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“Every day is a new day. It is better to be lucky. But I would rather be
exact. Then when luck comes you are ready”

(Ernest Hemingway — The Old man and the Sea)
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RESUMO

Aspectos da fisiologia e ecologia de dinoflagelados planctdnicos do extremo Sul do
Brasil foram avaliados. As amostras foram coletadas na regido estuarina e costeira
(experimentos em laboratério) onde cultivos unialgais de trés espécies foram
estabelecidos, e na plataforma continental (estudo de campo). No verdo de 2013, foi
avaliada pela primeira vez a distribuicdo vertical dos dinoflagelados na plataforma
continental do sul do Brasil. A estratificacdo da coluna de 4gua ao longo do transecto
costa-talude foi determinante para a estruturacdo da comunidade fitoplanctonica e
principalmente para a maior contribui¢do dos dinoflagelados no verdo, também
correlacionados com a presenca da Agua Subtropical de plataforma (ASTP).
Diatoméceas dominaram nas estagdes mais proximas a costa, onde a coluna de dgua
estava homogénea, e foram substituidas por dinoflagelados com o aumento da
estratificacdo. Ao longo do gradiente, dois tipos de dinoflagelados foram verificados:
Tipo 1 (contendo peridinina) nas estacdoes proximas a costa, e Tipo 2 (contendo
fucoxantina), os dltimos contribuindo com mais da metade da biomassa (em clorofila a)
nas estagdes situadas na plataforma continental, principalmente na profundidade de
maxima clorofila e com maiores concentracdes de nitrogénio inorganico dissolvido. A
presenca de dinoflagelados do Tipo 2, especialmente Gymnodiniales como cf. Karenia,
¢ de particular interesse, pois incluem espécies toxicas que estdo mais adaptadas para
arrasto e dispersdo pelas correntes costeiras. Em laboratério, o efeito de duas
importantes varidveis ambientais, salinidade e irradidncia, foi testado na taxa de
crescimento, aclimatagdo, volume celular, composicdo dos pigmentos e efici€ncia
fotossintética de Akashiwo sanguinea, Prorocentrum micans e Scrippsiella trochoidea.
Os dinoflagelados mostraram habilidade para crescer diante de mudangas bruscas de
salinidade, mais pronunciada em A. sanguinea. A salinidade 6tima (25-30) para as
culturas coincidiu com os maiores valores de densidade celular destas espécies no
ambiente. Dois niveis de irradidncia foram testados (baixo LL x87; alto HL 450-490
pmol fétons m’ s’ e as espécies ndo apresentaram fotoinibi¢do mas sim tolerancia a
alta luz. Resultados similares na taxa de crescimento foram verifcados em LL e HL para
A. sanguinea e P. micans, enquanto que para S. trochoidea a taxa foi mais alta em HL.
A concentra¢do de pigmentos fotossintéticos foi maior em LL e a concentragdo de
pigmentos fotoprotetores foi baixa mesmo sob alta irradidncia. Alta eficiéncia
fotossintética (Fv/Fm > 0.5) foi verificada em S. trochoidea e P. micans, ao contrario de
A. sanguinea, possivelmente relacionada com diferentes graus de trofia entre as
espécies.

Palavras- chave: Akashiwo sanguinea, Prorocentrum micans, Scrippsiella trochoidea,
Peridinina, Fucoxantina, Fisio-ecologia.



ABSTRACT

Physiological and ecological aspects of planktonic dinoflagellates from southern Brazil
were evaluated. Samples were collected in the estuarine and coastal regions and cultures
of three species were established (laboratory experiments), and on the continental shelf
(field study). The vertical distribution of dinofagellates on the continental shelf off
southern Brazil was evaluated for the first time in summer 2013. Water column
stratification along the coast-continental slope transect was crucial to the structure of the
phytoplankton community and especially for the greatest contribution of dinoflagellates.
Diatoms dominated the stations near the coast under homogeneous water column, and
were replaced by dinoflagellates with increasing stratification. Along the transect
gradient, two dinoflagellates types were observed: type 1 (containing peridinin) near the
coast, and Type 2 (containing fucoxanthin) accounting for more than half of the
biomass (chlorophyll a) in the stations located on the continental shelf, mainly at the
maximum chlorophyll a layer and higher dissolved inorganic nitrogen concentration.
The presence of Type 2dinoflagellates, especially Gymnodiniales as cf. Karenia is of
particular interest because they include toxic species that are adapted to be draged and
dispersed by coastal currents. The effect of two important environmental variables,
salinity and irradiance was tested on growth rate, acclimation, cell volume, pigment
composition and photosynthetic efficiency of Akashiwo sanguinea, Prorocentrum
micans and Scrippsiella trochoidea. Dinoflagellates were able to grow following sudden
changes in salinity, more pronounced in A. sanguinea. The optimal salinity (25-30) in
culture coincided with the highest cell densities for the species in the environment. Two
levels of irradiance were tested (low light LL +87; high light HL. 450-490 umol photons
m? s7) and the species showed no photoinhibition but rather tolerance to high light.
Similar growth rates were found for A. sanguinea and P. micans at LL and HL, while S.
trochoidea presented higher values at HL. The concentration of photosynthetic
pigments was higher in LL and the concentration of photoprotective pigments was low
even under high irradiance. High photosynthetic efficiency (Fv/Fm > 0.5) was found for
S. trochoidea and P. micans, unlike A. sanguinea, possibly associated with different
degrees of trophic abilities between species.

Key words: Akashiwo sanguinea, Prorocentrum micans, Scrippsiella trochoidea,
Peridinin, Fucoxanthin, Physiology.



1. INTRODUCAO

O fitoplancton desempenha um papel crucial nos ecossistemas marinhos,
determinando a estrutura e a eficiéncia das teias alimentares, ciclagem de nutrientes e o
fluxo de particulas para dguas profundas. Pode ser definido como o coletivo de
organismos fotossintéticos unicelulares, adaptados para viver parcial ou continuamente
em aparente suspensiao nos oceanos. Como tal, constitui o componente autotréfico do
plancton e um importante produtor primario de carbono organico na coluna de dgua do
oceano e ambientes aquaticos continentais (Reynolds 2006).

O fitoplancton estuarino e marinho retine populacdes de espécies continentais e
ocednicas, sendo necessdrio entender a influéncia de varidveis abidticas na formagao
dessas assembleias, bem como as interagdes entre as espécies (Begon et al. 1986). Junto
com as diatomdceas e alguns flagelados (ex. primnesiofitas), os dinoflagelados sdao um
dos principais componentes do fitoplancton marinho, e como produtores primérios, eles
representam uma base tréfica fundamental na vida marinha. Em adicdo a isto, muitas
espécies sdo obrigatoriamente heterotréficas, e desempenham um papel importante

como consumidores na alca microbiana (Hoppenrath et al. 2009).

1.1 Caracteristicas gerais dos dinoflagelados

Os dinoflagelados (aproximadamente 2.400 espécies recentes) ocorrem em todas as
latitudes, em 4guas doces e marinhas, mas a sua abundancia e diversidade sdo maiores
em ambientes marinhos de baixa latitude. A maioria dos dinoflagelados (82%) habita

dguas marinhas, enquanto 17% do total de espécies colonizam &4guas continentais



(Goméz 2012). A maioria das espécies € planctdnica, mas também existem
dinoflagelados bentOnicos, parasitas de invertebrados marinhos e peixes, ou ainda
vivendo como zooxantelas em radiolarios, foraminiferos, corais, moluscos, anémonas e
medusas (Taylor et al. 2008). Os primeiros registros fosseis sdo da era Paleozdica,
Periodo Siluriano (435-460 milhdes de anos). Portanto, os dinoflagelados estio entre os
organismos mais antigos na histéria da Terra, apds as cianobactérias, cloroficeas e

rodoficeas (Hoppenrath et al. 2009).

Os dinoflagelados sdo hapléides em sua fase vegetativa, exceto Noctiluca
(Hoppenrath et al. 2009). A principal forma de reproducido é vegetativa, através da
divisdo bindria das células mae (hapldides), em 2 células-filhas hapldides. A divisdo
pode ser em plano obliquo, cada célula-filha recebendo a epiteca ou a hipoteca e
formando a parte restante. Nos dinoflagelados tecados, a divisao pode dar-se dentro da
célula-mae, ou ndo. Entretanto, muitos dinoflagelados apresentam um ciclo de vida
complexo, com reproducdo sexuada: apds a unido de gametas (isogamia, anisogamia ou
hologamia) formam-se zigotos, que podem formar cistos de resisténcia (hipnozigoto) ou
cistos tempordrios (planozigoto). Os cistos de resisténcia podem sobreviver no
sedimento por vdrios meses até anos, sob condi¢des desfavordveis para as células
vegetativas, tolerando inclusive condi¢des andxicas. Com o excistamento, uma ou duas

células vegetativas hapldides sao liberadas (Bravo & Figueroa 2014).

Metade das espécies planctdnicas apresenta habito heterotréfico e faz parte do
protozooplancton, enquanto que a outra metade apresenta metabolismo autotréfico,
auxotréfico ou mixotréfico (Goméz 2012). Algumas espécies de dinoflagelados
possuem capacidade de bioluminescéncia e muitas apresentam um ciclo de vida

complexo, com uma fase de vida bentdnica e outra planctonica (Taylor et al. 2008). As



floragdes de dinoflagelados tém grande importancia na cadeia alimentar cldssica e
também na alca microbiana. Espécies autotréficas alimentam o protozooplancton e
metazodrios (zooplancton, larvas de peixes e bentos), enquanto que, as espécies
mixotréficas e heterotréficas alimentam-se de bacterioplancton, fitoplancton,
protozooplancton e de crusticeos pequenos. Nos sistemas pelagicos, o
microzooplancton preda significativamente o fitoplancton e frequentemente, os
dinoflagelados compdem mais de 50% desta biomassa. Por sua vez, a taxa de herbivoria
dos dinoflagelados sobre as diatomiceas pode ser alta, e compardvel a taxa de
copépodos e outros organismos do mesozooplancton (Sherr & Sherr 2007). A captura
de alimento da-se de forma variada, com ingestao ou digestao externa das presas. Neste
caso, pseudépodes oriundos da regido do sulco (“véu de alimentacdo’) sdao usados para
digerir as presas, semelhante ao mecanismo adotado por foraminiferos. Outras formas
de alimentacdo sdo a succdo da seiva citoplasmatica da presa por um pedinculo, ou a

fagocitose de uma presa inteira através do sulco longitudinal (Taylor 1987).

O foésforo e o nitrogénio sdo os dois principais macronutrientes que afetam o
crescimento de dinoflagelados autotr6ficos (Barsanti & Gualtieri 2005, Arrigo 2005),
cujas estratégias de absorcdo e armazenamento de nutrientes incluem a utilizacdo de
nitrogénio e fésforo inorganico e orginico, vitaminas, metais tragco e outros substratos
de crescimento como acido hiimico. O conhecimento sobre a eficiéncia de absor¢ao dos
nutrientes pelas microalgas ainda € limitado. Em uma revisdo sobre a ecofisiologia de
18 espécies de dinoflagelados nocivos de areas de ressurgéncia, Kudela et al. (2010)
reportaram a capacidade de absorcdo de nitrato (16 espécies), amonio (14 espécies), e
uréia (6 espécies). Foi demonstrado, também, que amdnio e uréia sao preferencialmente

utilizadas por flagelados (Dortch 1990), mas a biomassa maxima e flora¢des sdo



controlados pela disponibilidade de nitrato (Kudela & Peterson 2009). Da mesma
forma, floracdes de dinoflagelados foram relacionadas com a disponibilidade de fontes
organicas de nitrogénio, como a uréia (Switzer 2008). Existe pouca informagdo sobre o
crescimento de microalgas marinhas sob baixas concentragdes de fésforo, mas a
utilizacdo de formas orgénicas deste nutriente (Mendes et al. 2011) parece ser uma

vantagem ecolégica importante.

Com respeito a morfologia, os dinoflagelados sdo diversos e, devido a presenca de
dois flagelos, possuem movimento giratério caracteristico. Em sua forma bdsica,
apresentam um flagelo transversal, situado no cingulo ao redor de toda célula; e outro
longitudinal, situado em um sulco ventral. A célula é formada pela epiteca (anterior) e
hipoteca (posterior). Outra caracteristica dos dinoflagelados, € a presenca de um nicleo
grande e conspicuo (dinocdrion), devido aos cromossomos condensados durante a

interfase (Taylor 1987).

Os dinoflagelados sdo tradicionalmente divididos em “tecados” e ‘“‘atecados”, de
acordo com a quantidade de celulose depositada nas vesiculas (anfiesma) que cobrem a
sua superficie, sendo o dltimo grupo menos conhecido (Goméz 2007). Estudos mais
recentes que combinam morfologia e composi¢do molecular tém revelado novas
espécies, exigindo uma nova classificacdo dos dinoflagelados (Hoppenrath et al. 2009).
O principal problema na identifica¢do das espécies “atecadas” é a deterioragdo, com a
morte celular, de estruturas cruciais para o seu diagndstico, como a elucida¢ao do
percurso da linha apical, poro ventral e elementos de ultra-estrutura do anfiesma
(Takayama 1985), tornando-se indispensavel a observagao de células vivas e andlise da
composi¢ao molecular (Hoppenrath et al. 2009). Os dinoflagelados tecados sdo mais

robustos devido a presenca de placas celuldsicas que revestem a célula (Hallegraff et al.



2004). Geralmente, este sistema de placas tem suporte filogenético com base na
constituicdo molecular (Yamaguchi et al. 2006), mas muitas espécies requerem o

conhecimento de sua composicao genética para a devida identificacdo e classificagao.

