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"Nada na vida deve ser temido, somente
compreendido. Agora € hora de compreender
mais para temer menos."

— Marie Curie,” Our Precarious Habitat"
(1973), por Melvin A. Benarde.



Resumo

A matéria organica dissolvida (DOM) é uma mistura heterogénea de moléculas com
diferentes pesos moleculares e reatividade, que variam espaco-temporalmente entre 0s
ecossistemas aquéticos, e &€ um elemento chave dos ciclos biogeoquimicos. O
fitoplancton é o principal produtor de DOM labil, regulando a quantidade e composicéo de
pools de DOM biodisponiveis que suportam o crescimento bacteriano e o fluxo de
carbono através das teias alimentares, se destacando como uma fracdo importante, mas
pouco explorada dentro do pool da DOM. A caracterizagdo das propriedades Opticas da
DOM fluorescente (FDOM) é um método rapido e de baixo custo que fornece informacdes
sobre a origem e reatividade da DOM. Aqui, caracterizamos a DOM produzida por
fitoplancton de agua doce usando espectroscopia de fluorescéncia e analise de fatores
paralelos (PARAFAC) em 123 amostras de 45 espécies cultivadas em condiges
axénicas. Nossa hipotese €& que espécies relacionadas produzem compostos
semelhantes, e isso poderia ser detectado através das assinaturas de FDOM.
Identificamos trés componentes de fluoro6foros que foram validados de forma cruzada
usando o banco de dados OpenFluor. O componente predominante foi caracterizado
como autdctone de origem proteica, e 0os outros dois componentes foram identificados
como terrestre ndo processado e processado por atividade microbiana, respectivamente.
Os indices de frescor e humificacdo variaram de acordo com o estagio de crescimento da
cultura, indicando que a degradacdo pode ocorrer na auséncia de bactérias heterotroficas
ou radiacdo UV, provavelmente devido a oxidacdo. Além de fornecer um banco de dados
sélido da FDOM produzida pelo fitoplancton de agua doce, mostramos que a composicao
da FDOM é extremamente variavel entre as espécies, entre réplicas de culturas da
mesma espécie e ao longo do estdgio de crescimento da cultura. Concluimos que a
FDOM produzida pelo fitoplancton de agua doce detectada por métodos Opticos néo
parece relacionada a estrutura filogenética de organismos fitoplancténicos.

Palavras-chave: Matéria Organica Dissolvida Fluorescente, Analise de Fatores Paralelos
(PARAFAC), Microalga, Cianobactéria.



Abstract

The dissolved organic matter (DOM) is a heterogeneous mixture of molecules with
different weight and reactivity that vary spatio-temporally across aquatic ecosystems, and
is a key element of biogeochemical cycles. Phytoplankton is a major producer of labile
DOM, regulating the quantity and composition of bioavailable DOM pools that support
bacterial growth and carbon flow through food webs, standing up as an important, but
poorly explored fraction of the DOM pool. The characterization of the optical properties of
the fluorescent DOM (FDOM) is a rapid and inexpensive method that provides information
about the DOM origin and reactivity. Here, we characterized the DOM produced by
freshwater phytoplankton using fluorescence spectroscopy and parallel factor analysis
(PARAFAC) in 123 samples from 45 different species grown in axenic cultures. We
hypothesized that related species would produce similar compounds, and this could be
detected by FDOM signatures. We identify three fluorophore components that were cross-
validated using the OpenFluor database. The predominant component was characterized
as autochthonous of protein origin, and the other two components were identified as non-
processed terrestrial and processed by microbial activity, respectively. The freshness and
humification indexes varied according to the culture’s growth stage, indicating that
degradation may occur under the absence of heterotrophic bacteria or UV radiation, but
probably due to chemical oxidation. Besides providing a solid database of FDOM
produced by freshwater phytoplankton, we show that the FDOM composition is extremely
variable among species, within replicated cultures of the same species, and across culture
growth stage. We conclude that the FDOM produced by freshwater phytoplankton
detected by optical methods does not seem related to phytoplankton phylogenetic
structure.

Keywords: Fluorescent Dissolved Organic Matter, Parallel Factor Analysis (PARAFAC),
Microalgae, Cyanobacteria.
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Apresentacao

O primeiro capitulo dessa dissertacdo possui como objetivo contextualizar
historicamente o desenvolvimento da ideia de matéria organica dissolvida (DOM), assim
como de revisar 0s conceitos ecoldgicos relacionados. Apés a leitura desse capitulo,
induzimos o leitor a questionar os seguintes conjuntos de perguntas “I) Meio de cultivos
WC e P+G produzem fluorescéncia isoladamente? Ambos sdo viaveis para estudos de
FDOM produzida por cultivos axénicos de fitoplancton?” e “ll) Espécies de fitoplancton
relacionadas produzem compostos semelhantes? Esses compostos podem ser
detectados por meio de assinaturas de fluorescéncia?”. Ambos conjuntos de perguntas
serdo respondidos através de métodos de pesquisa cientifica nos capitulos 2 e 3,

respectivamente.



Capitulo 1 - Matéria organica de ecossistemas aquaticos
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O conceito de matéria organica dissolvida (DOM) foi idealizado pela primeira vez na
teoria sobre dinamica tréfica (LINDEMAN, 1942), como “lodo” (“ooze”) e “nutriente
dissolvido” do ambiente “n&o vivo”, formado apdés a morte de um organismo, que é
rapidamente incorporado para a comunidade biotica, especificamente bactérias, como
fonte de disponibilidade energética, que produzem a matéria inorganica, que por sua vez
€ utilizada por organismos fotossintéticos, reiniciando o ciclo da matéria (Fig. 1).

Atualmente, a DOM em sistemas aquaticos pode ser classificada por sua origem,
podendo ser aléctone, geralmente composto por carbono organico, nitrogénio, fosforo e
enxofre que sdo derivados do ecossistema terrestre circundante (AITKENHEAD-
PETERSON; MCDOWELL; NEFF, 2003), ou de origem autdctone, geralmente sintetizada
por (i) fitoplancton que inclui cianobactérias fototroficas oxigénicas (i) bactérias
heterotréficas, (iii) macrofitas (plantas superiores aquaticas) ou liberadas na coluna de
agua por exsudacdo, excrecdo e lise celular (devido a ataques virais, pastoreio e
alimentacdo superficial) (Fig. 2) (CASTILLO et al., 2010; DRUON et al., 2010;
GUILLEMETTE; MCCALLISTER; DEL GIORGIO, 2013; JIAO et al., 2010; KAWASAKI,
BENNER, 2006; SEYMOUR et al., 2017).

Além disso, essa fracdo € reconhecida como elemento chave nos ciclos
biogeoquimicos globais (MYKLESTAD, 2000), sendo uma das principais fontes de DOM,
altamente complexa e l4abil, cuja principal fracdo inclui carboidratos, seguidos pelos
compostos nitrogenados, como proteinas, polipeptideos e aminoacidos (CORY; BOYER,;
MCKNIGHT, 2011).
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Figura 1 - Visao historica da DOM ou “Ooze”, proposta por LINDEMANN (1942) em seu modelo sobre dindmica trofica.
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Figura 2 - Visdo contemporanea da DOM.

[Agregagéo de biomassaJ

Diferentes sistemas possuem interacfes especificas com a DOM de acordo com a
origem: em sistemas marinhos observa-se propor¢des aproximadas entre DOM aut6ctone
e aléctone, onde existe um grande sumidouro de carbono devido a acdo de
microrganismos heterotréficos que realizam o “microbial carbon pump” (DUCKLOW et al.,
1986; JIAO et al., 2010; LECHTENFELD et al., 2015), além do armazenamento de grande
pool de carbono reduzido, excedendo a quantidade de matéria organica presente em
todos os organismos aquaticos e se igualando a quantidade de CO: atmosférico
(BENNER et al., 1992; HANSELL; CARLSON, 1998). Ja em ambientes continentais ha
uma propor¢cdo muito maior de DOM al6ctone, devido aos processos de transporte da
regido terrestre circundante para dentro dos ecossistemas aquaticos (AITKENHEAD-
PETERSON; MCDOWELL; NEFF, 2003). Inicialmente, acreditava-se que o papel dos
sistemas aquaticos continentais era de exclusivamente transportar derivados de carbono
organicos e inorganicos da terra ao mar. Esse modelo de transporte em “tubo” (Fig. 3A),
foi extensivamente explorado em 1970 e 1980 (DEGENS; KEMPE; RICHEY, 1991,
SCHLESINGER; MELACK, 1981). Atualmente se difundiu o modelo de “funil” (Fig. 3B),
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gue propde que ecossistemas aquaticos continentais representam um compartimento
altamente ativo do ciclo global do C, junto aos oceanos e a atmosfera (BOLIN, 1981;
PRENTICE et al., 2001; SIEGENTHALER; SARMIENTO, 1993), armazenando e
processado C derivado de ecossistemas terrestres em sedimentos, além de emitir
grandes quantidades de CO:2 para a atmosfera através do metabolismo microbiano, além
de transporta-lo para o oceano (COLE et al., 2007), contribuindo com 3% de transporte de
DOM terrestre todos os continentes (DOWNING et al., 2006).

Land 0.9 — Inland waters (—— 0.9 Ocean

C02 evasion

B 0.75

0.9 Ocean

Sediment storage

Figura 3 - Visdo simplificada e esquematica da funcéo de sistemas aquaticos terrestres no equilibrio global de C. A - Vis&o histérica que
considera as aguas interiores como um tubo passivo que transporta carbono organico e inorganico da terra para mar. B - Visao
contemporanea que reconhece as aguas interiores como componentes ativos de o ciclo C global, armazenando carbono derivado da
terra em sedimentos, e perdem CO2 como emissdes para a atmosfera, além de transporta-lo para o oceano. Valores sdo
representados em Pg Cy -1. Fonte: COLE et al. (2007).

1. Tipos e fracdes de carbono e matéria organica

Em ambientes aquéaticos o carbono organico total (TOC) é a medicdo mais usada para
quantificar a presenca de matéria organica (MO). TOC € sinbnimo de matéria organica
natural (NOM) porque contaminantes organicos em sistemas naturais geralmente
representam uma fracao insignificante do TOC. Além disso, TOC pode ser comprimindo
entre picometros até milimetros (mm) (JERRY A. LEENHEER; CROUE, 2003).

TOC pode ser dividido em fragcbes de matéria organica particulada (POM) e matéria
organica dissolvida (DOM) (HE et al., 2016). POM operacionalmente pode ser

classificada, assim como sua fracdo bruta particulada (POC), como qualquer particula que
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pode ser retida em filtros de ~0.2 a 0.7 ym (HE et al., 2016; VERDUGO et al., 2004), e
como uma mistura complexa de vida e matéria organica ndo viva, que incluem
constituintes organicos e inorganicos como fitoplancton e células bacterianas, detritos
organicos, pelotas fecais e particulas inorganicas, além de agregados exospolimeros
transparentes (TEP), proteinas, lipideos e carboidratos complexos dispersos no ambiente
ou agregados a bactérias, fitoplancton e heterotréfos nanoflagelados (HNF) (HE et al.,
2016; VOLKMAN; TANOUE, 2002). A DOM ¢é produto de poeira e gases da atmosfera
dissolvida, chuva, extrato de raiz, folha e serapilheira, e metabodlitos primarios e
secundarios de microrganismos (AITKENHEAD-PETERSON; MCDOWELL; NEFF, 2003).
Operacionalmente, classifica-se, assim como o Carbono Organico Dissolvido (DOC),
como a fracao dissolvida da NOM que ultrapassa de 0.2 a 0.7~um, e caracterizada como
uma mistura de compostos aromaticos e alifaticos, de diferentes pesos moleculares e
reatividades, desde moléculas mais labeis como aminoacidos, acidos graxos, até
compostos mais complexos como substancias humicas, proteinas e polissacarideos (HE
et al., 2016; JERRY A. LEENHEER; CROUE, 2003) (Fig. 4). E ubiqua em todos sistemas
ecoldgicos, variando desde sistemas de agua doce e salgada em regibes polares
(MCKNIGHT; AIKEN; SMITH, 1991; NAIMAN; LINK, 1997) até as regifes tropicais
(COBLE, 1996), assim como sistemas agricolas (GRAEBER et al., 2015).
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Figura 4 - Conceptualizacéo dos diferentes tipos de carbono organico e matéria organica em ecossistemas aquaticos.
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A matéria organica dissolvida (DOM) é responsavel pela manutencdo dos ciclos
biogeoquimicos do carbono, nitrogénio e fosforo (COBLE et al.,, 2014). No ciclo do
carbono nos oceanos, a matéria organica produzida por fitoplancton através do uso do
CO2 na atmosfera é exportada das aguas superficiais para o fundo do mar através dos
processos de sedimentacdo da POM e pelo processo de alteracdo da circulacdo da
coluna d’agua do oceano, a ressurgéncia (CARLSON; DUCKLOW,; MICHAELS, 1994,
HANSELL, 2002). Grande parte dessa produgcdo priméria na superficie fica disponivel
para bactérias heterotréficas e archaea (AZAM et al., 1983; AZAM; AMMERMAN, 1984;
DUCKLOW:; CARLSON, 1992), que medeiam um fluxo significativo de DOM para POM
pelo processo de “microbial carbon pump” (HANSELL et al., 2009; JIAO et al., 2010),
através da respiracao, retornando o CO2 para a atmosfera (GIORGIO; PRAIRIE; BIRD,
1997). No ciclo do nitrogénio, a DOM atua como fator limitante, junto com o ferro e
oxigénio, para o processo de fixacdo de Nz realizada por fitoplancton fixadores
(LANDOLFI et al., 2013). No ciclo do fésforo, que possui papel importante no crescimento
de algas, a DOM ¢é resultado da disponibilidade do fosforo inorganico dissolvido e fosforo
organico dissolvido, que sdo originados pela sedimentacdo do fésforo organico
particulado e pela morte e excrecédo fecal de zooplancton e carnivoros, respectivamente, e
entdo utilizados pelos fitoplanctons (WORSFOLD et al., 2008).

