamente todos 0s géneros e provavelmente
a sua presenca contribuiu para a agregacdo de forma indistinta dentro do dendrograma

proposto para os monémeros.

Uma segunda analise de relevancia dos mondmeros mostrou que o &cido
galacturénico apresentou um leve potencial para servir de marcador para o género
Ankistrodesmus, uma vez que sé foi encontrado nesse género; entretanto, esse mondémero

sO esta presente em 0.38% das espécies listadas para esse grupo.

Dendrograma utilizando as ligagdes glicosidicas entre os monossacarideos. O

dendrograma observado na Figura 5.2 foi obtido utilizando-se as ligac6es glicosidicas
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encontradas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Como no caso
anterior, as especies foram tratadas em grupos especificos correspondentes aos seus
géneros (Ankistrodesmus; Selenastrum; Monoraphidium; Kirchneriella;
Pseudokirchneriella; Raphidocelis; Chlorolobium). O tratamento estatistico foi 0 mesmo
utilizado para o dendrograma da Figura 5.1. As ligacOes glicosidicas utilizadas para a

formacédo do dendrograma podem ser vistos no capitulo de 1 até 4.

dendrograma utilizando ligagdes glicosidicas
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Figura 5.2. Dendrograma obtido utilizando-se as liga¢des glicosidicas entre 0s monossacarideos
componentes de cada EPS.

Na Tabela 5.4, podemos observar o quanto cada ligacao glicosidica contribui para
a formac&o do cluster, com as espécies agrupadas por géneros como 0 proposto para a
obtencdo do dendrograma da Figura 5.2. Os valores para Especificidade e Fidelidade

seguem o0 mesmo modelo proposto para a Tabela 5.3.

Na Figura 5.2, podemos notar que os cinco primeiros clados apresentam somente
cepas correlacionadas a mesma espécie. O sexto clado é basicamente composto por 2

géneros, Monoraphidium e Rhaphidocelis, enquanto o oitavo clado apresenta apenas uma
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espécie representante (K. lunares). J& o setimo e 0 nono clado apresentaram uma variagao

de espécies de diferentes géneros.

98



Tabela 5.4. Ligacdes Glicosidicas indicadores para cada um dos 9 géneros. Os valores de especificidade mostram se 0 mondmero pode pertencer ao género e a
fidelidade é a probabilidade dos mondmeros serem encontrados nos géneros. (Esp = Especificidade/ Fid = Fidelidade)

1-4 xylose T-fucose 1-2 fucose 1-3 fucose 1-3,4 fucose 1-2,4 fucose T-ramnose
Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid
Ankistrodesmus 0969 1 0.96 0947 0.844 0937 0.967 0.777
Selenastrum 0969 1 0836 1 096 0947 0844 0937 0967 0777 0881 1
Curvastrum 0969 1 083 1 096 0947 0.967 0.777
Messastrum 0814 1 099 1 086 1 096 0947 0844 0937 0967 0.777
Monoraphidium  5g14 1 0.96 0.947
Kirchneriella
Pseudokirchneriella 0969 1 0844 0937 0967 0777 0881 1
Raphidocelis ~ 0g14 1 0969 1 0.844 0.937
Cholorolobium — 9g14 1 0969 1 0967 0777 0881 1
1-2 ramnose 1-3ramnose  1-2,3ramnose  1-2 manose 1-6 manose  1-2,3 manose 1-2,3,4 manose
Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid
Ankistrodesmus 1 0.888 091 0.93
Selenastrum 1 0.888 0852 1 091 093
Curvastrum 1 0888 0798 1 091 093
Messastrum 1 0888 091 0.93 1 1
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Monoraphidium

1 0.888
Kirchneriella 1 0.888 1 1
Pseudokirchneriella 1 0.888
Raphidocelis 1 0.888
Chlorolobium 091 0.93 1 1 1 1
1-2 glucose 1-6 glucose 1-3,4 glucose  1-3,6 glucose 1-3,4,6 glucose  T-galactose 1-4 galactose
Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid
Ankistrodesmus
0.965 0.75 0.954 0.909 0.911 0.947
Selenastrum
0.965 0.75 0.844 0.937 0.954 0.909 0.911 0.947
Curvastrum
0.965 0.75 0.793 1 0.954 0.909 0.911 0.947
Messastrum
0.844 0.937 0.744 1 0.954 0.909 0.911 0.947
Monoraphidium
0.844 0.937 0.954 0.909
Kirchneriella
Pseudokirchneriella
0.965 0.75 0.844 0.937 0.911 0.947
Raphidocelis
0.793 1 0.844 0.937 0.744 1 0.954 0.909 0.911 0.947
Chlorolobium
0.965 0.75 0.736 1 0.954 0.909 0.911 0.947
1-6 galactose 1-2,3 galactose 1-3,6 galactose 1-4 glucacid 1-4,6 gal nac
Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid Esp Fid
Ankistrodesmus
1 0.812 0903 0.8
Selenastrum
1 0.812 0903 0.8 0.798 1
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Curvastrum

