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“It is not the strongest of the species that survive, nor the
most intelligent, but the one most responsive to change.”

Charles Darwin
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RESUMO

Este trabalho descreve a distribuicdo espacial dos pigmentos e
principais grupos taxondmicos do fitoplancton nas provincias biogeograficas do
Oceano Atlantico Sul subtropical, ao longo da latitude 30° S. Amostras de agua
do mar (superficie até 200m de profundidade) foram coletadas ao longo de 120
estacdes oceanograficas, ocupadas no inicio da primavera de 2011, durante o
cruzeiro CLIVAR-A10 (NOAA). Os pigmentos foram identificados e
guantificados através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), e 0
programa CHEMTAX foi aplicado para determinar as contribuicdes relativas
dos grupos taxondémicos para o total de clorofila a. As estacbes foram
agrupadas em trés provincias: Africa, Giro e Brasil. Os resultados mostraram
gue os padrdes de distribuicdo vertical e horizontal dos pigmentos e grupos
taxondmicos foram condicionados principalmente pela disponibilidade de luz
e/ou nutrientes. Carotendides fotossintéticos (PSCs), associados com
pequenos flagelados (principalmente haptéfitas), dominaram a profundidade do
maximo de clorofila a (DCM) das provincias do Brasil e do Giro, limitada por luz
e mais rica em nutrientes, e a camada superficial da provincia da Africa sob
influéncia da ressurgéncia de Benguela. Esta ultima apresentou os maiores
valores de clorofila a (> 1 mg.m™), e a ocorréncia de dinoflagelados na regi&o
mais costeira. Carotendides fotoprotetores (PPCs) foram predominantes nas
camadas superficiais, pobres em nutrientes e com alta irradiancia, das
provincias do Brasil e do Giro, associados a um baixo teor de clorofila a (~ 0.1
mg.m~>) e dominio de procariontes (Synechoccocus e Prochloroccocus).

Palavras-chave: Atlantico Sul, fitoplancton, pigmentos, HPLC, CHEMTAX



ABSTRACT

This work describes the spatial distribution of pigments and main
taxonomic groups of phytoplankton in the biogeographical provinces of the
subtropical South Atlantic Ocean, along 30°S. Seawater samples (surface to
200m depth) were collected along 120 oceanographic stations occupied in the
early spring of 2011, during a NOAA CLIVAR-A10 cruise. The pigments were
identified and quantified by high performance liquid chromatography (HPLC),
and CHEMTAX software was used to determine the relative contributions of the
main taxonomic groups to total chlorophyll a. The stations were grouped into
three provinces: Africa, Gyre and Brazil, corresponding to eastern, central and
western sectors of the transect, respectively. The results showed that both
vertical and horizontal distribution patterns of pigments and taxonomic groups
were mainly determined by the availability of light and/or nutrients.
Photosynthetic carotenoids (PSCs), associated with small flagellates (mainly
haptophytes), dominated the light-limited and nutrient-enhanced deep
chlorophyll maximum (DCM) of Brazil and Gyre provinces, as well as the
upwelling influenced surface waters of the Africa province. The latter showed
the highest chlorophyll a values (> 1 mg.m™), and abundance of dinoflagellates
in the coastal region. Photoprotective carotenoids (PPCs) were predominant in
the nutrient-poor and well lit surface layers of Brazil and Gyre provinces,
associated with a low content of chlorophyll a (~ 0.1 mg.m™3) and dominance of

prokaryotes (Synechoccocus and Prochloroccocus).

Keywords: South Atlantic, phytoplankton, pigments, HPLC, CHEMTAX



1. INTRODUCAO

1.1. Composicao fitoplanctdnica

A composicao da comunidade fitoplanctbnica, devido principalmente ao
seu amplo espectro de tamanho, determina, em grande parte, a organizacéo
tréfica do ecossistema marinho e, assim, a eficiéncia com que a matéria
organica produzida pela fotossintese € transferida para niveis troficos
superiores e/ou exportada para o oceano profundo (Finkel et al., 2010). Estes
produtores primarios desempenham um papel fundamental no ciclo
biogeoquimico do planeta, com diferentes grupos do fitoplancton possuindo
papéis biogeoquimicos especificos (Nair et al., 2008). Os principais modelos
atuais de ecologia e biogeoquimica marinha estdo ganhando sofisticacao
através da incorporacdo de médulos complexos que incluem a informacdo dos
grupos funcionais do fitoplancton controlando os ciclos biogeoquimicos
marinhos (Marinov et al., 2010). Devido ao aumento das emissdes de CO,
antropogénico, elevacdes da temperatura superficial do mar e acidificacdo dos
oceanos sao previstas para os proximos anos (IPCC, 2013). O aumento da
temperatura superficial altera os processos de estratificacdo e mistura vertical
da coluna d’agua, o que, por sua vez, modifica os regimes de luz na superficie
dos oceanos e, também, o aporte de nutrientes de camadas profundas,
podendo levar a mudancas na biomassa e composicao do fitoplancton marinho
(Doney, 2006). Estudos recentes ja evidenciam e preveem essas mudancas
(Boyce et al., 2010; Doney et al., 2012; Winder & Sommer, 2012; Peter &

Sommer, 2013). Esforcos atuais de monitoramento sdo necessarios para



compreender como as comunidades fitoplanctonicas irdo responder a essas
mudancas e quais serdo as consequéncias para 0s niveis troficos superiores
(Hays et al., 2005). Portanto, o estudo das comunidades de fitoplancton, em
diferentes escalas temporais e/ou espaciais, fornece uma ferramenta
fundamental na avaliagdo e monitoramento ambiental, bem como em estudos
de relacdes tréficas e modelagem de ecossistemas, além de servirem de linha
de base para supostas mudancgas estruturais na comunidade, em funcdo de
alteracdes ambientais.