Uma fracdo da DOM caracteriza-se pela presenca de compostos capazes de absorver
a luz ultravioleta e fracdes visiveis no espectro da luz, denominados croméforos. Dessa
forma, essa fracdo € denominada cromofoérica ou colorida da matéria organica dissolvida
(CDOM) (COBLE, 2007).

A CDOM em altas concentragdes filtra a penetracdo de luzes UV na superficie da agua,
preservando o DNA dos organismos, mas também diminui a profundidade da zona
eufética, e compete contra a clorofila-a (presente no fitoplancton) pela absorcao da fracéo
azul (300 nandémetros), regulando a producéo primaria (Fig. 5) (ARRIGO; BROWN, 1996;
BRICAUD; MOREL; PRIEUR, 1981; CARDER et al., 1991; KIRK, 1994). Além disso, a
CDOM regula a permuta de cation-anion no ambiente, tamponando o pH (COBLE et al.,
2014), aléem de formar complexos benéficos ao fitoplancton, durante a presenca de alta
concentragdo de metais toxicos (MIDORIKAWA; TANOUE, 1998).
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Figura 5 - Dinamica entre a luz UV, CDOM e produtividade priméaria em ecossistemas aquaticos.

2. Matéria organica dissolvida fluorescente

A fracdo da DOM que emite fluorescéncia (emissdo de energia ndo-incandescente uma
molécula e seu retorno ao estado estavel, apds absorcédo e excitacdo (Fig. 6)), fornece
informacgOes sobre trés tipos de carbono: aqueles associados a materiais de origem
terrestre, ou de origem microbiana (ambos podem gerar matérias humicas), ou
aminoacidos (livres ou combinados) fluorescentes, que geram a fluorescéncia azul e
ultravioleta (UV), respectivamente (e.g. felilanina, tirosina, tripfotano, fendis, indais,
fenilpropano, lignina, alcaléides) (COBLE, 1996). O efeito da fluorescéncia é gerado pela
associacao dos fluoféros ao sistema conjugado central, sendo que a posi¢do, estrutura,
potencial de substituicdo e conjugacao desses fluoréforos permitem aumento na excitacao
e emissao de comprimento de onda dos mesmos, consequentemente provocando um

aumento na intensidade da fluorescéncia da molécula (COBLE et al., 2014).
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Figura 6 - Modelo de representacéo de processo de fluorescéncia. (a) Emisséo da fluorescéncia ap6s o decaimento néo radiativo apés
a molécula atingir o estado excitado (S1), retornando ao estado estavel (S0). (b) Intensidade méaxima dos comprimentos de onda

fluorescéncia durante os processos de excitacao e emissdo. FONTE: https://svi.nl/Fluorescence.

A presenca de fluoréforos permitiu o desenvolvimento de andlises das propriedades
Opticas relacionada a sua estrutura e peso molecular (HELMS et al., 2008). A abordagem
geralmente utilizada é a sincronizacdo de matrizes de excitacdo e emissdo: a fusao de
leituras do espectro de emissdo em funcdo do espectro de emissdo em um intervalo de
variados comprimentos de onda e vice-versa, ou EEMs (COBLE, 1996; COBLE et al.,
1990; STEDMON; MARKAGER; BRO, 2003) que pode fornecer dados quantitativos e
gualitativos de porcbes quimicamente distintas dos fluor6foros em um determinado
composto, e correlaciona-los a DOM de origem (CORY; BOYER; MCKNIGHT, 2011). O
procedimento possui vantagens sobre o0s métodos tradicionais (e.g. andlise de
caracterizacao isotopica) com um menor custo relativo, além de exigir um menor volume
de amostras e uma menor manipulacdo de procedimentos, evitando a contaminagao
bioldgica ou a variabilidade quimica dos compostos em curto prazo, e consequentemente
a alteracao dos resultados (BAKER; SPENCER, 2004; COBLE et al., 2014).

A FDOM, apesar de compor 1% do total da DOM (Fig. 7) (CORY; BOYER; MCKNIGHT,
2011), predomina em sua composigdo os acidos humicos ou “Gelbstoff’ (KALLE, 1949;
KIRK, 1976), geralmente um conjunto de moléculas de alto peso molecular, composta por
acidos fulvicos, divididos em &cidos hidrofilicos e hidrofébicos (CORY et al., 2007),
resultantes da degradacédo microbiana de restos de plantas e animais que incluem um

sub-porcdo substancial de &cidos graxos e substancias alifaticas (SCHNITZER E
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NEYROUD, 1975), geralmente em um tom de coloracdo que varia de amarelo para preto,
gue contribui para 50% do DOC (AITKENHEAD-PETERSON; MCDOWELL; NEFF, 2003).

1% 20%* 70%*

[0 CODOM B FDOM [ Incolor

Figura 7 - Escala estimada da contribui¢éo relativa de cada parcela da MOD em relagéo ao pool total. *CDOM: 20% em oceano aberto
e 70% em areas costeiras (COBLE, 2007; CORY et al., 2011).

A caracterizacdo isolada das moléculas de FDOM ainda é um desafio, pois suas
moléculas possuem comportamento espectroscépico semelhante: a mesma intensidade
de emissdao e excitacdo em determinado comprimento de onda (COBLE et al., 2014).

Em reacdo aos comportamentos espectroscépico semelhantes, houve uma
padronizacdo entre os grupos de fluoréforos correlacionados com a funcdo organica ou
pico maximo de intensidade fluorescente, utilizados dessa forma para interpretacao
manual, denominada selecdo de pico (COBLE, 2007; STEDMON; MARKAGER; BRO,
2003). Tem-se do tipo derivados da tirosina (regido de pico B (Ex/Em — 275/305), do tipo
derivado de triptofano (regido de pico T ExX/Em — 275/340), do tipo derivado de
substancias humicas (picos A e C, com ex/lem 260/400-460 e 320-360/42
respectivamente), do tipo derivados de acidos fulvicos (picos D e E 390/509 e 455/521,
respectivamente) e do tipo derivado de planctons (pico N, 280/370) (Tab. 1, Fig. 8).
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Tabela 1. Picos de intensidades referenciados e localizag&o das regides dos componentes das matrizes de excitagdo-emisséo (EEMs)

obtidas de substancias humicas aquaticas e matéria organica dissolvida (DOM) (COBLE et al., 2014).

Pico de intensidade

Excitagdo maxima (nm)

Emissdo méaxima (nm)

Descricdo da
fluorescéncia

Tipo derivado de tirosina,

B 275 305 tipo derivado de proteina
Tipo derivado de
T 275 340 triptofano, tipo derivado
de proteina
A 260 400-460 Tipo derivado de
substancias humicas
Tipo derivado de
M 290-310 370-410 substancias humicas
marinhas
C 320-360 420-460 Tipo derivado de
substancias humicas
D 390 509 Tipo derl\{ac_io de acido-
falvicos
E 455 521 Tipo denyado de &cido-
falvicos
N 280 370 Tipo derivado de plancton
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Figura 8 - Amostra de espectro de excitacdo-emissdo, com marcadores de picos intensidades correlacionadas a componentes

organicos dissolvidos (ver Tab. 1). FONTE: COBLE et al., 2014, pg. 179.

A alta quantidade de dados multidimensionais presente nas matrizes de excitagdo e
emissao (EEMs), resulta muitas vezes em conclusdes erroneamente interpretadas. Como
alternativa, foi proposto o uso de modelagem estatistica de fatores paralelos (PARAFAC)
(STEDMON; MARKAGER; BRO, 2003).

A analise do PARAFAC de um conjunto de dados EEM (Fig. 9) resulta em uma reducao
de dados tridimensionais complexos em varios espectros bidimensionais, cuja base
estrutural é dada pelas matrizes de pesos A (n° das amostras), B (emissdo) e C
(excitacdo), que contém os elementos aif, bjf e ckf, respectivamente, relativos as trés
dimensdes dos dados, relacionados aos componentes matematicamente e quimicamente
independentes (um Unico fluoréforo ou grupo de fluoroforos fortemente co-variaveis,
multiplicados por seus espectros de excitacdo e emissdo), descrevendo o EEM total
(STEDMON; BRO, 2008), e possibilitando a identificacdo de padrbes no conjunto de
dados que, caso contrario, ndo seria obtido por inspecdo visual através da selecédo de
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pico maximo de fluorescéncia. PARAFAC pode ser considerado uma generalizacdo da
PCA para dados multidimensionais, porém com menos graus de liberdade (usa-se o
termo “hard modelling”), pois esta sujeito a leis fisico-quimicas rigidas (ZHOU; GUO;
OSBURN, 2015).

Analise de fatores paralelos [
(PARAFAC)

Emissao

Figura 9 - Representagado de um modelamento de analise de fatores paralelos (PARAFAC). Ex — excitagdo, Em — emissao.

O PARAFAC permite, através de “assinaturas” das EEMs, registrar a dindmica espaco-
temporal na qualidade desses compostos, provocadas pelos efeitos da biodegradacéo ou
fotodegradacdo. A biodegradacdo pode ocorrer tanto na fase fética quanto zona afética,
provocando a perda rapida de material labil, alifatico e de baixo peso molecular (LMW),
incluindo, carboidratos, grupos de aminoacidos livres, proteinas e acidos organicos
(MOPPER; SCHULTZ, 1993; MORAN; ZEPP, 1997; WETZEL; HATCHER; BIANCHI,
1995), e pode também produzir substéncias aromaticas, de alto peso molecular (HMW),
como &cidos fulvicos e humicos, através da alteragcdo de compostos existentes e/ou
producdo de novos compostos por heterétrofos (REPETA et al., 2002; STEPANAUSKAS
et al., 2005). A fotodegradacédo pode alterar a DOM de moléculas maiores (e.g. grupos de
substancias humicas) para fotoprodutos menores e labeis, que sdo, em seguida,
removidos do pool DOM por volatilizacdo de gases de carbono ou por rapido consumo
microbiano (MOPPER; SCHULTZ, 1993; MORAN; ZEPP, 1997) ou pode transformar labil
compostos para material refratario de alto peso molecular (BENNER; BIDDANDA, 1998;
OBERNOSTERER; BENNER, 2004). A eficiéncia do PARAFAC em resposta a essas
mudancas na bacia hidrogréafica estdo representadas no banco de dados OpenFluor
(www.https: //openfluor.lablicate.com), com mais de 5631 entradas de iniUmeros sistemas
aquaticos (Fig. 10), representados desde rios, lagos, oceanos, manguezais, agua de

descarte etc.
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Figura 10 - Dados sobre compostos orgéanicos fluorescentes presentes no ambiente, coletados na biblioteca online OpenFluor
(www.https: //openfluor.lablicate.com). Outros * - dados de estudos onde a fonte da amostra ndo foi fornecida (matéria organica

dissolvida em 6leos, sedimentos, solos e algas).

Uma abordagem do estudo das propriedades fisico-quimicas da FDOM é a anélise dos
seus indices espectrais Opticos (Tab. 2). O indice de humificacdo (HIX) caracteriza o nivel
de conteddo humico presente na DOM (ZSOLNAY et al., 1999) e também possibilita
diferenciar fontes de DOM (&cidos fulvicos e biomassa microbiana) (CHEN et al., 2011;
FLECK et al., 2014; OHNO, 2002). O indice de fluorescéncia (FI) caracteriza a presenca
de compostos aromaticos e fluorescentes na DOM (CORY; MCKNIGHT, 2005), permitindo
a discriminacéo entre DOM de origem microbiana ou terrestre. O indice de frescor (Fr)
indica a producdo de DOM produzida recentemente (PARLANTI et al., 2000; WILSON;
XENOPOULOS, 2009). A razédo de declive espectral (Sr) se correlaciona negativamente
com o0 peso molecular e geralmente aumenta na irradiagdo, indicando maior
aromaticidade (HELMS et al., 2008). As razdes entre os picos A: T e C: A (por exemplo, A:
Tre C: Ar) descrevem a quantidade relativa de DOM do tipo derivado de himico e DOM
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de origem fresca, quantidade relativa de DOM do tipo humico terrestre origem e DOM

semelhante a 4cidos fulvicos, respectivamente (BAKER et al., 2008; CORY et al., 2010;

HANSEN et al., 2016).

Tabela 2 - Descricédo das propriedades épticas de absorcao e fluorescéncia.

Propriedades 6pticas

Célculo

Descricdo

Referéncia

indice de frescor (Fr)

A proporcdo da intensidade de emissdo 380
nm dividida pela intensidade maxima de
emisséo entre 420-435 nm, em excitagdo 310

nm

Indica a produgdo de DOM

recentemente produzido

PARLANTI et al. (2000);
WILSON;
XENOPOULOS (2009)

indice de fluorescéncia

(F1)

A razdo dos comprimentos de onda em 470

nm e 520 nm, obtido na excitagdo 370 nm

Permite a discriminagdo
DOM de

microbiana ou terrestre

entre origem

MCKNIGHT et al.
(2001); CORY et al.
(2010)

indice de humificagéo

A area sob o espectro de em 435-480 nm
dividido pela area de pico 300-345 nm + 435-

Um indicador do contelido
de substancia  hamica.

