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REsSumMO

A baixa variedade morfol dgica presente na familia Selenastraceae tem sido uma barreira
para o estabelecimento de grupos taxondmicos bem definidos. Estudos realizados com
diversos marcadores moleculares ja demonstraram a importancia dos compostos
produzidos por esses organismos na el ucidacdo dessas rel agdes. Nesse cendrio, 0 presente
estudo buscou avaliar a aplicacéo da espectrometria de massa por MALDI-TOF como
ferramenta para a discriminagéo de cepas e espécies dessa familia. Foram selecionadas
18 cepas, classificadas em 12 espécies diferentes, de microal gas de agua doce. As células
e amatéria organica dissolvida (MOD) analisadas foram amostradas de cultivos no meio
dafase exponencial de crescimento. Asandlisesforam feitas em duas extensdes de massa:
massas baixas (400 — 2000 Da) e massas dtas (2 — 20 kDa). Para cada tipo de analise
foram selecionadas as cepas que renderam espectros com boa resolucéo de picos. Esses
espectros foram entdo utilizados em andlises de dissimilaridade para a elaboracdo de
dendrogramas, evidenciando a capacidade datécnicaparaadistin¢ao de cepas e espécies.
Apesar das cepas do género Monoraphidium ndo ficarem todas agrupadas, o que
possivelmente ocorre devido ao fato do grupo ser polifilético. A grande rapidez e
praticidade destatécnica para aobtencdo de dados, aliado ao baixo custo das andlises, séo

fatores que favorecem a sua aplicacéo neste tipo de estudo.

PALAVRAS CHAVE: MALDI-TOF MS, Selenastraceae, Microalgas Verdes, Taxonomia



ABSTRACT

The morphological variability in the Selenastraceae family has been a barrier to a good
establishment of well-defined taxonomic groups. Several studies with molecular
compounds have already demonstrated its importance in the elucidation of this relation.
In this scenario, the present study used a matrix-assisted laser desorption ionization time-
of-flight mass-spectrometry (MALDI-TOF MS) technique as atool to differentiation of
the microagae of this family at the species and strains levels. A group of 18 strains,
belong to in 12 different species, of freshwater microalgae was selected. Cells and
dissolved organic matter (DOM) were analyzed in the middle exponential growth phase.
The analyzes were performed in two different mass ranges: 400 to 2,000 Da and 2,000 to
20,000 Da. Each strain that yielded unique spectra with a good resolution of peaks and
reproducibility was selected for clusters analyzes. These spectra were used to make a
dissimilarity analysis that showed the capability of differentiation of the strains and
species. The strains of the genera Monoraphidiumwere not all grouped, possibly because
it is a polyphyletic group. The praticity and quickness of this technique for data
acquisition, alied with the low cost of the analysis, are factors that favor its application

in taxonomic studies.

KeEywoRDS: MALDI-TOF MS, Selenastraceae, Green Microalgae, Taxonomy
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1. INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA DAS MICROALGAS

Todo ser vivo precisa de energia, que pode, de modo geral, ser obtida através da
oxidacdo de moléculas organicas energéticas (Phillipson, 1966). Essas moléculas podem
ser obtidas basicamente de duas formas. consumo ou producdo. Dessa forma, todo
organismo incapaz de produzir moléculas organicas energéticas a partir de matéria
inorganica e energia, que estdo disponiveis no ambiente, depende, direta ou
indiretamente, dagueles que possuem tal capacidade (Begon et al., 2006). Essa relacdo
reflete a importancia da comunidade produtora para a dindmica das populagtes
consumidoras de qualquer ambiente. Em ambientes aquéticos, uma das principais fontes
de matéria organica é o fitoplancton (Guschina & Harwood, 2006). Constituido por
organismos autotroficos, com fotossintese oxigénica, que vivem suspensos na coluna
d’agua, um dos principais grupos que compdem o fitoplancton sdo as microagas e
cianobactérias (Reynolds, 2006).

O termo microalgas ndo possui significado taxondmico, e refere-se a um grupo
artificial. E utilizado para designar principalmente organismos fotossintetizantes,
eucariontes, microscopicos e que ndo possuem estruturas especializadas como raizes,
folhas ou vasos vasculares. Podem ser unicelulares, coloniais ou filamentosos, néo
havendo especializacdo celular (Hoek et al., 1995; Pulz & Gross, 2004).

E evidente aimportancia da produc&o priméria das microal gas para os organismos
aquaticos. Entretanto essa importancia pode ser estendida, ainda que indiretamente, a
animais e comunidades humanas que dependem da pesca (Likens, 1975). Humanos nd&o
s80 excegdo no que diz respeito a necessidade de energia. Por serem organismos
heterotréficos, é através do consumo de outros organismos que as hecessidades
energéticas sdo supridas. O consumo direto de microalgas ndo é uma pratica muito
difundida na sociedade, porém estudos recentes evidenciam o potencial do uso destes
organismos como uma formade complementar & nutri¢do humana (Spolaore et al ., 2006).

Contudo, a necessidade energética humana ndo se limita as atividades
metabdlicas. Existe uma grande demanda de energia para diversos processos realizados
em grande escala, como producao/fabricacdo e transporte de produtos. Essa hecessidade
foi denominada como metabolismo exossomético (Georgescu-Roegen, 1975), ou sga,

um conjunto de transformagdes energéticas que sdo realizadas externamente as células e



ao corpo humano. Grande parte dessa necessidade € suprida com energia proveniente da
queimade combustiveis fosseis (Williams & Laurens, 2010).

A ampla utilizagdo dessa fonte de energia, que ndo é renovavel, tem promovido a
liberacdo de uma imensa quantidade carbono, na forma de gas carbonico (COz), na
atmosfera (Williams & Laurens, 2010). O carbono liberado, a partir da queima desse tipo
de combustivel, implica em um aumento da quantidade desse elemento circulando na
atmosfera, uma vez que o carbono fixado nos combustiveis fosseis ndo estava
participando do ciclo (Andrade et al., 2015). Esse aumento intensifica o que € conhecido
como efeito estufa, pois as moléculas de CO- retém parte da radiagéo solar que adentraa
atmosfera (Rodhe, 1990).

Essas ateracbes tém incentivado buscas por aternativas mais sustentaveis para
suprir o0 atual consumo de energia. Consequentemente, a prospeccdo de organismos
capazes de produzir compostos que podem ser utilizados como combustivel ganhou uma
consideravel atencdo nos dltimos anos (Ghasemi et al., 2012). A producdo de
biocombustiveis a partir de microa gas possui grande potencia devido a grande producéo
delipidios com apossibilidade de cultivo em diversos climas e tipos de agua, como aguas
residuais (Ryan et al., 2009).