Ao longo dos ultimos anos, 0 uso da microscopia ha caracterizagdo da
estrutura das comunidades de fitoplancton vem sendo complementado por
ferramentas mais expeditas, como o0 uso de biomarcadores taxonémicos e/ou
técnicas de deteccdo remota (Roy et al, 2013). Neste contexto, a
cromatografia liquida de alta performance (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC) tem auxiliado no mapeamento das comunidades de
fitoplancton, pois permite a discriminacdo de pigmentos marcadores de
diversos grupos (Wright & Jeffrey, 2006; Higgins et al., 2011). Uma abordagem
comum envolve o uso do programa CHEMTAX (Mackey et al., 1996) que utiliza
razdes pigmentares (pigmento:clorofila a), derivadas do HPLC, para determinar
a contribuicdo relativa dos diferentes grupos do fitoplancton, em relacdo ao
total de clorofila a (indice de biomassa). O programa permite identificar e
guantificar grandes grupos (por exemplo, diatomaceas, dinoflagelados,
haptofitas, cianobactérias), podendo até discriminar alguns sub-grupos (por
exemplo, cocolitoforideos dentro de haptofitas; procloréfitas dentro de

cianobactérias), dependendo do conhecimento prévio do ambiente e/ou da



especificidade de determinados tipos de pigmentos (Wright & Jeffrey, 2006). A
abordagem HPLC-CHEMTAX tem sido utilizada com sucesso em diversos
estudos, em uma escala global, realizados em diferentes regiées/ambientes
(por exemplo, Wright et al., 2010; Mendes et al., 2011, 2012, 2015; Schlitter et
al., 2011), fornecendo informagbes valiosas sobre toda a comunidade do
fitoplancton, incluindo grupos de pequeno tamanho (que sdo normalmente

dificeis de identificar por microscopia).

1.2. Condicionantes da distribuic&o do fitoplancton nos oceanos

A distribuicdo do fitoplancton nos oceanos é regida, principalmente, pela
adaptacdo das comunidades as condicdes regionais caracteristicas, tais como
turbuléncia, temperatura, nutrientes e luz (Cullen et al., 2002). Pigmentos
acessorios desempenham um papel importante nas estratégias adaptativas do
fitoplancton, sendo normalmente utilizados para determinar mudancas na
estrutura da comunidade e/ou respostas fisiologicas as condi¢cbes ambientais
(Trees et al., 2000). Altas concentracdes de carotendides fotossintéticos
(PSCs) indicam normalmente regides de alta produtividade e uma
predominancia de células grandes do fitoplancton, ao passo que altas
proporcdes de carotenoides fotoprotetores (PPCs) sugerem condicOes
oligotroficas, associadas com células pequenas (Gibb et al., 2000). Por outro
lado, as comunidades do fitoplancton acumulam mais PPCs para evitar danos
foto-oxidativos causados pela alta irradiancia (Moreno et al., 2012), enquanto
gue acumulos de PSCs séao utilizados para compensar a limitacdo de luz no

ambiente (Rodriguez et al., 2006).



Uma feicdo bioldgica tipica de ambientes pelagicos € a chamada
profundidade do méaximo de clorofila a (deep chlorophyll maximum - DCM). A
formacdo da DCM é resultado da adaptacdo do fitoplancton frente a dois
gradientes verticais opostos no oceano: luz proveniente da atmosfera,
fornecida a partir de estratos superiores; e nutrientes, fornecidos a partir de
camadas inferiores pelas massas d’agua profundas e mais ricas (Huisman et
al., 2006). Por exemplo, em giros subtropicais, ha uma renovacéo limitada de
nutrientes nas A&guas superficiais, devido a nutriclina (camada de forte
gradiente em nutrientes) ser constantemente muito mais profunda do que a
camada de mistura (Neuer et al., 2007; Painter et al., 2008). Isto levou alguns
investigadores a postular a presenca de duas camadas distintas dentro da zona
eufética: uma camada superior, bem misturada, em que a producao primaria é
sustentada principalmente pelas formas regeneradas de nutrientes; e uma
camada inferior, em que a producado é predominantemente mantida por novos
nutrientes (principalmente nitrato), que sdo introduzidos na zona eufética
(Painter et al., 2007), aumentando a biomassa do fitoplancton e formando a
DCM (Mignot et al., 2014). Adicionalmente, niveis mais altos de clorofila a na
DCM, podem estar parcialmente relacionados com o aumento deste pigmento
nas células, como resultado de fotoadaptacdo (Rodriguez et al., 2006). No
entanto, sendo a DCM uma funcao principalmente de aporte de nutrientes, por
controlar a relacdo metabolismo versus tamanho da célula, este fornecimento
desempenha um papel importante na determinacdo da estrutura das
comunidades e nos fluxos de energia dos ecossistemas pelagicos (Marafion et

al., 2007).



1.3. Area de estudo: Atlantico Sul subtropical

Longhurst et al. (1995) prop6s um sistema bem fundamentado para
repartir o oceano global em regides biologicamente significativas, através da
avaliacdo dos padrbes de produtividade, utilizando dados de sensoriamento
remoto da cor do oceano. Embora a particdo horizontal dos oceanos venha
sendo amplamente utilizada em diversos estudos que abordam a estrutura das
comunidades de fitoplancton, poucas investigacoes levam em conta a sua
distribui¢é@o vertical. Dentro deste contexto, o Oceano Atlantico Sul é uma das
regidbes menos investigadas dos oceanos (Longhurst, 2007). O setor
subtropical é composto pelas provincias biogeograficas da Zona de
Ressurgéncia de Benguela (a leste), o Giro Subtropical do Atlantico Sul
(central) e a Zona da Corrente do Brasil (a oeste), podendo os limites
geograficos entre estas provincias apresentar variacdes sazonais e interanuais
(Longhurst, 2007).