Valores superiores indicam

OHNO (2002)

HIX

HEX) 480 nm de em, e ex 254 nm um grau crescente de
humificagéo
Uma indicagao da

Raz&o entre os picos
AT (AT

A proporgéo entre a intensidade do pico A (ex
260/ em 450) e pico T (ex 275 / em 304)

guantidade de tipo hdmico
(recalcitrante) e
fluorescéncia de tipo fresco

(I&bil) em uma amostra

HANSEN et al..(2016)

Raz&o entre os picos
C:A(C:AY)

A razdo entre as intensidades do pico C (ex
340/ em 440) e pico A (ex 260 / em 450)

Uma indicacao da
guantidade de tipo hdmico

e fluorescente tipo fllvica

HANSEN et al.(2016)

Razdo do declive

espectral (Sr)

Declive espectral S275-295 dividida por
declive espectral S350-400

Inverso ao peso molecular,

indica o aspecto aromatico

HELMS et al. (2008)

3. DOM de origem fitoplanctdnica

A DOM originada por fitoplancton, principais produtores primarios em ambientes
aquaticos, a matéria organica algogénica (AOM) em ambientes aquaticos, regula a
guantidade e composi¢cdo do pool de DOM Ilabil biodisponivel, e o fluxo de carbono
através de cadeias alimentares (SEYMOUR; AMIN; RAINA; STOCKER, 2017). A
biodisponibilidade da fracdo labil da DOM favorece, dependendo da concentragéo,
determinados grupos de procariotos como Roseobacter e Flavobacteria (SARMENTO;
MORANA; GASOL, 2016), moldando a comunidade procariota, que sustenta zooplancton,
gue entdo sustentam peixes, dessa maneira sustentando as cadeias alimentares, e 0

fluxo de carbono ascendente, promovido pela respiracéo desses organismos presentes. O
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fluxo de carbono descendente é regulado pelo acumulo de biomassa de fitoplancton
senescentes n&o nutridos pela ficosfera, ou aqueles que sofrem lise celular.

A alta concentracdo de AOM no ambiente também pode impactar na eficiéncia de
filtracdo em sistemas de tratamento de agua, devido a alta coagulacéo e incrustacédo de
compostos nitrogenados da membrana, além de diminuir a eficacia de produtos
desinfectantes (DBPs) clorados (FANG; YANG; MA; SHANG et al.,, 2010). AOM
geralmente é caracterizada pela predominancia de polissacarideos, proteinas, lipideos,
acidos nucléicos (HENDERSON et al., 2008) e toxinas cianobacterianas (HARADA,
2004), conferindo um carater altamente hidrofilico (PIVOKONSKY; KLOUCEK;
PIVOKONSKA, 2006), diferindo da contribuicdo predominante da matéria organica natural
(NOM), que consiste de substancias humicas (HENDERSON et al., 2008; MYKLESTAD,
1995). Além disso, a composicao da AOM depende fortemente da espécie, da sua fase de
crescimento, da idade da cultura e das condi¢des da cultura (HENDERSON et al., 2008;
PIVOKONSKY; KLOUCEK; PIVOKONSKA, 2006).

AOM pode ser fracionada em matéria organica extracelular por produtos metabolizados
(EOM) ), e matéria organica intracelular (IOM), originada de autélise de algas mortas, e
compondo 80% do total de AOM (HENDERSON et al., 2008; LI et al., 2012). EOM é
amplamente hidrofilica, consistido aproximadamente 33% de proteina e 28% de
carboidrato (HENDERSON et al., 2008), enquanto IOM é composta por 82% proteina e
14,5% de carboidratos (HONG et al., 2008), sugerindo uma diferenca na composicao
molecular. A propor¢cdo de IOM aumenta com o aumento da idade das algas e fornece
uma contribuicdo significativa para a mistura heterogénea de compostos que se formam
dissolvidos matéria organica (DOM) em sistemas de algas.

Apesar dos avancos na compreensdo sobre a DOM produzida por fitoplancton, a
variedade da EOM com grande diversidade taxondmica e originada em ambientes de
agua doce foi pobremente estudada (HENDERSON et al., 2008; LI et al., 2012;
PIVOKONSKY et al., 2014).
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Influéncia do meio de cultivo na interpretacdo da matéria organica
dissolvida fluorescente
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Resumo

A matéria organica dissolvida (DOM) é uma mistura heterogénea de compostos com
diferentes pesos moleculares e reatividade, responsavel pela manutencdo dos
organismos e ciclos biogeoquimicos em ecossistemas aquaticos. Diversas técnicas sao
utilizadas no estudo da matéria organica, mas a caracterizacdo das propriedades oOpticas
da DOM é vantajosa, pelo baixo custo e rapidez de analise, além de dispor de um robusto
banco de dados (OpenFluor) como suporte. No entanto, estudos experimentais que
permitem a interpretacdo de dados ambientais, como por exemplo dados de cultivos
axénicos de fitoplancton, sao ainda pouco explorados. Para cultivar esses microrganismos
em condicbes axénicas € utilizado meio de cultivo “Wright's Cryptophyte” (WC),
adicionado com peptona e glicose (P+G), entretanto ndo se sabe se 0os compostos que
compdem essas duas solu¢cdes emitem fluorescéncia que possam comprometer a analise
de FDOM em cultivos. O objetivo do estudo foi verificar a presenca de FDOM em
solucbes de WC e P+G, isoladamente, em condicGes axénicas, e caracterizar as
propriedades 6pticas da FDOM dos meios de cultivos, para assim viabilizar os estudos de
FDOM produzida por fitoplancton em cultivos axénicos nessas solugfes. A hipdtese do
estudo € que o meio de cultivo WC e a solugdo de P+G nao produzem fluorescéncia
isoladamente, e que ambos sao viaveis para estudos de FDOM produzidas por cultivos de
fitoplancton axénicos.

Palavras-chave: Fluorescéncia, Analise de Fatores Paralelos (PARAFAC), Microalga,
Cianobactéria, Peptona e glicose (P+G), Wright Cryptophyte (WC).
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Abstract

Dissolved organic matter (DOM) is a heterogeneous mixture of compounds with
different molecular weights and reactivity, responsible for the maintenance of organisms
and biogeochemical cycles in aquatic ecosystems. Several techniques are used in the
study of organic matter, but the characterization of DOM optical properties is
advantageous, due to its low cost and speed of analysis, in addition to having a robust
database (OpenFluor) as support. However, experimental studies that allow the
interpretation of environmental data, such as data from axenic phytoplankton cultures, are
still unexplored. To cultivate these microorganisms under axenic conditions, “Wright's
Cryptophyte” (WC) culture medium is used, added with peptone and glucose (P + G),
however it is not known whether the compounds that make up these culture medium emit
fluorescence that could compromise the analysis of FDOM in cultures. The aim of the
study was to verify the presence of FDOM in WC and P+G solutions, separately, under
axenic conditions, and to characterize the optical properties of FDOM in culture media, in
order to enable studies of FDOM produced by phytoplankton in axenic cultures in these
solutions. The study hypothesis is that the WC culture medium and the P+G solution do
not produce fluorescence isolated, and that both are viable for studies of FDOM produced
by axenic phytoplankton cultures.

Keywords: Fluorescence, Parallel Factor Analysis (PARAFAC), Microalgae,
Cyanobacteria, Peptone and glucose (P+G), Wright Cryptophyte (WC).
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1. Introducéo

A matéria organica dissolvida (DOM) €& uma mistura heterogénea de compostos
aromaticos e alifaticos, com diferentes pesos moleculares e reatividade, a qual sua fracao
labil, produzida majoritariamente por fitoplancton, promove a manutencdo das cadeias
troficas e dos ciclos biogeoquimicos associados ao sistema aquatico (DUURSMA, 1961;
HE et al., 2016; JIAO et al., 2010; LANDOLFI et al., 2013; SEYMOUR et al., 2017). E
ubigua em todos sistemas ecoldgicos, variando desde sistemas de agua doce e salgada
em regides polares (MCKNIGHT; AIKEN; SMITH, 1991; NAIMAN; LINK, 1997).

Inimeros métodos para andlise da DOM ja foram desenvolvidos: extracdo alcalina e
acida (hidrélise) (SWIFT, 1985); Resina XAD-8 em pH 2 (LEENHEER, 1981), permeacéao
de gel, cromatografia, ultrafiltracdo e centrifugacédo (AIKEN, 1984; BUFFLE; DELADOEY;
HAERDI, 1978); cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) para identificar e
guantificar acidos organicos de baixo peso molecular individuais (FOX, 2006; FOX;
COMERFORD, 1990), e o uso de propriedades Opticas, especificamente absorbancia e
fluorescéncia, para caracterizacédo da fracdo fluorescente da DOM (FDOM) (BAKER et al.,
2008; COBLE, 1996; COBLE et al., 1990, 2014).

A caracterizagdo da FDOM, através da técnica de espectrofluorescéncia,
especificamente das analises de “coleta de picos fluorescentes” maximos de excitacdo e
emissao (COBLE et al., 1990), e da andlise de fatores paralelos (PARAFAC) das matrizes
de excitacdo e emissdo (MURPHY et al.,, 2013; STEDMON; BRO, 2008), permite
discriminar a origem dessa mistura complexa que varia espaco-temporalmente por
influéncia dos processos de biodegradacdo e fotodegradacdo (HANSEN et al., 2016).
Essa técnica ja possui uma grande tendéncia em estudos de agua doce (AMARAL et al.,
2016; DE MELO et al., 2020), é menos expensiva e exaustiva que os processos fisico-
guimicos (COBLE et al., 2014), e possui como suporte um robusto banco de dados
OpenFluor, com 5631 entradas de diferentes ecossistemas (agua marinha, rios, lagos,

manguezais e outros, veja https://openfluor.lablicate.com/of/measurement/statistics).

Entretanto dados com amostras experimentais sdo escassos e foram pouco explorados
(CASTILLO et al., 2010, 2010; HENDERSON et al., 2008; LI et al., 2012; PIVOKONSKY
et al., 2014).

O conhecimento da FDOM produzida por cultivos axénicos de fitoplancton de agua

doce é raso e pouco abundante, e pode permitir a interpretacdo desses dados em
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ambientes naturais (CORY et al., 2010; CORY; MCKNIGHT, 2005). Além disso, a DOM
varia de acordo com a fase de crescimento do fitoplancton, alterando-se a predominéancia
da producdo de proteinas para carboidratos e lipideos durante a transicdo da fase
exponencial para estacionaria e senescente (MYKLESTAD, 2000). Como a FDOM
representa 1% da DOM (CORY; BOYER; MCKNIGHT, 2011), sua composi¢cao também
esta relacionada a idade do cultivo.

O cultivo axénico de fitoplancton exige reagentes que assegurem 0 crescimento
populacional, e evitem a contaminacao provocada por bactérias. Uma das alternativas € o
meio de cultivo WC, que compde uma mistura de todos os nutrientes para crescimento
(GUILLARD; LORENZEN, 1972), e adicdo de peptona e glicose (P+G), que garante o
estado axénico (ANDERSEN, 2005; BAGATINI et al., 2014). Entretanto, a probabilidade
de fluorescéncia provocada por essa mistura ainda ndo € conhecida.

O objetivo do estudo foi verificar a presenca de FDOM nos reagentes WC e P+G,
isoladamente, em condi¢cbes axénicas, e entdo caracterizar as propriedades Opticas da
FDOM. Foi hipotetizado que os reagentes WC e P+G nado produzem fluorescéncia
isoladamente, e qgue ambos séo viaveis para estudos de FDOM produzidos por cultivos de
fitoplancton axénicos.

2. Material e Métodos
2.1. Local de experimento e design de estudo

Cultivos axénicos de 67 espécies de fitoplancton axénicas foram selecionados
aleatoriamente e fornecidos da Colec&o de Cultivos de Microalgas de Agua Doce (CCMA-
UFSCAR) pela curadora do banco profa. Inessa Lacativa Bagatinni, e pelo Ms. Rodrigo
Ventura de Mello. A quantidade de réplicas por grupo filogenético ndo foi equivalente
(Material Suplementar, Tabela 1). Esse passo foi realizado entre janeiro de 2019 e janeiro
de 2020 (Material Suplementar, tab. 1).

Foi adicionado meio de cultivo “Wright's Cryptophyte” (WC) pH 7 (GUILLARD;
LORENZEN, 1972) em 125 amostras, e em 37 foi adicionado apenas 250 mg L ! de
solugéo de peptona e glicose (P+G). Uma solugéo mista de WC e P+G foi adicionada nas
22 amostras restantes, enquanto em oito cultivos o reagente nao foi identificado. Todas as
amostras foram inoculadas em tubos de teste com tampa de rosca e incubadas a 23 + 2
°C e 50-150 pmol de fétons m2 st com presenca/auséncia alternada de 12h de luz. Além
disso, foram selecionados frascos individuais e isolados de meio de cultivo “Wright's
Cryptophyte” (WC) pH 7, reagente peptona e glicose (P+G), e cada um dos reagentes de
WC: silicato de sodio (NazSiOs); bicarbonato de sédio (NaHCO3); cloreto de calcio (CaCly;
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nitrato de sodio (NaNOs3); sulfato de magnésio (MgSOa); fosfato dipotassico (KzHPOa);
vitaminas, e micronutrientes (GUILLARD; LORENZEN, 1972). 15 uL de cada reagente
isolado foi inoculado em tubos de teste com tampa de rosca com 15 mL de agua miliQ,
previamente descontaminados com lavagem exaustiva de miliQ. A informacao taxonémica
mais baixa possivel das culturas foi disponibilizada pelo Laboratorio de Ficologia —
UFSCAR/S&o Carlos. A identificacdo a nivel de espécie ndo foi possivel em algumas
culturas.
2.2. Amostragem e Matéria Organica Dissolvida

A DOM produzida e exsudada pelas diferentes cepas de fitoplancton foi coletada
centrifugando as culturas e mantendo o sobrenadante, transferido para frascos ambar de
50 ml e filtrado através de uma seringa BD® de 10 ml, com porta-filtro de fibra de vidro GF
| F (~ 0,7 um) Macherey-Negel®. Os frascos foram armazenados em geladeira a 4° C por
até 3 dias. Frascos, filtros e seringas foram submetidos a processos de descontaminacgao
de matéria organica, sendo os dois primeiros previamente abafados a 450°C por 4h, e o
altimo previamente imerso em HCl a 10%, e posteriormente lavado exaustivamente com
agua MiliQ.
2.3. Espectroscopia de fluorescéncia

Cinco ml de amostra foi inserida diretamente em uma cuveta de quartzo de 6 ml, com 1
cm de largura, previamente descontaminada (previamente imerso em HCI 10% e depois
imerso em agua miliQ por pelo menos 1h). A DOM presente nos meios de cultivos e seus
reagentes foi coletada. Agua miliQ fresca, P+G, WC e todos 0s seus reagentes
individualizados foram submetidos aos mesmos procedimentos.

