Disciplina de Fitoplancton — BOT 7009 — Oceanografia — UFSC - Prof. Leonardo Rorig

Roteiro de Aula Pratica — versdo Ensino Remoto
Tema 1: Quantificagao do fitoplancton

Contextualizagao:

Uma amostra de microalgas pode ser quantificada por diferentes métodos a fim de gerar informagao sobre
sua biomassa. Além dos métodos microscopicos existe uma série de outros métodos com maior automacgao
ou baseados em citometria de fluxo ou técnicas moleculares. Para uma abordagem tedrica completa sobre
métodos de quantificagdo de microalgas veja o livro Microscopic and Molecular Methods for Quantitative
Phytoplankton Analysis (UNESCQO). Na pratica em questdo faremos o processamento de dados de
quantificacdo de amostras em cadmara de Sedgewick-Rafter, cdmara de Neubauer (hematocitdbmetro),
ambas utilizadas em microscépio 6ptico convencional, e também em camara de Utermahl.

(A) Camaras de Sedgewick-Rafter:

A cdmara de Sedgewick-Rafter € muito pratica, pois pode ser usada em microscépio éptico comum. Porém é
adequada apenas para amostras de floragdo ou de cultivos puros de algas, ja que seu volume é pequeno (1
mL), subestimando organismos que nao estejam em densidades muito elevadas (*chamamos de densidade
de células a concentragcdo de células por volume de liquido). Ainda assim essa camara exige menor
densidade de células do que a de Neubauer, que s6 se aplica para amostras muitos densas e de uma so6
espécie.

*Vgja o tutorial sobre uso de cadmaras de Sedgewick-Rafter em: https://www.youtube.com/watch?v=PMvzK5G-G7M

O procedimento de contagem com cémaras de Sedgewick-Rafter depende da densidade de células da
amostra. Como a camara é quadriculada (20 linhas X 50 colunas, totalizando 1000 quadrinhos) podemos
fazer subamostragens, o que agiliza a contagem. As células sedimentadas em 1 quadrinho correspondem as
células em 1 microlitro. Procede-se na contagem do quadrinho central (descer com o microscépio até a linha
10 e depois percorrer lateralmente até a coluna 25). Contam-se todas as células desse quadrinho. Esse € o
critério de contagem n° 1. Se a contagem for maior ou igual a 100 células, ndo é necessario contar outros
quadrinhos e multiplica-se o total contado por 1000 para obter células por mL. Caso a contagem do quadrinho
central resulte em menos que 100 células, procede-se na contagem total de mais 2 quadrinhos, um a direita e
um a esquerda do central, pulando-se 5 quadrinhos a esquerda e depois 5 a direita do quadrinho central. Esse
€ o critério n° 2. Se ainda assim nao atingir o minimo de 100 células segue-se o esquema de contagem da
figura abaixo (critérios n° 3 a 8) até que sejam contadas no minimo 100 células. Em ultimo caso conta-se
todas as células presentes em toda a cAmara.

Obs.: Para casos onde as células estejam parte dentro e parte fora do quadrinho, contar se a células esta com
mais de 50% do tamanho dentro do quadrinho. Para casos onde as células estejam exatamente sobre a borda
do quadrinho, adotar critério de contar, p.ex. as que estdo nas bordas superior e inferior € ndo contar as que
estdo nas bordas esquerda e direita.

Figura 1. Camara de Sedgewick-Rafter quadriculada.




Figura 2. Esquema da camara de Sedgewick-Rafter com os diferentes critérios de contagens para obter
suficiéncia de contagem.
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Exercicio 1: Processamento de dados com contagem em camara de Sedgewick-Rafter.

1.1. Com base nos dados de contagem da tabela abaixo, calcule a densidade total de células por litro,
considerando os diferentes critérios:

Tabela 1. Dados de contagem em Camaras de Sedgewick-Rafter:

Critério de contagem* #1 #2 #3 #4 #5 #6

Q1 175 48 38 12 11

Q2E 37 22 8 9

Q2D 64 25 22 9

Q3E 27 14 12

Q3D 33 14 4

Q4E 18 10

Q4D 21 8

Q5E 21

Q5D 17
Faixa central (amarela) 98
Faixa 5 (verde) 77
Faixa 15 (verde) 121

TOTAL (Cél./L)**

*critérios conforme figura 2. Q1= quadrinho central; Q2E= quadrinho critério 2 & esquerda; Q2D= quadrinho critério 2 &
direita; Q3E e Q3D = quadrinhos critério 3, esquerda e direita; Q4E e Q4D= quadrinhos critério 4, esquerda e direita; Q5E
e Q5D= quadrinhos critério 5, esquerda e direita; Faixa central (amarela)= Contagem total da faixa central (todos os 50
quadrinhos); Faixas 5 e 15 (verdes)= contagem total das faixas 5 e 15. Nas contagens com mais de um quadrinho ou
mais de uma faxa, calcular a média por quadrinho ou por faixa e fazer os calculos. Um quadrinho equivale a 1 ulL; uma
faixa equivale a 50 quadrinhos ou 50 pL.

**Para chegar a densidade de células por mL, tirar a média por quadrinho ou faixa (50 quadrinhos) e fazer regra de 3
para a camara inteira (1 mL ou 1000 pL).




1.2. Calcule o biovolume e o conteido em carbono das amostras com base nos dados da tabela abaixo e nas
orientagbes a seguir:

Tabela 2. Espécies contadas em cada amostra e seus dados de dimensdes para o calculo de biovolume e
conteudo em carbono:

# Contetido em

Biovolume | Biovolume Contelido em
carbono por

Espécie Forma* Dimensdes* unitario total célula carbono total**
(P-m3) (Hms) (pg C / cél) (pg C/mL)

1 | Chlamydomonas sp. 1 a=9,3um
Elipsoide b=5,6pum

c=4,5um
2 | Thalassiosira sp. Cilindro a=42u
achatado c= 15um

3 | Chlorella sp. 1 Esfera a= 9,2um
4 | Raphidiopsis sp. Cilindro a= 4um
alongado c= 18um

5 | Chlorella sp. 2 Esferdide a= 12,5um
prolato b= 5,2um

6 | Chlamydomonas sp. 2 a= 12um
Elipsoide b=8um
c=5um

* Ver tabela de formas e férmulas de volume abaixo (Figura 3 - Table II).
**Ver formulas abaixo.

Célculo do conteudo em carbono do biovolume:

1) Obter o biovolume total da amostra.

2) Calcular o conteudo em carbono por célula cf. equagbes abaixo:

- Para diatoméaceas:

long = 0, 758 (/Ogm V) - 0,422

- Para outros grupos:

long = 0,866 (|Og1o V) - 0,460

Onde: V= volume celular (biovolume, pm?®) e C= contetido de carbono em picogramas por célula.

3) Multiplicar o contetdo de carbono por célula pelo total de células por mL para obter o conteido em
carbono por mL de amostra.




Figura 3. Dados de morfometria para calculos de biovolume.
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(B) Contagem por Camara de Neubauer (hematocitometro)

O método de contagem por hematocitdbmetro (também utilizado para a contagem de células sanguineas) é
especialmente pratico para culturas com concentragdes extremamente elevadas de células de organismos
de pequeno tamanho (<30 um). O meio da l&mina tem a aparéncia de um "H", que separa duas finas
camaras prateadas ambas gravadas com um grid de 9 quadrados (Fig 3). O mais comum tem 0,1 mm de
profundidade. O volume sobre os 9 quadrados grandes é 0,0009 mL, se forem contados todos os 18
quadrados, serdo 0,0018 mL.

Método:

(1) Colocar uma laminula sobre a camara.

(2) Preencher uma pipeta de Pasteur com amostra fixada e homogeneizada.

(3) Aplicar a amostra lentamente, com a pipeta a 30° a 45°, sob a laminula na parte central (que pode ter
um ranhura em V). A capilaridade ir4 preencher a camara. E importante assegurar-se que o liquido se
espalhe sobre toda a parte prateada da camara (Fig 4); Fazer isso nos dois lados da camara.

(4) Aguardar 2-3 min para assentarem as células.

(5) A lamina deve ser rastreada inicialmente para determinar a estratégia de contagem. A cadmara inteira ou
um determinado numero de quadrados grandes deve ser contado para obter um numero estatisticamente
significativo de células. Cada lado do hematocitdmetro tem um grid com 9 quadrados grandes de 1mm?
que podem ser subdivididos dependendo do modelo.