O programa europeu Atlantic Meridional Transect (AMT) tem contribuido
largamente para o conhecimento dos processos bioldgicos na regido do
Atlantico Sul (Robinson et al., 2006). A base de dados do AMT inclui um grande
conjunto de observacbes sobre a distribuicdo dos pigmentos e grupos do
fitoplancton (por exemplo, Gibb et al., 2000; Barlow et al., 2002, 2004; Poulton
et al., 2006; Aiken et al., 2009). No entanto, transectos zonais (leste-oeste) ao
longo do Atlantico Sul sdo muito escassos. O programa americano CLIVAR
vem objetivando realizar um conjunto de transectos hidrograficos nos oceanos,

para a obtencdo de medicdes de alta qualidade, com alta resolucdo, em



escalas horizontal e vertical. A secao A10 atravessa o Atlantico sul ao longo da
latitude de 30°S, compreendendo as provincias biogeogréaficas em questéo.

O presente trabalho utiliza a abordagem HPLC-CHEMTAX para avaliar
os dados de pigmentos fitoplanctonicos recolhidos no Atlantico Sul durante um
cruzeiro do programa CLIVAR realizado na secdo A10, no inicio da primavera
de 2011 (setembro/outubro). Este transecto atravessa importantes gradientes
fisicos e quimicos (regides costeiras vs. oceanicas, zona de ressurgéncia, giro
subtropical) que irdo gerar distintos padrées biolégicos. A hipdtese geral do
trabalho, portanto, € de que diferentes padrbes de pigmentos e comunidades
fitoplanctonicas estdo associadas a distintos padrfes fisicos e quimicos das
provincias presentes no Atlantico Sul subtropical. Os padrbes de distribuicéo
foram examinados horizontalmente (ao longo 30°S) e verticalmente (entre a

superficie e 200m de profundidade).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar a composicéo fitoplancténica no oceano Atlantico Sul ao longo
da latitude 30°S e suas relacdes com as varidveis ambientais, no periodo de

setembro/outubro de 2011.

2.2. Objetivos especificos
-Determinar a composicao dos pigmentos fitoplanctdnicos;

-Determinar os principais grupos fitoplanctonicos;



-Delimitar as diferentes provincias biogeogréficas;
-Analisar as relagbes existentes entre 0s pigmentos e 0S grupos do
fitoplancton, bem como as caracteristicas fisicas e quimicas da coluna d’agua

ao longo das provincias.

3. METODOLOGIA

3.1. Amostragem

O cruzeiro CLIVAR secao A10 foi realizado entre 26 de setembro e 31
de outubro de 2011, a bordo do navio Ronald H. Brown, no oceano Atlantico. A
secdo A10 compreende a area ao longo da latitude 30°S, entre as longitudes
15°E e 50°W. Foram realizados 120 perfis de CTD/O,/rosette (Seabird) na
coluna d’agua ao longo do transecto, e coletadas amostras de agua com

garrafas de Niskin, para as analises de nutrientes e pigmentos fitoplanctdnicos

(Figura 1).
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Figura 1. Transecto oceanico de estudo e localizagdo das estacdes oceanogréficas realizadas.

Para a analise dos pigmentos, amostras de agua do mar foram

coletadas em trés profundidades, selecionadas de acordo com os perfis de
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fluorescéncia, determinado por um fluorimetro in situ (ECO FL, WetLabs)
acoplado ao sistema CTD: camada superficial (10 m), profundidade do maximo
de clorofila a (DCM) e a profundidade abaixo desse maximo (onde os niveis de
fluorescéncia estabilizavam e retornavam a baixos valores). Além disso, em
algumas estacdes, amostras de agua foram coletadas em cinco profundidades
(entre a superficie e 200 m), para maior detalhamento da distribuicdo vertical
das comunidades de fitoplancton. As amostras de agua do mar (1,5-3 litros)
foram filtradas, em ambiente com baixa luminosidade, em filtros Whatman GF/F
(tamanho de poro 0,7 um; didmetro 25 mm) utilizando uma pressao de vacuo
inferior a 5 polegadas Hg. Os filtros foram imediatamente armazenados em
nitrogénio liquido e, apos desembarque, foram transportados para o laboratorio

e acondicionados em freezer a -80°C para posterior analise.

3.2. Dados abioticos

A area de estudo foi dividida em trés provincias biogeograficas, como
proposto por Longhurst et al. (1995) e aqui denotado como: Brasil, Africa e
Giro. As fronteiras das provincias foram delimitadas através de uma analise de
agrupamento (distancia Euclidiana como indice de similaridade), usando os
valores superficiais (10 metros de profundidade) de temperatura, salinidade,
oxigénio dissolvido e clorofila a (indice de biomassa do fitoplancton). Os dados
fisicos e quimicos (temperatura, salinidade, oxigénio e nutrientes), processados
e determinados por outros pesquisadores embarcados, foram obtidos a partir
da base de dados do CLIVAR (http://cchdo.ucsd.edu/cruise/33R020110926). A

analise dos nutrientes (nitrato, silicato e fosfato) foi realizada utilizando o
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protocolo de andlise padrdo do programa WOCE (Gordon et al.,, 1993). A
profundidade da nitraclina (gradiente vertical de nitrato) foi determinada a partir
dos perfis verticais da concentracdo de nitrato, aqui definida como a
profundidade a partir da qual a mesma registrou um incremento acentuado
(geralmente a profundidade onde a concentraco foi >1 umol.kg™).