Por outro lado, em ambientes naturai s o crescimento descontrolado de popul agtes
de microal gas pode ter consequéncias desastrosas. Esses eventos em corpos de aguadoce
podem ser resultantes de processos de poluicdo por grande aporte de nutrientes, esse
processo € denominado eutrofizacédo (Begon et al., 2006). Essas floraces podem resultar
em uma deplecdo na quantidade de oxigénio dissolvido nadgua e em acimul o de toxinas,
acarretando em alguns casos em graves perdas de biodiversidade (Smith et al., 1999).

Com base no acima exposto, podemos concluir que o grupo das microagas
apresenta grande importancia tanto ecol dgica quanto econémica. Contudo ainda existem
lacunas quanto ao conhecimento da diversidade dos organismos pertencentes ao grupo,
da taxonomia e das interagOes que estabelecem na natureza (Krienitz & Bock, 2012). A
variedade dos compostos que produzem e suas aplicacles sdo &reas recentes na pesguisa
biotecnol 6gica, porém com crescente interesse de diversos pesguisadores (Bux & Chisti,
2016). Assim a caracterizagdo e conhecimento taxondmico dos organismos desse grupo

€ de extrema importancia para a sua aplicacéo prética



1.2. FAMILIA SELENASTRACEAE

A familia Selenastraceae é um grupo cosmopolita de algas verdes de agua doce
com amplaocorrénciano fitoplancton (Krienitz & Bock, 2012). Essafamiliaé constituida
exclusivamente por organismos unicelulares ndo flagelados e/ou coloniais, e caracteriza-
Sse por apresentar somente reproducdo assexuada por liberacdo de autdsporos ou
autocoldnias (Krienitz et al., 2001). Apesar de ser um grupo monofilético, Selenastraceae
apresenta grande complexidade taxonomica (Trevifio, 2008). Por apresentar baixa
variabilidade fenotipica, as suas caracteristicas morfologicas sdo insuficientes para
discriminar as espécies.

Apesar da baixa variedade morfol dgica, a diversidade genotipica dessas especies,
ainda que ndo muito bem delimitada, pode ser suficiente para que produzam diferentes
compostos, ou sgja, carboidratos, lipidios e/ou proteinas que diferem quanto a sua
composicdo. Contudo, muitos dos resultados obtidos com a biologia molecular,
atualmente disponiveis, sdo ainda inconclusivos e ndo refletem as relagdes filogenéticas
adequadamente (Krienitz et al., 2001), mesmo com avaliagdo baseada em mais de um
gene (poligénica), o que indica que essa metodologia ainda necessita de estudos para
encontrar outros genes que possam ser mais efetivos (Garciaet al., 2017).

Dessa forma, dados mol eculares da composi¢&o quimica, em conjunto com dados
genéticos e até mesmo morfol6gicos podem ser a chave para auxiliar no entendimento
das relacbes filogenéticas desse grupo. Este uso de conjuntos de dados genotipicos,
fenotipicos e filogenéticos € denominado como taxonomia polifasica (Vandamme et al.,
1996).

1.3. ESPECTROMETRIA DE MASSA POR MALDI-TOF

Espectrometria de massa € uma ferramenta indispenséavel para a andlise de
compostos em varios campos da ciéncia. Os diversos métodos que existem atualmente
permitem a andlise da composi¢do de materiais desconhecidos, medicamentos, materiais
artificiais e amostras biol dgicas ambientais ou de laboratério (Gross, 2011).

O pesquisador Koichi Tanaka recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 2002 por
desenvolver um método de espectrometria de massa por dessorcéo/ionizacdo a laser
assistida por matriz com analisador por tempo de voo (MALDI-TOF MS). Esse método
permite a andlise de proteinas, peptideos e outras biomoléculas com uma baixa taxa de

fragmentagdo (Lewis et al., 2006).



A espectrometriade massapor MALDI érealizadaem duas etapas. Primeiramente
0 materia a ser analisado é misturado com a matriz, que consiste em uma solucéo de
solventes saturada com peguenas mol écul as organicas (Hoffmann, 1996). Essa misturaé
entdo colocada em uma placa de metal que contém espacos, denominados spots,
individuais paravarias amostras. A secagem da misturapromove aretirada dos solventes,
resultando em uma “solugdo soélida” (Hoffmann, 1996). Nesse processo ocorre a
cristalizacdo da matriz, que é fundamental para a segunda etapa, pois permite uma
adequada absor¢éo da energia do laser pela matriz e consequente dessorcéo da mistura e
ionizacdo das moléculas a serem analisadas (Gross, 2011).

As moléculas ionizadas sdo ent&o aceleradas através de um tubo a vacuo. Essa
energiainicialmentefornecida éigual paratodas as moléculas. Assim relagdo massacarga
de cada uma determina o tempo de voo através do tubo, sendo detectadas por um
analisador por tempo de voo (TOF) (Lewis et al., 2006).

Essa ferramenta se mostrou eficiente para a rapida identificacdo de diversos
microrganismos como Virus (Calderaro et al., 2014), fungos (Amiri-Eliasi & Fenselau,
2001), bactérias (Calderaro et al., 2014; Sandrin et al., 2013; Shih et al., 2015; Starostin
et al., 2015; Zhang et al., 2015), protozoarios (Calderaro et al., 2015) e microalgas
(Barbano et al., 2015; Emami et al., 2015; Lee et al., 2008; Murugaiyan et al., 2012).

1.4. ApLICACAO DE MALDI-TOF MS PARA MICROALGAS

O uso datécnicade MALDI-TOF MS naidentificacdo de microagas é recente e
0 numero de trabal hos relacionados ao tema ainda € pequeno. Uma pesquisa na base de
dados PubMed com a palavra “MALDI”, em qualquer campo retorna, um total de 36912
trabal hos, no entanto ao pesquisar incluindo a palavra “microalgae”, também em qual quer
campo, apenas 21 resultados séo registrados, sendo que desses apenas quatro trabalhos
abordam a utilizacdo desta técnica na identificacdo de microalgas. Apesar de poucos
estudos realizados com microalgas, até a presente data, os resultados sd0 promissores.

Lee et al. (2008) estudaram a aplicacédo de MALDI-TOF MS como alternativa
paraarapidaidentificacdo de dinoflagel ados, grupo de importanciaecol 6gicapor grandes
proliferaces nocivas devido as toxinas que produzem. Através da inspecdo visual dos
espectros, os autores identificaram diferentes padrdes que permitiram distinguir as
espécies de dinoflagelados em culturas isoladas e em misturas de diferentes espécies,
possibilitando ainda a facil distingdo entre espécies intimamente relacionadas, como as

pertencentes a um mesmo género.



Paz et al. (2011) analisaram 0 uso desta técnica para a determinagéo qualitativa
de ficotoxinas presentes em espécies de microalgas marinhas. Obtiveram sucesso na
deteccdo de compostos de massas superiores a 800 Da, e consideraram esse processo
muito mais rdpido, quando comparado aos processos atualmente utilizados, para a
identificacdo dessas moléculas. No entanto, segundo os autores, existe ainda a
necessi dade de uma otimizagdo do método para massas inferiores as estudadas.