Para a leitura das matrizes de excitacdo e emissao (EEM), foram definidas faixas de
comprimentos de onda (A) de excitagao (Ex) de 240-450 nanémetros (nm) em intervalos
de 5 nm, e ondas de emissédo (Em) entre 360 e 560 nm, em intervalos de 2 nm e tempo
de varredura de 0,25 s / A (NIETO-CID; ALVAREZ-SALGADO; PEREZ, 2006). A (i)
gualidade da lampada do equipamento e (ii)) a auséncia de residuos organicos foram
verificados com: (i) o pico de luz Raman entre 396-396 nm (A Ex / Em = 365/465 nm, em
intervalos de 1 nm, e tempo de varredura de 0,5 s / A), e (ii) unidade de absorbancia (a.u)
<1,4, em A Ex / Em = 270-430 nm, entre intervalos de 1 nm, com tempo de varredura de
0,1 s / A), respectivamente. A corregao de filtro interno (IFE) foi realizada subtraindo os
picos de fluorescéncia da dispersdo Raman (LARSSON; WEDBORG; TURNER, 2007).
Todos esses procedimentos foram realizados em um espectrofluordbmetro FS5 Edinburgh

em uma sala escura, a uma temperatura constante de 20°C.
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2.4. Andlise e processamento de dados
2.4.1. Montagem das EEM e picos maximos fluorescente de EX/Em

As EEM da miliQ, do meio de cultivo WC, da solucdo P+G, e cada um dos reagentes de
WC individualizados, foram plotados através do software SigmaPlot® (SYSTAT
SOFTWARE INC., 2013). Os valores maximos de excitacdo e emissao das EEMs foram
verificados.
2.4.2. Anédlise de fatores paralelos (PARAFAC)

Andlise de Fator Paralela (PARAFAC) foi utilizada para reduzir a EEM, em
componentes fluorescentes independentes, através do pacote DOMFluor no programa
MATLAB (Mathworks) (Stedmon e Bro, 2008). Para esta modelagem, os componentes Ex
/ Em foram delimitados entre A Ex / Em 250-500 / 300-600 nm, e o espalhamento Raman
foi excluido das EEMs.

O banco de dados Openfluor (www.https: //openfluor.lablicate.com) foi utilizado para
importar os componentes modelados e relacionar com componentes previamente
modelados e registrados nesse banco.

2.4.3. Anédlises estatisticas

Testes t ndo pareados e pareados foram usados para verificar a variagao significativa
entre diferentes grupos de cultivos, adicionados com solu¢cdo P+G e meio de cultivo WC,
respectivamente, e entre réplicas de diferentes reagentes e mesmo reagente. A
normalidade dos dados foi verificada com teste de Shapiro-Wilk e os outliers removidos
usando o método do desvio estudentizado extremo (ESD) (alfa padrdo = 0.05). Todas as
andlises foram realizadas com o programa R (R CORE TEAM, 2020).
3. Resultados
3.1. EEM e picos maximos fluorescente de EX/Em

Os reagentes P+G, WC e silicato de sodio (Naz2SiO3) produziram fluorescéncia maxima
nos valores de 5e+15, 1.6e+13 e 1.04e+13, respectivamente (Fig. 1). Os valores maximos
de fluorescéncia de (i) WC, (ii) P+G e (iii) Na2SiOs foram de (i) 1.09e+13, (ii) 9.9e+13 e (iii)
1.04e+13 observado nos ExX/Em de (i) 265/304, (ii) 260/322 e (iii) 302/314.
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Figura 3 - Matrizes de excitagdo/emissdo dos reagentes do meio de cultivo WC: sultato de magnésio (MgSOa4), fosfato dipotassico

(K2HPO4), nitrato de sédio (NaNO3), vitaminas e micronutrientes.
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3.2. Caracterizacdo da FDOM

O PARAFAC selecionou um modelo de quatro componentes. A contribuicdo relativa de
cada réplica foi recalculada com a soma dos componentes dividida pelo valor total da
contribuicdo individual. No entanto, o Componente 4 (C4) foi descartado porque tinha um
pico Ex / Em maximo proximo aos valores do controle do meio de cultura WC (Ex / Em
WC = 265/304 nm, Ex / Em C3 = 275/302 nm) (Fig. 2, Tab. 2), entdo a contribuicdo
relativa de cada réplica foi recalculada com a soma dos trés componentes restantes
dividida pelo valor total da contribui¢éo individual.

Os componentes 1 (C1) e 3 (C3) foram modelados com picos Ex / Em méaximos de
245(350) /468 e 300/404 nm, respectivamente, e ambos categorizados como compostos
de origem aloctone e tipo derivado de substancias humicas de origem terrestre, mas C1
com alto peso molecular e sem processamento microbiano, e C3 como composto de
baixo peso molecular (compostos fulvicos), processados por atividade microbiana.

O componente 2 (C2) foi identificado como um pico com Ex / Em maximo 280/348 nm, e
categorizado como um composto do tipo derivado de proteinas e do aminoacido
triptofano, com atividade microbiana presente e de origem autoctone (Fig. 2, Tab. 2). Além
disso, C2 foi o composto mais abundante nos exsudados, presente em mais de 50% das

amostras, seguido por C3 e C1.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos componentes derivados do modelo PARAFAC, em comparagdo com estudos anteriores. * Todos 0s
componentes corresponderam a> 98% sem teste de similaridade de cluster (TCC), sem banco de dados OpenFluor

(https://openfluor.lablicate.com).
Excitacao Emisséo

P e Coble - x Componentes
Componente maxima maxima (1996)* Descrigao Similares*
(nm) (nm)

Componente categorizado como composto do .
- h P L HARJUNG et al., 2019
tipo derivado de substancias humicas (alto peso ' ’

1 245(350) 468 A+C x MURPHY et al., 2011,
mpl_ecular) _terr(_estres, hao pfocessadas POr  SLUTOVA et al, 2014
atividade microbiana. Origem aléctone.
Componente categorizado como composto do  CAWLEY et al., 2012a;

2 280 348 T tipo derivado de proteinas e ao aminoacido DERRIEN; SHIN; HUR,
triptofano, com presenca de atividade 2019b; LAMBERT et
microbiana recente. Origem autdctone. al., 2017
Componente categorléadp cOmo  composto do CHEN et al., 2018:

3 300 204 A+M tipo derivado de substancias himicas de origem KULKARNI et al.. 2018
terrestre, de baixo peso molecular (compostos - " ’
P L ; . WUNSCH et al., 2018
fulvicos), processados por atividade microbiana.
Componente categorizado como composto do
tipo derivado de proteinas, e ao aminoéacido CHEN et al., 2018;

4 275 302 B aromatico tirosina. Sua fluorescéncia € YAMASHITA et al.,

indicadora da presenga de fracdes labeis e 2011; YAMASHITA;
semi-labeis em ambientes aquaticos  BOYER; JAFFE, 2013
(aminodcidos hidrolisaveis). Origem autéctone.

3.3. Contribuicdo da FDOM entre diferentes grupos taxonémicos

Foi observada diferenca significativa no teste t ndo pareado na contribuicdo de C2 e C3
entre as cepas adicionadas com diferentes solucdes (P+G e WC) (C2 p=2.175e, C3 p <
2.2e1%, n PG = 35 e n WC = 119. As amostras 72,78,121,122,124 e 125 foram
consideradas residuos e foram removidas). Ndo foi observada diferenca significativa no
teste t ndo pareado na contribuicdo de C1 (p=0.8101, n PG = 35 e WC = 125).

Foi observada diferenca significativa no teste t ndo pareado na contribuicdo de C1, C2 e
C3 entre grupos distintos de réplicas adicionadas com diferentes solucdes (P+G e WC),
isoladamente (p = 9.12e%7, n = 23). O teste t pareado ndo apresentou diferenca
significativa (p = 0.712, n = 23).

N&o houve diferenca significativa nos testes pareados e ndo pareados entre as mesmas
réplicas no reagente P+G e no meio de cultivo WC (P+G teste t ndo pareado p = 0.3699,
P+G teste t pareado p = 0.1604, n = 8; WC teste t ndo pareado p= 0.3587, teste pareado
p = 0.3406, n = 33, respectivamente. Ankistrodesmus flexuosus foi considerado residuo e
foi removido).
4.Discusséo

A similaridade dos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo com maior
intensidade fluorescente entre WC e C4 (A Ex/Em 275/302 e 265/304, respectivamente),
indicam que essa fluorescéncia pode ser produzida pelo Unico dos reagentes que
apresentou a presenca de emisséo, silicato de sddio (Na2SiOs). A menor intensidade

fluorescente observada no WC em relagdo ao silicato de sodio pode ser explicada pelo
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efeito de dissolucéo (HE et al., 2016). Para produzir o meio de WC, é adicionado 1L para
cada reagente adicionado (GUILLARD; LORENZEN, 1972), resultando em 8L, volume
bem maior do que o volume de solvente testado. Além disso, observa-se que 0s picos
produzidos no meio de cultivo WC podem ser identificados e retirados, viabilizando o uso
dessa mistura para futuros experimentos para interpretacdo da FDOM produzida por
cultivos axénicos de fitoplancton de agua doce.

A maior intensidade de fluorescéncia do meio de cultivo de P+G em relagcdo aos outros
compostos analisados pode ser explicada pela peptona. Ja foi observada emissédo de
fluorescéncia por meio de cultivos isolados de peptona (GEORGIA; POE, 1932). Além
disso a absorbéncia e pico de Raman da glicose ja foi descrita como baixa (LEWIS;
JOHNSON, 1978; YOSHINAGA; ISO; ISOBE, 2017), e que sejam necessarios
biomarcadores para a sua deteccdo em técnicas relacionadas a propriedades épticas
(STEINER; DUERKOP; WOLFBEIS, 2011), sugerindo que a peptona produza a maior
intensidade fluorescente.

A diferenca significativa dos componentes C2 e C3 entre os grupos distintos de réplicas
adicionadas com diferentes reagentes (P+G e WC) pode ser causada pela diferenca de
idade dos cultivos. Espera-se que a producdo de proteinas predomine na fase de
crescimento exponencial, enquanto na fase estacionaria o contetdo proteico deve
diminuir enquanto os carboidratos e lipideos aumentam (MYKLESTAD, 2000). A
composicdo quimica das algas é frequentemente diferente para diferentes classes e
espécies e varia acentuadamente em funcdo das condicbes de crescimento e é
particularmente sensivel & limitagdo de nutrientes (MYKLESTAD, 1974).

5. Concluséo

Conclui-se que o meio de cultivo WC, a solucdo de P+G, e o reagente de WC silicato
de sédio produzem fluorescéncia, o que pode influenciar as matrizes fluorescéncia em
estudos de cultivo axénico de fitoplancton de agua doce, portanto, é necessério cautela
durante a interpretacdo de resultados. No entanto os picos produzidos no meio de cultivo

WC séo de baixa intensidade e bem localizados, os quais néo inviabiliza a analise.
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Capitulo 3 — Caracterizacdo da matéria organica dissolvida produzida por cultivos
axénicos de fitoplancton de dgua doce
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Resumo

A matéria organica dissolvida (DOM) é uma mistura heterogénea de moléculas com
diferentes pesos moleculares e reatividade que variam espaco-temporalmente entre os
ecossistemas aquaticos, e € um elemento chave dos ciclos biogeoquimicos. O
fitoplancton é o principal produtor de DOM labil, regulando a quantidade e composicéao de
pools de DOM biodisponiveis que suportam o crescimento bacteriano e o fluxo de
carbono através das teias alimentares, se destacando como uma fragéo importante, mas
pouco explorada dentro do pool de DOM. O estudo das propriedades 6pticas do DOM
fluorescente (FDOM) € um método rapido e barato que fornece informacdes sobre a
origem e reatividade do DOM. Aqui, caracterizamos o DOM produzido pelo fitoplancton
usando espectrometria de fluorescéncia e analise de fatores paralelos (PARAFAC) em
123 amostras de 45 espécies diferentes de fitoplancton de agua doce cultivadas em
culturas axénicas. Nossa hipotese é que espécies relacionadas produziriam compostos
semelhantes, e isso poderia ser detectado por assinaturas FDOM. Conseguimos
identificar trés componentes de fluoréforos que foram validados de forma cruzada usando
0 banco de dados OpenFluor. O componente predominante foi caracterizado como
autoctone de origem proteica, e os outros dois componentes foram identificados como
terrestre ndo processado (origem aléctone) e processado por atividade microbiana,
respectivamente. Os indices de frescor e humificacdo variaram de acordo com o estagio
de crescimento da cultura, indicando que a degradacdo pode ocorrer na auséncia de
bactérias heterotréficas ou radiagcdo UV, mas provavelmente devido a oxidacéo. Além de
fornecer um banco de dados solido da FDOM produzida pelo fitoplancton de agua doce,
mostramos que a composi¢do da FDOM é extremamente variavel entre as espécies, em
culturas replicadas da mesma espécie e ao longo do estagio de crescimento da cultura.
Portanto, a FDOM produzida pelo fitoplancton de agua doce detectada por métodos
Opticos ndo parece relacionada a estrutura filogenética do fitoplancton.

Palavras-chave: Matéria organica dissolvida fluorescente (FDOM), andlise de fator
paralelo (PARAFAC), fitoplancton de agua doce
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Abstract

The dissolved organic matter (DOM) is a heterogeneous mixture of molecules with
different weights and reactivity that vary spatio-temporally across aquatic ecosystems, and
is a key element of biogeochemical cycles. Phytoplankton is the major producer of labile
DOM, regulating the quantity and composition of bioavailable DOM pools that support
bacterial growth and the carbon flow through food webs, standing up as an important, but
poorly explored fraction within DOM pool. The study of the optical properties of the
fluorescent DOM (FDOM) is a rapid and unexpansive method that provides information
about the DOM origin and reactivity. Here, we characterized the DOM produced by
phytoplankton using fluorescence spectrometry and parallel factor analysis (PARAFAC) in
123 samples from 45 different species of freshwater phytoplankton grown in axenic
cultures. We hypothesized that related species would produce similar compounds, and this
could be detected by FDOM signatures. We were able to identify three fluorophore
components that were cross-validated using the OpenFluor database. The predominant
component was characterized as autochthonous of protein origin, and the other two
components were identified as non-processed terrestrial (allochthonous origin) and
processed by microbial activity, respectively. The freshness and humification indexes
varied according to the culture’s growth stage, indicating that degradation can occur under
the absence of heterotrophic bacteria or UV radiation, but probably due to chemical
oxidation. Besides providing a solid database of FDOM produced by freshwater
phytoplankton, we show that the FDOM composition is extremely variable among species,
within replicated cultures of the same species, and across culture growth stage. Therefore,
the FDOM produced by freshwater phytoplankton detected by optical methods does not
seem related to phytoplankton phylogenetic structure.