A densidade da agua do mar (kg.m™3) foi determinada a partir dos dados
de temperatura e salinidade, com a finalidade de avaliar a estrutura fisica da
coluna d’agua. A profundidade da camada de mistura (UML) foi determinada de
acordo com de Boyer Montégut et al. (2004), que consiste na profundidade na
qual os valores de densidade foram maiores do que 0,03 kg.m™ em relacéo a
um valor proximo da superficie (10 m de profundidade). A estabilidade da
coluna d’agua (E) foi estimada utilizando variacBes verticais de densidade,
como uma funcéo da frequéncia de Brunt-Vaisala (N2?), definida como
N2 = - (g/p).(9pldz) (rad®.s™?), que leva a E = N2/ g (10®rad®>.m™), onde g é a
gravidade e p € a densidade da agua do mar. Foram utilizados neste estudo os
valores médios de E entre 0 e 100 m. A radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR; A =400 a 700 nm) na coluna d’agua (0-30m de profundidade) foi medida
utilizando um perfilador radiométrico (HyperPro, Satlantic) em todas as
estacbes diurnas (n=42), sob condicdes meteorolégicas e oceanograficas
favoraveis para a medicdo. A profundidade da camada eufotica (Zeu), definida
como a profundidade na qual PAR atinge valores de 1% em relacdo aos niveis
registrados na superficie (Kirk, 2011), foi estimada como uma funcdo da

equacao exponencial que descreve a atenuacdo vertical de luz solar na coluna
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d’agua: I, = lp.exp(-k.z), que leva a Zeu = 4,6/k, onde | é PAR (umol.m?.s™) e k

é o coeficiente de atenuacéo (m™).

3.3. Andlise de pigmentos por HPLC

Os pigmentos fitoplanctbnicos foram analisados no Laboratério de
Fitoplancton e Microorganismos Marinhos, Instituto de Oceanografia, da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A extracdo dos pigmentos foi
realizada utilizando 3 ml de metanol 95% tamponado (2% de acetato de
amonio) contendo 0,05 mg.I™ de trans-B-apo-8'-carotenal como padr&o interno
(utilizado para quantificar e corrigir as perdas durante o processo de extracao).
Durante o processo de extragao, os filtros foram mantidos em tubos de ensaio
imersos nessa solucdo por 1h e refrigerados a —20°C. Para auxiliar no
processo de extracdo, os filtros foram macerados com bastdo de vidro,
ultrasonificados por 5 minutos em banho frio e, ao final do processo,
centrifugados a 1100 rpm, durante 5 minutos, a uma temperatura de 3°C. O
sobrenadante foi filtrado utilizando um filtro Fluoropore de 0,2um de poro, e
1000ul da solucdo foram misturados com 400ul de agua Milli-Q em vials de
analise especificos para cromatografia, e a solucéo colocada imediatamente no
auto-injetor, refrigerado a 4°C, do instrumento de HPLC (Shimadzu).

O HPLC é composto por um modulo distribuidor de solventes (LC-20AD)
com um sistema de controle (CBM-20A), um detector de fotodiodos (SPD-
M20A) e um detector de fluorescéncia (RF-10AXL). A separacdo
cromatografica dos pigmentos foi efetuada usando uma coluna monomérica C8

(SunFire; 15cm de comprimento; 4,6mm de diametro e 3,5um de tamanho das
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particulas) a uma temperatura constante de 25°C. A fase mdvel (solventes) e o
seu respectivo gradiente seguiu o método desenvolvido por Zapata et al.
(2000), discutido e otimizado por Mendes et al. (2007), com um fluxo de

1ml.min™* e um volume de injecdo de 100ul (Tabela 1).

Tabela 1. Gradiente e composicdo da fase mével utilizada. Adaptado de Mendes et al. (2007).

A B
Tempo (min) Metanol:acetonitrilo:piridina aquosat Metanol:acetonitrilo:acetona

© (50:25:25 viviv) (20:60:20 viviv)
% % %
3 0 100 0
g 20 60 40
26 5 95
38 5 95
40 100 0

T Solugdo aquosa de piridina (0.25 M) com pH ajustado a 5.0 pela adigdo de acido acético

A identificacdo e quantificacdo dos picos referentes aos pigmentos
fotossintéticos foram realizadas usando como referéncia padrées comerciais de
concentragcdo conhecida da DHI (Institute for Water and Environment,
Denmark). Os pigmentos foram identificados a partir de seus respectivos
espectros de absorcdo e tempos de retencdo, obtidos pelo detector de
fotodiodos (comprimento de onda 190 a 800 nm; 1 nm de resolucédo espectral)
e/ou pelo detector de fluorescéncia (excitacdo 430nm / emissao 670nm), para o
caso dos pigmentos clorofilianos. Os pigmentos foram quantificados a partir da
integracdo de seus respectivos picos de retencdo usando o programa LC-
Solution (Shimadzu), mas todas as integracbes de picos foram verificadas
manualmente e corrigidas quando necessario. A Tabela 2 lista todos os
pigmentos analisados neste estudo que foram detectados acima do limite de

guantificacdo, juntamente com as respectivas abreviaturas.
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3.4. indices pigmentares

Pigmentos diagnésticos (DP) foram definidos através do agrupamento
de sete pigmentos biomarcadores selecionados. Esta abordagem (Barlow et
al., 2007) permitiu identificar quatro grandes grupos do fitoplancton:
diatoméaceas, dinoflagelados (com peridinina), nano-flagelados e procariontes.
Os pigmentos que definiram esses grupos estdo indicados na Tabela 2. Um
filtro de controle de qualidade foi aplicado aos dados de pigmentos, seguindo
Aiken et al. (2009). Os critérios sao: (1) A diferenca entre o total de clorofila a
(Tchla) e os pigmentos acessorios (AP) deve ser inferior a 30 % da
concentracdo do total de pigmentos (TP); (2) A regressdo entre Tchla e AP
deve apresentar uma inclinacédo entre 0,7 e 1,4, e deve explicar mais do que
90% do total da variancia (r>>0.9); (3) Os dados do cruzeiro s&o aceitos
somente se 0 numero de amostras que cumprirem 0s critérios anteriores for
maior do que 85 % do total de amostras.