Murugaiyan et al. (2012) empregaram a espectrometria de massa por MALDI-
TOF na identificacdo de microdgas do género Prototheca (Chlorophyta,
Trebouxiophyceae), um grupo infeccioso de microalgas aclorofiladas de complicada
identificacdo clinica. Os espectros obtidos permitiram a distin¢éo de seis espécies de
Prototheca e duas espécies de Chlorella (Chlorophyta, Trebouxiophyceae), permitindo
inclusive uma distingdo das cepas de mesma espécie, consistindo assim em uma
alternativarapida e prética em relacéo aos métodos atual mente utilizados, que consistem,
por exemplo, em sequenciamento de 18S rDNA e PCR (Reacd em Cadeia da
Polimerase).

Andrade et al. (2015) desenvolveram um estudo comparativo de diferentes
matrizes e solventes para a andlise de microalgas por MALDI-TOF MS. A partir de
diferentes protocolos de preparacdo da amostra, para quatro espécies de microagas,
foram identificadas quais metodol ogias fornecem espectros com boa relacéo sinal/ruido,
0u sgja, espectros em que aintensidade de sinais € superior aintensidade de ruidos, para
uma extensdo de massas de 4000 a 20000 m/z.

O estudo realizado por Emami et al. (2015) destacou que a andlise de espectros
de massa obtidos por MALDI-TOF de 32 cepas de microalgas do género Dunaliella
(Chlorophyta, Chlorophyceage) revel ou uma capaci dade de resol ucédo taxondmica superior
a0 sequenciamento de ITS rDNA, diferenciando cepas que apresentaram
sequenciamentos idénticos desse gene. Além disso, realizaram amostragens de 20 pontos
da curvade crescimento de duas cepas, eidentificaram ndo haver diferencas significativas
nos espectros, havendo apenas a gumas variacdes nas intensidades dos picos.

Lee et al. (2015) demonstraram o potencia desta técnica para a identificacdo e
analises filogenéticas de oito microalgas através de espectros de proteinas obtidos por
MALDI-TOF. No entanto o estudo ficou restrito somente a diferenciacéo de grupos
taxondmicos superiores, como os niveis de Divisdo, Classe e Ordem.

Barbano et al. (2015) realizaram a caracterizacdo de diversas espécies de

microagas, sendo 12 cepas de &gua doce e 19 cepas marinhas, através da comparacéo de
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espectros obtidos por MALDI-TOF e sequenciamento do gene 18S rDNA. Nesse estudo
foi utilizada uma extensdo de massas de 2000 a 20000 m/z, pois, segundo os autores,
diversos picos abaixo de 4000 m/z aparentaram ser Uteis a caracterizagdo de multiplas
espécies. Assim, como ho estudo realizado por e Lee et al. (2015), os dados obtidos
suportam a capacidade desta técnica quanto a distincéo rapida e clara de varias espécies,
incluindo andlises de misturas de culturas. Esses resultados também condizem com os
obtidos por Emami et al. (2015), que sugerem que esta técnica possui uma capaci dade de
resolucdo taxondmica maior do que métodos baseados em sequenciamento de poucos
genes.

Nos estudos citados a caracterizacdo das microalgas foi redizada através da
comparagao de cepas e/ou espécies de mesmo género, aexcecao de Lee et al. (2015), que
trabalhou com organismos de ordens distintas. No entanto, nenhum estudo realizou a
caracterizacdo de microalgas pertencentes a familia Selenastraceae, nem abordou as

relacbes taxondmicas de espécies dentro desse nivel.

2. OBJETIVOS

O presente estudo pretendeu investigar aaplicagéo dos espectros de massaobtidos
por MALDI-TOF das células quanto da matéria organica dissolvida (MOD) excretada,
tanto em massas baixas (400 - 2000 Da) quanto em massas altas (2000 - 20000 Da), como
forma de auxiliar na elucidacdo das relacBes taxonémicas das espécies da familia

Selenastraceae.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. CEPAS

Foram selecionadas 18 cepas, de 12 espécies diferentes, que s8o mantidas na
Coleco de Culturas de Microalgas de Agua Doce — UFSCar (CCMA-UFSCar WDCM
853) em condic¢des axénicas (Tabela 1). Todas as espécies utilizadas neste trabalho foram
identificadas com base em sua morfologia de acordo com Garciaet al. (2017).

Da familia Selenastraceae foram selecionadas 12 cepas de seis espécies. Como
outgroups foram selecionados organismos de outra familia (Scenedesmaceae)
pertencente & mesma ordem (Sphaeropleales), organismos de outra classe
(Trebouxiophyceae) pertencente & mesma divisdo (Chlorophyta) e organismos de outra

divisdo (Heterokontophyta, Xanthophyceae e Bacillariophyceae).
3.2. CULTIVOS

Cultivosredizados em Erlenmeyersde 125 mL com 75 mL demeio WC (Guillard
& Lorenzen, 1972) foram utilizados como fonte de células axénicas para as culturas
utilizadas na determinagdo das curvas de crescimento. Todo manuseio foi realizado em
condicdes axénicas utilizando fluxo laminar e esterilizacdo com luz ultravioleta. Testes
com meio de cultura (meio WC com peptona 250 mg x L e glicose 250 mg x L) e
observacBes a0 microscopio optico para a verificagdo das condi¢es axénicas foram
efetuados semanalmente. Para padronizar o nimero inicial de células dos cultivos foram
feitas contagens em microscépio optico (Leica DME) utilizando o hemocitémetro de
Fuchs-Rosenthal, de modo a obter uma concentracdo aproximada de
4 x 10* células x mL™2. Cada microaga foi inoculada em um frasco Boeco® com
capacidade de dois litros, contendo 900 mL de meio WC autoclavado, sem buffer e pH
7,0. Apbs homogeneizacdo, o meio foi dividido em seis partes de 150 mL em frascos
Boeco® autoclavados com capacidade de 250 mL. Os cultivos foram mantidos sob
condi¢bes controladas de laboratorio: fotoperiodo de 12:12 horas com intensidade
luminosade 200 pmolssions X M x st e temperaturade 23 + 1 °C. Todos os cultivos foram
agitados diariamente.

Dos seis frascos de cada cultivo, trés foram utilizados para amostragens de
parametros de crescimento (absorbancia), e os outros trés frascos para anaises em
MALDI-TOF MS.
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3.3. CURVAS DE CRESCIMENTO

A caracterizagdo da curva de crescimento de cada cepa é importante para
determinar um periodo de amostragem padronizado paratodas elas, umavez que possuem
taxas de crescimento diferentes entre si. Dessa forma a densi dade Optica (ou absorbancia)
foi utilizada como parémetro para a determinacdo das curvas de crescimento.