Keywords: Fluorescent Dissolved Organic Matter, Parallel Factor Analysis (PARAFAC),
freshwater phytoplankton
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l.Introducéo

A matéria organica dissolvida (DOM) é uma mistura de proteinas, carboidratos, acidos
hamicos e fulvicos com diferentes pesos moleculares e reatividade, e um elemento chave
nos processos biogeoquimicos (HE et al., 2016; JERRY A. LEENHEER; CROUE, 2003).
A disponibilidade dessa mistura como principal substrato e fonte de energia para bactérias
heterotréficas molda a composicdo da comunidade bacteriana, sendo responsavel pelo
grande sumidouro do reservatério aquatico de DOM (AZAM et al., 1983; GUILLEMETTE;
MCCALLISTER; DEL GIORGIO, 2013; SARMENTO; MORANA; GASOL, 2016; TRANVIK,
1993). As bactérias ndo apenas degradam, mas também produzem DOM durante o
crescimento e morte celular (KAWASAKI; BENNER, 2006), influenciando a
disponibilidade, composicéo e ciclo bioquimico de C na biosfera (BATTIN et al., 2008;
OSTERHOLZ et al., 2016). Além disso, a troca mutualistica entre matéria organica
dissolvida labil, produzida pelo fitoplancton e de rapido consumo de origem bacteriana na
fitosfera, desempenha um papel importante na manutencdo das cadeias alimentares
aquaticas (GUILLEMETTE; MCCALLISTER; DEL GIORGIO, 2013; SARMENTO; GASOL,
2012; SEYMOUR et al., 2017).

Métodos tradicionais de estudo de DOM, como andlise de caracterizacao isotopica e
ressonancia magnética nuclear (NMR) sao caros e demorados (COBLE et al., 2014). O
estudo de propriedades Opticas, como absorbancia e fluorescéncia, por meio da "coleta
de picos" (COBLE et al., 1990), somado a analise de fatores paralelos (PARAFAC) de
matrizes de excitacdo-emisséao fluorescentes (EEM) (BRO, 1997; MURPHY et al., 2013),
tornou-se uma ferramenta poderosa para rastrear e caracterizar o DOM no espago e no
tempo de acordo com sua origem, qualificando as frac6es coloridas da matéria organica
dissolvida (CDOM). E uma técnica sensivel, ndo destrutiva e de baixo custo que requer
um menor volume de amostras e procedimentos (BAKER; SPENCER, 2004; COBLE,
1996; COBLE et al., 2014). Ha4 um aumento expressivo no uso de propriedades 6pticas
em sistemas ecoldgicos de agua doce, o que ilustra a eficiéncia desta ferramenta
(AMARAL et al., 2016; DE MELO et al., 2020).

A CDOM ¢ intrinseca nos ciclos biogeoquimicos. Por exemplo, em altas concentracoes,
CDOM filtra a taxa de luz ultravioleta sobre a regido superficial da agua, evitando altas
radiacOes e preservando o material genético do fitoplancton, mas compete pela absorcao
de luz azul na mesma regido do espectro da clorofila a, reduzindo a produgdo primaria em
ecossistemas onde a luz é limitante (ARRIGO; BROWN, 1996; BRICAUD; MOREL;
PRIEUR, 1981; CARDER et al., 1991; KIRK, 1994). Além disso, a CDOM desempenha um
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papel no equilibrio analitico cation-anion do meio ambiente, resultando em tamponamento
do pH, além de formar complexos que podem ser benéficos ao fitoplancton quando os
metais presentes no meio atingem concentracdes toxicas na especiacdo do metal,
eliminando-os via atividade de microalgas (MIDORIKAWA; TANOUE, 1998). A fracéo
fluorescente da CDOM (FDOM) fornece informacdes sobre dois grandes grupos de
substancias: aquelas derivadas de substancias humicas, ou aquelas com uma alta
concentragdo de compostos N, geralmente aminoacidos livres ou proteinas, sendo este
ultimo geralmente uma assinatura da presenca de matéria organica labil (COBLE, 1996).

Fitoplancton, o maior produtor primario na maioria dos ambientes aquaticos
(ROUSSEAUX; GREGG, 2013), disponibiliza DOM por meio da autdlise de células
mortas, exsudacao de compostos metabolizados, e sofrendo ataques virais e pastoreio (LI
et al., 2012; MYKLESTAD, 2000), além do impacto de substancias liberadas pela
proliferacdo de algas sobre as comunidades aquaticas (SEYMOUR et al., 2017).
Divergéncias entre estudos de campo e experimentais sobre a contribuicdo de
substancias exsudadas pelo fitoplancton para o CDOM foram relatadas (CARDER et al.,
1989; NELSON; SIEGEL; MICHAELS, 1998; ROCHELLE-NEWALL; FISHER, 2002;
SERITTI et al., 1994; TWARDOWSKI; DONAGHAY, 2001). Mais recentemente, foi
demonstrado que culturas axénicas do fitoplancton marinho produzem substancias
fluorescentes do tipo himico (pico M) e do tipo proteina (pico T) (CASTILLO et al., 2010).
No entanto, a contribuicdo e a complexidade dos compostos exsudados por espécies de
fitoplancton de agua doce sdo mal caracterizadas e ndo representadas no OpenFluor (a
biblioteca espectral online de autofluorescéncia por compostos organicos no ambiente).

O objetivo deste estudo foi caracterizar as propriedades épticas da FDOM produzida
por diferentes espécies de fitoplancton de agua doce, cultivadas em condi¢cdes axénicas e
fornecer as primeiras assinaturas de referéncia de DOM aut6ctone labil em ecossistemas
de agua doce. Esperancosamente, esperamos que o0 estudo contribua para a
interpretacdo dos resultados obtidos em amostras ambientais. Nossa hipotese é que
espécies de fitoplancton relacionadas produziriam compostos semelhantes e que
poderiam ser detectadas por meio de assinaturas de fluorescéncia.

2. Material e Métodos
2.1. Local de experimento e design de estudo

Culturas axénicas de 45 espécies de fitoplancton de agua doce foram selecionadas
aleatoriamente (ver Material Suplementar, Tab. 2) e fornecidos da Colec¢do de Culturas de

Microalgas de Agua Doce da UFSCar (CCMA-UFSCar) pela curadora do banco profa.
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Inessa Lacativa Bagatinni, e pelo Ms. Rodrigo Ventura de Mello. 96 cepas foram coletadas
e cultivadas a cada quatro meses e 27 em menos de trinta dias. A quantidade de réplicas
por grupo filogenético ndo foi equivalente (ver Material Suplementar, Tab. 2). Essa etapa
foi realizada entre janeiro de 2019 e janeiro de 2020.

As culturas foram inoculadas em tubos de ensaio com tampa de rosca e meio de cultura
“Wright's Cryptophyte” (WC) pH 7 (GUILLARD; LORENZEN, 1972) e incubadas a 23 + 2
°C e 50-150 pmol de fétons m2 st com fotoperiodo 12: 12h luz / escuro. Além disso, a
condicdo axénica das culturas foi verificada com observacdo de crescimento microbiano
apo6s adicdo de 250 mg L ! de peptona e glicose (P + G).

A identificacdo em nivel de espécie ndo foi possivel em algumas culturas (ver Material
Suplementar). Essas culturas foram identificadas na classificacéo filogenética mais baixa
possivel.

2.2. Amostragem e matéria organica dissolvida

A DOM produzida e exsudada pelas diferentes cepas fitoplanctbnicas foi coletada
centrifugando as culturas e mantendo o sobrenadante, transferido para frascos ambar de
50 ml e filtrado em seringa BD® de 10 ml, com porta-filtro de fibra de vidro GF / F (~0.7
pum) Macherey-Negel®. Os frascos foram armazenados em geladeira a 4° C por até 3
dias. Frascos, filtros e seringas foram submetidos a processos de descontaminacao de
matéria organica, sendo os dois primeiros previamente muflados a 450°C por 4h, e o
altimo previamente imerso em HCIl a 10%, e posteriormente lavado exaustivamente com
agua MiliQ.

2.3. Espectroscopia de fluorescéncia

Cinco ml de cultivo filtrado foi colocado em uma cubeta de quartzo de 6 ml, com
comprimento de 1 cm, previamente descontaminada (previamente imersa em HCIl a 10%
e depois imersa em agua miliQ por pelo menos 1h). Agua miliQ fresca e meio de cultivo
WC filtrado também foram submetidos aos mesmos procedimentos.

Para a leitura das matrizes de excitacdo e emissao (EEM), foram definidos intervalos
de comprimentos de onda (A) de excitacdao (Ex) de 240-450 nandmetros (nm) em
intervalos de 5 nm, e emissao (Em) entre 360 e 560 nm, em intervalos de 2 nm e tempo
de varredura de 0,25 s / A (NIETO-CID; ALVAREZ-SALGADO; PEREZ, 2006). A (i)
gualidade da lampada do equipamento e (i) a auséncia de residuos organicos foram
verificados com: (i) o pico de luz Raman entre 396-396 nm (A Ex / Em = 365/465 nm, em

intervalos de 1 nm, e tempo de varredura de 0,5 s / A), e (ii) unidade de absorbancia (au)
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<1,4, em A Ex / Em = 270-430 nm, entre intervalos de 1 nm, com tempo de varredura de
0,1 s/ \), respectivamente.

A correcao do filtro interno (IFE) foi realizada subtraindo a intensidade de fluorescéncia
da dispersdo Raman (LARSSON; WEDBORG; TURNER, 2007). Todos esses
procedimentos foram realizados em um espectrofluorébmetro FS5 Edinburgh em uma sala
escura, a uma temperatura constante de 20°C.

2.4. Analise e processamento de dados
2.4.1. Indices 6pticos e selecdo de pico

A quantidade de contetido hiimico do DOM ou indice de humificacdo (HIX) foi medido
relacionando a intensidade de pico de A Em 434-480 (em unidades Raman; RU), dividido
pela intensidade de pico de A Em 300-344 nm, a A Ex = 255 nm (ZSOLNAY et al., 1999).
Este indice € usado para diferenciar fontes de DOM (acidos fulvicos e biomassa
microbiana) (CHEN et al., 2011; FLECK et al., 2014; OHNO, 2002). O indice de
Fluorescéncia (FI) foi calculado como a raz&o da intensidade de emisséo de fluorescéncia
de 470 nm e 520 nm, obtida em um comprimento de onda Ex de 370 nm (CORY;
MCKNIGHT, 2005). Este indice permite a discriminacdo entre DOM de origem microbiana
ou terrestre. O indice de frescor (Fr) foi calculado como a raz&do da intensidade de A Em
380 nm dividido pela intensidade maxima de Em entre A Em 420-435 nm e A Ex 310 nm,
para indicar a producdo de DOM recém-produzido (PARLANTI et al., 2000; WILSON;
XENOPOULOQS, 2009).

Além disso, foram calculadas as razdes entre os picos de selecdo (por exemplo, picos
A, C e T) e a razdo do declive espectral (Sr). As razdes entre os picos A: T e C: A (por
exemplo, A: T r e C: Ar) foram usadas para descrever a quantidade relativa de DOM
derivado de humico e DOM de origem fresca, quantidade relativa de DOM de origem
hamica terrestre e DOM semelhante a acidos fulvicos, respectivamente (BAKER et al.,
2008; CORY et al., 2010; HANSEN et al., 2016), e a raz&o do declive espectral (Sr) foi
calculada como o declive 275-295 dividido pelo declive 350-400 (HELMS et al., 2008),
gue se correlaciona negativamente com o peso molecular e geralmente aumenta durante
a irradiagcdo. Os indices HIX, FI, Fr, A: Cr, C: Ar e Sr foram calculados a partir dos dados
EEM no software MATLAB.

2.4.2. Anélise de fatores paralelos (PARAFAC)
Uma Anadlise de fatores paralelos (PARAFAC) foi utilizada para reduzir o EEM, em
componentes fluorescentes independentes, através do pacote DOMFluor no programa

MATLAB (Mathworks) (Stedmon e Bro, 2008). Para esta modelagem, os componentes Ex
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/ Em foram delimitados entre A Ex / Em 250-500 / 300-600 nm, e o espalhamento Raman
foi excluido das EMMs.

O banco de dados Openfluor (www.https: //openfluor.lablicate.com) foi utilizado para
importar os componentes modelados e relacionar com componentes previamente
modelados e registrados nesse banco.

2.4.3. Andlises estatisticas

Testes t ndo pareados e pareados foram usados para comparar indices fluorescentes
(A: Tr; C: Ar; Sr; HIX; FlI e Fr) e a contribuicao relativa dos componentes entre familias,
géneros, espécies e repeticdes distintas. A normalidade dos dados foi verificada com o
teste de Shapiro-Wilk e os outliers removidos pelo método do desvio estudentizado
extremo (ESD) (alfa padrdo = 0.05). Além disso, a variagdo significativa de ambos os
testes t também foi entre as amostras categorizadas como fase exponencial (periodo de
incubacédo < 7 dias) e fase estacionaria / senescente (periodo de incubacdo> 7 dias).
Todas as analises foram realizadas usando o programa R (R CORE TEAM, 2020).
3. Resultados
3.1. indices 6pticos e selecdo de pico

Foram coletadas 123 culturas individuais, incluindo 14 familias, 30 géneros e 45
espécies (ver Material Suplementar). Observamos diferencas em todos os indices
espectrais usados no estudo em nivel de familia e género.