(6) O numero de organismos e de quadrados contados devem ser anotados. Para evitar de contar células 2
vezes deve-se adotar um critério de incluir células que toquem 2 de 4 lados/bordas (ex.: acima e a
esquerda sao contados e abaixo e a direita ndo).

(7) Apds a contagem a camara deve ser limpa cuidadosamente rinsando a mesma e a laminula em agua
corrente, depois com alcool, secando com papel absorvente macio.

(8) Levar a camara a um microscopio com micrométrico e fazer medi¢des das células conforme sua forma
geométrica. E necessario tomar dados de medidas de pelo menos 10 células ao acaso para gerar uma
média. Anotar os valores e gerar o volume celular ou biovolume médio de cada espécie.

(9) Obter o biovolume celular e total da amostra.

(10) Calcular o conteudo em carbono total da amostra conforme as mesmas equagdes do método anterior.

Célculo dos resultados:
Totalizar as células e dividir pelo numero de quadrados grandes de 1 mm contados para obter o numero
médio de células por mm?2. Multiplique este nimero médio de células por 10.000 para obter o nimero de
células por mL. (alternativamente, para obter o nimero de células por litro, multiplicar o nUmero médio de
células no quadrado por 10.000.000).
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Figure 3. Drawing of haemocyiometer with improved Neubauer naling.

Figura 4. llustracdes sobre a camara de Neubauer.

Figuire 4 A-C Loading sampls inl haemoacdometer

*Veja o tutorial sobre uso da camara de Neubauer em: https.//www.youtube.com/watch?v=pPOxERLUhyc

Exercicio 2: Processamento de dados com contagem em camara de Neubauer.

2.1. Com base nos dados de contagem da tabela abaixo, calcule a densidade total de células por litro,
considerando os diferentes critérios.
2.2. Depois calcule biovolume e contetudo em carbono de acordo com as orientagdes do exercicio anterior.



Tabela 3. Dados de contagem e parametros gerados em cdmara de Neubauer.

# média Cél./mL Biovolume | Biovolume Cont. C Cont. C
Espécie Forma* Dimensdes* | Q1 Q2 | Q3 | Q4 unitario total por célula total
(um®) (um?®) (pg Clceél) (pg C/mL)
1 | Chlamydomonas a=12,3um | 432
sp. 3 Elipsoide b= 8um
c=4um
2 | chiorella sp. 3 34 | 45 | 27 | 61
Esfera a= 6um

(C) Contagem em camaras de Utermohl e calculo de indices ecolégicos

Um dos métodos mais precisos para quantificagdo de fitoplancton é a técnica de sedimentacédo que foi
definida em 1931 por Utermdhl, e se tornou o método quantitativo padrao para contagem de fitoplancton
em todo o mundo. O método Utermdhl usa uma camara, na qual uma subamostra de 3—100 ml é colocada
e deixada para assentar em uma cdmara na base, apds a qual o fitoplancton é contado usando um
microscopio invertido. Este método torna-se cada vez mais util a medida que a abundancia de fitoplancton
diminui, pois a maior parte do fitoplancton de volumes relativamente grandes sedimenta e pode ser
visualizada. A solugéo de iodo de Lugol, que é recomendada como conservante, ajuda a liberar qualquer
gas que possa ser retido nos vacuolos de determinados organismos; também mata, colore e torna as
algas mais pesadas.

Quando o método de Utermohl € usado, os detalhes da composicao do fitoplancton e da biomassa em um
ecossistema podem ser registrados, cujos resultados podem ser comparados com contagens em outros
locais devido ao uso padrao de este método em todo o0 mundo. Uma das desvantagens desse método é o
tempo necessario para acomodar uma amostra, que geralmente fica entre 6 e 48 h. A quantidade de
amostra usada e a densidade da populacdo que esta sendo examinada determinam o tempo necessario
para sedimentar uma amostra.

*Vgja o tutorial sobre o uso da camara de Uterméhl em: https.//www.youtube.com/watch?v=zY7zkMWVfLM

Exercicio 3. Processamento de dados de contagem em camaras de Utermoéhl

1) Montar planilha com os dados de contagem fornecidos (Tabela 1) e calcular a densidade de células
por litro de cada espécie em cada amostra. Seguir as conversdes para contagens de faixa central (FC)
e campos aleatérios (CA), conforme esquema anexo.