As amostragens foram diarias nos trés primeiros dias de cultivo e depois os
intervalos variaram entre trés e quatro dias, durante um periodo de 32 dias. As medidas
foram realizadas em tréplicas usando um espectrofotdmetro HACH DR 5000®, sendo
leituras em duas absorbancias, 680 nm e 750 nm, que representam, respectivamente,
espectros de maior e de menor absorcao pelos pigmentos (Griffiths et al., 2011). A partir
da diferenca entre essas medidas e com a média das tréplicas, as curvas foram plotadas
com o programa OriginPro 8.

Paradeterminar e padronizar afase de crescimento das culturas a serem analisadas
por MALDI-TOF MS, aliquotas de 4 mL foram retiradas para leituras de absorbancia,
seguindo 0 mesmo procedimento utilizado para a determinagdo das curvas de

crescimento.
3.4. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

3.4.1. MATRIZES E METODOS DE AMOSTRAGEM

Devido ao fato de existirem poucos trabalhos naliteratura que realizaram analises
de espectrometria de massas por MALDI-TOF com microalgas, e que dados desse tipo
para Selenastraceae sdo praticamente inexistentes, foram necessarios testes preliminares
e apartir deles é gue foram definidos, de acordo com a qualidade dos espectros obtidos,
amatriz e o método de amostragem a serem utilizados neste estudo. Assim foram obtidos
espectros de duas cepas (333 — A. fusiformis e 060 — C. sphaericum) com o uso de quatro
matrizes. acido cafeico, &cido ferdlico, acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) e écido
a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA ou CCA). Essas matrizes sdo derivadas do acido
cinamico. Beavis & Chait (1989) propuseram esse grupo de compostos como matrizes
para andlise de proteinas. Contudo os espectros obtidos para amostras biol 6gicas podem
apresentar picos que representam outros tipos de biomoléculas. As matrizes foram
preparadas em uma concentragdo de 20 mg x mL™, utilizando como solvente &cido
trifluoroacético (TFA) e acetonitrila (ACN) na proporcdo de 50:50 v/v (Andrade et al.,
2015).



Com essas matrizes foram feitos trés métodos de amostragem: método dried-
droplet, método sanduiche e suspensdo em matriz (Dai et al., 1999). O primeiro método
(dried-droplet) consiste em colocar uma pequena quantidade de amostra (2 pL) na placa
alvo de aco (ground steel) paraMALDI (modelo MTP 384, Bruker Daltonics®) e deixar
secar a temperatura ambiente. Com a amostra seca coloca-se entéo 2 uL de matriz por
cima da amostra e novamente a placa é seca em temperatura ambiente. No segundo
método (sanduiche) adiciona-se 2 pL de matriz na placa, e apGs secar em temperatura
ambiente, segue-se 0 mesmo procedimento do método anterior. No terceiro método a
amostra é misturada diretamente com matriz, em uma quantidade suficiente para
ressuspender o material, e colocada no sonicador Unique®. Apds a homogeneizacdo
colocarse 2 L da mistura na placa e a secagem é feita em temperatura ambiente. Foram
feitas tréplicas de amostragem para cada réplica de cultivo em todos os testes.

A partir dos resultados desses testes foi possivel determinar que a matriz que
rendeu espectros de melhor qualidade foi 0 acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) e
o melhor método foi a suspensdo em matriz. Todos os espectros deste trabalho foram
obtidos com um aparelho MALDI-TOF M S autoflex (Bruker Daltonics®).

3.4.2. CELULAS

As culturas foram centrifugadas em tubos do tipo Falcon de 15 mL em centrifuga
Heraeus Megafuge® 2.0 a2570 x g durante 12 minutos. Apés o descarte do sobrenadante,
o pellet agal foi congelado em freezer a-20 °C até a data das analises. Antes das analises
as amostras foram transferidas para tubos Eppendorf e congeladas novamente em
nitrogénio liquido para aliofilizagdo (Heto Drywinner). Em cada tubo, o pellet agal foi
liofilizado, e foi realizada a suspensdo em matriz, colocando no sonicador (Unique®) por
aproximadamente 3 minutos, tempo suficiente para desfazer qualquer aglomerado de

células visivel, ndo havendo a necessidade de desintegrar as células.

3.4.3. MATERIA ORGANICA DISSOLVIDA (MOD)

Foram filtrados 14 mL do cultivo em filtro (Sartorius) de fibrade vidro com poros
de 0,6 um, paraaandise daMOD, com posterior congelamento em tubos do tipo Falcon
de 15 mL em freezer a -20 °C até a data de disponibilidade do equipamento. Antes das
andisesfoi realizada uma concentracéo do material através daextracdo de fase sdlidaem
colunas EASY CHROMABOND®.
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As colunas foram condicionadas com 1 mL de agua Milli-Q, 3 mL de metanol e
mais 1 mL de &gua Milli-Q. As amostras de 14 mL foram ent&o filtradas, nas colunas,
paraaretencéo damatériaorganica. A eluicdo foi realizadacom o uso de 3 mL de acetona
e armazenamento em vials de vidro. Os materiais foram, entdo, secos em estufa
(SalvisLab®) a50 °C por 48 horas, fechados e vedados com Parafilm®.

Houve uma alteracdo do solvente da matriz para as andlises da MOD devido ao
fato da indisponibilidade de ACN no laboratério. Assim foi utilizada uma mistura de
metanol com TFA na propor¢do de 50:50 v/v como solvente. Dessa forma foi realizada
em cada vial a suspensdo em matriz, colocando no sonicador (Unique®) por

aproximadamente 3 minutos, para a homogeneizagao da amostra.

3.4.4. IDADE DO CULTIVO E VARIAGAO DA MOD

Foi redlizado um teste com trés cepas (047 — S bibraianum, CB2012/33 —
M. contortum e 333 — A. fusiformis) para obtencéo de espectros de massa da MOD, em
massas baixas e massas dtas, em diferentes fases de crescimento. Foram feitas
amostragens com 4, 11, 17, 25 e 32 dias de cultivo para cada uma dessas cepas. As
condicdes de cultivo e o protocolo de preparacdo das amostras de MOD foi 0 mesmo
utilizado para as outras cepas deste trabalho. No entanto ndo foram feitas réplicas de
cultivo, pois foi apenas um teste preliminar para trabalhos posteriores com matéria
organicadissolvida (MOD) excretada.

3.5. AQUISICAO DE ESPECTROS

A calibracdo do equipamento foi realizada com Protein Calibration Sandard |
(Insulina [M+H]*, Ubiquitina I [M+H]*, Citocromo C [M+H]*, Mioglobina [M+H]™,
Citocromo C [M+2H]?", Mioglobina [M+2H]?") comprado da Bruker Daltonics®, em
uma extensdo de massas de 2 a 20 kDa. O equipamento de MALDI-TOF MS foi
configurado utilizando o software FlexControl (Bruker Daltonics®).