1.2 Importancia ecoldgica e econdmica dos dinoflagelados

1.2.1 Floracgdes

As floragoes de dinoflagelados desenvolvem-se principalmente sob condi¢cdes de
alta temperatura e 4dguas calmas, preferencialmente em situacdes de coluna de 4gua
estratificada, que propiciam a locomocdo de suas células. O crescimento dos
dinoflagelados geralmente aumenta apds uma floracdo de diatomdceas e a consequente
reducdo de nutrientes inorgénicos dissolvidos na coluna de agua. Esta situacdo ocorre
no verdo em regides de alta latitude, ou durante o ano todo em regides oceanicas
tropicais e favorece as espécies com capacidade auxotréfica/heterotréfica (Taylor et al.

2008).

A denominagdo “maré vermelha” & comumente usada para caracterizar
fendmenos que resultam em mudancas na cor da dgua - esverdeada, amarelada, marrom,
além de avermelhada - devido a presenca de células em grande quantidade. Os efeitos
negativos da maré vermelha sdo alteracdes de viscosidade da dgua e capacidade de

filtragdo do zooplancton e a reducdo de oxigénio dissolvido.

1.2.2 Floragdes de dinoflagelados nocivos

Nas ultimas décadas, floracdes de algas nocivas (FANs) tem aumentado em

frequéncia e distribuicdo geogréfica, ocorrendo em todas regides do mundo. Algumas



espécies de dinoflagelados produzem toxinas que afetam o homem ou a fauna através
do consumo de moluscos bivalves e/ou peixes de recifes de corais contaminados ou
exposi¢do a agua ou aerossol. Nesses casos, 0os organismos toxicos podem nao estar
presentes em grande quantidade e ndo alterar a cor da 4gua. A intoxicacdo do homem
da-se principalmente pela ingestdo de mariscos que se alimentaram de dinoflagelados
toxicos e concentram suas toxinas. Quando espécies tdxicas estdo presentes em alta
densidade, e sdo ingeridas por suspensivoros (sobretudo mariscos, zooplancton e peixes
herbivoros), as toxinas acumuladas sdo transferidas ao longo da cadeia alimentar. Em
adicdo a estes efeitos na saiide humana, as toxinas de dinoflagelados sdo responsdveis
pela morte de peixes e mariscos e tem causado grandes mortalidades de mamiferos

marinhos, aves e outros animais dependendo da teia alimentar (Wang 2008).

Em torno de 200 espécies de microalgas, das quais 80 espécies de dinoflagelados,
produzem toxinas (Smayda & Reynolds 2003). Os dinoflagelados produtores de toxinas
representam um risco para a saide publica, exploracdo sustentdvel de recursos marinhos
e atividades de aquicultura em zonas costeiras. Cerca de 2.000 casos de intoxicagdo
humana sio registrados a cada ano, com uma taxa de mortalidade de 15% (Hallegraeff
et al. 2004). As principais toxinas de dinoflagelados sdo as saxitoxinas e variantes, que
causam o envenenamento paralisante por molusco (Paralytic Shellfish Poisoning- PSP),
0 4cido ocadaico e dinofisistoxinas, responsaveis pelo envenenamento diarréico por
molusco (Diarrhetic Shellfish Poisoning — DSP ), as brevetoxinas, pelo envenenamento
neurotoxico por molusco (Neurotoxic Shellfish Poisoning - NSP) e astoxinas causadoras
da ciguatera, intoxicacdo alimentar causada pelo consumo de peixes contaminados em

regides subtropicais e tropicais (Hallegraeff et al. 2004). No entanto, novas sindromes



de envenenamento tem sido descritas recentemente, causadas por toxinas produzidas
por dinoflagelados, como toxinas azaspiracidas, iessotoxinas e palitoxinas (Wang 2008).

Floragdes nocivas de dinoflagelados foram documentadas no Oceano Atlantico
Sul Ocidental (Carreto et al. 2001, Ferrari & Méndez 2000, Odebrecht et al. 2002,
Persich et al. 2006) com a presenga de espécies reconhecidamente produtoras de PSP
(Alexandrium tamarense e Gymnodinium catenatum) e toxinas lipofilicas (DSP, PTX)
(complexo Dinophysis acuminata, D. caudata, D. fortii, D. mitra, D. rotundata e D.
tripos). Além disto, espécies potencialmente nocivas (Prorocentrum minimum e
Gyrodinium cf. aureolum) e outras associadas com producio de cistos de resisténcia
(Scrippsiella trochoidea, Heterocapsa triquetra) também ocorrem (Rosa & Buselato
1981, Tavares et al. 2009, Islabdo 2010, Haraguchi & Odebrecht 2010). Em trés
ocasides (1978, 1981 e 1993), floracdes de Gymnodiniales foram associadas com a
mortandade da fauna intertidal na costa do Rio Grande do Sul (Garcia et al. 1994, Rosa

& Buselato 1981, Odebrecht et al. 1995, 2002).

1.3 Dinoflagelados e o ecossistema marinho

Devido a sua diversidade fisiol6gica, o papel dos dinoflagelados no ecossistema
marinho é variado. Espécies fotossintéticas sdo importantes produtores primarios, e
periodicamente podem ter grande impacto. Espécies ndo fotossintéticas absorvem
compostos organicos dissolvidos, realizam fagotrofia ou digestdo extracelular e, ao
contrdrio das anteriores, sobrevivem em profundidades ndo iluminadas, na dgua e no
sedimento. A mobilidade por meio dos flagelos permite otimizar sua localizagcdo e

evitar a sedimentacdo em condi¢des estdveis na coluna de &4gua, sendo esta



caracteristica considerada chave na sua competicdo com as diatomdceas, e 0s

dinoflagelados favorecidos nos meses de verdao (Taylor et al. 2008).

Neste estudo, a distribui¢ao vertical de dinoflagelados foi avaliada pela primeira
vez na plataforma continental do sul do Brasil. Ainda, o efeito de duas importantes
varidveis ambientais - intensidade de luz e salinidade, foram avaliados na ecofisiologia
dos dinoflagelados. Esses fatores controlam a concentracdo, composi¢do e distribuicdo
do fitoplancton na regido do estudrio da Lagoa dos Patos (Abreu et al. 1994, 1995;

Odebrecht et al. 2013).

1.3.1 O papel dos dinoflagelados na comunidade de fitoplancton

As formas de vida do fitoplancton representam adaptacdes ao longo de um
gradiente de intensidade de turbuléncia, que influencia a exposi¢do luminosa e a
disponibilidade e absorcdo de nutrientes. Em geral, as diatomaceas predominam em
regides de maior turbuléncia (2 — 100 cm? s'l) e alto teor de nutrientes, ao contrario
dos dinoflagelados (0,02 — 1 cm? s'l) (Margalef 1978, Cullen et al. 2002). E bem
conhecido que estes ultimos sdo favorecidos em d4guas estratificadas e baixa
concentracdo de nutrientes inorganicos dissolvidos, principalmente pela sua habilidade
de migracdo vertical na coluna de 4gua, alta afinidade por nutrientes e também pela
sua capacidade mixotréfica e heterotréfica (Hoppenrath et al. 2009, Sherr & Sherr
2007). Mas, devido as caracteristicas morfo-funcionais de algumas espécies que
formam grandes floracdes, tais como, a alta taxa de crescimento, tamanho celular
pequeno-intermediario, mobilidade eficiente e forma de vida morfometricamente

simples, essas requerem uma grande disponibilidade de nutrientes (Smayda &



Reynolds 2001). Habitats relativamente rasos (dguas costeiras) e enriquecidos com
nutrientes, mesohalinos e com poucas trocas, favorecem floracdes de dinoflagelados
gymnodiniéides e algumas formas tecadas como Alexandrium minutum, Heterocapsa

triquetra, Scrippsiella trochoidea e Prorocentrum spp. (Smayda & Reynolds 2001).

Trés estratégias/formas de vida observadas no fitoplancton de d4gua doce (Reynolds
1988) foram aplicadas aos dinoflagelados e associadas aos ambientes marinhos ao
longo de um gradiente de nutrientes e grau de mistura (Smayda & Reynolds 2001). As
estratégias consideradas foram: (a) a capacidade de colonizar (estratégia C, colonist),
por espécies de tamanho celular pequeno a intermedidrio como Gymnodinium spp.
Gyrodinium  spp, Scrippsiella trochoidea e Prorocentrum minimum, que
frequentemente predominam em ambientes perturbados, com alta concentragdo de
nutrientes, (b) a tolerncia para suportar estresse (estratégia S, stress tolerant) ao
baixo teor de nutrientes e capacidade de manter -se em determinada profundidade,
através da prépria mobilidade ou em combinagdo com mecanismos de auto-regulacio,
por espécies de tamanho celular tipicamente grande, como Dinophysis acuminata,
Amphisolenia spp. € Ornithocercus spp., € (c) a tolerancia frente a perturbagdo fisica
das massas de dgua, derivada do seu deslocamento por correntes, frentes
oceanogrificas ou ressurgéncias (estratégia R, ruderal), por espécies como

Gymnodinium mikimotoi, G. catenatum, G. breve e Alexandrium tamarense.

Os dinoflagelados podem ser encontrados sem pigmentos (heterétrofos), com
seu proprio plastideo (carotendides de dinoflagelados e peridinina) ou com plastideos
derivados de criptdfitas, diatomdceas penadas ou céntricas, primnesiofitas ou
prasinofitas/clorofitas. Alguns dinoflagelados abrigam células de cianobactérias

simbidticas intactas (Jefrey et al. 2011). Portanto, a maioria dos dinoflagelados



10

autotréficos apresenta os pigmentos Chl a e ¢;, e peridinina como principal pigmento
acessorio. Outros seis tipos de cloroplastos foram descritos recentemente, propiciando
novas descri¢des de espécies de dinoflagelados (Zapata et al. 2012). A quantificagao
precisa da concentragdo dos pigmentos fotossintéticos por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) permite o estudo da composicdo e estrutura dos grupos de
fitoplancton, inclusive do nano e pico-plancton. Esses ultimos requerem técnicas
especiais de microscopia para sua andlise e sdo normalmente dificies de identificar em
andlises realizadas ao microscopio Optico. Por outro lado, as andlises de pigmentos sdo
relativamente rdpidas, sendo uma ferramenta importante no monitoramento das

populacdes fitoplanctonicas (Wright and Jeffrey, 2006; Mendes et al. 2011).

A regido da plataforma continental do sul do Brasil é caracterizada pela mistura
de massas de dgua quentes e frias, costeiras e ocednicas, resultando em gradientes
horizontais e verticais de densidade da 4gua, elevada diversidade de fitoplancton e
produtividade bioldgica (Ciotti et al. 1995; Odebrecht & Garcia 1998; Gaeta & Brandini
2006). Na regido costeira, elevadas concentragdes de fitoplancton sdo observadas no final
do inverno e primavera, onde diatomaceas (ex. Skeletonema costatum) sdo abundantes nas
dguas proximas a desembocadura da Lagoa dos Patos. A dgua costeira, sob influéncia do
Rio da Prata, favorece o crescimento de dinoflagelados tecados (Scrippsiella cf. trochoidea,
Prorocentrum spp., Dinophysis spp., Ceratium spp.) (Odebrecht & Garcia 1998). A
presenca da Pluma do Rio da Prata proporciona altas densidades de dinoflagelados
ressaltando o papel da estratificacdo vertical da coluna de dgua (Islabao 2010). Ao largo na
plataforma  continental, alta densidade relativa de dinoflagelados tecados
autotréficos/mixotréficos como Heterocapsa, Scrippsiella trochoidea e Ceratium, e

espécies heterotréficas como Protoperidinium spp. € Gyrodinium spp. foram verificadas
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(Ciotti 1990). Mais ao sul, na costa do Uruguai, em periodo de primavera, o fitoplancton foi
associado com duas zonas do Rio da Prata: (a) zona interior (frente de turbidez) dominada
principalmente por nanoflagelados (Cryptomonas) e algumas diatomdceas tipicas de dgua
doce (Aulacoseira granulata) e ambientes turvos (Paralia sulcata); (b) zona exterior
dominada por diatoméceas e dinoflagelados marinhos, de acordo com as condi¢des de
estratificacdo da coluna de dgua (Ferrari 2008). Em outra ocasido no final da primavera,
floracdes de dinoflagelados coincidiram com altos valores de nutrientes e baixa turbuléncia

ao longo da Pluma do Rio da Prata (Carreto et al. 2008).

Os dinoflagelados sdo um grupo de interesse particular na regido do extremo Sul do
Brasil, pela sua adaptacdo ao aumento da dindmica em zonas de frentes oceanograficas,
mistura vertical durante o enfraquecimento de ressurgéncias costeiras ou deslocamento
por correntes costeiras. A regido da plataforma é caracterizada pela existéncia de fortes
gradientes horizontais e verticais de densidade da dgua. Os gradientes de temperatura e
salinidade sdo determinados pela presenca de 4guas de descarga continental como a
Lagoa dos Patos e Rio da Prata, dguas de origem tropical e subantartica. Serd testada a
hipotese de que a abunddncia, composicdo e forma de vida dos dinoflagelados estdo
relacionados com o grau de estabilidade na coluna de dgua e teor de nutrientes ao

longo de um transecto costa-talude (onshore-offshore) no extremo Sul do Brasil.