Como o fitoplancton pode alterar a sua composicéo pigmentar devido as
condi¢cbes ambientais (Higgins et al., 2011), indices de fotoadaptacdo foram
determinados para avaliar mudancas na contribuicdo de Tchla e carotenoides
em relacdo ao total de pigmentos (Barlow et al., 2007). Os carotenoides foram
separados como fotossintéticos (PSC) e fotoprotetores (PPC). Os indices de
fotoadaptacédo utilizados, bem como os respectivos pigmentos representativos
de cada indice estdo indicados na Tabela 2.

A andlise de HPLC permitiu, ainda, a separacdo, identificacdo e
guantificacdo dos produtos de degradacédo da clorofila a. Os teores relativos

desses produtos foram usados como indices de herbivoria e de senescéncia
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celular (Wright et al., 2010). Os indices utilizados, com os respectivos tipos de

produtos de degradacao atribuidos, estdo também indicados na Tabela 2.

Tabela 2. Simbolos, nomes, férmulas, concentracdes (em ng.L™) dos pigmentos e os valores

dos indices pigmentares identificados neste estudo (média

+

desvio-padrdo para cada

provincia na superficie e DCM). Tchl a = total de clorofila a, DP = pigmentos diagndstico, PPC=

carotenoides fotoprotetores, PSC

TP = total de pigmentos, Diatom

= carotendides fotossintéticos, AP = pigmentos acessorios,

= indice de diatomaceas, Dino = indice de dinoflagelados,

Flag= indice de nano-flagelados, Prok = indice de procariontes.

Africa Province

Gyre Province

Brazil Province

Symbol  Description Surface DCM Surface DCM Surface DCM

Chla Chlorophyll a 382.3+4059 457.8+390.2 585+233 1941+772 93.7+454 268.3 £ 119.7
DV Chla Divinyl chlorophyll a 21.1+151 46.6 £43.9 33.8+158 90.4+421 42.7+10.1 1255 +55.1
Chlb Chlorophyll b 48 +42.8 77.5+41 82+65 90 +50.4 85+4.4 108 + 65
Chlc, Chlorophyll ¢, 459+57.9 63.9+54.4 5+28 251+124 74+45 275+129
Chlc, Chlorophyll ¢ 5 35+26.4 58.2+23.1 51+32 422+17.7 6.1+35 47.3+233
Fuco Fucoxanthin 40.6 £45.1 58.7 + 54.2 45+3.9 16.3+20.7 13.4+10.5 155+8.2
But 19'-butanoyloxyfucoxanthin 39+20.2 65.3 +18.9 6.4+32 50.6 +18.7 6.1+26 53.1+27.8
Hex 19'-hexanoyloxyfucoxanthin 104.3+57.9 128.3+65.7 149+6.2 66.4 £ 25.8 16.3+7.8 71.8+28.9
Diad Diadinoxanthin 385+37.5 25.4+38.4 41+21 54+24 6.2+25 72+25

Lut Lutein 33+19 32+15 02+04 14+11 01+0.2 1.8+0.8
Pras Prasinoxanthin 42+6.4 54+6.7 01+04 23+2 04+0.7 6.5+438
Allo Alloxanthin 29+53 3+5 0+0.2 08+15 01+0.2 2719
Diato Diatoxanthin 3+23 16+16 0.3+04 02+0.3 0.7+0.6 0+0.1

Zea Zeaxanthin 59.7 £ 36.2 67 +39.3 453+11.2 438+239 67.9+10.3 62.7+37.3
Car Be-carotene + BB-carotene 10.3+£9.8 144 +131 52+25 16.4+£89 84+39 252+115
Peri Peridinin 533+1664 56.4+1657 21+4 37+31 24%0.7 49+21
Viola Violaxanthin 4436 4434 06+04 13%£0.7 0.8+04 14+08
Pheide a  Pheophorbide a 71+£93 10.8 £ 8.6 14+17 8247 19+12 116+6

Phe a Pheophytin a 57+6 8+£57 19+1 6.8+45 24+1 83+32
Chlide a  Cholophyllide a 35+39 33+39 01+03 04+0.9 05+0.8 03+03
Pigment sum

Tchla Chla+DVChl a +Chlide a 406.9 +£402.2 507.7+377.8 924+351 2849+1051 137+456 394 + 153.5
DP Allo+But+Chl b +Fuco+Hex+Peri+Zea 347.9+338.6 456.1+311.8 81.3+253 271.6+107.5 1148+30.6 318.7+133.4
PPC Viola+Diad+Allo+Diato+Zea+Car+Lut 122.2+86.8 119+ 86.9 55.7+13.8 69.3+32.1 84.3+141  100.9 +48.6
PSC But+Fuco+Hex+Peri+Pras 2415+ 2726 3141+257.7 28+134 139.3+57.5 38.6+20.7 151.7 + 66.4
AP PPC+PSC+Chl b +Chl ¢ ,+Chl c 5 4925+ 4751 632.7+437.8 102+34.1 365.9+143.4 1449+427 4354+1835
TP Tchla+AP 899.5+877  1140.3+8154 1943+68.8 650.8+2453 281.9+87.9 829.4+333.6
Pigment index