Foram obtidos espectros em duas extensdes de massas. massas baixas (de 400 a
2000 Da); e massas dltas (de 2 a 20 kDa) com o aparelho operando em modo de ionizagéo
linear positiva. Os ions foram gerados com um laser Smartbeam™ na frequéncia de
200 Hz, PIE (do inglés Pulsed lon Extraction) de 120 ns e voltagem de lentesde 2,60 kV.
A voltagem das fontes de ions foi de 5,99 kV na primeira fonte de ions e 5,23 kV na

segunda.
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Os espectros foram gerados, em tréplicas de amostragem, com uma média de
10000 disparos do laser, com a poténcia variando entre 70% e 90%. Para o tratamento
dos espectros foi utilizado o software FlexAnalysis (Bruker Daltonics®).

3.6. ANALISES DE AGRUPAMENTO

As andlises de agrupamento (cluster) foram realizadas com o software
Bionumerics 7.6 (Applied Maths®). A partir dos espectros das réplicas de amostragem
foram obtidos os espectros médios, para as réplicas de cultivo, utilizando um filtro de
94% de similaridade entre os espectros. Para obter espectros médios referentes as cepas
foi utilizado um filtro de similaridade de 80%. O uso de um filtro de similaridade mais
brando para compor o espectro médio para cada cepa se justifica pelo fato de serem
réplicas experimentais, havendo assim uma maior variabilidade.

Os clustersforam feitos apenas com as cepas que apresentaram espectros com boa
relacdo sinal ruido. A partir de teste interativos foram determinados os métodos que
permitiram um melhor agrupamento das cepas. Assim para 0s espectros, obtidos com
células, de massas dtas (2 - 20 kDa) foi feita uma andlise de dissimilaridade dos picos
com correlacdo de Pearson e método de Neighbor Joining. Para os espectros de massas
baixas (400 - 2000 Da) foi realizada uma andlise de dissimilaridade das curvas com
correlacdo de Pearson e método de single linkage. Para os espectros de massas atas da
MOD foi feita uma andlise de dissimilaridade da curva com correlacdo de Pearson e
método de pareamento de grupos ndo ponderado usando médias (UPGMA - Unweighted
Pair Group Method using Arithmetic averages) e os espectros de massas baixas néo
permitiram a realizacdo de clusters. A qualidade dos ramos de todos os clusters foi

definida por correlagdo cofenética.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CURVAS DE CRESCIMENTO

Os cultivos foram acompanhados por um periodo suficiente para que atingissem

a fase estacionaria, sendo que alguns chegaram a senescéncia. Todas as cepas atingiram

ametade da fase exponencia com, aproximadamente, 10 dias de cultivo. Assim, o valor
da absorbancia obtido para este dia, foi utilizado para a padronizacéo da amostragem na

obtencdo dos espectros no MALDI-TOF. A figura 1 mostra as curvas de crescimento,

realizadas com amédia das tréplicas, de cada uma das cepas utilizadas.
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Figura 1. Curvas de crescimento obtidas pela diferenca entre as absorbancias em 680 nm e 750 nm das

cepas utilizadas. NUmeros referem-se ao codigo de cada espécie no banco CCMA-UFSCar.

As condi¢des ambientais foram padronizadas para todos os cultivos, no entanto
as curvas variaram mesmo entre cepas de uma mesma espécie, como pode ser observado,
por exemplo, com as cepas 137 e 455 (C. braunii). A cepa 455 apresentou uma
absorbancia consideravelmente maior do que a cepa 137. Também houve variacéo entre
as cepas 333 e CB2009/30 (A. fusiformis), sendo que enquanto a cepa 333 apresentou
uma gqueda no crescimento ao final do periodo a outra ainda estava na fase estacionaria.
No crescimento das cepas CB2009/36, 334 e 602 (S. bibraianum) houve menor registro
de absorbanciana cepa CB2009/36 em relacdo as demais, e ao final do periodo observado
esta cepa ainda estava em fase estacionéria, enquanto as outras estavam no inicio da
senescéncia. Ja as cepas CB2012/33, 306 e 329 (M. contortum) apresentaram curvas
crescimento muito semelhantes entre si.

A cepautilizada de Cyclotella sp. (BB041) apresentou uma curva de crescimento
que esté de acordo com observagdes anteriores realizadas em laboratério, para cultivos
de diatomaceas, em gue ndo ocorre uma fase estacionéria. Dessa forma a curva gustada
desconsiderou a fase de senescéncia, pois considerar essa fase tornava o gjuste umalinha
reta, 0 que ndo permitia ainferéncia do tamanho da fase exponencial.
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4.2. QUALIDADE DOS ESPECTROS

A obtencdo de espectros depende de uma série de fatores. A matriz deve interagir
com as mol éculas da amostra para permitir aionizagdo sem promover a fragmentagdo. O
processo de cristalizacdo é importante para permitir uma absor¢éo adequada da energia
do laser. A deposicdo homogénea da amostra juntamente com a matriz na placa é
importante para a correta aquisi¢ao da relacéo massal/carga dos compostos (Gross, 2011).

Falhas que ocorrem nesses fatores podem levar a ndo obtencdo de um espectro ou
aobtencdo de um espectro de baixa qualidade, ou sgja, os sinais observados sdo oriundos
de ruidos. A Figura 2 representa uma comparacdo entre espectros, sem nenhum
tratamento, de baixa qualidade (somente ruidos), de qualidade intermediéria (algum
ruido, porém com boa intensidade de sinais) e de boa qualidade (baixa quantidade de
ruidos). A Figura 3 representa 0s mesmos espectros apos a subtracdo da linha de base,
evidenciando assim a interferéncia dos ruidos nos espectros.

Dessa forma as analises de clusters foram realizadas somente com as cepas que
renderam espectros em que houve picos com intensidade superior aos ruidos. A qualidade
dos espectros de cada cepa variou de acordo com os experimentos. Com a cepa 326 (H.
reticulata), por exemplo, ndo foi possivel a obtencdo de espectros de massas altas, no

entanto foi possivel para massas baixas e paraMOD (Figura4).