1.3.2 Salinidade

A salinidade representa um importante fator ecolégico em ambientes marinhos
em geral, mas especialmente em regides costeiras, onde as suas variacdes influenciam

as respostas metabodlicas, a selecao de espécies e a distribuicdo de toda a biota, inclusive
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de microalgas (Gessner & Schramm 1971; Smayda 1980). A composi¢ao de espécies de
microalgas também € influenciada pela salinidade, ao passo que o seu crescimento e
abundancia sdo determinados por outros fatores como a disponibilidade de luz,
temperatura e nutrientes (Smayda 1980; Kirst 1989). Em geral, as espécies de
fitoplancton presentes em ambientes estuarinos exibem uma ampla tolerdncia a
variacdes de salinidade (eurihalinas) e crescem também em 4dguas de baixa salinidade,
ao contririo de espécies ocednicas que requerem constantemente dguas de salinidade
alta (estenohalinas); as costeiras assumem uma posi¢cdo intermedidria (Kirst 1989). As
espécies de dgua doce sdo menos tolerantes e a maioria é substituida por espécies
marinhas mesmo em dguas que apresentam baixos valores de salinidade (S 0,5; Smayda
1983). Em ambientes com grandes flutuacdes de salinidade, diferencas interespecificas

quanto a tolerdncia as flutuacdes de salinidade desempenham um importante papel na

estruturacdo das comunidades fitoplanctonicas (Kirst 1989; Floder et al. 2010).

O efeito do estresse osmoético sobre o crescimento das microalgas tem sido
estudado em espécies de 4dgua doce (Fodorpataki & Bartha 2004) e planctonicas
marinhas, principalmente diatoméceas (Qasim et al. 1972; Sigaud-Kutner & Aidar
1995; Radchenko & II’yash 2006). Em dinoflagelados, o efeito da salinidade foi
investigado no crescimento de espécies toxicas e potencialmente nocivas (Kim et al.
2004; Lim & Ogata 2005; Roder et al. 2012; Yamaguchi et al. 2012), associado ao
efeito da temperatura, irradiancia e nutrientes, que desencadeiam floracdes e a producdo
de toxinas (Yamamoto et al. 2013; Jauffrais et al. 2013). Foi constatado que as resposta
as mudancas de salinidade sdo especificas e ndo dependem somente da salinidade
absoluta, mas também da velocidade e duracdo do estresse osmético (Qasim et al.

1972).
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O efeito de condicdes ambientais sobre o crescimento e fisiologia de algas é
geralmente avaliado em experimentos de laboratério, apds a aclimatagdo das cepas de
microalgas as condi¢des de cultivo na qual as células mantém sua taxa de crescimento
maxima. Isto é obtido através de multiplas transferéncias para novo meio de cultivo ou
com suprimento continuo (quimiostato), permitindo o ajuste fisiolégico das células.
Entretanto, em ambientes costeiros e especialmente em estudrios, as populacdes sio
frequentemente submetidas ao estresse osmético, devido a variacdes bruscas de
salinidade, sem que haja tempo suficiente para permitir a sua aclimatagcdo. O tempo de
aclimatacdo em experimentos de laboratério ndo é padronizado e varia de dias
(Yamamoto et al. 2002) a meses (Kim et al. 2004; Matsubara et al. 2007), dificultando
comparacdes de resultados. A necessidade de aclimatagdo pode ser questionada,
especialmente em ambientes costeiros e estuarinos, onde as populacdes estdo
frequentemente sujeitas a mudangas bruscas de salinidade. No estuario da Lagoa dos
Patos e costa adjacente no sul do Brasil, grandes variagdes de salinidade ocorrem
devido a circulagdo horizontal induzida pelo vento. O fitoplancton nesta area esta
sujeito a mudancas de salinidade de 10 — 20 unidades de salinidade em poucas horas,
geralmente entre as salinidades 10 e 30 (Odebrecht et al. 1995; Abreu et al. 2010; Fujita
& Odebrecht 2007). Considerando estas grandes flutua¢des de salinidade em ambientes
costeiros/ estuarinos, o presente estudo avaliard a hipotese de que, quando submetidos a
mudancas abruptas de salinidade, a taxa de crescimento de dinoflagelados eurihalinos

sdo similares em condigcbes com e sem pré- aclimatacdo.
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1.3.3 Irradiancia

Os dinoflagelados formam um grupo tréfico diverso de protistas alveolados com
cerca de 50% de organismos autotréficos, embora com distinto grau de mixotrofia
(Steidinger & Tangen 1995). Assim, os dinoflagelados sdo importantes produtores
primdrios, mas também produtores secunddrios com um papel relevante na alca
microbiana marinha. Esta diversidade tréfica, em conjunto com as suas habilidades
fisiolégicas, permite aos dinoflagelados explorar e ter sucesso no ambiente pelagico, em
massas de dgua fisicamente misturadas mediante estresse de luz e até mesmo em 4guas

com limitacdo de nutrientes (Smayda 2002).

A maioria dos dinoflagelados autotréficos contém cloroplastos envoltos por trés
membranas, adquiridos ao longo de sua evolucdo através da endossimbiose de
microalgas, como diatomdceas, haptofitas, prasinofitas (Jeffrey et al. 2011). Os
pigmentos Chl a e ¢y, e peridinina como o principal pigmento acessério, sao
caracteristicos dos ditos “cloroplastos com Peridinina” (neste estudo denominados
como Dinoflagelados Tipo I) originados por endossimbiose secundaria; seus plastideos
sao derivados de algas vermelhas (Jeffrey et al. 2011). Outros seis tipos de cloroplastos,
de diferentes origens evolutivas, foram descritos recentemente e propiciaram novas
descricdes de espécies de dinoflagelados (Zapata et al. 2012). Os dinoflagelados que
contém fucoxantina, com perfil pigmentar semelhante as haptdéfitas sdio denominados,

neste trabalho, como Dinoflaglados Tipo II).

Estratégias fotoadaptativas frente as flutuagdes no nivel de irradidncia sdo
importantes na ecologia de microalgas com flagelos, e permitem explorar os varios

nichos de disponibilidade de luz (Smayda 1997, 2002). Entre essas estratégias
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fotoadaptativas, destaca-se o requerimento por luz para o funcionamento da fotossintese
e crescimento celular. Em geral, as microalgas respondem a reduzida irradiancia com o
aumento no conteido de pigmentos e/ou uma mudanga na sua composi¢ao, garantindo
uma absorc¢ao eficiente (Johnsen & Sakshaug 1993). Entretanto, respostas diferentes sdo
encontradas entre as espécies (Richardson et al. 1983; Henriksen et al. 2002).
Richardson et al. (1983) verificaram que os dinoflagelados geralmente fotossintetizam e
crescem melhor em baixa irradiancia (7-50 umol f6tons m? s apresentando
fotoinibicdo em <100 pumol f6tons m™ s”'. Entretanto Falkowski et al. (1985), Garcia &
Purdie (1992), Montresor et al. (2003), Deng et al. (2004) e Matsubara et al. (2007)
relataram que a irradidncia de fotoinibi¢cao para diferentes espécies de dinoflagelados foi
bem superior (>500 pmol m’> s'l). Além disso, os resultados cldssicos de Ryther (1956)
mostraram que os grupos “algas verdes”, diatomaceas e dinoflagelados apresentam um
padrao diferente entre si, sendo que os ultimos apresentam o maior valor de luz de
saturacao para a fotossintese (560-700 pmol fétons m?s™), com fotoinibicao entre 790-

930 umol fétons m~s™, evidenciando sua adaptacgdo a alta irradiancia.

A resposta fotossintética dos dinoflagelados pode, em parte, ser explicada pela
composi¢do e contetido de pigmentos e a razdo pigmento/Chl a total, os quais sdo
fortemente influenciados pela irradidncia e disponibilidade de nutrientes. Além disto, a
intensidade da fluorescéncia da Chl a in vivo fornece informagdo importante sobre a
fisiologia das microalgas, pois o fluxo da fluorescéncia é proporcional a luz excitante, a
sua biomassa e ao rendimento fotoquimico da fluorescéncia. O rendimento fotoquimico
da fluorescéncia da Chl a in vivo varia de acordo com estimulos ambientais,
principalmente luz e nutrientes. Em especial, duas medidas de fluorescéncia fornecem

informacdo direta sobre a efici€éncia dos processos fotossintéticos do fotossistema II
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(PSII) e o estado fisiologico do fitoplancton (Huot & Babin 2010): i) fluxo maximo de
fluorescéncia in vivo (Fm), quando todos os centros de reacao estdo fechados (saturagao
luminosa) e ii) fluxo minimo de fluorescéncia in vivo (F0), medido no escuro, quando
todos os centros de reacdo estdo abertos. A maxima eficiéncia fotoquimica do
fotossistema II (PSII) é dada pela razdo entre a fluorescéncia varidvel Fv (Fm- FO) e a

fluorescéncia maxima Fm.

A caracterizacdo dos pigmentos € a variacdo em sua composicdo em espécies
cultivadas, sdo fundamentais para a aplicacdo fidedigna da quimiotaxonomia, como
ferramenta para o conhecimento da diversidade de microalgas em amostras naturais
(Henriksen et al. 2002; Zapata et al. 2012). Henriksen et al. (2002) verificaram que a
relagdo pigmento/chl a variou pouco em espécies de um mesmo grupo fitoplanctonico.
Ao contrario dos resultados obtidos por Ruivo et al. (2011), que verificaram diferencas
significativas na razao pigmentos/chl a durante o crescimento e também entre espécies
do mesmo grupo. Contudo, Henriksen et al. (2002) apontam que os valores das razdes
pigmentares obtidas da literatura diferem em um fator de dois ou mais daqueles
observados em espécies cultivadas e oriundas de diferentes 4reas. Uma resolugdo
fidedigna das razdes entre os principais pigmentos, possibilita a utilizacdo das mesmas
como ferramentas quimio-taxondmicas (ex. Wright et al. 2009) com uma resposta mais
rapida, comparada a técnicas convencionais de microscopia, sobre a composicido e

biomassa de microalgas, e consequentemente da qualidade da 4gua no ambiente.

Com base nesta informacdo, serd avaliada a hipdtese de que espécies de
dinoflagelados com o mesmo tipo de cloroplasto (Tipo 1: peridinina/dinoxantina/chl c;,

Zapata et al. 2012) apresentam respostas especificas quanto ao seu crescimento celular
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e eficiéncia fotossintética e que as razdes pigmento/Chl a total sdo similares quando

expostas a niveis de irradidncia baixo ou elevado.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Geral
Avaliar aspectos da fisiologia e ecologia dos dinoflagelados planctonicos no
extremo Sul do Brasil, ressaltando a distribui¢ao e relacao das espécies com fatores

abidticos e sua contribuicdo na comunidade fitoplanctonica.

1.4.2 Especificos

1) Avaliar a estrutura e composi¢do do fitoplancton ao longo de um
transecto desde a desembocadura da Lagoa dos Patos na costa até o talude.
2) Determinar a contribuicio dos dinoflagelados na comunidade

fitoplanctdnica e sua relagdo com a estabilidade vertical na coluna de 4dgua.

3) Testar o efeito de variacdes bruscas de salinidade no crescimento de duas
espécies de dinoflagelados, Prorocentrum micans Ehrenberg e Akashiwo sanguinea

(Hirasaka) Hansen et Moestrup isolados da regido de estudo.

4) Testar o efeito da irradidncia no crescimento, volume celular,
composi¢cao dos pigmentos e suas razdes, e a eficiéncia fotossintética do fotossintema II
em trés espécies de dinoflagelados, Prorocentrum micans, Akashiwo sanguinea e

Scrippsiella trochoidea isolados da regido de estudo.
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O primeiro e segundo objetivos especificos foram desenvolvidos em um artigo
que estd em preparacao (Artigo 1, em preparagao). O terceiro objetivo foi desenvolvido
em um artigo publicado (Artigo 2); e o tltimo objetivo em um artigo que se encontra

submetido para publicacao (Artigo 3).

2. MATERIAIS E METODOS

Ap6s a descricdo da area de estudo, a metodologia estd apresentada na ordem

dos objetivos propostos.

Area de estudo

A Lagoa dos Patos € a maior lagoa costeira do tipo “estrangulada” do mundo
(Kjerfve 1986). Sua regido estuarina representa aproximadamente 10% da area da Lagoa e
apresenta uma conexao com o Oceano Atlantico (Asmus 1997). No estudrio da Lagoa dos
Patos (ELPA), as variacdes na densidade, composi¢do e biomassa (clorofila a, Chl a) do
fitoplancton, assim como de fatores ambientais (temperatura, salinidade e nutrientes) estio
relacionadas ao ciclo meteorolégico, em especial com o regime de chuvas e a
disponibilidade luminosa (Odebrecht et al. 2013; Haraguchi et al. 2015). A frequéncia na
substituicdo de espécies fitoplanctonicas lacustres por marinhas estd associada, em curta
escala, com a salinidade, controlada pela circulacdo da dgua que, por sua vez, é
determinada pela direcdo e intensidade dos ventos (Fujita & Odebrecht 2007; Abreu et al.
2010). A concentracdo do fitoplancton aumenta na primavera/verao e geralmente ocorre
em func¢do da maior disponibilidade de luz e maior tempo de residéncia da 4gua do interior

da laguna. Ao contririo, no inverno, a baixa disponibilidade de luz nas dguas turvas do
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ELPA limita o crescimento e a producdo primdria, embora valores elevados sejam
observados esporadicamente neste periodo (Abreu et al. 1994, 2010).