Diatom Fuco/DP 0.12 £ 0.05 0.13+0.08 0.05+0.03 0.05+0.05 0.11+0.05 0.05+0.02
Dino Perid/DP 0.06 £0.1 0.06 £0.1 0.02+0.03 0.01+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01
Flag (Allo+But+Hex+Chl b )/DP 0.62 £ 0.09 0.66 +£0.11 0.35+0.08 0.76+0.11 0.26+£0.06 0.73+0.12
Prok ZealDP 0.2+0.07 0.15 £ 0.06 057009 017+0.1 0.61+0.09 0.21+0.12
PPCrp PPC/TP 0.15+0.03 0.1+0.03 0.3+0.04 0.11+0.04 031+£0.05 0.12+0.05
PSCrp PSC/TP 0.26 +£0.03 0.27 £0.03 0.14+0.03 0.21+0.03 0.13+0.03 0.19+0.04
Tchlatp  Tchla/TP 0.45+0.02 0.44 +£0.01 0.47+0.02 0.44+0.03 048+0.02 0.47+0.04
grazing (Pheide a+Phe a)/Tchla 0.031+0.007 0.039+0.012 0.035+0.016 0.051+0.015 0.03+0.01  0.055*0.026

senescence Chlide a/Tchla

0.009 + 0.007  0.006 + 0.004

0.001 +0.001 0.001 +0.002

0.003 + 0.004 0.001 +0.001
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3.5. Aplicagdo do CHEMTAX

Para melhor detalhamento dos grupos taxon6micos do fitoplancton,
através dos pigmentos, foi utilizado o programa estatistico CHEMTAX (versao
1.95). Este programa utiliza um processo iterativo de fatorizagdo matricial de
forma a otimizar a associacdo entre os diferentes pigmentos presentes, com a
finalidade de determinar a mais adequada composi¢cdo dos grupos taxonémicos
(Mackey et al.,, 1996). O CHEMTAX requer uma matriz de entrada que
contenha as classes esperadas (informacdo obtida através de uma prévia
visualizacdo ao microscopio e/ou através da presenca de determinados
pigmentos e suas respectivas associacdes) e as razdes de pigmentos:Chla
iniciais dessas mesmas classes. Geralmente, a construgcdo da matriz das
razdes pigmentares de entrada € baseada em trabalhos ja publicados, que
utilizaram a mesma metodologia em regides geograficamente semelhantes.
Esta informacdo pode, também, ser complementada através de razdes
pigmentares obtidas em trabalhos laboratoriais com culturas de
espécies/grupos similares. No presente trabalho, a matriz de entrada com dez
grupos fitoplanctonicos (ver Tabela 3) foi obtida de Gibberd et al. (2013), cujo
estudo foi desenvolvido em regido proxima a abordada neste trabalho. Os
pressupostos para escolha dos grupos fitoplancténicos utilizados estao
descritos em Gibberd et al. (2013). Os procedimentos estatisticos e calculos
matematicos efetuados pelo programa CHEMTAX estdo integralmente
descritos em Mackey et al. (1996).

A mesma matriz de entrada foi usada para as trés provincias

identificadas (Brasil, Giro e Africa). No entanto, o procedimento foi executado
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separadamente, a fim de minimizar potenciais variagdes/erros no processo de
otimizacdo do CHEMTAX. Além disso, tendo em consideracdo a variagdo nas
razBes pigmentares em relacdo a disponibilidade de luz e/ou disponibilidade de
nutrientes, estes trés conjuntos de dados foram subdivididos ainda em mais
trés sub-grupos, de acordo com a profundidade: 0-50m, 50-100m, e >100m.
Para aumentar a precisdo do processo de geracdo da matriz de saida para
determinacdo dos grupos, uma série de 60 matrizes foi gerada, multiplicando-
se cada valor de razéo da matriz de entrada inicial, por um fator F, onde

F=1+s.(r-0,5), s éum fator escalar (hormalmente 0,7) e r € um numero
aleatorio entre O e 1 gerado utilizando a fungdo RAND do Microsoft Excel. Cada
uma das 60 matrizes foi utilizada como matriz de entrada no CHEMTAX, e a
média das 6 matrizes de saida (10%) com os menores residuos, foi utilizada
para determinar a abundancia taxondémica [ver Wright et al. (2009) para mais
detalhes do procedimento]. As matrizes de saida determinadas para cada

profundidade e provincia estdo indicadas na Tabela 3.

3.6. Grupos do fitoplancton e variaveis ambientais

As relacfes entre os grupos fitoplanctdnicos e as variaveis ambientais
foram exploradas através de uma andlise de correspondéncia canbnica (CCA;
Ter Braak & Prentice, 1988). A andlise foi realizada a fim de determinar quais
os fatores ambientais foram mais fortemente associados com as comunidades
fitoplancténicas encontradas. As variaveis bidticas foram representadas pela
biomassa dos grupos taxondmicos derivados do CHEMTAX (mg.m™ Tchl a); e

as variaveis ambientais foram: temperatura, salinidade, total de clorofila a
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(Tchla), concentracdo de nitrato, indices de herbivoria e senescéncia celular, e
indices de carotenoides fotoprotetores (PPC+p) e fotossintéticos (PSCrp). Um
teste de Monte Carlo foi executado com base em 499 permutacbes sob um

modelo reduzido (p <0,05) para avaliar a significAncia da andlise.

Tabela 3. Razdes de pigmentos usadas na analise dos dados no CHEMTAX: a) matriz de

entrada, b) matrizes de saida (para cada provincia e profundidade) apds andlise.