0.903 0.8
Messastrum
Monoraphidium
Kirchneriella
P kirchneriell
seudokirchneriella 0.903 0.8
Raphidocelis
0.903 0.8
Chlorolobium

0.932

0.932

1

1

0.972

0.972

1

1
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Observando os resultados da Tabela 5.4, podemos perceber que 1-3 ramnose
apresentou especificidade para o género de Kirchneriella,aparecendo essa ligacédo
glicosidica somente nesse género. Da mesma maneira 1-6 manose e 1-2,3 manose foram
duas ligagdes glicosidicas especificas para Chlorolobium e 1-2,3,4 manose foi especifica
para o género Messastrum. Ainda analisando o género Chlorolobium podemos notar que
1-3,6 glucose apresentou especificidade potencial (0,736), porém a fidelidade dessa
ligacdo foi marcante (em outras palavras, 1-3,4,6 glicose apareceu somente em
Chlorolobium, mas ndo em todas as espécies estudadas). Selenastrum foi outro género
que apresentou 1-3,6 galactose com potencial de marcador para a espécie (1-3,6 galactose

com uma especificidade de 0,798 e fidelidade de 1).

A provavel ndo distincdo encontrada no clado contendo C. pantanale, A.
stipitatus, A. fusiformis, P. contorta, A. bernardhii e M. arcuatum e no clado contendo K.
aperta, P. elongata, K. obesa. A. flexuosus e K. pseudoaperta deve-se ao fato de muitas

ligacOes glicosidicas apresentarem alta fidelidade com os diferentes géneros.

Para uma melhor interpretacdo dos dados para ligacdes glicosidicas, analise de
escala multidimensional e uma andlise de contribuicdo das espécies através de
porcentagem de similaridade foi feita. Essa analise mostrou que o clado composto
unicamente de K. irregularis apresentou uma semelhanca entre si de 94,41%; o clado de
A. densus de 96,16%; M. gracile de 96,22%; S. bibraianum de 90,99%; C. brauni de
96,41%; o clado composto por espécies de Monoraphidium e Raphidocelis subcapitata
apresentou semelhanca de 48,56%; C. pantanale, A. stipitatus, A. fusiformis, P. contorta,
A. bernardii e M. arcuatum apresentou semelhanca de 44,62%; e o ultimo clado, K.
aperta, P. elongata, K. obesa, A. flexuosus, K. pseudoaperta, apresentou uma semelhanca

de 60,70%
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5.5 Discussao

Este trabalho foi voltado para a familia Selenastraceae, mais especificamente para
nove géneros: Ankistrodesmus, Kirchneriella, Selenastrum, Curvastrum, Messastrum,
Chlorolobium, Monorophadium, Pseudokirchneriella e Raphidocelis. A intencdo foi
averiguar o poder dos EPS como fator diacritico para microalgas cocoides dessa familia

com variagdes morfologicas sutis.

Podemos observar que os polissacarideos excretados pelas trinta e uma
cepas/espécies fitoplancténicas estudadas apresentaram composicdo monomérica
semelhante a obtida para outras espécies de Clorophyceae (Paulsen et al, 1994; Metzeger
et al, 1990; Shekharam et al, 1989; Crayton 1980; Vogel et al, 1978). A andlise do
dendrograma compondo a Figura 5.1 mostra que a composi¢ao dos monémeros agrupam
as espécies diferentemente das caracteristicas diacriticas morfoldgicas para essas algas.
O dendrograma apresenta um grupo composto somente por Kirchneriella irregularis,
posicionando-se distante das demais espécies do género Kirchneriella analisadas. Por
outro lado, espécies de Monoraphidium agruparam-se proximamente, sendo que para 0s

mondmeros (Figura 5.1) apresentou um clado contendo somente espécies desse género.

O éacido glicurbnico apresenta forte associagdo com Monoraphidium e
Raphidocelis (Tabela 5.3). A forte associagdo do género Monoraphidium a trés
monomeros pode ser uma possivel explicacdo para o aparecimento de um clado composto
exclusivamente de suas espécies. A ramnose foi 0 mondmero comum a praticamente
todos os géneros selecionados e provavelmente, sua presenca contribuiu para a agregagédo

ndo distinta das especies dentro do dendrograma proposto para 0S mondmeros.