Na regido da desembocadura do ELPA, préximo a cidade de Rio Grande (Lat.
32°12 S), a plataforma e talude continental sdo influenciados por diversas massas de dgua:
Agua Tropical (AT), Agua Central do Atlantico Sul (ACAS), Agua Subantirtica (ASA) e
Agua Subantartica de Plataforma (ASAP) (Moller et al. 2008). As propriedades termohalinas
da 4gua na plataforma continental ainda variam conforme o volume descarregado por
importantes aportes continentais, como a pluma do Rio da Prata (PRP) e da Lagoa dos Patos, e
do grau de influéncia da AT e ASA. Duas variedades de Agua Subtropical de Plataforma
(ASTP) sdo observadas, procedentes da mistura de ASAP com AT ou de PRP com AT (Moller
et al. 2008, Piola et al. 2008). A presenca de massas de 4gua com caracteristicas fisico-
quimicas distintas resulta na formagdo da Frente Subtropical de Plataforma (FSTP), que
apresenta variabilidade sazonal, com um marcado gradiente termo-halino na quebra de
plataforma, perpendicular a costa em torno da latitude 32° S (Piola et al. 2008), separando
ASAP de ASTP (Moller et al. 2008). As principais fontes de nutrientes na regido sio PRP
(silicato e fosfato), ASAP (nitrato e fosfato) e ACAS (nitrato), quando esta ascende a
superficie (Braga et al. 2008). A variagdo latitudinal da PRP estd relacionada com a descarga
de 4gua continental e o regime de ventos (Miranda 1973, Moller et al. 2008), e afeta a
circulagdo e estratificacdo termo-halina na plataforma continental. Na plataforma continental
préximo a costa, ocorre o predominio de PRP com menor salinidade em superficie (Matano et
al. 2010), formando uma frente horizontal que divide a ASAP de forma abrupta na direcio
costa-oceano (Piola et al. 2000). A PRP e Lagoa dos Patos influenciam significativamente a
producdo e o crescimento do fitoplancton nesta regido geografica, e periodos de maior
precipitacdo (por exemplo em anos de El Nifio) foram associados com um aumento de Chl a na

plataforma continental (Abreu et al. 1995, Ciotti et al. 1995, Braga et al. 2008).
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2.1 Metodologia referente aos objetivos 1 e 2 (Apéndice 1)

< Amostragem

Foram realizadas amostragens na desembocadura do ELPA ao longo de um
transecto costa-talude para o estudo da estrutura da comunidade fitoplanctonica em
relacdo as condi¢des ambientais.

No ambito do projeto "Dindmica do Ecossistema Marinho e suas implicac¢des
para o sequestro de carbono (DEMI-SeC)”, um cruzeiro oceanografico foi realizado no
verdo austral (20-23 fevereiro de 2013) entre a costa e a regido ocednica ao largo da
desembocadura da Lagoa dos Patos (Lat. 32°12S). Perfis verticais de temperatura,
salinidade e de fluorescéncia (sensores CTD e de fluorescéncia) foram determinados
previamente a amostragem da dgua efetuada com garrafas de Niskin, em sete estacdes
oceanograficas. As profundidades amostradas em cada estacdo foram definidas
selecionando-se no minimo quatro e preferencialmente sete profundidades, de acordo
com o grau de estratificacio. As coletas foram sempre realizadas em superficie, acima e
abaixo e na propria termoclina/haloclina, e na profundidade de fluorescéncia maxima da
Chl a, exceto na estagdo 6 (0, 10 e 20m). Foram coletadas amostras de dgua para anélise
de nutrientes inorganicos dissolvidos, contagem celular do fitoplancton (fixagdo com
solucdes de lugol 2% e formol 1%) e pigmentos (superficie e profundidade com

clorofila maxima - DCM).

% Salinidade e densidade celular de A. sanguinea e P. micans na

Praia do Cassino
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A relacdo entre a salinidade e a densidade celular de A. sanguinea e P. micans
observados na zona de arrebentacdo da Praia do Cassino foi avaliada. Os dados
ambientais de salinidade, frequéncia de ocorréncia e densidade celular das espécies
foram obtidos de dados histéricos mensalmente entre 1994 e 2013, no ambito do projeto
de Pesquisa Ecolégica de Longa Duragdo (PELD) no estudrio da Lagoa dos Patos e
Costa Adjacente. Os detalhes dos procedimentos de amostragem e métodos analiticos
foram descritos por Odebrecht et al. (2010). A abundancia de células de A. sanguinea e
P. micans foi estimada usando o método de sedimentacdo (Utermohl 1958). A
frequéncia de observacdes das duas espécies nas amostras mensais foi determinada para
cada estacdo do ano, considerando como 100% o total de 57 meses por estacao durante

20 anos, que € 228 (N meses analisados) por estagcao (228/4=57).

¢ Cruzeiro Oceanografico

Agua de superficie e profundidade de fluorescéncia méxima foi coletada (1,5 L)
para andlise dos pigmentos em HPLC. As amostras foram filtradas em filtro de fibra de
vidro (Whatman GF/F) e acondicionadas imediatamente em nitrogé€nio liquido.

Com base no teor de pigmentos, a abundincia relativa dos grupos de
fitoplancton que contribuiram para a biomassa total de clorofila a (Chl a) foi calculada
usando o software CHEMTAX (chemical taxonomy software, version 1.95). As razdes
iniciais entre os pigmentos diagndsticos de cada grupo e a Chl a para as respectivas
classes de algas foi obtida de Higgins et al. (2011). Com base nos pigmentos presentes e
contagens ao microscOpio, de todas as amostras coletadas, oito grupos foram

considerados: diatomdceas, dinoflagelados Tipo 1 (dinoflagelados com peridinina) e
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Tipo 2 (dinoflagelados com fucoxantina), primnesiofitas, criptofitas, prasinofitas,
Synechococcus e Prochlorococcus.

Para otimiza¢ao da matriz de input, 60 tabelas com as razdes pigmentares foram
geradas multiplicando-se cada razdo da tabela inicial por uma fungdo randdmica
(Wright et al. 2009). Os seis melhores resultados de output (com menor residual) foram
selecionados para aplicar 15 corridas sucessivas do CHEMTAX e checar a razdo de
convergéncia (Latasa 2007). O resultado final foi calculado como a média entre as seis
matrizes de output finais obtidas apds o processamento descrito acima (matriz input e

output).

¢ Grau de estratificagdo da coluna de dgua

O grau de estratificacdo da coluna de dgua foi calculado com base na Frequéncia de
Briint-Viisila (ciclos/hora), que considera a gravidade (m s'z) e a densidade potencial da
dgua (Kg m”). A densidade potencial da dgua do mar (p) foi obtida com base nos perfis
de temperatura e salinidade, e a profundidade da camada de mistura (MLD) foi
determinada conforme proposto por Kara et al. (2000). Foi considerado que a
frequéncia maxima imediatamente abaixo da MLD representa a forca da picnoclina e
esse valor foi adotado para representar a estabilidade maxima (Castro et al. 2002;

Aratjo 2012).

< Quantificagdo de fitoplancton de amostras ambientais
As amostras de dgua para a contagem do fitoplancton foram preservadas em frascos
ambar (com formol 1% e outro com lugol 2%) e analisadas pelo método de Utermohl

(1958), em camaras de sedimenta¢do ao microscépio invertido. Na amostra sedimentada
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(50 mL) os organismos foram contados nos aumentos de 100x e 400x e o niimero de
individuos multiplicados pelos respectivos fatores de drea do campo. O nimero (N)
minimo de organismos dominantes contado foi de 100, garantindo uma estimativa da
margem de erro de +/-20% (Lund et al. 1958). A densidade de diatomaceas,
dinoflagelados, cianobactérias, cianobactérias cocdides em duas faixas de tamanho (<3
pm; 4-7 pm), tintinideos e ciliados aloricados, foi expressa em nimero de organismos
por litro. A identificacdo dos organismos foi realizada em nivel de gé€nero e quando

possivel de espécie, especialmente para os dinoflagelados.

¢ Nutrientes Inorgdnicos Dissolvidos

A d4gua para andlise de nutrientes inorgédnicos dissolvidos (amonio, nitrito,
nitrato, fosfato silicato) foi filtrada em filtros de fibra de vidro (Whatman GF/A). Do
filtrado, 15 ml foram utilizados para andlise de amoénio (UNESCO 1983) e 250 ml
armazenados em freezer para posterior andlise segundo Strickland & Parsons (1972). A
concentracdo dos elementos nitrogenados foi somada e apresentada como nitrogénio
inorganico dissolvido total. A razdo N:P foi considerada com base no nimero atémico

(Redfield 1963).

% Andlise Estatistica
Para explorar as relagdes entre a biomassa dos grupos do fitoplancton
determinados pelo CHEMTAX e as condi¢des ambientais, foi aplicada uma andlise de
Correspondéncia Candnica (CCA) e o teste de permutagdo de Monte Carlo (p < 0,05). A
temperatura da agua, salinidade, frequéncia média de Briint-Viisdla (BV) em camadas

de 10 metros abaixo do ponto coletado, concentragdo dos nutrientes inorganicos



24

dissolvidos (nitrogénio total, fosfato e silicato) e clorofila a (Chl a) foram as variaveis
abidticas incluidas na andlise de Correspondéncia Candnica (CCA) usando o programa

CANOCO 4.5 (Tera Braak & Smilauer 2002).

2.2 Metodologia referente aos objetivos 3 e 4 (Apéndices 2 e 3)

% Amostragem

Com o objetivo de isolar cepas de dinoflagelados e estabelecer seu cultivo,
foram realizadas coletas semanais na desembocadura da Lagoa dos Patos nos meses de
verdo, e mensais em trés estagdes fixas, duas delas localizadas no estudrio e uma na
zona de arrebentacdo da praia do Cassino. As células de dinoflagelados coletadas foram
isoladas para cultivo imediatamente apds coleta, ao microscépio Optico, mediante
succdo com micropipeta de Pasteur e lavagem de cada célula em gotas de meio L1
(Guillard & Hargraves 1993). A técnica para as células que possuem fototactismo
positivo (migracao para um ponto luminoso) facilitou o isolamento. As células isoladas
foram cultivadas em meio de cultivo L1, em incubadoras com fotoperiodo (12:12h),

temperatura e salinidade controlados e similares as condi¢cdes no dia da coleta.

¢ Isolamento das espécies e culturas

Amostras de plancton contendo células de Akashiwo sanguinea (AKASANOI1-B)
e Prorocentrum micans (PROMICO01-B) foram isoladas no final da primavera (11/2011)
no estudrio da Lagoa dos Patos (20 °C, salinidade 30) e de Scrippsiella trochoidea
(SCRTROO1- P) no inverno (08/2012) na Praia do Cassino (15 °C, salinidade 25).
Cepas das trés espécies foram obtidas usando micropipeta tipo Pasteur, lavadas e

mantidas em meio de cultivo L1 (Guillard & Hargraves 1993), em salinidade 25 ou 30,
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temperatura 20+1 °C, luz visivel obtida mediante lampadas fluorescentes de luz branca
Osram ®, intensidade de 80-100 umol fétons m™ s e fotoperiodo de 12:12 h
luz:escuro. As culturas estoque, das trés espécies, foram mantidas em tubos de ensaio e
frascos tipo Erlenmeyer (125 mL) e regularmente transferidas (10-15 dias) para meio de
cultivo (L1) novo (inéculos de aproximadamente 1/3 do volume final) durante a fase
exponencial do seu crescimento, em temperatura 20+1 °C, luz visivel com intensidade

de 80-100 pmol fétons m?ste fotoperiodo de 12:12 h.

Aclimatacao das culturas

Salinidade: Meio de cultivo L1 em salinidades de 10, 15, 25, 30 e 35 foi preparado
pela diluicdo de dgua do mar com 4dgua destilada. As culturas foram aclimatadas em
cada salinidade, por no minimo, trés transferéncias durante a fase exponencial, ao longo
de um més. As células em fase exponencial foram inoculadas em frascos tipo
Erlenmeyer (125 mL) contendo meio de cultivo em cada salinidade.

Luz: As culturas das trés espécies foram aclimatadas em regimes de baixa luz (Low
Light: LL 87- 90 pmol fétons m?s™) e alta luz (High Light: HL 450-490 umol fétons
m? s™') através de trés transferéncias durante a fase exponencial ao longo de um més.
As células em fase exponencial foram inoculadas em frascos tipo Erlenmeyer (125 mL),
em quadruplicata, contendo meio de cultivo L1 com salinidade 30 para P. micans
(PROMICO1-B) e salinidade 25 para A. sanguinea (AKASANO1-B) e S. trochoidea
(SCRTROO1-P) em incubadoras com fotoperiodo controlado (12:12 horas de luz e

escuro) e temperatura de 20 °C.
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+* Curvas de crescimento

Nos experimentos de salinidade, o crescimento foi monitorado diariamente pela
contagem celular, de amostras fixadas com solucdo de lugol neutro (1%), em camaras
de Sedgewick Rafter ao microscépio invertido (OLYMPUS IX51). A taxa especifica de
crescimento (U d™) foi calculada na fase de crescimento exponencial, onde os valores da
concentracdo celular foram trasformados para logaritimo (In) e aplicada uma regressao
linear em relacdo ao tempo (dias) durante a fase exponencial (Zar 1996, Wood et al.
2005). A capacidade de suporte (maxima densidade celular) foi estimada como a
concentracdo média da médxima densidade celular com base em uma curva logistica
(Xin et al. 2011).