Chla DV Chla Viola Chlc, Fuco Hex Lut Chlc; Pras Allo Zea Peri Chlb
(a)Input matrix

Prasinophytes 1 0 0104 0 0 0 0011 0 0096 0 0062 0 1114
Chlorophytes 1 0 0183 0 0 0 0062 O 0 0 003 0 0451
Cryptophytes 1 0 0 0134 O 0 0 0 0 02714 ©0 0 0
Diatoms-A 1 0 0 0317 0732 0 0 0 0 0 0 0 0
Diatoms-B 1 0 0 023 114 0 0 0109 O 0 0 0 0
Dinoflagellates 1 0 0 0258 O 0 0 0 0 0 0 0848 0
Haptophytes-6 1 0 0 0135 0142 1.092 0 0133 O 0 0 0 0
Haptophytes-8 1 0 0 0368 0249 0763 0 0.286 O 0 0 0 0
Synechococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 082 0 0
Prochlorococcus 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0287 0 0322

(b) Output matrix
Africa Province 0-50m
Chla DV Chla Viola Chlc, Fuco Hex Lut Chlcy; Pras Allo Zea Peri Chlb

Prasinophytes 1 0 0.076 0 0 0 0012 0 0146 0 0074 0 0936
Chlorophytes 1 0 009 0 0 0 0141 O 0 0 0043 0 051
Cryptophytes 1 0 0 016 O 0 0 0 0 0417 O 0 0
Diatoms-A 1 0 0 0.091 0398 O 0 0 0 0 0 0 0
Diatoms-B 1 0 0 0306 1248 O 0 0129 0 0 0 0 0
Dinoflagellates 1 0 0 0207 O 0 0 0 0 0 0 1124 O
Haptophytes-6 1 0 0 0153 0177 1911 0 0106 O 0 0 0 0
Haptophytes-8 1 0 0 0211 0064 0495 0 0255 O 0 0 0 0
Synechococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1254 O 0
Prochlorococcus 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0357 0 0417

Africa Province 50-100m
Chla DV Chla Viola Chlc, Fuco Hex Lut Chlcy; Pras Allo Zea Peri Chlb

Prasinophytes 1 0 0029 0 0 0 0011 O 0114 0 006 0 076
Chlorophytes 1 0 0085 0 0 0 0092 0 0 0 0047 0 0821
Cryptophytes 1 0 0 0177 0 0 0 0 0 0304 O 0 0
Diatoms-A 1 0 0 0554 0516 O 0 0 0 0 0 0 0
Diatoms-B 1 0 0 0173 1574 0 0 0152 0 0 0 0 0
Dinoflagellates 1 0 0 0159 O 0 0 0 0 0 0 1006 O
Haptophytes-6 1 0 0 0187 0195 1663 0 0153 O 0 0 0 0
Haptophytes-8 1 0 0 0143 0053 0313 0 0318 0 0 0 0 0
Synechococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1208 O 0
Prochlorococcus 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0313 0 0648
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Africa Province >100m
Chla DV Chla Viola Chlc, Fuco Hex Lut Chlc; Pras Allo Zea Peri Chlb

Prasinophytes 1 0 0026 0 0 0 0015 O 016 0 0097 0 1128
Chlorophytes 1 0 0219 O 0 0 0064 O 0 0 0058 0 0.662
Cryptophytes 1 0 0 018 0 0 0 0 0 0373 0 0 0
Diatoms-A 1 0 0 0432 0757 O 0 0 0 0 0 0 0
Diatoms-B 1 0 0 0133 1129 © 0 0164 O 0 0 0 0
Dinoflagellates 1 0 0 0154 o0 0 0 0 0 0 0 0946 O
Haptophytes-6 1 0 0 013 0122 0771 0 0201 O 0 0 0 0
Haptophytes-8 1 0 0 0219 0.162 0.809 O 0.3 0 0 0 0 0
Synechococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1077 O 0
Prochlorococcus 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0202 0 0.88

Gyre Province 0-50m
Chla DV Chla Viola Chlc, Fuco Hex Lut Chlc; Pras Allo Zea Peri Chlb

Prasinophytes 1 0 0063 O 0 0 0015 0 0043 0 0077 0 1678
Chlorophytes 1 0 0237 0 0 0 0072 O 0 0 003 0 0459
Cryptophytes 1 0 0 0158 0 0 0 0 0 0268 0 0 0
Diatoms-A 1 0 0 0483 0694 0 0 0 0 0 0 0 0
Diatoms-B 1 0 0 0257 159 0 0 014 0 0 0 0 0
Dinoflagellates 1 0 0 0311 0 0 0 0 0 0 0 09% 0
Haptophytes-6 1 0 0 0152 0107 112 0 0179 O 0 0 0 0
Haptophytes-8 1 0 0 0278 0161 0989 0 0495 O 0 0 0 0
Synechococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 103 O 0
Prochlorococcus 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0374 0 0117

Gyre Province 50-100m
Chla DV Chla Viola Chlc, Fuco Hex Lut Chlc; Pras Allo Zea Peri Chlb

Prasinophytes 1 0 0.057 0 0 0 0012 0 0078 0 0082 0 3068
Chlorophytes 1 0 0034 0 0 0 0145 0 0 0 0054 0 0404
Cryptophytes 1 0 0 0121 0 0 0 0 0 0329 0 0 0
Diatoms-A 1 0 0 0345 0782 O 0 0 0 0 0 0 0
Diatoms-B 1 0 0 027 142 0O 0 0133 0 0 0 0 0
Dinoflagellates 1 0 0 0408 O 0 0 0 0 0 0 0846 0
Haptophytes-6 1 0 0 018 0169 1852 0 0164 O 0 0 0 0
Haptophytes-8 1 0 0 0156 0.041 0418 0 0316 O 0 0 0 0
Synechococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.4 0 0
Prochlorococcus 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 033 0 0141

Gyre Province >100m
Chla DV Chla Viola Chlc, Fuco Hex Lut Chlcy Pras Allo Zea Peri Chlb