Para os mondmeros isolados ndo existe um composto que se destaque a ponto de

aparecer como um marcador especifico para os géneros, mas podemos perceber que o
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acido galacturénico, mesmo apresentando uma fraca adesdo, ainda assim sé aparece para

0 género Ankistrodesmus.

Stoloff & Silva (1957) observaram que, para Rhodophyta, quando os géneros séo
listados filogeneticamente, as discrepancias entre as familias comecam a aparecer, apesar
do perfil polissacaridico ser sempre o mesmo dentro das espécies do mesmo género. De
fato, pelas observacdes do dendrograma na Figura 5.1, comparado com o dendrograma
da Figura 5.2, as discrepancias comecaram a aparecer, mesmo gue o trabalho seja focado

em apenas uma familia.

O segundo dendrograma (Figura 5.2) aprofunda ainda mais o estudo dos
polissacarideos desses nove géneros. A Figura mostra o dendrograma obtido através das
ligacGes glicosidicas dos polissacarideos. Com o aumento da informacdo sobre o

polissacarideo, obtivemos nove clados diferentes daqueles obtidos na Figura 5.1.

Quando analisamos a Tabela 5.4, podemos notar que algumas ligacGes sé&o
caracteristicas exclusivas de determinados géneros. Somente o género Kirchneriella
apresentou em sua composicdo a ligagcdo glicosidica 1-3 ramnose e Chlorolobium
apresentou 1-6 manose e 1-2,3 manose como caracteristica exclusiva. Portanto, mesmo
que as posicdes encontradas no dendrograma da Figura 5.2 mostrem a ndo agregagéo
entre determinadas espécies, podemos perceber que pequenas caracteristicas podem

sugerir marcadores especificos para diferentes géneros.

A utilizacdo das ligacOes glicosidicas mostraram um maior refinamento tanto no
agrupamento das espécies, como no encontro de marcadores especificos para 0s géneros.
Cepas relacionadas a mesma espécie se agruparam dentro de clados especificos, e
espécies morfologicamente semelhantes tenderam a se agrupar em um mesmo clado.

Podemos notar que para Monoraphidium o provavel clado relacionado a esse genéro é
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basicamente ocupado por suas espécies (4 das 5). Porém, é possivel notar a presenga da
Unica espécie do género Raphidocelis agrupada nesse clado, o que coloca em divida se
essa espécie é realmente pertencente ao género Rhaphidocelis. Entretando Garcia et al
(2016), descarta tal possibilidade, garantindo que Raphidocelis se apresenta em um clado
distinto. Portanto, o clado de Monoraphidium e Raphidocelis, provavelmente apresentou
agregacdo devido a presenca 1-4 acido glicurbnico, que além de apresentar alta

especificidade para os dois géneros (0.932) também apresentou uma alta fidelidade (1).

O género Kirchneriella foi o grupo mais diversificado, aparecendo em 3 clados
diferentes. Essa variacdo dentro do género também foi observada em trabalhos

envolvendo a genética desse grupo (Garcia et al 2016).

Percival & Macdowell (1967) ja haviam observado que em Cladophorales a
proporcdo dos principais agucares, constituintes da parede, variava de espécie para
espécie, mesmo utilizando as mesmas condicdes de cultivo e de extracdo. Notaram ainda
que o polissacarideo, também constituintes da parede, de Urospora era extremamente
diferente daquele encontrado para as espécies de Cladophorales. Os resultados
encontrados para a Tabela 5.2 mostram que, apesar da presenca dos mesmos monémeros,
suas proporcdes podem sugerir a associacdo a alguns grupos e, dessa forma, mostrarem

afinidade a géneros especificos, como pode ser notado para o clado de Monoraphidium.

Segundo Percival (1979), os organismos pertencentes a Ulvophyceae podem ser
classificados em dois grupos: 1) polissacarideos sulfatados ricos em acidos urdnicos e
contendo ramnose, xylose e, em alguns casos, galactose; 2) polissacarideos sulfatados
pobres de acidos urénicos constituidos de arabinose, galactose e, em alguns casos, xylose.
Desse modo, podemos sugerir que grupos especificos de polissacarideos devem estar
associados a determinadas espécies. De acordo com a Tabela 2, a presenca de ligacdes

glicosidicas fortemente especificas para diferentes géneros pode ser um indicio de que,
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aprofundando-se ainda mais na composi¢do dos polissacarideos, maiores diferencas seréo

encontradas.