Um alto valor médio de A: T r (0.53) foi observado em nossas amostras em comparacao
com outros estudos sobre plantas e algas da literatura (tab. 1, fig. 1). A maioria das
familias e géneros selecionados apresentaram valores superiores aos da literatura, com
excecao dos géneros Cyclotella, Cryptomonas, Hariotina e Pediastrum. O valor médio de
C: A r foi mais préximo dos valores relatados do solo (0.6) do que amostras de plantas e
algas (0.9 — 1.1), com excec¢do de Cryptomonas e Microcystis (Tab. 1, Fig. 1). Nossos
valores de Sr se aproximaram daqueles observados em lagos e pantanos, na faixa de
0.70-2.40, exceto para Botryococcus e Desmodesmus, que tiveram valores de Sr mais
altos atingindo numeros tipicos de dguas marinhas (Tab. 1, Fig. 1).

O valor médio de FI foi semelhante ao relatado na literatura para aguas naturais (1.2 —
1.8), mas Cryptomonas, Microcystis e Ophiocytium apresentaram valores superiores que
correspondem a matéria organica biodegradada (Tab. 1, Fig. 1). A Fr média aproximou-se
da observada em estudos com algas e plantas (0.9), mas muitos representantes de
Chlorellaceae, Microcystaceae, Selenastraceae e Scenedesmaceae apresentaram

valores superiores. Em relagdo ao HIX, a média foi superior aos valores tipicos



50

observados para algas e plantas biodegradadas (0.9-1.1) e solo (1.0), com amostras dos

géneros Microcystis e Monoraphidium atingindo valores até 3 (Tab. 1, Fig. 1).

Tabela 1 - Descricao, revisdo bibliografica e dados das propriedades 6pticas de absorbancia e fluorescéncia utilizadas no estudo. * As

linhas tracejadas representam as escalas observadas na Figura 1.
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Figura 1 - Boxplots dos indices espectrais observados neste estudo, agrupados por familia (A), e agrupados por género (B). Linha
central do retdngulo = mediana; extremidade superior e inferior das linhas pos-retangulo = valores maximo e minimo observados; e

circulos = outliers. As linhas tracejadas representam os indices espectrais relatados na literatura (ver na tabela 1 para mais detalhes).

3.2. Caracterizagdo da FDOM

O PARAFAC selecionou um modelo de quatro componentes. A contribuicdo relativa de
cada réplica foi recalculada com a soma dos componentes dividida pelo valor total da
contribuicao individual. No entanto, o Componente 3 (C3) foi descartado porque tinha um
pico Ex / Em maximo préximo aos valores do controle do meio de cultura WC (Ex / Em
WC = 275/302 nm, Ex / Em C3 = 275/304 nm) (Fig. 2, Tab. 2), entdo a contribuicdo
relativa de cada réplica foi recalculada com a soma dos trés componentes restantes

dividida pelo valor total da contribuicéao individual.
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Os componentes 1 (C1) e 4 (C4) foram modelados com picos Ex / Em maximos de 350
(466/245) e 295/404 nm, respectivamente, e ambos categorizados como compostos de
origem ald6ctone e derivados de substancias humicas de origem terrestre, mas C1 com
alto peso molecular e sem processamento microbiano, e C4 com baixo peso molecular e
presenca de processamento microbiano (Fig. 2, Tab. 2). O componente 2 (C2) foi
identificado como um pico com Ex / Em maximo 280/350 nm, e categorizado como um
composto derivado de proteinas e do aminoacido triptofano, com atividade microbiana
presente e de origem autoéctone (Fig. 2, Tab. 2) Além disso, C2 foi 0 composto mais

abundante nos exsudatos, presente em mais de 30% das amostras, seguido por C4 e C1
(fig. 3).
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Figura 2 - Espectros de excitagdo-emissédo do modelo de quatro componentes (A: Componente 1 (C1), B: Componente 2 (C2), C:
Componente 4 (C4)) obtido no PARAFAC. O componente trés (C3) foi descartado por ser semelhante ao controle do meio de cultura,

com pico méaximo de Ex / Em = 275/304.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos quatro componentes derivados do modelo PARAFAC, em comparagdo com estudos anteriores. * Todos
0s componentes corresponderam a> 97% no teste de similaridade de cluster (TCC), obtido no banco de dados OpenFluor

(https://openfluor.lablicate.com).

Excitacao Emissao
. . COBLE L Componentes
Componente méxima maxima Descrigéo o
(1996) similares*
(nm) (nm)
Componente categorizado como composto .
derivado de substancias himicas (alto peso (CATALAN et al.,
1 245(350) 466 A+C P 2021; HARJUNG et
molecular) terrestres, ndo processado por al., 2019; TOMCO
atividade microbiana. Origem aléctone. etal.,, 2019)
Componente categorizado como composto
derivado d ) q inodcid (CAWLEY et al.,
) 280 350 T erivado de proteinas e do aminoéacido 2012a, 2012b:
triptofano, com presenca de atividade LAMBERT et al.,
microbiana recente. Origem autdctone 2017)
Componente derivado de proteinas e o
aminoacido aromético tirosina. E um (GAO; GUEGUEN,
indicador d de fracdes labei 2018; KIDA et al.,
3 75 304 B indicador da presenca de fragdes labeis € 5519. yAMASHITA
semildbeis em  ambientes  aquéticos etal.,, 2011)
(aminoé&cidos hidrolisaveis). Origem
autéctone.

Componente categorizado como composto

derivado d bstancias himicas de ori (BORISOVER et al,

erivado de substancias humicas de origem 2009: WUNSCH:
4 295 404 A+M terrestre, de baixo peso molecular MURPHY;

(compostos  fulvicos), processado por STEDMON, 2017)

atividade microbiana. Origem al6ctone.
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Figura 3 - Valor mediano da contribuicdo de cada componente em todas as culturas analisadas neste estudo. Linha central do

retangulo = mediana; extremidade superior e inferior das linhas pé6s-retangulo = valores maximo e minimo observados; e circulos =

residuos.

3.3. Variacdo na composicdo da matéria organica dissolvida fluorescente (FDOM)
sobre as estruturas filogenéticas

A contribuicdo relativa dos componentes modelados pelo PARAFAC variou
consideravelmente entre as repeticdes (Fig. 4). Trés grandes grupos foram observados: (i)
com predominio de C4; (ii) com predominéncia de C2; (iii) com predominancia de C1 (Fig.
4). Além disso, observamos que as culturas em fase de crescimento exponencial
frequentemente agrupadas, como Cryptomonas, Dictyosphaerium, Ankistrodesmus,
Kirchneriella, Messastrum, Selenastrum (Fig. 4).



57

A contribuicdo dos componentes modelados pelo PARAFAC variou entre familias e
géneros conforme as Figs. 5A e 5B, respectivamente. Ophiocytiaceae, Microcystaceae,
Scenedesmaceae, Selenastraceae e 0s géneros Coelastrum, Curvastrum, Microcystis,
Ophiocytium, Selenastrum apresentaram maior predominancia de C1 (figs. 5 e 6).
Chlamydomonadaceae, Chlorellaceae, Hydrodictyaceae, Oocystaceae, e 0S géneros
Chlamydomonas, Monoraphidium, Muriella, Nephrocytium, Pediastrum, Raphidocelis
apresentaram maior predominancia de C2 (Figs. 5 e 6). Botryococcaceae,
Cryptomonadaceae, Desmidiaceae, Stephanodiscaceae e 0s géneros Botryococcus,
Cryptomonas, Cyclotella, Spondylosium apresentaram maior predominancia de C4 (Figs.
5 e 6).
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Figura 4 - Contribui¢do dos componentes individuais validados pelo PARAFAC. As culturas em fase de crescimento exponencial (menor

ou igual a uma semana) foram marcadas em vermelho e as amostras estaciondrias / senescentes (com mais de uma semana) foram

marcadas em preto.
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Figura 5 - Contribuicdo dos componentes individuais (%) validados pelo PARAFAC, agrupados por familia (A), e agrupados por género
(B). Linha central do retangulo = mediana; extremidade superior e inferior das linhas pés-retangulo = valores méximo e minimo
observados; e circulos = outliers. As amostras ndo identificadas foram categorizadas com a taxonomia sobre a qual o estudo possui

informacdes (género ou familia).
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Figura 6 - Composigao dos exsudados das culturas dos componentes validados pelo PARAFAC, marcados por familia (A) e marcados

por género (B).

Observamos diferencas nos indices Fr e HIX de acordo com a idade dos cultivos,
independente da espécie (teste t na fase exponencial versus fase estacionaria /
senescente: p = 9.57712 para Fr, n = 27 ep = 1.816° para HIX, n = 27, Fig. 7A). Além
disso, comparamos diferentes fases de crescimento para a mesma espécie, quando
disponiveis, realizando um teste t pareado. O indice Fr foi maior na fase exponencial do
gue na fase estacionaria / senescente (p = 0.001076, n = 7, Fig. 7B), enquanto HIX néo

diferiu entre as fases de crescimento (p = 0.1191, n = 8, Fig. 7B).
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Figura 7 - Valores de Fr e HIX de culturas com diferentes periodos de incubacéo (A) e diferentes fases de crescimento para a mesma
espécie (B). Exponencial corresponde a culturas que tiveram menos de uma semana (n = 27), estacionarias / senescentes foram
culturas que tiveram mais de uma semana (n = 96). Linha central do retangulo = mediana; extremidade superior e inferior das linhas
pos-retangulo = valores maximo e minimo observados; e circulos = residuos. As amostras 63,74,86,87,88 e 38, 50, 65, 88,92 foram

retiradas desta analise por serem residuos (mais informagdes em Material Suplementar).
4.Discusséo

Os indices opticos Fr, Sr, A: T r, C: A r obtidos em nossas culturas axénicas estavam
geralmente dentro dos intervalos de valores relatados anteriormente para algas e aguas
doces naturais (HANSEN et al.,, 2016; HELMS et al.,, 2008; ZHANG et al., 2009),
indicando que nossos dados podem ser Uteis para interpretar matrizes de ambientes
naturais (CORY et al., 2010; MCKNIGHT et al., 2001). Obtivemos uma ampla gama de
valores de Fl em nossas culturas axénicas, indicando que pode haver diferentes graus de
fluorescéncia de acordo com a composicao das espécies e estagio de crescimento.

Os valores HIX geralmente variam entre 0.6 e 0.9 (CHEN et al., 2011; FLECK et al., 2014,
OHNO, 2002), mas o HIX neste estudo resultou em 1.2, mais do que o esperado,
indicando uma possivel degradacdo da matéria organica. Além disso, os indices HIX e Fr

variaram de acordo com a idade da cultura, fortalecendo a ideia de que a degradacao
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ocorre pela auséncia de microrganismos ou radiacdo UV, provavelmente por oxidacéo
qguimica (CHEN; CHEN, 2006), aumento de pH da solucdo provocado por hidroxilas e
carboxilas ionizadas (COBLE et al., 2014), coesao ou absor¢do gerada por baixa energia
cinética e forcas fisicas intermoleculares fracas (HE et al., 2016). Além disso, o HIX alto
pode ser explicado pela presenca de material intracelular, que se torna mais abundante
durante a fase senescente (HUANG et al., 2009). A baixa taxa de degradagao observada
por réplicas de Hariotina e Spondylosium durante a fase de crescimento ndo exponencial
pode indicar que a composicdo DOM produzida por esses representantes retarda a
degradacdo quimica e supostamente é mais resistente a biodegradacdo (MOPPER;
SCHULTZ, 1993; MORAN; ZEPP, 1997; WETZEL; HATCHER, 1997).

OpenFluor é um banco de dados sélido e robusto, com mais de 5.631 entradas de
diferentes ecossistemas (agua do mar, rios, lagos, manguezais e outros, consulte

OpenFluor https://openfluor.lablicate.com/of/measurement/statistics). Entretanto, poucos

estudos caracterizaram a FDOM produzida pelo fitoplancton (DERRIEN; SHIN; HUR,
2019a; LEE et al., 2018). As DOMs aldctones de origem terrestre e atividade microbiana,
referenciados nos componentes C1 e C4 de nossas culturas axénicas, respectivamente,
demonstram que este tipo de estudo, separando os processos de producdo e consumo,
sd0 essenciais para a compreensdao dos componentes observados na natureza
(ROMERA-CASTILLO et al, 2011). Comparando as propriedades Opticas dos
componentes obtidos em nossa andlise PARAFAC com o banco de dados OpenFluor,
encontramos picos semelhantes em estudos em regides polares. Isso pode ser explicado
pela presenca de DOM locais dominantes produzidas por fitoplancton, musgos e liquenes
em ecossistemas aquaticos nestas regides (MATSUMOTO, 1989; MCKNIGHT et al.,
1994; MCKNIGHT, AIKEN; SMITH, 1991). No oceano artico, por exemplo, a producéo
primaria no verdo é alta (BEHRENFELD et al., 2006) e grandes quantidades de biomassa
de algas crescem abaixo do gelo nessas regibes (BOETIUS et al.,, 2013; GOSSELIN et
al., 1997). Alem disso, a auséncia de plantas vasculares nessas regides torna esses
dados mais representativos com a producao de DOM de origem algal (MATSUMOTO,
1989; POINTING et al., 2015).

A producdo e degradacdo sdo processos ecologicos importantes responsaveis pela
contribuicdo relativa de certos compostos durante o crescimento da fase exponencial e
estacionaria / senescente no ciclo de vida do fitoplancton. A producéo de proteinas deve
predominar na fase de crescimento exponencial, enquanto na fase estacionaria o

conteudo de proteinas deve diminuir enquanto os carboidratos e lipideos aumentam
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(MYKLESTAD, 2000). Em nosso estudo, familias e géneros em crescimento exponencial
produziram predominantemente C1 e pico A + C, caracterizado por compostos com alta
razao C: N.