10
T fha, Cyclotella sp. (BB041)
Mg
21 l WN’”M._
—
1] R
18‘ T s e e I
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Figura 2. Comparag&o entre espectros de massas altas obtidos paratrés cepas. O eixo horizontal representa

a relagdo massa carga das moléculas analisadas e 0s eixos verticais representam a intensidade do sinal
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detectado pelo detector TOF. Os espectros foram cortados em 11 kDa devido a auséncia de picos

posteriores.
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base. Os espectros foram cortados em 11 kDa devido & auséncia de picos posteriores.
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Figura 4. Comparagdo entre espectros de massas atas obtidos com células e com matéria organica
dissolvida (MOD) para a cepa 326 (H. reticulata). A baixa intensidade de sinais no espectro de céulas
impossibilitou a utilizacdo dessa cepa. Os espectros foram cortados em 14 kDa por ndo haver picos

posteriores.
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4.3. MATRIZES E METODOS DE AMOSTRAGEM

Tanto as matrizes quanto os métodos de amostragem influenciaram na obtencéo
dos espectros. Houve variagéo dos picos e da intensidade dos mesmos, assim como da
relacdo sinal ruido, para as duas cepas testadas. Asfiguras 5 e 6 representam as variagoes
dos espectros de massas baixas, sem tratamento, para as cepas 060 (C. sphaericum) e 333
(A. fusiformis), respectivamente. O aumento de intensidade que aparece em todos os
espectros pouco antes de 1400 Da é possivelmente um problema de aquisicdo do
equipamento. Somente com o tratamento C (Acido Cafeico - suspensio em matriz) da
cepa 060 ndo foi possivel a obtencdo de espectro.

Os espectros de massas altas obtidos com as diferentes matrizes e métodos de
amostragem para as cepas 060 (C. sphaericum) e 333 (A. fusiformis) estéo representados
nas figuras 7 e 8, respectivamente. As massas acima de 12 kDa foram omitidas por n&o
haver nenhum pico aparente. N&o foram obtidos espectros para a cepa 060 com o0s
tratamentos G (Acido Ferdlico - dried-droplet) e | (Acido Fertlico - suspensio em
matriz).

Diferentes matrizes interagem com diferentes moléculas da amostra, havendo
assim uma variagdo dos picos e das intensidades nos espectros obtidos. Além disso o
método de amostragem influencia no processo de cristalizacdo da matriz, afetando a
absorcdo da energia emitida pelo laser e, consequentemente, a ionizagdo das moléculas
presentes na amostra. Quanto maior a intensidade dos picos, e menor for a relagdo do
sinal/ruido, melhor sera a qualidade do espectro. Dessa forma os espectros de melhor
qualidade obtidos nesse teste foram com a utilizagdo da matriz HCCA. Como para essa
matriz a variagd entre os métodos de amostragem foi baixa optou-se por utilizar o
método mais prético, que foi a suspensdo em matriz.

A reprodutibilidade dos espectros de massa é fundamental para a caracterizacéo
de uma cepa ou espécie de modo adequado. A técnica sel ecionada para o presente estudo
permitiu a obtencdo de espectros com uma similaridade superior a 80% para as réplicas
experimentais. Dessa forma a utilizag&o dessa técnica com células inteiras € uma forma
vidvel de obtencdo de espectros reprodutiveis, com a vantagem de exigir pouco tempo e
trabalho napreparacdo das amostras. Além disso também € vantgj osa quanto a quantidade
de material necessario para as analises. Amostras de 15 mL retiradas de cultivos de 150
mL forneceram células, apds um periodo de 10 dias, suficientes para a obtencdo de
ESpEctros.
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Cepa 060 - Coelastrum sphaericum
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Figura 5. Espectros de massas baixas obtidos para a cepa 060 (C. sphaericum) com quatro diferentes

matrizes e trés diferentes métodos de amostragem. (A) Acido Cafeico - dried-droplet; (B) Acido Cafeico -
sanduiche; (C) Acido Cafeico - suspensio em matriz; (D) DHB - dried-droplet; (E) DHB - sanduiche; (F)
DHB - suspensio em matriz; (G) Acido Ferdlico - dried-droplet; (H) Acido Ferdlico - sanduiche; (1) Acido
Ferdlico - suspensdo em matriz; (J) HCCA - dried-droplet; (K) HCCA - sanduiche; (L) HCCA - suspenséo

em matriz.
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Cepa 333 - Ankistrodesmus fusiformis
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Figura 6. Espectros de massas baixas obtidos paraacepa 333 (A. fusiformis) com quatro diferentes matrizes

etrésdiferentes métodos de amostragem. (A) Acido Cafeico - dried-droplet; (B) Acido Cafeico - sanduiche;

(C) Acido Cafeico - suspensio em matriz; (D) DHB - dried-droplet;

(E) DHB - sanduiche; (F) DHB -

suspensdo em matriz; (G) Acido Ferdlico - dried-droplet; (H) Acido Ferdlico - sanduiche; (1) Acido

Ferdlico - suspensdo em matriz; (J) HCCA - dried-droplet; (K) HCCA -

em matriz.

sanduiche; (L) HCCA - suspensdo
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Cepa 060 - Coelastrum sphaericum
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Cepa 333 - Ankistrodesmus fusiformis
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Figura 8. Espectros de massas altas obtidos para a cepa 333 (A. fusiformis) com quatro diferentes matrizes

etrésdiferentes métodos de amostragem. (A) Acido Cafeico - dried-droplet; (B) Acido Cafeico - sanduiche;
(C) Acido Cafeico - suspensio em matriz; (D) DHB - dried-droplet; (E) DHB - sanduiche; (F) DHB -
suspensdo em matriz; (G) Acido Ferdlico - dried-droplet; (H) Acido Ferdlico - sanduiche; (1) Acido
Ferdlico - suspensdo em matriz; (J) HCCA - dried-droplet; (K) HCCA - sanduiche; (L) HCCA - suspenséo

em matriz.

22



4.4. CELULAS

4.4.1. MASSAS BAIXAS (400 — 2000 DA)

A obtencdo de espectro de massas baixas foi possivel para todas as cepas,

permitindo assim a elaboragdo de um cluster com 18 cepas. A Figura 9 representa o

cluster com base nos espectros das réplicas de cultivo.

$ 2 2 B 2 3 38 5 8
e — — BB041 R2 Cyclotella sp.
BB041 R3 Cyclotella sp.
BB041 R1 Cyclotella sp.
E CB2009/30R2™ A fusiformis
CB2009/30 R3 A. fusiformis
549 R1 M. indicum
46| [og 549 R3 M. indlicum
325R1 M. pseudobraunii
62 549 R2 M. indicum
32 61 328 R2 M. contortum
329 R3 M. contortum
55 64 306 R1 M. contortum
306 R3 M. contorfum
61 CB2012/33 R2 M. contortum
325 R2 M. pseudobraunii
54 306 R2 M. contortum
59 333 R1 A. fusiformis
49 333R2 A. fusiformis
49 CB2012/33 R1 M. contortum
329 R1 M. contortum
50 CB2012/33R3 M. contortum
333 R3 A. fusiformis
________________________ 325R3 M. pseudobraunii _
326 R2 H. reticulata
326 R3 H. reticulata
326 R1 H. reticulata
e —— T Y = 3 T o . =17 A
86 I 100 137 R3 C. braunii
: 85 137 R2 C. braunii
] 455 R1 C. braunii
I 931—: 455 R3 C. braunii
86 o ___ L 4%5R2 _____Cobrami_____
—— 065R1 N. lunatum
99 L 085R2 N. lunatum
ﬁi—‘ 085 R3 N. lunatum
86 CB2009/30 R1 A. fusiformis
———— 553R1 Ophiocytium sp.
- 553R2 Ophiocytium sp.
86 060 R2 C. sphaericum
96 H 060 R3 C. sphaericum
L osoR1 C. sphaericum
86 ————  663R2 Dictyosphaerium sp.
100] L 663R3 Dictyosphaerium sp.
663 R1 Dictyosphaerium sp.
—————————————————— S53R3_____ Ophiogymsp__
88 i CB7009736 K1~ 5. bibraianum
[ 971—[ CB2009/36 R3  S. bibraianum
| L cB200936R2 . bibraianum
| 334 R2 S. bibraianum
100 761 602 R2 S. bibraianum
| 750 602 R1 S. bibraianum
! 63 334R3 S. bibraianum
! 781 a34pi S. bibraianum
| 602 R3 S. bibraianum