No experimento do efeito da irradiancia, a taxa de crescimento das espécies foi
estimada com base na contagem celular didria de amostras vivas com auxilio de um
citdmetro (FlowCAM®, Fluid Imaging Technologies) utilizando uma célula de fluxo de
100 um e objetiva 10x para A. sanguinea e de 20x para as outras espécies. O método
“Autoimage Mode” foi utilizado em um intervalo de tempo definido (2 minutos), e a
densidade e tamanho de todas as células na faixa de tamanho selecionada (10-60 pm S.
trochoidea; 10-100 um para P. micans e A. sanguinea) foram registradas. As condi¢des
metodoldgicas foram determinadas em pré-teste, no qual ndo foi verificada diferenca
entre a contagem automatizada e aquela realizada ao microscdpio invertido em camaras
de Sedgewick Rafter (p > 0,05). A taxa especifica de crescimento (U d™) foi calculada

como descrito acima.

¢ Crescimento frente a mudancas bruscas de salinidade

Para avaliar a resposta sob mudancas abruptas de salinidade, a taxa de crescimento

de referéncia obtida no teste com aclimatacdo (salinidade 25, A. sanguinea; 30 P.
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micans) foi comparada com a taxa de crescimento resultante de tratamentos sem
aclimatagdo, em salinidade mais alta (S 35) e baixa (S 15 ou 20) para ambas espécies.
As culturas em triplicata foram mantidas nas mesmas condi¢des descritas acima e o
crescimento e a capacidade de suporte estimados conforme descrito anteriormente
(Aclimatacdo). Culturas aclimatadas de A. sanguinea e P. micans em salinidade de
referéncia (25 e 30) foram inoculadas no inicio da fase exponencial em frascos do tipo
Erlenmeyer (125 mL) contendo meio de cultivo com salinidade de 15 e 35 para A.
sanguinea e de 20 e 35 para P. micans. A menor salinidade testada neste experimento
foi diferente para ambas espécies porque o crescimento e a capacidade de suporte de P.

micans foram inibidos em salinidade de 15 com aclimatagao.

+* Volume celular

Para comparar os resultados entre as espécies de diferentes tamanhos, os dados
de pigmento foram padronizados por volume celular. O volume celular foi calculado a
partir de medidas nas trés dimensdes de 30 a 400 individuos, de acordo com o dia
amostrado, utilizando as medicdes dadas pelo FlowCam® nos dias 2, 7 e 14 dos cultivos
e aplicacdo de formas geométricas. Para P. micans e A. sanguinea, foi usada a forma
“elipsoide achatado” e para S. trochoidea a forma “cone com meia esfera” (Olenina et
al. 2006, Hillebrand et al. 1999). A terceira dimensdo (espessura) de P. micans foi
obtida utilizando o microscépio 6tico, em aumento de 400x. Primeiramente, foi
estimado o volume individual de cada célula, que serviu para a estimativa dos valores

medios.
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¢ Perfil de pigmentos

Experimento com luz: a composi¢do dos pigmentos fotossintéticos foi determinada
nos dias 2, 7 e 14 de cultivo, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Os pigmentos analisados foram clorofila a (Chl a), clorofila ¢, (Chl
c2), peridinina (Perid), diadinoxantina (Diadino), diatoxantina (Diato), dinoxantina
(Dino), Mg-2,4-divinylpheoporphyrin as monomethyl ester (MgDVP), [B,B-Caroteno
(BB-Car) e diadinocromo (Ddc). Um volume conhecido (5-10 mL) de cultura foi filtrado
(filtro de fibra de vidro, Whatman GF/F) e imediatamente guardado em ultrafreezer (-
80°C). Os pigmentos foram extraidos utilizando 3 ml de solu¢do padrdo de metanol
95%, tamponado com acetato de amonio 2% e com a adicdo de padrdo interno 0,115 mg
L' de trans-f-apo-8’-carotenal, para verificar a otimizagdo da extracdo. Para a extracio
dos pigmentos, os filtros foram macerados com um bastdo de vidro, colocados em
congelador (-20°C, 60 min) e submetidos a um banho frio de ultrassom de 5 min. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (5 min, temperatura 3°C) e o sobrenadante
filtrado em filtro de membrana de 0,2 um de poro (Millipore Fluoropore Membrane
filters, 13 mm de didmetro), o qual foi colocado imediatamente no auto-injetor do
HPLC refrigerado a 4°C. O extrato dos pigmentos foi analisado, utilizando um HPLC
Shimadzu composto por um moédulo 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 C8 monomérica (SunFire; 15 cm de comprimento; 4,6 mm de
didmetro; 3,5 wum de tamanho das particulas) em temperatura constante de 25°C. A fase
movel (solventes) e o seu respectivo gradiente seguiu o método desenvolvido por

Zapata et al. (2000), otimizado por Mendes et al. (2007), com um fluxo de 1 ml min”' e
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volume de injecdo de 100 pl. Os picos referentes aos pigmentos fotossintéticos foram
identificados e quantificados usando como referéncia padrdes comerciais da DHI
(Institute for Water and Environment, Denmark). A concentracdo foi calculada a partir
do sinal obtido pelo detector de fotodiodos e/ou pelo detector de fluorescéncia, para o
caso dos pigmentos clorofilianos. Os picos foram integrados utilizando software LC-
solution, mas todas as integracdes dos picos foram verificadas e corrigidas
manualmente quando for necessdrio. Para correcdo das perdas e mudangas de volume,

as concentragdes dos pigmentos foram normalizados por padrdes internos.

¢ Eficiéncia fotossintética

A eficiéncia fotossintética foi determinada nos dias 2, 7 e 14 de cada cultivo,
utilizando a técnica de fluorimetria de pulsos de amplitude modulada (PAM), com o
auxilio de um Phyto-PAM fluorometer (Walz Gran®, Effeltrich, Germany). A médxima
eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (PSII) (F\/F,,) foi calculada como:

F,/F,=(F,-F,)F,

onde F, € a fluorescéncia varidvel, F,, € a fluorescéncia maxima e Fy € a fluorescéncia
minima (apds periodo de escuro). As amostras eram mantidas no escuro por 30 minutos
(Schreiber et al. 1995) antes de transferi-las para uma cubeta onde foram realizadas as
medi¢oes de Fy e, apds um pulso saturante (0.3 s e 2600 pmol fétons - m? s'), as

medicoes de Fy,. A fluorescéncia de fundo foi corrigida em amostras através do mesmo

procedimento.
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¢ Observacao de lipidio intracelular

Durante o experimento, a presenga de lipidios foi observada em ambos os
tratamentos e com aparente aumento nas celulas ao longo do crescimento. A presenca
de lipidios em estruturas intracelulares encontradas nas células no experimento em HL
na fase estaciondria (dia 14) foi testada com aplicacdo de corante vermelho do Nilo (Wu
et al. 2013) e observagdo ao microscOpio invertido de epifluorescéncia Zeiss Axiovert
135 em aumento de 400x, equipado com filtro de excitagcdo em luz azul (Ex. 365 e Em.
397). As imagens foram tomadas usando o software zen 2012. Uma nova cultura de A.
sanguinea foi estabelecida em HL, sob as mesmas condicdes (ver Métodos item 2.2.2.2)

para confirmar o padrdo verificado durante o experimento.

+» Analises estatisticas

O efeito da salinidade na taxa de crescimento das espécies cultivadas foi
avaliado através de andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey a posteriori e nivel
de significancia a de 0,05 utilizando-se o programa Statistica 7 (Stat Soft. 2004).

Além disso, para testar a relacdo entre a salinidade e a densidade celular de
ambas as espécies no ambiente, um modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo
binomial negativa foi aplicado para uma série temporal de 20 anos da Praia do Cassino.
Este teste foi realizado com o pacote de fungcdes MASS (Venables & Ripley 2002) do
software estatistico R (R Development Core Team 2014).

O efeito da intensidade de luz na taxa de crescimento, composi¢do de pigmentos
e fases do crescimento das espécies foi avaliado através de andlise de varidncia
(ANOVA one-way) e teste de Tukey a posteriori com nivel de significancia p[] 0,05

utilizando-se o programa Statistica 7 (Stat Soft. 2004).
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3. SINTESE DOS RESULTADOS

Os resultados detalhados se encontram em trés artigos, o primeiro em preparacdo, 0O
segundo publicado e o terceiro submetido (Apéndices). A seguir, os resultados sio

apresentados de forma sucinta.

3.1 Artigo 1: “Estrutura da comunidade fitoplancténica no Sul do

Brasil (verdo, 2013), com énfase no papel dos dinoflagelados”
(Apéndice 1, em preparacao).

As formas de vida do fitoplancton apresentam adaptagcdes ao longo de um gradiente de
intensidade de turbuléncia, que influencia a exposicao luminosa e a disponibilidade de
nutrientes. Em geral, as diatomaceas predominam em regides de maior turbuléncia e
alto teor de nutrientes, ao contrario dos dinoflagelados, que sao favorecidos em dguas
estratificadas e com baixa concentragdo de nutrientes inorganicos dissolvidos. Neste
estudo avaliamos a estrutura e composicao do fitoplancton durante o verdo ao longo de
um transecto entre a costa e a regido ocednica ao largo da desembocadura da Lagoa dos
Patos (Lat. 32°12S) em sete estagdes oceanograficas amostradas em profundidades
discretas na coluna de 4gua. Perfis verticais de temperatura, salinidade e fluorescéncia
foram realizados antes da coleta de amostras para quantificacdo do fitoplancton,
nutrientes inorganicos dissolvidos e pigmentos, analisados em cromatografia liquida de
alta performance (HPLC). Foram verificadas trés massas de 4gua ao longo do transecto:
Agua Tropical (AT), Agua Subtropical de Plataforma (ASTP) e Pluma do Rio da Prata
(PRP). A concentragdo de Chl a foi maior nas duas estacdes mais proximas a costa,

onde a coluna de dgua estava homogénea e as diatomaceas eram dominantes. Este grupo
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foi sendo substituido por dinoflagelados em condicdes de estratificagdo. Organismos
picoplanctonicos foram representativos em amostras superficiais, com baixa
concentracdo de nutrientes. Ao longo do gradiente, dois tipos de dinoflagelados foram
verificados: Tipo 1 (dinoflagelados com peridinina) com uma pequena contribuigao,
principalmente nas duas estacdes proximas a costa e representados por Prorocentrum e
Scrippsiella; e Tipo 2 (dinoflagelados com fucoxantina) que representaram mais que
50% do total de Chl a nas estagdes situadas na plataforma continental, principalmente
na profundidade de maximo de clorofila, representados principalmente por pequenas
células de Gymnodiniales (<15 pm). A maior biomassa de dinoflagelados foi
positivamente correlacionada com a Frequéncia de Briint-Viisila, reforcando o papel da
estratificacdo na estruturacdo da comunidade fitoplanctonica e na distribuicdo dos

dinoflagelados em periodo de verdo, na plataforma continental do Sul do Brasil.
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3.2 Artigo 2: “Influence of salinity on the growth of Akashiwo
sanguinea and Prorocentrum micans (Dinophyta) under

acclimated conditions and abrupt changes” (Apéndice 2, publicado. Marine

Biology Research. DOI: 10.1080/17451000.2015.1031798).

O objetivo deste estudo foi avaliar, em laboratério, a influéncia da salinidade (S) no
crescimento e na capacidade de suporte dos dinofagelados Akashiwo sanguinea e
Prorocentrum micans, isolados na regiao costeira do sul do Brasil, e a sua relacdo com
as condicdes no ambiente. O efeito da salinidade foi testado sob condi¢cdes aclimatadas
e frente a mudancas bruscas de salinidade. As culturas foram aclimatadas durante um
més em salinidade de 10, 15, 20, 25, 30 ou 35 e verificado o seu 6timo de crescimento.
As culturas aclimatadas foram transferidas, sem aclimatacao, para limites menores (S 15
para A. sanguinea; S 20 para P. micans) e maiores (S 35, ambas espécies) de salinidade.
A. sanguinea apresentou crescimento maximo na S 25 e ampla tolerancia (p 0.26- 0.76
d') na faixa de salinidade testada (S 10-35), enquanto que, sua capacidade de suporte
foi maior e menor em S 30 e S 10, respectivamente. P. micans cresceu mais
rapidamente e atingiu maior capacidade de suporte em salinidades mais altas (S 25-35)
e sua taxa de crescimento (0.11-0.45 d'l) variou mais nas salinidades testadas. A
resposta das células as mudangas bruscas de salinidade também foram especificas: sem
diferenga para P. micans ou com aumento na taxa de crescimento para A. sanguinea,
comparado aos resultados com aclimatacdo. A andlise da ocorréncia destas espécies na
zona de surf da Praia do Cassino ao longo de 20 anos revelou que no ambiente, A.
sanguinea ¢ P. micans, sao encontradas em faixa de salinidade semelhante,
principalmente entre 25-30, com maior frequéncia e densidade celular durante os meses

de verdo e outono. A relacdo entre salinidade e densidade celular teve padrdo
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semelhante com os resultados verificados em laboratério. A habilidade para crescer
diante de mudancgas bruscas de salinidade € um mecanismo importante na formacao de
floragdes. Considerando o cendrio de mudancas climaticas, um aumento no regime de
chuvas esta previsto para a regido geografica no sul do Brasil. Portanto, nossos
resultados sugerem que A. sanguinea provavelmente terd mais sucesso que P. micans e
poderé formar floragdes na regido, devido a sua ampla tolerincia a salinidade e maiores

taxas de crescimento nas salinidades mais baixas.
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3.3 Artigo 3: “Effects of irradiance on growth, pigment content and
photosynthetic efficiency on three peridinin-containing
dinoflagellates” (Apéndice 3, submetido para andlise).