Os grupos filogenéticos que mais contribuiram para a producdo de cada um dos
componentes (Microcystaceae, Ophiocytiaceae para C1; Hydrodictyaceae, Oocystaceae
para C2 e Desmidiaceae, Botryococcaceae para C3) podem ser especializados em
exsudar um composto especifico. Por exemplo, Botryococcus é conhecido por produzir
grandes quantidades de hidrocarbonetos extracelulares, especialmente 6leos na forma de
triterpenos (METZGER; LARGEAU, 2005), e Microcystis é conhecido por produzir mais de
70 tipos diferentes de microcistinas (cianotoxinas extracelulares) com estruturas de
heptapeptideos ciclicos (CODD et al., 2005; JAHNICHEN et al., 2007; SPOOF et al.,
2003). Além disso, a maior contribuicdo de componentes observada nas familias
Scenedesmaceae e Selenastraceae e género Botryococcus, Desmodesmus, Mycrocistis,
Monoraphidium e Selenastrum pode ser explicada pelo maior nimero de cepas
representando esses grupos taxondmicos. O numero de representantes para as
estruturas filogenéticas ndo foi comparavel e isso pode ter causado uma tendéncia maior
nesses grupos.

O agrupamento de espécies em fase de crescimento exponencial implica que no inicio
do crescimento populacional do fitoplancton n&o ocorra grande variacao,
independentemente de sua estrutura filogenética. MYKLESTAD (1974) mostrou que a
composicdo quimica das algas é frequentemente diferente para diferentes classes e
espécies e varia acentuadamente em funcdo das condicbes de crescimento e é
particularmente sensivel a limitacdo de nutrientes, mas as condi¢cdes para as réplicas
neste estudo foram as mesmas. No entanto, o nUmero de cepas obtidas nesta fase no
presente estudo foi baixo.

5. Concluséo

Além de fornecer um banco de dados soélido da FDOM produzida pelo fitoplancton de
agua doce, mostramos que a composicdo da FDOM é extremamente variavel entre as
espécies e em culturas replicadas da mesma espécie, e as propriedades Opticas da DOM
derivada do fitoplancton ndo parecem relacionadas a estrutura filogenética do fitoplancton.
As assinaturas de referéncia da DOM produzida pelo fitoplancton de agua doce fornecidas

aqui ajudarao a interpretar as medi¢cdes de campo da FDOM.
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Material Suplementar

Tabela 1 - Descri¢cdes taxondmicas dos fitoplancton observados, além dos reagentes inoculados durante o periodo de incubagéo

(Capitulo 1). NA- Sem informacéo.

ID Estrutura taxondmica Género Familia Reagentes
1 Scenedesmaceae sp 1 Scene_spl Scenedesmaceae NA
2 Selenastraceae spl Sele_spl Selenastraceae NA
3 Monoraphidium contortuml1 Monoraphidium Selenastraceae NA
4 Desmodesmus spinosus1 Desmodesmus Scenedesmaceae NA
5 Monoraphidium indicum1 Monoraphidium Selenastraceae NA
6 Ankistrodesmus sp1_1 Ankistrodesmus Selenastraceae NA
7 Chlorolobion brauniil Chlorolobion Selenastraceae NA
8 Selenastrum bibraianum1 Selenastrum Selenastraceae P+G
9 Coelastrum sphaericuml Coelastrum Scenedesmaceae P+G
10 Ankistrodesmus arcuatusl Ankistrodesmus Selenastraceae P+G
11 Kirchneriella lunaris1 Kirchneriella Selenastraceae P+G
12 Picoplanton chlorophytal P_chlo Chlorophyta P+G
13 Picoplanton chlorophyta2 P_chlo Chlorophyta P+G
14 Pediastrum duplex1 Pediastrum Hydrodictyaceae P+G




15 Chlorella minutissimal Chlorella Chlorellaceae P+G
16 Scenedemus bijugusl Scenedesmus Scenedesmaceae P+G
17 Chlorella vulgaris1 Chlorella Chlorellaceae P+G
18 Ankistrodesmus densus1 Ankistrodesmus Ankistrodesmus P+G
19 Messastrum gracilel Messastrum Selenastraceae WC+PG
20 Desmodesmus communisl Desmodesmus Scenedesmaceae WC+PG
21 Raphidocelis subcapitatal Raphidocelis Selenastraceae WC+PG
22 Nephrocytium lunatum1 Nephrocytium Oocystaceae WC+PG
23 Ankistrodesmus flexuosus1 Ankistrodesmus Selenastraceae WC+PG
24 Ankistrodesmus stipitatus1 Ankistrodesmus Selenastraceae WC+PG
25 Verrucodesmus verrucosusl Verrucodesmus Scenedesmaceae WC+PG
26 Coelastrum proboscideuml1 Coelastrum Scenedesmaceae WC+PG
27 Monoraphidium komarkovael Monoraphidium Selenastraceae WC+PG
28 Tetranephris brasiliensis1 Tetranephris Scenedesmaceae WC+PG
29 Muriella decolorl Muriella Chlorellaceae WC+PG
30 Monoraphidium pseudobrauniil Monoraphidium Selenastraceae WC+PG
31 Hariotina reticulatal Hariotina Scenedesmaceae WC+PG
32 Ankistrodesmus fusiformis1 Ankistrodesmus Selenastraceae WC+PG
33 Selenastrum bibraianum?2 Selenastrum Selenastraceae WC+PG
34 Kirchneriella obesal Kirchneriella Selenastraceae WC+PG
35 Curvastrum pantanalel Curvastrum Selenastraceae WC+PG
36 Botryococcus terribilis1 Botryococcus Botryococcaceae WC+PG
37 Centritractus belenophorus1 Centritractus Centritractaceae WC+PG
38 Pediastrum duplex2 Pediastrum Hydrodictyaceae WC+PG
39 Coelastrum astroideum1 Coelastrum Scenedesmaceae WC+PG
40 Monoraphidium griffithiil Monoraphidium Monoraphidium wcC
41 Ankistrodesmus stipitatus2 Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
42 Ankistrodesmus densus?2 Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
43 Hariotina reticulata2 Hariotina Scenedesmaceae wcC
44 Picoplanton chlorophyta3 P_chlo Chlorophyta wC
45 Ankistrodesmus stipitatus3 Ankistrodesmus Selenastraceae WwC
46 Messastrum gracile2 Messastrum Selenastraceae wC
47 Selenastraceae sp2_1 sele_sp2 Selenastraceae WwC
48 Ankistrodesmus fusiformis2 Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
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49 Ankistrodesmus densus3 Ankistrodesmus Selenastraceae P+G
50 Messastrum gracile3 Messastrum Selenastraceae P+G
51 Euastrum evolutum1l Euastrum Desmidiaceae P+G
52 Hyalotheca dissiliens1 Hyalotheca Desmidiaceae P+G
53 Pleurotaenium ovatum1l Pleurotaenium Desmidiaceae P+G
54 Pleurotaenium trabeculal Pleurotaenium Desmidiaceae P+G
55 Pleurotaenium truncatuml Pleurotaenium Desmidiaceae P+G
56 Scenedemus bijugus2 Scenedesmus Scenedesmaceae P+G
57 Micrasterias spl Micrasterias Desmidiaceae P+G
58 Kirchneriella lunaris2 Kirchneriella Selenastraceae P+G
59 Synura uvellal Synura Synuraceae P+G
60 Raphidocelis subcapitata2 Raphidocelis Selenastraceae P+G
61 Chlorella vulgaris2 Chlorella Chlorellaceae P+G
62 Chlorella vulgaris3 Chlorella Chlorellaceae P+G
63 Micrasterias truncata var pusillal Micrasterias Desmidiaceae P+G
64 Chlorella vulgaris4 Chlorella Chlorellaceae P+G
65 Chlorella vulgaris5 Chlorella Chlorellaceae P+G
66 Micrasterias truncata var pusilla2 Micrasterias Desmidiaceae P+G
67 Messastrum gracile3 Messastrum Selenastraceae P+G
68 Cosmarium pseudopyramidatuml Cosmarium Desmidiaceae P+G
69 Chlamydomonas chlorasteral Chlamydomona Chlamydomonadasceae P+G
70 Nephrocytium lunatum2 Nephrocytium Oocystaceae P+G
71 Spondylosium pygmaeum1 Spondylosium Desmidiaceae P+G
72 Muriella decolor2 Muriella Chlorellaceae wcC
73 Verrucodesmus verrucodesmus?2 Verrucodesmus Scenedesmaceae wWC
74 Chlorolobion braunii2 Chlorolobion Selenastraceae wcC
75 Monoraphidium griffithii2 Monoraphidium Selenastraceae wcC
76 Desmodesmus communis2 Desmodesmus Scenedesmaceae wcC
77 Monoraphidium komarkovae?2 Monoraphidium Selenastraceae wcC
78 Ankistrodesmus flexuosus2 Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
79 Tetranephris brasiliensis2 Tetranephris Scenedesmaceae WC
80 Scenedesmus ecornisl Scenedesmus Scenedesmaceae wcC
81 Coelastrum sp2_1 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
82 Monoraphidium contortum?2 Monoraphidium Selenastraceae wcC
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83 Kirchneriella lunaris3 Kirchneriella Selenastraceae wWC
84 Coelastrum sphaericum2 Coelastrum Scenedesmaceae wC
85 Selenastraceae sp3_1 sele_sp3 Selenastraceae wcC
86 Coelastrum proboscideum?2 Coelastrum Scenedesmaceae wC
87 Desmodesmus spinosus2 Desmodesmus Scenedesmaceae wcC
88 Coelastrum stuhlmanil Coelastrum Scenedesmaceae wcC
89 Coelastrum pseudomicroporumi Coelastrum Scenedesmaceae wC
90 Selenastraceae sp4_1 sele_sp4 Selenastraceae wcC
91 Scenedesmus spinosusl Scenedesmus Scenedesmaceae wC
92 Selenastraceae sp2_2 sele_sp2 Selenastraceae wcC
93 Selenastraceae sp3_2 sele_sp3 Selenastraceae wcC
94 Coelastrum pseudomicroporum?2 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
95 Coelastrum proboscideum3 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
96 Selenastraceae sp4_2 sele_sp4 Selenastraceae wcC
97 Coelastrum verrucosumi Coelastrum Scenedesmaceae wWC
98 Closterium spl_1 Closterium Closteriaceae wcC
99 Coelastrum spl_2 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
100 Selenastraceae sp4_3 sele_sp4 Selenastraceae wC
101 Cyclotella_spl Cyclotella Stephanodiscaceae wcC
102 Cyclotella_sp2 Cyclotella Stephanodiscaceae wcC
103 Cyclotella_sp3 Cyclotella Stephanodiscaceae wC
104 Desmodesmus spinosus3 Desmodesmus Scenedesmaceae wcC
105 Desmodesmus spinosus4 Desmodesmus Scenedesmaceae wC
106 Desmodesmus spinosus5 Desmodesmus Scenedesmaceae wcC
107 Nephrocytium lunatum3 Nephrocytium Oocystaceae wC
108 Nephrocytium lunatum4 Nephrocytium Oocystaceae wC
109 Nephrocytium lunatum5 Nephrocytium Oocystaceae wcC
110 Spondylosium pygmaeum?2 Spondylosium Desmidiaceae wC
111 Spondylosium pygmaeum3 Spondylosium Desmidiaceae wcC
112 Spondylosium pygmaeum4 Chlamydomonas Chlamydomonadaceae wC
113 Chlamydomonas chlorastera2 Chlamydomonas Chlamydomonadaceae wcC
114 Chlamydomonas chlorastera3 Chlamydomonas Chlamydomonadaceae wcC
115 Chlamydomonas chlorastera4 Chlamydomonas Chlamydomonadaceae wC
116 Messastrum gracile4 Messastrum Selenastraceae wcC
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117 Messastrum gracile5 Messastrum Selenastraceae wcC
118 Messastrum gracile6 Messastrum Selenastraceae wC
119 Kirchneriella obesa2 Kirchneriella Selenastraceae wcC
120 Kirchneriella obesa3 Kirchneriella Selenastraceae wcC
121 Ophiocytium_spl Ophiocytium Ophiocytiaceae wC
122 Ophiocytium_sp2 Ophiocytium Ophiocytiaceae wcC
123 Muriella decolor3 Muriella Chlorellaceae wcC
124 Muriella decolor4 Muriella Chlorellaceae wcC
125 Botryococcus brauniil Botryococcus Botryococcaceae wC
126 Botryococcus braunii2 Botryococcus Botryococcaceae wcC
127 Pediastrum duplex3 Pediastrum Hydrodictyaceae wcC
128 Pediastrum duplex4 Pediastrum Hydrodictyaceae wcC
129 Monoraphidium griffithii3 Monoraphidium Selenastraceae wcC
130 Coelastrum astroideum?2 Coelastrum Scenedesmaceae wWC
131 Monoraphidium indicum?2 Monoraphidium Selenastraceae wcC
132 Coelastrum proboscideum3 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
133 Ophiocytium sp1_3 Ophiocytium Ophiocytiaceae wcC
134 Chlorolobion braunii3 Chlorolobion Selenastraceae wcC
135 Botryococcus terribilis2 Botryococcus Botryococcaceae wcC
136 Botryococcus braunii3 Botryococcus Botryococcaceae wC
137 Scenedesmaceae spl_2 scene_spl Scenedesmaceae wC
138 Curvastrum pantanale2 Curvastrum Selenastraceae wC
139 Monoraphidium komarkovae3 Monoraphidium Selenastraceae wcC
140 Centritractus belenophorus2 Centritractus Centritractaceae wcC
141 Ankistrodesmus fusiformis3 Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
142 Coelastrum proboscideum4 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
143 Monoraphidium pseudobraunii2 Monoraphidium Selenastraceae wC
144 Coelastrum verrucosum?2 Coelastrum Scenedesmaceae wWC
145 Tetranephris brasiliensis3 Tetranephris Scenedesmaceae wC
146 Closterium sp1_2 Closterium Closteriaceae wC
147 Selenastraceae sp3_3 sele_sp3 Selenastraceae wcC
148 Verrucodesmus Verrucodesmus2 Verrucodesmus Scenedesmaceae wcC
149 Coelastrum pseudomicroporum3 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
150 Ankistrodesmus stipitatus4 Ankistrodesmus Selenastraceae wC
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151 Selenastraceae sp4_4 sele_sp4 Selenastraceae wcC
152 Coelastrum sp Coelastrum Scenedesmaceae wC
153 Coelastrum proboscideum5 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
154 Kirchneriella lunaris4 Kirchneriella Selenastraceae wcC
155 Scenedesmus ecornis2 Scenedesmus Scenedesmaceae wC
156 Ankistrodesmus flexuosus3 Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
157 Desmodesmus communis3 Desmodesmus Scenedesmaceae wcC
158 Raphidocelis subcapitata3 Raphidocelis Selenastraceae wcC
159 Coelastrum sphaericum2 Coelastrum Scenedesmaceae wcC
160 Scenedesmus spinosus?2 Scenedesmus Scenedesmaceae wcC
161 Selenastrum bibraianum3 Selenastrum Selenastraceae wcC
162 Ankistrodesmus arcuatus2 Ankistrodesmus Selenastraceae wWC
163 Selenastrum bibraianum4 Selenastrum Selenastraceae wcC
164 Selenastrum bibraianum5 Selenastrum Selenastraceae wWC
165 Selenastrum bibraianumé Selenastrum Selenastraceae wcC
166 Ankistrodesmus fusiformis4 Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
167 Ankistrodesmus fusiformis5 Ankistrodesmus Selenastraceae wWC
168 Ankistrodesmus fusiformis6 Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
169 Kirchneriella obesa4 Kirchneriella Selenastraceae wWC
170 Kirchneriella obesa5 Kirchneriella Selenastraceae wcC
171 Kirchneriella obesa6 Kirchneriella Selenastraceae wWC
172 Ankistrodesmus fusiformis? Ankistrodesmus Selenastraceae wcC
173 Ankistrodesmus fusiformis8 Ankistrodesmus Selenastraceae wWC
174 Ankistrodesmus fusiformis9 Ankistrodesmus Selenastraceae wWC
175 Messastrum gracile7 Messastrum Selenastraceae wC
176 Messastrum gracile8 Messastrum Selenastraceae wcC
177 Messastrum gracile9 Messastrum Selenastraceae wC
178 Selenastrum bibraianum?7 Selenastrum Selenastraceae wWC
179 Selenastrum bibraianum8 Selenastrum Selenastraceae wcC
180 Dictyosphaerium spl1_1 Dictyosphaerium Chlorellaceae wC
181 Dictyosphaerium spl_2 Dictyosphaerium Chlorellaceae wcC
182 Dictyosphaerium spl_3 Dictyosphaerium Chlorellaceae wC
183 Microcystis aeruginosal Microcystis Microcystaceae wcC
184 Microcystis aeruginosa2 Microcystis Microcystaceae wC