Mesmo com o trabalho sendo focado dentro do universo de uma Unica familia, o
emprego de polissacarideos para discriminar taxa mais elevados pode ser utilizado.
Domozych et al (2012) observaram que a composic¢ao bioquimica das paredes celulares
de diferentes classes de algas verdes apresentam diferencas sutis, por exemplo
Trebouxiophyceae como sendo a unica classe de Chlorophyta que apresentou [-

galactofuranose.

Kamenarska (2006) observou que a diferenca entre Phaeophyta e Rodophyta era
devido a concentragdo de carboidratos livres. Enquanto as Phaeophyta apresentaram
baixas concentracfes e poucos mondmeros (glucose, frutose e sucrose), as Rodophyta
apresentaram um significativo ndmero de carboidratos e, frequentemente, altas
concentragfes. Essa constatacdo ja demonstra que o potencial quimiotaxondémico dos
polissacarideos deve-se focar também nas relaces de variacbes dentro do polissacarideo
como um todo e ndo somente dentro das diferencas de concentracdo dos monémeros, 0s

quais, por si so, ja variam de espécies para espécie.

Baseando-se na ligacdo glicosidica dos polissacarideos podemos ver que
conseguimos agrupar cepas da mesma espécie, uma vez que a forca de adesdo entre elas
foi acima de 90%. O mesmo ndo pode ser observado quando utilizamos espécies
diferentes com um unico representante; entretanto, podemos notar que para esses clados

a forca de adesé&o foi baixa.

Como as espécies sdao amplamente definidas pelos caracteres morfolégicos
utilizados atualmente, qualquer variacdo que ndo seja concordante a essas caracteristicas

diacriticas necessita de uma maior explicacdo. Fawley et al (2005) encontraram
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evidéncias que suportam que Ankistrodesmus fusiformis ndo se apresenta como um grupo
monofilético, o que pode sugerir que a variacdo de distancia encontrada entre as espécies

de Ankistrodesmus seja esperada.

De modo geral, as espécies estdo atualmente definidas sob o conceito morfoldgico
e, dessa forma, é esperado que os dendrogramas gerados suportem os resultados
morfoldgicos aceitos. Porém, muitos trabalhos com Selenastraceae mostram altos niveis
de variabilidade entre as espécies que sdo referentes a um unico taxon e, frequentemente,
ocorrem sugestdes de que essa variabilidade representa multiplos taxa (Nygaard et al

1986).

E evidente que para a taxonomia de muitos géneros de microalgas a estrutura
celular "natural” ndo é o suficiente. Portanto, utilizando-se sempre 0os mesmos padrdes de
extracdo do polissacarideo e as mesmas condicBes de cultivo, é possivel a utilizacdo do

EPS como caracteristica taxonémica para um determinado grupo de espécies.
5.6 Concluséo
Encontramos caracteristicas que podem ser definidas para determinados genéros

1) Os mondmeros ndo apresentaram caracteristicas especificas para os géneros,
apesar de mostrar que acido glicurbnico é sugestivo de Monoraphidium e
Raphidocelis e o acido galacturdnico ser exclusivo para Ankistrodesmus, ainda
que com baixa resolucdo para esse género

2) As ligagdes apresentaram caracteristicas especificas para géneros:

a) 1-3 Rhamnose foi especifica para o género Kirchneriella
b) 1-6 manose e 1-2,3 manose foi especifica para Chlorolobium
c) 1-44cido glicurdnico foi especifico para o clado que continha Monoraphidium

e Raphidocelis
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Conclusbes Finais

Podemos perceber que a importancia da caracterizacdo dos polissacarideos para
esses géneros passa primeiramente pela pouca informacao a respeito de sua composicao.
Dessa forma podemos notar que a variabilidade do polissacarideo é Gnica de género para

género, entre espécie e em até entre cepas.

Analisando somente os polissacarideos isolados dentro de um pequeno grupo, ndo
conseguimos notar a capacidade de adesdo entre as cepas, porém quando expandimos isso
para uma maior quantidade de representantes, podemos notar a adesdo das cepas da
mesma espécie dentro de clados especificos (Ex: Figura 5.2 — K. Irregularis, S.

bibraianum, C. braunii, A. densus, M. gracile)

Apesar de conseguirmos notar padrbes de diferenciacdo a reprodutibilidade
filogenética fica comprometida pelo baixo grau de adesdo, fazendo com que monoméros
e/ou ligacdes glicosidicas mais comuns e abundantes apresentem maior impacto na

agregacao.

Como a familia Selenastraceae ainda ndo apresenta uma total comprensdo
filogenética, o estudo quimiotaxonémico baseado em polissacarideos pode nos dar

indicativos de pequenas caracteristicas de agregacao entre os géneros dessa familia.
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