As microalgas possuem diferentes requerimentos por luz para seu crescimento e
fotossintese. Neste esudo, foi testado o efeito de dois niveis de irradiancias (baixa luz-
LL +87 e alta luz- HL. 450-490 pumol fétons m? s'l) no crescimento, volume celular,
concentracdo de lipidios intracelulares, composicio pigmentar e efici€ncia fotossintética
em trés espécies de dinoflagelados: Akashiwo sanguinea, Prorocentrum micans €
Scrippsiella trochoidea. As culturas foram isoladas no sul do Brasil e aclimatadas
durante 1 més em cada irradiancia, em ciclos de 12:12 h claro/escuro, temperatura de 20
°C e salinidade entre 25 (Akashiwo sanguinea e Scrippsiella trochoidea ) e 30
(Prorocentrum micans). A composicdo dos pigmentos fotossintéticos foi determinada
nos dias 2, 7 e 14 de cultivo, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) com detec¢ao por fluorescéncia ou DAD. Nos mesmos dias, a
eficiéncia fotossintética (Fv/ Fm) foi determinada pela técnica de fluorimetria de pulsos
de amplitude modulada (PAM) e o contetddo de lipidio intracelular utilizando o corante
vermelho do Nilo. O crescimento celular e as medidas de tamanho foram monitoradas
didriamente usando o Flow CAM®. Resultados similares na taxa de crescimento foram
verifcados para A. sanguinea e P. micans em LL e HL, enquanto que a taxa de
crescimento de S. trochoidea foi significativamente maior sob HL. Mudangas no
volume celular de A. sanguinea e P. micans foram observadas, a primeira com volume
significativamente maior sob LL e, a segunda, apresentou um aumento em seu volume
ao longo do periodo de crescimento, em ambas irradidncias. De forma geral, a

concentracdo de pigmentos fotossintéticos por volume celular foi maior em LL e a
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concentracdo de pigmentos fotoprotetores foi baixa mesmo sob alta irradiancia, quando
comparada com a concentragdo sob LL. A razdo peridinina/Chl a ndo diferiu entre as
irradiancias testadas nem entre as fases do crescimento de A. sanguinea e P. micans,
resultando em uma razao conservativa, diferente e maior em LL para S. trochoidea. Alta
eficiéncia fotossintética (Fv/ Fm > 0.5) foi verificada para S. trochoidea e P. micans e
este resultado foi relacionado com a composicio pigmentar destas espécies. Ao
contrdrio, A. sanguinea apresentou efici€ncia fotossintética significativamente menor
que as espécies anteriores, possivelmente relacionado com seu maior tamanho celular e
ainda devido a diferentes graus de mixotrofia entre as espécies. Observacdes ao
microscopio revelaram um aumento na concentragao de lipidios intracelares para todas
as especies em HL. Em conclusio, as trés espécies toleram alta irradiancia e aumentam

a concentracio lipidica sob intensidade de luz mais alta.
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4. DISCUSSAO GERAL

O estudo da fisioecologia dos dinoflagelados e sua relacio com parametros
ambientais permitiu avangar no conhecimento a respeito dos dinoflagelados
planctdnicos na regido sul do Brasil. A conexdo dos trabalhos desenvolvidos, ainda que
diferentes espécies tenham sido avaliadas em laboratério € no campo, possibilitou
compreender algumas respostas a determinadas condi¢des e sobre a distribui¢do dos
organismos no ambiente. Marcantes diferengas oceanogréficas entre a regido costeira,
de plataforma e talude tem papel chave na estrutura da comunidade fitoplanctdnica e na

ocorréncia e distribuicdo dos dinoflagelados.

O papel dos dinoflagelados — estudos no ambiente

As formas de vida do fitoplancton apresentam adaptacdes ao longo de um
gradiente de intensidade de turbuléncia, que influencia a exposicdo luminosa e a
absor¢do de nutrientes. Em geral, as diatomdceas predominam em regides de maior
turbuléncia e alto teor de nutrientes, ao contrario dos dinoflagelados (Margalef 1978)
que sao favorecidos em aguas estratificadas e com baixa concentragdo de nutrientes
inorganicos dissolvidos. Os resultados obtidos no primeiro artigo (ap€ndice 1) abordam
o papel da estabilidade da coluna de 4gua na estruturacio da comunidade

fitoplanctdnica no extremo sul do Brasil.

Em periodo de verdo, ocorreram dinoflagelados com cloroplastos dos tipos I
(contendo Peridinina) e II (contendo Fucoxantina), mas a contribui¢cdo da biomassa do
grupo I foi pequena, apresentando fraca correlacio com os parimetros ambientais

mensurados. Embora a contribui¢do dos dinoflagelados Tipo 1 tenha sido baixa, esta foi
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maior nas estacdes mais préximas a costa, com a presenca de Prorocentrum spp. €
Scrippsiella sp. Os dinoflagelados com cloroplasto Tipo 2 aumentaram sua contribuigao
ao longo do transecto na direcio do talude, representadas principalmente por
Gymnodiniales pequenos (5-10 um), os quais por sua vez ndo estavam excluidos nas
estacdes mais costeiras. Nas estacdes situadas na plataforma continental, Gymnodinium,
cf. Karenia, Katodinium, Prorocentrum minimum, Protoperidinium e Gyrodinium
foram identificados. Verificou-se que as duas estagdes mais homogéneas e costeiras
favorecem dinoflagelados do Tipo 1, em contrapartida, dinoflagelados Tipo 2 também
podem ocorrem nestes habitats bem como em toda a plataforma. Sua contribui¢do
(biomassa) é diretamente proporcional ao aumento da salinidade e estabilidade na

coluna d’4gua.

Os organismos com maior contribuicio para a biomassa (Chla a) foram
diatomiceas em toda coluna de 4gua nas duas estagcdes mais proximas a costa,
dinoflagelados Tipo 2 e cianobactérias (Synechococcus) na plataforma continental. Nas
estacdes costeiras, a coluna de dgua se apresentou mais homogénea e com concentracao
de nutrientes relativamente baixa. No extremo sul do Brasil, em periodo de verdo, a
concentracdo de nutrientes € baixa sob a influéncia da Corrente do Brasil (Niencheski &
Fillmann 1998), bem como a abundancia de fitoplancton; algumas diatomiceas de
dguas quentes (por ex. Rhizosolenia spp. e Chaetoceros spp.) ocorrem em aguas

préoximas da costa (Dohms 1983).

O aumento da contribuicdo de dinoflagelados Tipo 2 na plataforma continental
em direcdo ao talude foi correlacionado positivamente com a estratificacao da coluna de
dgua. Primnesiofitas e cianobactérias (Synechococcus e Prochloroccocus) foram

abundantes principalmente em superficie. Esses organismos sao adaptados a baixas
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concentracdes de nutrientes (Schliiter et al. 2011; Mendes et al. 2015). Classicamente,
as maiores abundancias e a ocorrécia de floragdes de dinoflagelados estdo associados
com aguas estratificadas e baixas concentracdes de nutrientes. De acordo com a
mandala de Margalef (1979) a selecdo de algas nocivas e o comeco de suas floracdes
sdo abioticamente regulados pela interagdo entre a turbuléncia e nutrientes. Entretanto,
foi constatado que, ao contririo do que tradicionalmente se assumia, os dinoflagelados
toleram um grau de turbuléncia e velocidade tipicos de intensa mistura vertical, como
observado em fendmenos de ressurgéncia e em zonas de frentes oceanograficas, e que
esta habilidade nao estaria restrita a formas de vida tolerantes a mistura (ruderals), mas
provavelmente aos dinoflagelados em geral (Smayda 2002). Ao longo do trajeto costa-
talude nos oceanos, a inércia contra a mistura das massas de dgua geralmente aumenta,
bem como ocorre o aprofundamento da camada estratificada e uma significativa
diminui¢do nas concentracdes dos nutrientes (Smayda 2002). A correlacdo positiva
verificada entre a biomassa de dinoflagelados Tipo 2 com a frequéncia de Briint-Viisila
(N) indica a importincia da estratificacdo na distribuicdo desses organismos na regiao
do presente estudo. Contudo, as maiores densidades de dinoflagelados Tipo 2 foram
encontradas imediatamente acima ou na base da camada de mistura, coincidindo com 0s
maiores valores da frequéncia de Briint-Viisila, associada a camada de clorofila
maxima, como observado por Taylor (1987). No presente estudo, os dinoflagelados
autotréficos (Gymnodiniales) foram observados em dguas mais superficiais do que as
espécies heterotréficas (Gyrodinium spp.). A resposta a luz varia de acordo com as
espécies e com o seu estado nutricional, mas de modo geral, os dinoflagelados sdo mais
tolerantes a alta irradidncia do que outros grupos do fitoplancton (Ryther, 1956) e

algumas espécies apresentam fotoinibicdo em alta irradiancia (>500 umol photons m? s’
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") (Falkowski et al. 1985; Garcia & Purdie 1992; Montresor et al. 2003). Conforme
verificado no artigo 3, as espécies isoladas na regiao costeira foram capazes de crescer,

sem fotoinibicdo aparente em alta irradiincia.

A correlagdo positiva entre a biomassa (Chl a) e densidade de dinoflagelados
com a salinidade, resulta do aumento da contribuicdo dos dinoflagelados em direcdo ao
talude. A maioria das espécies de dinoflagelados s@o marinhas, algumas eurialinas ou
estenoalinas, e geralmente habitam 4guas com salinidade entre 20-30, raramente em
salinidade maior que 40 (Taylor 1987). Ao contrario da salinidade, a correlagcdo da
biomassa com a temperatura foi negativa, pois a sua maior contribuicdo deu-se
principalmente nas profundidades de clorofila médxima. Dinoflagelados ocorrem em
uma faixa ampla de temperatura, geralmente predominando em dguas mais quentes, nos
tropicos durante o ano todo e nas regides temperadas em periodos quentes (verao)

(Taylor 1987).

O conhecimento a respeito das acumulacdes de fitoplancton em subsuperficie ou
profundidades de médxima clorofila foi aprimorado com o desenvolvimento de medidas
continuas de fluorescéncia (Lorenzen 1996). Em em profundidades de clorofila mdxima
na plataforma continental de regides marinhas temperadas, a domindncia de
dinoflagelados pode estender-se desde o final do verdo (Iriarte & Bernal 1990;
Richardson et al. 2000; Weston et al. 2005) até o outono, quando ocorrem floragdes em
superficie (Holligan & Harbour 1977). A mobilidade dos dinoflagelados permite sua
agregacdo em determinada profundidade resultando em uma alta variabilidade na

composi¢do das populagdes do fitoplancton na coluna de dgua (Iriarte & Bernal, 1990).
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A relacdo entre a abundancia de dinoflagelados e a estratificacdo térmica foi
relacionada com a presenca de ASTP na drea de estudo. As linhas isopicnais (de igual
densidade) indicam intensa mistura na plataforma continental e a presenca de duas
variedades de 4gua subtropical de plataforma (ASTP): uma variedade quente (>21 °C; S
33,5 < S < 35,3) pela mistura da PRP com 4guas do talude, e uma variedade fria (>18,5
°C; S 33,5 < S < 36), pela mistura da Agua Subantética de Plataforma com as dguas do
talude (Moller et al. 2008; Piola et al. 2000). A presenga de dinoflagelados associada
com ASTP foi documentada na plataforma continental no extremo sul do Brasil (Islabdao
2010) e no estado do Parand, em 4dguas quentes oligotréficas da corrente do Brasil
(Brandini & Fernandes 1996). Ao longo de um transecto entre Sao Paulo (25°30°S) e a
Peninsula Antartica (62°05’S), os dinoflagelados foram mais representativos que as
diatomaceas em aguas oligotréficas subtropicais e em algumas estacdes ao sul da zona
de confluéncia Brasil-Malvinas no final da primavera (Fernandes & Brandini 1999).
Destacou-se neste estudo, também, a importancia de uma camada superficial de baixa
salinidade, originada do aporte terrestre, em especial da 4gua da Pluma do Rio da Prata
(PRP) sobre a distribuicao dos dinoflagelados, que em seu processo de mistura, forma
frentes importantes por exemplo para Karenia spp., adaptados ao arrasto e dispersao nas
correntes costeiras (Smayda 2002). Na plataforma continental da Argentina, o sistema
de 4guas subantérticas de plataforma (ASAP) esti sazonamente separado do sistema
costeiro pela presenca de uma frente costeira, associada com floracdes de Gyrodinium
cf. aureolum na plataforma (Carreto et al. 1995). A adveccdo de aguas de menor
salinidade da regido costeira do Rio da Prata favoreceram o desenvolvimento de
dinoflagelados na plataforma argentina, assim como, no extremo sul do Brasil. As

dguas oriundas do Rio da Prata parecem ser um fator chave que regula o
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desenvolvimento de floragdes nos sistemas de ASAP, embora esta influéncia seja maior
na primavera (Carreto et al. 1995). Aguas ricas em nutrientes, picnoclina rasa e a
influéncia da PRP parecem favorecer as floracdes Gyrodinium cf. aureolum (Negri et
al. 1992).