83

185 Microcystis aeruginosa3 Microcystis Microcystaceae wcC
186 Cryptomonas spl Cryptomonas Cryptomonadaceae wC
187 Cryptomonas sp2 Cryptomonas Cryptomonadaceae wC
188 Cryptomonas sp3 Cryptomonas Cryptomonadaceae wC
Tabela 2 - Descri¢des taxondmicas dos fitoplancton selecionados (Capitulo 3).
ID Specie (replica number) Género Familia Fage de CeMA-
crescimento UFSCAR
1 Ankistrodesmus stipitatus1 Ankistrodesmus Selenastraceae estacionaria/senescente 277
2 Ankistrodesmus densus1 Ankistrodesmus Selenastraceae estacionéria/senescente 239
3 Hariotina reticulatal Hariotina Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 326
4 Picoplanton chlorophytal P_chlo P_chlo estacionaria/senescente 322
5 Ankistrodesmus stipitatus2 Ankistrodesmus Selenastraceae estacionéria/senescente 278
6 Messastrum gracilel Messastrum Selenastraceae estacionéria/senescente 470
7 Selenastraceae sp2_1 sele_sp2 Selenastraceae estacionéria/senescente 447
8 Ankistrodesmus fusiformis1 Ankistrodesmus Selenastraceae estacionaria/senescente 333
9 Muriella decolorl Muriella Chlorellaceae estacionaria/senescente 320
10 Verrucodesmus Verrucodes- Verrucodesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 244
mussusl
11 Chlorolobion brauniil Chlorolobion Selenastraceae estacionaria/senescente 137
12 Monoraphidium griffithiil Monoraphidium Selenastraceae estacionaria/senescente 325
13 Desmodesmus communisl Desmodesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 30
14  Monoraphidium komarkovael Monoraphidium Selenastraceae estacionaria/senescente 291T1
15  Ankistrodesmus flexuosus1 Ankistrodesmus Selenastraceae estacionaria/senescente 83
16 Tetranephris brasiliensis1 Tetranephris Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 307
17 Scenedesmus ecornisl Scenedesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 88
18 Coelastrum sp2_1 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 272
19 Monoraphidium contortuml1 Monoraphidium Selenastraceae estacionaria/senescente 306
20 Kirchneriella lunarisl Kirchneriella Selenastraceae estacionaria/senescente 87
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21 Coelastrum sphaericuml Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 60
22 Selenastraceae sp3_1 sele_sp3 Selenastraceae estacionaria/senescente 265
23 Coelastrum proboscideuml1 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 139
24 Desmodesmus spinosusl Desmodesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 62
25 Coelastrum stuhlmanil Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 67
26 Coelastrumrﬂsr,:f domicropo- Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 202
27 Selenastraceae sp4_1 sele_sp4 Selenastraceae estacionaria/senescente 174
28 Scenedesmus spinosusl Scenedesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 46
29 Selenastraceae sp2_2 sele_sp2 Selenastraceae estacionéria/senescente 132
30 Selenastraceae sp3_2 sele_sp3 Selenastraceae estaciondria/senescente 261
31 Coelastrumrzsrf; domicropo- Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 181
32  Coelastrum proboscideum?2 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 336
33 Selenastraceae sp4_2 sele_sp4 Selenastraceae estacionéria/senescente 230
34 Coelastrum verrucosuml Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 318
35 Closterium sp1_1 Closterium Closteriaceae estacionaria/senescente 279
36 Coelastrum spl_1 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 155
37 Selenastraceae sp4_3 sele_sp4 Selenastraceae estacionaria/senescente 234
38 Cyclotella sp1_1 Cyclotella Stephanodiscaceae  estacionaria/senescente BB041
39 Cyclotella sp1_2 Cyclotella Stephanodiscaceae  estacionaria/senescente BB041
40 Cyclotella sp1_3 Cyclotella Stephanodiscaceae  estacionaria/senescente BB041
41 Desmodesmus spinosus2 Desmodesmus Scenedesmaceae estacionaria/senescente 62
42 Desmodesmus spinosus3 Desmodesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 62
43 Desmodesmus spinosus4 Desmodesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 62
44 Nephrocytium lunatuml1 Nephrocytium Oocystaceae estacionaria/senescente 65
45 Nephrocytium lunatum2 Nephrocytium Oocystaceae estacionaria/senescente 65
46 Nephrocytium lunatum3 Nephrocytium Oocystaceae estaciondria/senescente 65
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47 Spondylosium pygmaeum1 Spondylosium Desmidiaceae estacionaria/senescente 14
48 Spondylosium pygmaeum?2 Spondylosium Desmidiaceae estacionaria/senescente 14
49 Spondylosium pygmaeum3 Spondylosium Desmidiaceae estacionaria/senescente 14
50 Chlamydomonas chlorasteral Chlamydomonas Chlamydomonadaceae estacionaria/senescente 9

51 Chlamydomonas chlorastera2 =~ Chlamydomonas  Chlamydomonadaceae estacionaria/senescente 9

52 Chlamydomonas chlorastera3  Chlamydomonas  Chlamydomonadaceae estacionaria/senescente 9

53 Messastrum gracile2 Messastrum Selenastraceae estacionaria/senescente 5

54 Messastrum gracile3 Messastrum Selenastraceae estacionéria/senescente 5

55 Messastrum gracile4 Messastrum Selenastraceae estacionaria/senescente 5

56 Kirchneriella obesal Kirchneriella Selenastraceae estaciondria/senescente 345
57 Kirchneriella obesa2 Kirchneriella Selenastraceae estaciondria/senescente 345
58 Ophiocytium sp1_1 Ophiocytium Ophiocytiaceae estacionéria/senescente 553
59 Ophiocytium sp1_2 Ophiocytium Ophiocytiaceae estacionéria/senescente 553
60 Muriella decolor2 Muriella Chlorellaceae estacionaria/senescente 320
61 Muriella decolor3 Muriella Chlorellaceae estacionaria/senescente 320
62 Botryococcus brauniil Botryococcus Botryococcaceae  estacionaria/senescente 399
63 Botryococcus braunii2 Botryococcus Botryococcaceae  estacionaria/senescente 399
64 Pediastrum duplex1 Pediastrum Hydrodictyaceae  estacionaria/senescente 55
65 Pediastrum duplex2 Pediastrum Hydrodictyaceae  estacionaria/senescente 55
66 Ankistrodesmus sp3_1 Ankistrodesmus Selenastraceae estacionaria/senescente 593
67 Monoraphidium griffithii2 Monoraphidium Selenastraceae estacionaria/senescente 610
68 Coelastrum proboscideum3 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 336
69 Ophiocytium sp1_3 Ophiocytium Ophiocytiaceae estacionaria/senescente 553
70 Chlorolobion braunii2 Chlorolobion Selenastraceae estacionaria/senescente 455
71 Botryococcus terribilis1 Botryococcus Botryococcaceae  estacionaria/senescente 481
72 Botryococcus braunii3 Botryococcus Botryococcaceae  estacionaria/senescente 399
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73 Scenedesmaceae spl_1 scene_spl Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 390
74 Curvastrum pantanale Curvastrum Selenastraceae estacionaria/senescente 350
75 Monoraphidium komarkovae?2 Monoraphidium Selenastraceae estaciondria/senescente 291
76  Ankistrodesmus fusiformis2 Ankistrodesmus Selenastraceae estacionéria/senescente 333
77 Coelastrum proboscideum4 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 336
78 MonoraphidiLrJIriliwlpseudobrau- Monoraphidium Selenastraceae estacionaria/senescente 325
79 Coelastrum verrucosum2 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 318
80 Tetranephris brasiliensis2 Tetranephris Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 307
81 Closterium sp1_2 Closterium Closteriaceae estacionéria/senescente 279
82 Selenastraceae sp3_3 sele_sp3 Selenastraceae estacionaria/senescente 265
83 Verrucodesmussu\slze rrucodesmt Verrucodesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 244
84  Coelastrum pseudomicroporur Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 202
85 Ankistrodesmus stipitatus3 ~ Ankistrodesmus Selenastraceae estacionaria/senescente 176
86 Selenastraceae sp4_4 sele_sp4 Selenastraceae estaciondria/senescente 174
87 Coelastrum proboscideum5 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 139
88 Kirchneriella lunaris2 Kirchneriella Selenastraceae estacionaria/senescente 123
89 Scenedesmus ecornis2 Scenedesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 88
90 Ankistrodesmus flexuosus2  Ankistrodesmus Selenastraceae estaciondria/senescente 83
91 Desmodesmus communis2 Desmodesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 30
92 Raphidocelis subcapitatal Raphidocelis Selenastraceae estacionaria/senescente 48
93 Coelastrum sphaericum2 Coelastrum Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 60
94 Scenedesmus spinosus2 Scenedesmus Scenedesmaceae  estacionaria/senescente 46
95 Selenastrum bibraianum1 Selenastrum Selenastraceae estacionaria/senescente 47
96 Ankistrodesmus arcuatus1 Ankistrodesmus Selenastraceae estacionaria/senescente 24
97 Selenastrum bibraianum2 Selenastrum Selenastraceae exponencial 613
98 Selenastrum bibraianum3 Selenastrum Selenastraceae exponencial 613
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99 Selenastrum bibraianum4 Selenastrum Selenastraceae exponencial 613
100  Ankistrodesmus fusiformis3 Ankistrodesmus Selenastraceae exponencial 578
101  Ankistrodesmus fusiformis4 Ankistrodesmus Selenastraceae exponencial 578
102  Ankistrodesmus fusiformis5 Ankistrodesmus Selenastraceae exponencial 578
103 Kirchneriella obesa3 Kirchneriella Selenastraceae exponencial 516
104 Kirchneriella obesa4 Kirchneriella Selenastraceae exponencial 516
105 Kirchneriella obesa5 Kirchneriella Selenastraceae exponencial 516
106  Ankistrodesmus fusiformis6 Ankistrodesmus Selenastraceae exponencial 605
107  Ankistrodesmus fusiformis7 Ankistrodesmus Selenastraceae exponencial 605
108  Ankistrodesmus fusiformis8 Ankistrodesmus Selenastraceae exponencial 605
109 Messastrum gracile5 Messastrum Selenastraceae exponencial 622
110 Messastrum gracile6 Messastrum Selenastraceae exponencial 622
111 Messastrum gracile7 Messastrum Selenastraceae exponencial 622
112 Selenastrum bibraianum5 Selenastrum Selenastraceae exponencial 630
113 Selenastrum bibraianumé Selenastrum Selenastraceae exponencial 630
114 Selenastrum bibraianum7 Selenastrum Selenastraceae exponencial 630
115 Dictyosphaerium spl1_1 Dictyosphaerium Chlorellaceae exponencial 663
116 Dictyosphaerium spl_2 Dictyosphaerium Chlorellaceae exponencial 663
117 Dictyosphaerium spl_3 Dictyosphaerium Chlorellaceae exponencial 663
118 Microcystis aeruginosal Microcystis Microcystaceae exponencial NA
119 Microcystis aeruginosa2 Microcystis Microcystaceae exponencial NA
120 Microcystis aeruginosa3 Microcystis Microcystaceae exponencial NA
121 Cryptomonas spl Cryptomonas Cryptomonadaceae exponencial NA
122 Cryptomonas sp2 Cryptomonas Cryptomonadaceae exponencial NA
123 Cryptomonas sp3 Cryptomonas Cryptomonadaceae exponencial NA