S S |

Figura 9. Cluster baseado nos espectros de massas baixas (400 - 2000 Da) das células das réplicas de

cultivo.

Os espectros de massas baixas foram bastante reprodutivos para algumas cepas,

permitindo a diferenciacéo dessas das demais, como por exemplo, as cepas 060 (C.

sphaericum) e 326 (H. reticulata). Além disso também foi possivel o0 agrupamento de
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cepas de uma mesma espécie como as cepas 137 e 455 (C. braunii). As cepas 334, 602 e
CB2009/36 (S. bibraianum) também foram agrupadas, havendo grande semelhanca entre
as cepas 334 e 602 e uma separacdo consideravel em relacdo a cepa CB2009/36. Essa
diferencaentre essas cepas pode ser devido ao isolamento geografico, umavez que acepa
mais distante é proveniente de outro continente (Europa) enquanto as outras duas séo do
mesmo pais (Brasil) (Rysanek et al., 2015). As cepas de A. fusiformis e do género
Monoraphidium ficaram agrupadas em um mesmo clado, devido a grande semelhanca
entre as curvas dos espectros dessas cepas. Esse resultado condiz com o trabal ho baseado
em biologiamolecular de Garciaet al. (2017), que conclui que aclassificagdo taxondmica
das espécies dos géneros Monoraphidium e Ankistrodesmus ainda € incerta. 1sso indica
que esses grupos sao possivelmente polifil éticos. A penas umaréplicadacepa CB2009/30
(A. fusiformis) ficou separada das demais citadas anteriormente.

A Figura 10 representa um cluster elaborado com base nos espectros médios de
cada cepa e a matriz de similaridade dos espectros. E possivel observar a grande
similaridade dos espectros das cepas de A. fusiformis e do género Monoraphidium, e por
esse motivo essas cepas ficam todas agrupadas em um mesmo clado. As cepas de C.
braunii e S. bibraianum continuam agrupadas, assm como no cluster baseado nas
réplicas.

0.0% 167% 333% 500% 667% 833% 100%

7777777777777777777777777777777777777777

1
S. bibraianum i
| oo Cma0owse S bibraianum |
Dictyosphaerium sp.
N. lunatum
Ophiocytium sp.

i\ —————————————— 137 C brauni |
C. braunii [
M. contortum !
M. contortum

A. fusiformis

CB2009/30
494

549
325
CB2012/33

__________________

g2| | temmmmmm T

M. indicum
M. pseudobraunii
M. contortum

A. fusiformis

Cyclotella sp
H. reticulata

C. sphaericum

4.4.2. MASSAS ALTAS (2000 — 20000 DA)

A obtenc&o dos espectros de massas atas ndo foi possivel paraas cepas Cyclotella
sp. e 326 (H. reticulata). O agrupamento representado na Figura 11 foi realizado,
portanto, com os espectros das réplicas de cultivo de 16 cepas. A matriz de similaridade
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a0 lado do cluster evidencia a alta reprodutibilidade dos espectros das réplicas. Assim
houve o agrupamento das réplicas das cepas analisadas, exceto no caso da cepa 065 (N.
lunatum) em que uma das réplicas (R3) ficou em um ramo separado das outras. Essa
separacdo pode ser explicada por uma diferenca na porcdo inicial dos espectros (Figura
13). Essa parte do espectro, com varios picos sucessivos, é caracteristica de polimeros
(Hillenkamp et al., 1991). Caracteristicas das células deste cultivo ou erros
metodologicos, como problemas na homogeneizacdo da mistura ou cristalizagdo
inadegquada, podem ter provocado essa baixa intensidade dos picos.

Quatro cepas do género Monoraphidium ficaram agrupadas, sendo que as cepas
306 e 329 (M. contortum) ficaram agrupadas em um mesmo clado, enquanto outra cepa
dessa mesma espécie (CB2012/33) ficou agrupada com a cepa 325 (M. pseudobraunii).
A cepa 549 (M. indicum), apesar de pertencer ab mesmo género, NA0 agrupou com as
demais. Estudos recentes (Garcia et al., 2017) indicam que esse género ndo seria
monofilético e, portanto, a classificacdo atual destes organismos pode estar incorreta.

As cepas daespécie S. bibraianum (334, 602 e CB2009/36) ficaram agrupadas em
um mesmo clado, mantendo a mesma separacao observada no cluster obtido com massas
baixas, em que a cepa CB2009/36 ficaisolada das outras duas. Novamente refletindo um
possivel isolamento geogréfico dessas cepas.

Assim como com 0s espectros de massas baixas as cepas 137 e 455 (C. braunii)
também foram agrupadas. No entanto, e as cepas 333 e CB2009/30 (A. fusiformis) que
foram agrupadas com as do género Monoraphidium na analise anterior, ficaram agora
agrupadas em um clado distinto.

Apesar do agrupamento em clados distintos a matriz de similaridade (Figura 11)
mostra gue entre os espectros das cepas 333 (A. fusiformis) e CB2009/33 (M. contortum)
hauma similaridade consideravel. Além disso acepa CB2009/33 também apresentou uma
similaridade com as cepas 602 e 334 (S. bibraianum). A cepa 549 (M. indicum) também
apresenta similaridade com a cepa 329 (M. contortum), que pertence ab mesmo género.