2) Com os dados de células por litro em cada amostra, determinar o nimero de taxons por amostra (NT),
calcular os indices de equitatividade (E) e de diversidade de Simpson ou Shannon (D). Pode ser
utilizado o programa MVSP (www.kovcomp.com) ou o PAST, disponivel no Moodle. Graficar os dados
de NT,E e D.

3) Calcular também a densidade total de células por amostra. Graficar esses dados.

4) Calcular também os dados de volume celular total e conteddo em carbono por amostra. Graficar.

5) Interpretar as condig¢des ecoldgicas das duas amostras consideradas.



http://www.kovcomp.com/

Tabela 1. Dados de contagem de duas amostras na praia do cassino em condi¢des diferentes. Volume
sedimentado: Amostra 1= 10 ml; Amostra 2= 3 ml.

TAXA Classe IAmostra 1 contagem da faixa central - 200X de aumentol]Amostra 2 contagem total em 20 campos - aumento 200X BKZY]?#;TG
|Asterionellopsis glacialis Bacillariophyceae| 23 876 1150
Campilosira cimbeliformis __|Bacillariophyceae] 0 90 357
Chaetoceros subtilis Bacillariophyceae| 35 0 290
Cymatosira sp. Bacillariophyceae| 0 76 1078
Ditylum brightwellii Bacillariophyceae| 24 0 14023
Gymnodinium sp. Dinophyceae 76 0 1473
Leptocilyndrus danicus Bacillariophyceae| 75 0 3077
Mesodinium rubrum Ciliophora 0 123 1603
Pseudonitzschia pungens _ |Bacillariophyceae] 57 0 4914
Diploneis sp. Bacillariophyceae 43 178 678
Pleurosigma sp. Bacillariophyceae 12 0 2013
Polykrikos schwarzii Dinophyceae 9 0 809
Prorocentrum sp. Dinophyceae 4 0 12543
Prorocentrum minimum Dinophyceae 28 0 2668
Rhizosolenia sp. Bacillariophyceae 19 0 75456
Skeletonema costatum Bacillariophyceae| 21 0 79
Thalassionema nitzschioides|Bacillariophyceae| 34 0 1902
Thalassiosira sp. Bacillariophyceae 19 0 5150
Coscinodiscus sp. Bacillariophyceae| 9 0 94345

Instrugdes para conversao de dados de contagem em camaras de Utermohi:

A contagem se faz rastreando a base da camara com o microscépio e registrando o nimero de células.
Quando as amostras sao consideradas ricas nao é necessario contar a camara inteira, mas sim fracoes de
area da camara (faixas centrais ou campos aleatérios). Para isso devem-se considerar as areas das faixas
centrais e dos campos aleatérios em cada aumento considerado do microscopio invertido. Para a
contagem de faixa central usa-se regra de 3 para extrapolar as quantidades contadas na area da faixa
para a area total da camara. Para a contagem de campos o procedimento é similar, porém se calcula a
meédia de células por campos contados, obtendo valores de quantidade média de células por campo. Apds
a definicdo da quantidade total de células por cAmara faz-se a correg¢ao pelo volume sedimentado para
entao obter as densidades de células por litro.

Dados do microscopio:

Diametro do Campo.

.

40 X — 5.300 um

100X —2.120 um

200 X — 1.060 pm

400 X — 530 pm

%
Diametro da Camara de Utermohl: 2,599 cm 40 X 100 X 200 X 400 X
Area da base da Camara de Uterméhl: 5,3052 x108 pm?
Area da faixa central da Camara de Uterméhl (um?) 1,37x108 | 5,50x107 | 2,75x107 | 1,37x107
Fator faixa 3,85 9,64 19,25 38,51
Area do campo (um?) 2,20x107 | 3,52x10° | 8,82x10° | 2,20x10°
Fator campo 24,04 150,29 601,17 | 2404,69

Questoes Complementares e de Pesquisa:
1) Qual a fundamentacao tedrical/estatistica do critério de contagem de no minimo 100 células da espécie
mais abundante? (Ver no Moodle: Microscopic and Molecular Methods for Quantitative Phytoplankton
Analysis, UNESCO)

2) Pelos calculos, diatomaceas ddo menor ou maior conteudo em carbono? Por qué?

3) O que representa ecologicamente um menor ou maior conteitdo em carbono nas células de
microalgas?