Prasinophytes 1 0 0022 0 0 0 0017 0 0066 O 0076 0 2483
Chlorophytes 1 0 0251 O 0 0 003 O 0 0 0045 0 0.566
Cryptophytes 1 0 0 0139 0 0 0 0 0 0344 0 0 0
Diatoms-A 1 0 0 0432 0946 O 0 0 0 0 0 0 0
Diatoms-B 1 0 0 0241 1209 O 0 00% O 0 0 0 0
Dinoflagellates 1 0 0 039 0 0 0 0 0 0 0 11047 O
Haptophytes-6 1 0 0 0058 006 0613 0 0167 O 0 0 0 0
Haptophytes-8 1 0 0 0421 0.166 0.767 O 0477 O 0 0 0 0
Synechococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1193 O 0
Prochlorococcus 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0265 0 0.328



Brazil Province 0-50m

Chla DV Chla Viola Chlc, Fuco

Prasinophytes 1 0
Chlorophytes 1 0
Cryptophytes 1 0
Diatoms-A 1 0
Diatoms-B 1 0
Dinoflagellates 1 0
Haptophytes-6 1 0
Haptophytes-8 1 0
Synechococcus 1 0
Prochlorococcus 0 1

Brazil Province 50-100m
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4. SINTESE DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

Esta secao trata de uma sintese dos principais resultados do presente
trabalho, cujos detalhes e discusséo encontram-se no manuscrito “Contrasting
patterns of phytoplankton pigments and chemotaxonomic groups along 30° S in
the subtropical South Atlantic Ocean” a ser submetido para o periédico Deep-
Sea Research I.

Os resultados mostraram que os padrdes de distribuicdo vertical e
horizontal dos pigmentos e grupos taxondmicos no Atlantico Sul subtropical
foram condicionados principalmente pela disponibilidade de luz e/ou nutrientes.
Carotenoides fotossintéticos (PSCs), associados com pequenos flagelados,
dominaram a profundidade do maximo de clorofila a (DCM) das provincias do
Brasil e do Giro, limitada por luz e rica em nutrientes, e a camada superficial da
provincia da Africa, influenciada pela ressurgéncia de Benguela. Carotendides
fotoprotetores (PPCs) foram predominantes nas camadas superficiais, pobres
em nutrientes e com alta irradiancia, das provincias do Brasil e do Giro,
associados a um dominio de procariontes (Figura 2).

Na provincia da Africa, altas concentracées de Tchl a (> 1 mg.m™) foram
encontradas na camada superficial (entre 0-50 m) e, em muitas estacdes, nédo
foi observada a formacdo de DCM. Quando estas ocorreram, foram, em média,
mais rasas (em torno de 40 m) e nao tado evidentes em relacdo as outras duas
provincias. Nesta éarea, principalmente dominada por haptofitas (e
dinoflagelados na estacdo mais costeira), a camada eufética também tendeu a

ser mais rasa que nas outras provincias e associada com concentracdes mais
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elevadas de nutrientes, homogeneamente distribuidos na coluna d’ agua
(Figura 3).

Na provincia do Brasil, a concentracdo de Tchl a na superficie foi baixa
(~0,1-0,2 mg.m™), atingindo um méaximo de ~0,5 mg.m™ em profundidade
(50-80 m). Esta provincia apresentou uma camada eufética em torno de
75-100 m e concentracdes baixas de nitrato em superficie (<1 pmol.kg™),
somente aumentando em profundidades abaixo de 50-100 m. A provincia do
Giro caracterizou-se também por baixa concentracdo de Tchl a na superficie
(<0,1 mg.m™), com uma evidente DCM formada a cerca de 100 m de
profundidade, fortemente associada com a base da camada eufética e a
nitraclina (Figura 3). Em ambas as provincias (Brasil e Giro), a comunidade foi
dominada por procariontes (Synechococcus e Prochlorococcus) na superficie e
pequenos flagelados (principalmente haptdéfitas) na DCM.

A abordagem HPLC-CHEMTAX provou ser uma ferramenta poderosa no
mapeamento da distribuicdo das comunidades de fitoplancton ao longo das
diferentes provincias do Atlantico Sul subtropical. Este trabalho contribuiu para
melhor compreensdo da distribuicdo dos pigmentos e estruturacdo das
comunidades fitoplancténicas ao longo de gradientes horizontais e verticais no

ambiente marinho.
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Figura 2. Diagrama de ordenacdo da analise de correspondéncia candnica das contribuicdes
absolutas para o total de clorofila a (mg.m™ Tchla) dos distintos grupos taxondmicos na
superficie (simbolos amarelos) e na DCM (simbolos verdes). Setas indicam as variaveis
ambientais: temperatura (T°C), salinidade, total de clorofila a (Tchla), concentragéo de nitrato,
indices de senescéncia e herbivoria, indices de carotenoides fotoprotetores (PPCtp) e
fotossintéticos (PSCtp). Estrelas azuis indicam os grupos taxondmicos: Synechococcus (syn),
Prochlorococcus (pro), Haptéfitas-6 (hap-6), Haptéfitas-8 (hap-8), Dinoflagelados (dinof),
Diatoméaceas-A (dt-a), Diatoméaceas-B (dt-b), Criptdfitas (cryp), Clordéfitas (chlo) e Prasindfitas
(pras). As provincias estdo indicadas com simbolos: circulos = Africa, cruzes = Giro, e

guadrados = Brasil.
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Figura 3. Distribuicdo vertical do total de clorofila a (Tchla) ao longo do transecto. Linhas de

contorno indicam a concentracdo de nitrato (umol.kg™). Pontos pretos indicam a profundidade

da base da camada eufética (Zeu).
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