Os nutrientes correlacionaram-se positivamente com os miximos de Chl a
proximos a costa, onde as diatomdiceas, seguidas de criptofitas tiveram a maior
contribuicdo. A correlacdo com nutrientes também foi positiva (principalmente DIN)
com dinoflagelados Tipo 2 na profundidade de maxima clorofila, e negativa com
Primnesiofitas, Proclorococcus e Synechococcus. A migracdo vertical didria é um
importante mecanismo na ecologia dos dinoflagelados pelo qual conseguem acessar a
radiacdo fotossinteticamente ativa, movendo-se para proximo da superficie durante o
dia e para camadas mais ricas em nutrientes a noite. Em ambientes estuarinos, sdo
capazes de atravessar gradientes de salinidade e de temperatura (Jephson 2012). Como
as maiores concentracdes de nitrogénio, fésforo e silicato inorganicos dissolvidos
estavam abaixo da base da camada de mistura, em profundidade superior a 40 m, pode-
se explicar a vantagem de espécies com flagelos e com capacidade de deslocamento
vertical, para otimizar o seu crescimento e sobrevivéncia. E possivel que dinoflagelados
mixotréficos se acumulem na picnoclina para explorar uma combinacdo 6tima de
disponibilidade de presas, nutrientes e luz, favorecidos em uma coluna de dgua estdvel
(Jephson & Carlsson 2009). Neste estudo, verificou-se que a distribuicdo dos
dinoflagelados autotréficos foi mais superficial do que as espécies heterotroficas,
enfatizando a relagdo da distribuicdo vertical com a luz e a capacidade da migracao em

colunas de dgua estiveis.
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A presenca de dinoflagelados do Tipo 2, especialmente Gymnodiniales como cf.
Karenia, é de particular interesse, pois estdo adaptados para arrasto e dispersao nas
correntes costeiras, podem ser acumulados em sistemas de frentes e incluem espécies
toxicas (Smayda 2002). Os resultados deste estudo enfatizam a possibilidade de que
suas floragdes possam ocorrer na regido de estudo. A presenga de uma populacio
“in6culo” representa uma condicdo essencial, sendo o sucesso posterior influenciado
pelas taxas de crescimento e de dispersdo (“pelagic seed bank hypothesis”, Smayda
2002). As maiores densidades de cf. Karenia spp. foram verificadas em zona de frente
pelo encontro de dgua da pluma do rio da Plata, de menor salinidade, com a Agua
Subtropical de Plataforma (ASTP), indicando a sua adaptacdo a um maior grau de
mistura, como proposto por Smayda (2002) e também evidenciado por Carreto et al.
(2001), que registraram uma floragcdo massiva (8-9 milhdes de Cel/L) de Gymnodinium
sp. em dguas costeiras no sul do Chile, durante a primavera, causando uma alta
mortalidade de mariscos, salmdo de cultivo e outros peixes. O perfil pigmentar da
espécie foi similar ao de outras espécies consideradas ictiotoxicas (G. mikimotoi, G.
breve, G. galatheanum) e dos dinoflagelados Tipo II registrados neste estudo. E
importante ressaltar que existe uma grande dificuldade para identificar espécies atecadas
que deterioram-se facilmente, impossibilitanto a observagdo de estruturas cruciais para
o seu diagndstico, como a elucidagdo do percurso da linha apical, poro ventral e
elementos de ultra-estrutura do amfiesma (Takayama 1985), tornando-se indispensavel
a observacdo de células vivas e andlise da composicio molecular (Hoppenrath et al.

2009).

Em sintese, ao largo da desembocadura da LLagoa dos Patos a contribui¢ao dos

dinoflagelados foi significativa no verdo de 2013. Houve uma clara separagdo das
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amostras ao longo do trajeto costa- talude, no qual as diatoméceas predominaram nas
estacdes costeiras e coluna de dgua homogénea, sendo substituidas por dinoflagelados
em condi¢des de estratificacdo, em direcdo ao talude. Organismos picoplanctonicos
estavam presentes principalmente em amostras superficiais, com baixa concentracao de
nutrientes. Ao longo do gradiente, dois tipos de dinoflagelados foram verificados: Tipo
1 (contendo peridinina, Prorocentrum e Scrippsiella) com uma pequena contribui¢io
nas duas estages proximas a costa, e Tipo 2 (contendo fucoxantina, Gymnodiniales 5-
10 pm, cf. Karenia e Katodinium.), com uma contribuicdo maior que 50% do total de
Chl a nas estagdes situadas na plataforma continental, principalmente em profundidade
com maximo de Chl a. A biomassa de dinoflagelados foi positivamente correlacionada
com a Frequéncia de Briint-Viisila reforcando o papel da estratificacdo na estruturacdo

da comunidade fitoplanctonica.

A fisioecologia dos dinoflagelados — estudos em laboratorio

Em regides costeiras, a salinidade tem um papel ecolégico muito importante e
suas variagdes influenciam as respostas metabdlicas, a selecio de espécies e a
distribuicdo de toda a biota (Gessner & Schramm 1971; Smayda 1980). Em geral, as
espécies do fitoplancton presentes em ambientes estuarinos exibem uma ampla
tolerdncia a variacdes de salinidade (eurihalinas), ao contrdrio de espécies oceanicas
(Kirst 1989). Os organismos estudados foram isolados de amostras obtidas na
desembocadura da Lagoa dos Patos no outono austral, em salinidade 30 e temperatura
de 20°C. Estas espécies apresentam ampla distribuicao geografica (Tabela 1, Apéndice
2) e a capacidade de crescer frente a rdpidas mudancas de salinidade poderia ser um

mecanismo importante no desenvolvimento de suas floragdes.
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Experimentos em laboratério sdo comumente realizados para testar o efeito de
condi¢bes ambientais no crescimento e fisiologia de microalgas. Para isto, as culturas
passam por um periodo de aclimatacdo as condi¢des que serdo testadas para seu
completo ajuste fisiologico. Nos experimentos realizados nesta Tese, adotamos a
metodologia de aclimatag@o proposta por Wood et al. (2005), na qual, as culturas foram
mantidas por um més ou mais, nas condi¢des experimentais. Neste periodo foram
realizadas entre 3-4 transferéncias das culturas na fase exponencial do crescimento.
Existe pouca informacdo na literatura sobre aclimatacdo a salinidade e o tempo de
aclimatacdo empregado em experimentos em laboratdrio varia de dias (Yamamoto et al.
2002) a meses (Kim et al. 2004; Matsubara et al. 2007) tornando, muitas vezes, a
comparagdo dos resultados dificil. Com base nos resultados obtidos no presente estudo,
verificamos que a duracdo do periodo de aclimatacao influencia a taxa de crescimento.
As culturas, em condi¢des 6timas de crescimento, mantiveram ou até mesmo
aumentaram a taxa de crescimento diante de mudancas rdpidas na salinidade. No
entanto, este resultado representa uma caracteristica importante das espécies estudadas,
pois as medidas feitas apds a aclimatagdo em laboratério podem ndo ser aplicadas ao
ambiente.

No presente estudo, a salinidade O6tima para o crescimento de Akashiwo
sanguinea e Prorocentrum micans (25-30) esta dentro do limite reportado para estas
espécies (Matsubara et al. 2007; Kain et al. 1960; Guimaraes & Rorig 2004). Entretanto,
A. sanguinea apresentou maior tolerancia na faixa de salinidade testada (S 10-35), ao
passo que P. micans cresceu melhor nos maiores valores de salinidade (25-35). A
exposicao das células a mudancas bruscas de salinidade, apds aclimatagdo na salinidade

de referéncia (6timo), resultou em aumento na taxa de crescimento. Além disto, esta
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taxa nao diferiu significativamente entre os tratamentos expostos ao choque osmético de
salinidade menor (15 e 20) e maior (35), ao contrdrio do que foi observado no
experimento com aclimatag¢do. Embora a taxa de crescimento tenha sido relativamente
alta em ambas as espécies, com aclimatagdo a baixa salinidade estas ndo alcangaram alta
densidade celular. A exposicdo das células a mudancas bruscas de salinidade resultou
em taxa de crescimento e capacidade de suporte similares entre os tratamentos. Esses
resultados confirmaram que ambas as espécies possuem mecanismos eficientes de
aclimatagdo osmdtica, mas mais pronunciados em A. sanguinea, propiciando o seu
crescimento mesmo sob condi¢des aparentemente de estresse.

Os resultados em laboratdrio coincidiram com os maiores valores de densidade
celular verificados no ambiente (Praia do Cassino). Andlises de fitoplancton realizadas
entre os anos de 1994 e 2013 (235 amostras) revelaram que A. sanguinea e P. micans
apresentam um ciclo sazonal na regido de estudo, com maior freqiiéncia de ocorréncia
(18% e 20% respectivamente) e densidade celular durante os meses de verdo e outono
(Figura 3, Apéndice 2). A sanguinea (média 12.000 CeL/L) ocorreu entre a faixa de
salinidade de 14 e 31 e temperatura entre 12 e 30° C, observando-se os maiores valores
de densidade em meses de outono (maximo 170.000 Cel/L, salinidade 20, temperatura
23° C). Prorocentrum micans (média 1.772 Cel/L) ocorreu em valores maiores de
salinidade (25-35) quando comparado com A. sanguinea e em temperatura similar (11-
29° C), mas apresentou densidade celular menor (maximo 6.400 Cel/L). A relacdo entre
salinidade e densidade celular foi significativa para ambas as espécies. A. sanguinea
apresentou correlacio negativa com salinidade, enquanto P. micans foi relacionada
positivamente com salinidade, indicando que a salinidade influencia a distribui¢io e

concentracdo dessas espécies. Interessante foi verificar que a taxa maxima de
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crescimento de A. sanguinea foi similar ao valor encontrado por Matsubara et al. (2007)
em cepas da Baia de Hakata (Japao). A preferéncia por dgua de salinidade relativamente
baixa favorece suas floragdes no comego do verdo (estacdo chuvosa), quando cresce
mais rapidamente do que outros flagelados, similar aos nossos resultados, com
preferéncia por dguas de menor salinidade devido a discarga da Lagoa dos Patos e sua
pluma costeira (Odebrecht et al. 2010). Embora nenhum efeito nocivo tenha sido
associado com a presenca de A. sanguinea na Praia do Cassino, suas floracdes em
outras regides do mundo tem sido aparentemente associadas com morte de aves
marinhas (Phillips et al. 2011), crusticeos e peixes (Vazquéz et al. 2011).

No cendrio de mudancas climdticas, mudancas no regime de chuvas e salinidade
de dguas costeiras representam um fator de estresse e podem alterar a composi¢ao da
comunidade, diversidade e dominancia dos produtores primdrios (Floder et al. 2010).
Portanto, a capacidade de rapidos ajustes diante de mudangas bruscas de salinidade,
como verificado para A. sanguinea e P. micans, representa uma vantagem competitiva
para a sobrevivéncia e sucesso. Os efeitos da salinidade variam com as espécies e estdo
relacionados com a sua regionalidade (Lim & Ogata 2005). Considerando as previsdes
de aumento das chuvas na regidao do Sul do Brasil no futuro (IPCC 2013), nossos
resultados indicam que A. sanguinea, devido a sua ampla tolerincia a salinidade quando
comparado a P. micans, terd provavelmente mais sucesso e tem o potencial de formar
densas floragdes, sob estas condi¢des, nesta regido geografica no futuro.

No modelo conceitual proposto por Margalef, a selecdo de espécies que formam
floragdes, nocivas ou ndo, é regulada por intera¢des principalmente entre turbuléncia,
disponibilidade de luz e nutrientes (Smayda & Reynolds 2001; Smayda 2002).

Entretanto, dada a importancia da salinidade e as mudangas previstas no regime de
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chuvas, é proposto que esta varidvel seja considerada nos modelos de composi¢cao de
espécies.

A diversidade tréfica em conjunto com as habilidades fisiol6gicas, permite aos
dinoflagelados explorar e ter sucesso em vdrias situagdes no ambiente peldgico e a
relacdo deste grupo com a luz € bastante varidvel, assim como sua composi¢do
pigmentar. A maioria das espécies autotréficas apresenta os pigmentos Chl a e ¢, € a
Peridinina como principal pigmento acessério (Tipo 1, Zapata et al. 2012). Com base
nas combinagdes de clorofilas e carotendides, Zapata et al. (2012) descreveram seis
tipos de cloroplastos de dinoflagelados de acordo com seus pigmentos (64 espécies, 122
cepas). Os tipos I (contendo Peridinina) e tipo II (contendo Fucoxantina, em Zapata et
al. 2012 como tipos II e III) foram estudados nesta Tese. No terceiro trabalho (apéndice
3), realizado em laboratdrio, o efeito de dois niveis de irradidncia (baixo= +87; alto=
450-490 umol fétons m?s™) foi investigado na fisiologia (volume celular, pigmentos,
eficiéncia fotossitética e presenca de lipideos) de trés espécies (Tipo 1) isoladas na
regido costeira, demonstrando que as respostas fisiol6gicas a irradidncia sdo espécie-

especificas, mesmo apresentando o mesmo tipo de cloroplasto.

O efeito da irradidncia no volume celular € pouco conhecido. Em geral, o
tamanho celular dos diferentes organismos estd inversamente relacionado com sua taxa
de crescimento; esta regra € valida para procariotos autotréficos (cianobactérias) e
microalgas unicelulares (Banse 1976; Geider et al. 1986; Nielsen 2006). No presente
estudo, a taxa de crescimento de Akashiwo sanguinea, Prorocentrum micans e
Scrippsiella trochoidea foi similar em alta luz (u ~0.28 d™"), e S. trochoidea cresceu
mais lentamente em baixa luz (u 0.23£0.01 da'. A diferenca de tamanho celular entre

estas espécies ndo influenciou expressivamente a taxa de crescimento em temperatura
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constante e sem limitagdo por nutrientes (fase exponencial do crescimento). Entretanto,
mudangas no volume celular foram verificadas em A. sanguinea e P. micans nos dois
niveis de irradiancia. O maior tamanho de A. sanguinea em baixa luz coincidiu com o
aumento na concentragio dos pigmentos fotossintéticos (Chl a e Peridinina) por volume
celular. Este resultado foi diferente daquele apresentado por Garcia & Purdie (1992)
para o dinoflagelado Gyrodinium cf. aureolum, cujo volume e contetido de carbono
celular diminuiram em baixa irradidncia (<100 pmol photons m? s7). Os resultados
para P. micans nao mostraram diferenca no volume celular entre as irradincias, mas
um aumento de tamanho ao longo das fases de crescimento. Estes resultados também
difereriram dos estudos de Falkowski et al. (1985) que encontraram um aumento no
volume e conteddo de carbono celular em alta irradiancia (600 pumol fétons m? s']).
Assim como para A. sanguinea, a concentracdo de Chl a por biovolume de P. micans
aumentou nas células cultivadas em baixa luz e em ambas as irradidncias, as células

foram significativamente menores no inicio do cultivo.