Essas similaridades podem ser um indicio de que algumas regides do espectro
podem ser mais significativas para o agrupamento dessas cepas em um mesmo clado, uma

vez que todas pertencem afamilia Selenastraceae.
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Dessaformaautilizacdo de diferentes extensdes de massas pode contribuir paraa
resolucéo de problemas taxondmicos distintos. Enquanto em massas baixas os géneros
Monoraphidium e Ankistrodesmus ndo sdo distinguiveis, em massas altas a separagdo €
evidente. Porém distincdo coloca o género Ankistrodesmus distante do clado que
agrupa 0s géneros Selenastrum e Monoraphidium em um cluster elaborado com os

espectros médios das cepas (Figura 12).
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Figura 12. Dendrograma baseado nos espectros médios de massas altas (2 — 20 kDa) das cepas.
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Figura 13. Comparagéo entre os espectros das réplicas de N. lunatum (065).
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4.5. MATERIA ORGANICA DISSOLVIDA (MOD)

4.5.1. MASSAS BAIXAS (400 — 2000 DA)

Os espectros de massas baixas adquiridos paraa MOD foram praticamente todos
iguais, incluindo espectros obtidos com uma mistura de matriz com acetona (solvente
utilizado na eluicéo da matéria organica das colunas). I1sso indica que provavel mente os
picos dos espectros obtidos ndo sdo das amostras, mas sim resultantes de ions da propria
matriz e/ou de algum solvente. A Figura 14 mostra uma comparacao de alguns espectros
obtidos. Devido a grande semelhanca dos espectros ndo foi possivel arealizacdo de uma

andlise de cluster paraa MOD nessa extensdo de massas.
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Figura 14. Exemplos de espectros de massas baixas obtidos com a MOD de diferentes cepas.
4.5.2. MASSAS ALTAS (2000 — 20000 DA)

A obtencdo de espectros de massas altas daMOD foi satisfatoria paranove cepas,
ou sgja, em nove das 18 cepas ndo foi possivel obter picos com uma intensidade superior
aosruidos. A auséncia de picos nos espectros dessas cepas pode ser resultado da pequena
quantidade de material analisado associado a uma baixa producéo de matéria organica
que € excretada. A Figura 15 representa a andlise de cluster readlizada com base nos
espectros obtidos.
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Figura 15. Cluster baseado nos espectros de massas altas (2 - 20 kDa) da MOD das réplicas de cultivo.

As diferencas entre os espectros da MOD das cepas permitiram discriminagdo
dessas. No entanto, somente foram obtidos espectros de cepas diferentes de uma mesma
espécie para M. contortum (329, 306 e CB2012/33). Assim ndo é possivel avaiar a
capacidade da distincdo de espécies através de espectros da MOD, uma vez que mesmo
a utilizacdo das células ndo permitiu 0 agrupamento de todas as cepas dessa espécie em
um anico clado.

Esses testes foram de grande valia para futuros experimentos de estudos de
associagoes algag/bactérias altamente especificas (populacdes bacterianas associadas a
excretados de al gumas espéci es de microa gas de um mesmo género), pois permite decidir

qual dos excretados devem ser usados.
4.6. IDADE DO CULTIVO E VARIAGAO DA MOD

A andlise de massas baixas ndo apresentou intensidade suficiente para a obtencédo
de espectros para nenhuma das cepas em nenhum dos dias estudados. No entanto com a
analise de massas altasfoi possivel obter espectros (Figura16). A qualidade dos espectros
variou conforme os dias de cultivo. Todas as cepas apresentaram espectros sem
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intensidade de sinais com quatro dias de cultivo. Para a cepa 333 (A. fusiformis) esse
quadro manteve-se até aanalise com 25 dias de cultivo, apresentando intensi dade de picos
superior aos ruidos somente com 32 dias.

A cepa CB2009/33 (M. contortum) comecou a apresentar intensidade de sinais
apos 11 dias de cultivo. Estes picos possuem caracteristicas de compostos poliméricos e
ha um aumento da intensidade dos picos com maior rel agdo massa carga com o passar do
tempo. A cepa 047 (S. bibraianum) também comeca a apresentar picos apds 11 dias de
cultivo. Contudo os picos ndo séo compostos poliméricos e com maior tempo de cultivo
ocorre um aumento da intensidade dos picos de compostos com menor relacdo massa
carga

A intensidade de sinais, presentes em todas as cepas, no periodo de 32 dias pode
ser explicada pelo fato de a quantidade de células ser maior, havendo assim uma maior
producdo de MOD. Além disso apos este tempo os cultivos atingem a fase estacionéria;
fase em que a producdo de MOD é maior quando comparada a fase exponencia de
crescimento (Giroldo & Vieira, 2005). Esses resultados corroboram o estudo de Nicolau
et al. (2014), em que verificaram mudancas na MOD de espécies de diatoméaceas de

acordo com aidade do cultivo.
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Figura 16. (Continua)
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Cepa CB2012/33 - Monoraphidium contortum
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Cepa 047 - Selenastrum bibraianum
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Figura 16. Variagdo da Matéria Organica Dissolvida (MOD) ao longo do crescimento. Espectros de massas

atas com subtracdo da linha de base. As massas acima de 6 kDa foram omitidas por ndo haver picos.
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5. CONCLUSOES

Os espectros obtidos das células possibilitaram, através das andlises de cluster, a
distingdo de todas as cepas. A distingdo das espécies também foi possivel, com excecdo
das espécies do género Monoraphidium, que é provavelmente um grupo polifilético. Os
espectros tanto de massas altas quanto de massas baixas permitiram o agrupamento das
cepas de C. braunii (455 e 137) e de S bibraianum (334, 602 e CB2009/36), sendo que
para esta Ultima os espectros evidenciaram uma diferenca entre cepas isoladas de
continentes diferentes.

As cepas de A. fusiformis (333 e CB2009/30) ficaram agrupadas com as analises
baseadas em massas atas. Contudo as analises baseadas em massas baixas agruparam
€ssas cepas com as cepas do género Monoraphidium (306, 325, 329, 549 e CB2012/33),
havendo grande similaridade entre os espectros dessas cepas.

Os experimentos com a MOD foram realizados como testes preliminares para
estudos futuros. Nesses estudos poderdo ser investigados 0s compostos que Sdo
produzidos, analisando possiveis aplicacdes econdmicas. Também ser8o analisadas as
relagOes de diferentes comunidades bacterianas que vivem associadas aos compostos
excretados por comunidades de microalgas de agua doce. Essas informagdes podem ser
de grande valia, como parte de estudos de taxonomia polifésica, auxiliando no
entendimento das rel agBes taxondmicas das microalgas.

Os dados obtidos com a MOD evidenciaram a possibilidade de seu uso para a
obtencdo de espectros por MALDI-TOF. No entanto novos protocol os de preparacdo das
amostras ainda devem ser testados, com diferentes matrizes e quantidades de materia. Os
resultados mostram gue a quantidade da MOD produzida em diferentes fases do cultivo
também deve ser levada em consideracéo.

Assim o grande nimero de amostras que podem ser col ocadas no aparelho de uma
nicavez associado ao processo automatico de obtencdo de espectros também favorece a
praticidade da técnica, o que possibilita a obtencdo de um grande conjunto de dados

capazes de caracterizar cepas e espécies de microalgas em pouco tempo.
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