Diversos fatores influenciam o volume celular, como a disponibilidade de
nutrientes, irradidncia e temperatura (Geider et al. 1986), mas os mecanismos
fisioldgicos envolvidos nas mudangas provocadas pela irradidncia no volume celular
ainda sdo desconhecidos e, aparentemente, existem diferencas entre espécies. Baixos
valores da razdao Chl a por biovolume do fitoplancton foram relacionados com alta luz e
temperatura em um lago oligotréfico quando dinoflagelados predominaram (Felip &
Catalan 2000). Em situacdes de luz limitante, um aumento no conteido de Chl a por
célula tem sido observado em culturas e populacdes naturais (Felip & Catalan 2000).
Entretanto, em algumas situagdes, baixa irradidncia promove uma reducdo no volume

celular (Senger & Fleischhacker 1978; Perri et al. 1981 in Felip & Catalan 2000).
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Portanto, assume-se, que as condi¢des de luz afetam o contetido pigmentar mas também

o tamanho celular dos dinoflagelados.

Os resultados do presente estudo confirmam que A. sanguinea € P. micans sao
capazes de crescer em uma ampla faixa de irradidncia e toleram alta intensidade
luminosa sem sofrer fotoinibi¢do (500 pmol photons m? s™), assim como nos estudos
de Uchida (1981), Cullen & Horrigan (1981), Falkowisk et al. (1985) e Matsubara et al.
(2007). Ao contrério, S. trochoidea apresentou maior crescimento em alta luz, e as
células cultivadas em baixa luz apresentaram teor de Chl a até trés vezes maior, sem
mudanca em seu volume celular. A taxa de crescimento obtida em alta luz (u 0,29 dh
foi similar ao valor médio verificado em 500 umol fétons m? s’ por Montresor et al.
(2003). Zhuo-Ping et al. (2009) avaliaram o efeito combinado da irradiincia e
disponibilidade de ferro em S. frochoidea e obtiveram maior densidade e taxa de
crescimento (0,22 d™') em 70 pmol fétons m? s com alta concentracdo de ferro (6,3 mg
L. Zhuo-Ping et al. (2009) adotaram como alta luz um valor proximo aquele que
consideramos como baixa luz, e os resultados da taxa de crescimento foram similares
0,23 d) ao presente estudo. Em conjunto, esta espécie tem preferéncia por alta
intensidade de luz.

A concentragdo de pigmentos fotossintéticos por volume celular das trés
espécies foi superior em baixa luz e os pigmentos fotoprotetores predominaram em alta
luz, embora em baixa concentragdo. Além disto, A. sanguinea e P. micans apresentaram
padrdes semelhantes ao longo do tempo, com reducdo de Chl a, Perid e Diadino+Diato
na fase exponencial, principalmente em baixa luz, possivelmente devido a rapida
divisdo celular e adaptacdo a Iluz mais baixa. A concentracdio de pigmentos

fotossintéticos das microalgas geralmente aumenta da fase exponencial para a
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estaciondria, enquanto que a concentracio dos pigmentos fotoprotetores esta
relacionada com a prevencdo de danos foto-oxidativos (Ruivo et al. 2011). O aumento
na concentracdo de Chl a em condicdes aclimatadas a alta luz, como foi verificado para
P. micans (Apéndice 3, Fig 4: dia 7 para o dia 14), pode indicar uma reducao no efeito
pacote e/ou aumento nas razdes de carotendides e xantofilas por Chl a (Morel &
Bricaud 1981 in Maclntyre et al. 2002). A razdo Perid/Chl a permaneceu estdvel em
ambas irradidncias testadas e fases do crescimento de A. sanguinea e P. micans,
indicando variacdes semelhantes em ambos pigmentos e a alta eficiéncia da Perid, o
principal pigmento acessério dos dinoflagelados (Prézelin 1987) em transferir energia.
Este resultado representa uma vantagem na aplicacdo de estudos quimio-taxondmicos
em comunidades naturais do fitoplancton. Por outro lado, a irradidncia afetou a razdo
Perid/Chl a de S. trochoidea, que apresentou até 3 vezes mais Chl a e Perid em alta luz
comparado ao cultivo em baixa luz. Apesar de nao ter sido verificada diferenca nos
pigmentos fotoprotetores (Diadino + Diato) entre baixa luz e alta luz, esta espécie

apresentou o dobro de concentracio desses pigmentos comparado as espécies anteriores.

Em geral, os pigmentos fotossintéticos incorporados em complexos coletores de
luz variam em consonincia com a Chl a, independente da irradiincia (Ruivo et al.
2011). J4 os pigmentos fotoprotetores tendem a aumentar em alta luz, pois atuam como
um mecanismo para a prevencdo de danos foto-oxidativos em microalgas (Ruivo et al.
2011). No presente estudo, ao contrario do esperado, a razao da concentracdo de muitos
pigmentos em relagdo a Chl a variou com a irradiancia em A. sanguinea (Chl c,
Diadino, Dino), P. micans (Dinox e Ddc) e S. trochoidea (maioria dos pigmentos) nas
irradiancias testadas. O baixo valor da razao entre pigmentos fotoprotetores e Chl q,

inclusive Diato:Chl a, muitas vezes abaixo do limite de detec¢do, indicaram que a foto-
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protecdo nao foi relavante. O processo de foto-aclimatacao talvez explique a baixa razio
de pigmentos foto-protetores pela Chl a, pois envolve mudangas na composicdo
macromolecular e na ultraestrutura do aparato fotossintético (Maclntyre et al. 2002).
Em A. sanguinea a razdo Diadino:Chl a foi o dobro em alta luz que em baixa luz, e
maior (0,27), quando comparada as demais espécies (< 0,23). A funcionalidade
fotoprotetora da Dinox também foi mais clara para A. sanguinea, com valores

superiores em alta luz.

A eficiéncia fotossintética de A. sanguinea foi baixa. Em condi¢des 6timas de
nutrientes, valores de Fv/Fm variam entre os tdxons de algas (Sugget et al. 2003), sendo
baixos (Fv/Fm= 0.3- 0.4) em eucariotos menores (< 20 um) e altos (Fv/Fm= > 0.6) em
organismos maiores (Sugget et al. 2003). Apesar da efici€éncia fotossintética
significativamente menor de A. sanguinea, esta espécie cresceu igualmente em ambas as
irradiancias e a relacdo de pigmento/volume celular foi compardvel as demais espécies,
especialmente P. micans. A influéncia do tamanho ndo estd clara (Dijkman &
Kromkamp 2006; Key et al. 2009). E conhecido que o efeito pacote, estresse por
nutrientes e outros fatores ndo necessariamente relacionados ao tamanho, influenciam
na efici€ncia fotossintética. Pequenas diferencas entre espécies podem ser significativas
e representar caracteristicas reais, e ndo causadas por processos estocdsticos que
afetariam todas as espécies (Dijkman & Kromkamp 2006). A baixa eficiéncia
fotossintética de A. sanguinea possivelmente esteja relacionada com a sua capacidade
fagotréfica e osmotréfica, entretanto, P. micans e S. trochoidea também sdo espécies
mixotréficas (Jeong et al. 2005). Cabe reforcar que existem diferentes graus de
mixotrofia, desde os mixétrofos “ideais” que usam fototrofia e fagotrofia com a mesma

eficiéncia até algas predominantemente fototréficas, ou predominantemente
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heterotréficas (Stoecker 1998). Talvez diferentes graus de mixotrofia entre as espécies

de dinoflagelados sejam refletidos na magnitude da efici€ncia fotossintética.

Um valor méximo de Fv/Fm nao pode ser estabelecido para todas as algas, tendo
em vista as diferencas entre as espécies mesmo em um grupo taxondmico (Sugget e al.
2004). Altos valores de eficiéncia fotossintética (F/Fy, > 0,5) foram verificados na fase
exponencial do cultivo em baixa luz de P. micans e em ambas irradincias de S.
trochoidea. A reducgdo da eficiéncia fotossintética em ambas as irradidncias ao longo do
crescimento (S. trochoidea) ou no final (P. micans) estd possivelmente associada com a

fase estaciondria das culturas devido a limitagc@o por nutrientes (Maclntyre et al. 2002).

Aparentemente, com base em observagdes visuais, a quantidade de lipidios foi
maior para as trés espécies, em cultivos com maior irradidncia. Em microalgas, o
aumento no contetdido de 4cidos graxos insaturados foi relacionado com a diminui¢do da
temperatura (Dalsgaard et al. 2003) e com aumento da salinidade (Morgan-Kiss et al.
2006). No presente estudo, a sintese de lipidios foi intensificada em alta luz, mesmo as
células ndo apresentando sinais de estresse, como um aumento significativo na
concentracdo de pigmentos fotoprotetores. As maiores concentragdes de glébulos

esféricos lipidicos foram observadas na regido anterior das células.

Considerando as informagdes discutidas nos trés trabalhos apresentados, as
espécies estudadas em laboratério (com peridinina, Tipo 1) estdo melhor adaptadas a
baixas intensidades de luz, como frequentemente verificado na regido estuarina e a
oscilagdes bruscas de salinidade. Estas espécies (Prorocentrum micans, Akashiwo
sanguinea e Scrippsiella trochoidea) estdo associadas com os habitats costeiros (I e II,

Smayda 2002) apresentando como estratégia/forma de vida principal a capacidade de
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colonizar (“C, colonists”) ambientes fisicamente perturbados com alta concentraciao de
nutrientes. Cabe ressaltar, que as caracteristica morfoldgicas e fisioldgicas destas
espécies as tornam mais faceis para cultivo e estudo em laboratério, comparadas, as
espécies do Tipo 2 (com fucoxantina), com maior contribuicio na plataforma
continental. Este grupo de espécies esteve associado com 4guas de salinidade mais alta
e constante, e distribuido imediatamente acima ou na picnoclina, onde também foram
verificadas as maiores concentracdes de nutrientes. Embora dinoflagelados Tipo 2
também ocorram na regido costeira, o aumento da estratificacdo aparentemente foi
determinante para sua maior densidade. Neste estudo, os dinoflagelados Tipo 2
estiveram associados com os ambientes costeiros, de plataforma e zonas de frentes
oceanograficas (Ex. cf. Karenia), podendo as espécies apresentar as trés estratégias de
vida propostas por Smayda (2002). Por fim, é sugerido que as marcantes diferencas
oceanograficas entre os ambientes estudados nesta Tese (regido estuarina/costeira e

plataforma continental) refletiram na distribuicdo dos dinoflagelados.

5. CONCLUSOES

1. A estrutura e composicdo do fitoplancton revelou uma separacdo clara das
amostras ao longo do gradiente costeiro em direcdo ao talude no verdo de 2013,
no qual as diatomdceas predominaram nas estagdes costeiras e coluna de dgua
homogénea, sendo substituidas por dinoflagelados em condi¢des de maior
estratificacdo. Organismos picoplanctdnicos foram representativos de amostras
superficiais, com baixa concentracdo de nutrientes. Este padrdo confere com o
conhecimento clédssico sobre a ecologia dos dinoflagelados e com o modelo

proposto por Smayda & Reynolds (2001). Neste contexto, dinoflagelados,
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especialmente Gymnodiniales como cf. Karenia, foram verificados em zona de
frente pelo encontro de 4gua da pluma do rio da Prata com a Agua Subtropical de
Plataforma (ASTP), indicando a sua adaptacdo a um maior grau de mistura, como

proposto por Smayda (2002).

2. A contribuicido dos dinoflagelados para o total de Chl a foi significativa ao largo
da desembocadura da Lagoa dos Patos, no periodo de estudo (verdo de 2013),
com uma diferenca na sua distribuicdo: dinoflagelados Tipo 1 (contendo
peridinina: Prorocentrum, Scrippsiella) encontrados principalmente nas estagdes
proximas a costa; e Tipo 2 (contendo fucoxantina: Gymnodiniales) que
aumentaram sua biomassa ao longo da trajetéria em direcdo ao talude. A
correlacdo positiva entre a biomassa de dinoflagelados Tipo 2, que
representaram mais que 50% do total de Chl a nas estacdes situadas na
plataforma continental, com a frequéncia de Briint-Viisdla (N) reforcou a
importincia da estratificagdo na distribuicao para estes dinoflagelados no sul do

Brasil.

3. A salinidade 6tima para o crescimento de Akashiwo sanguinea e Prorocentrum
micans em laboratério (25-30) condizem com os valores nos quais foram
encontrados em maior densidade celular na zona de arrebentacdo na Praia do
Cassino, onde apresentaram um ciclo sazonal com maiores valores durante os
meses de verdo e outono. A exposicdo das células a mudangas bruscas de
salinidade resultou em taxas de crescimento e capacidades de suporte similares
entre 0s tratamentos com menor e maior salinidade. Esses resultados

confirmaram que ambas as espécies possuem mecanismos eficientes de
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aclimatagdo osmdtica propiciando o seu crescimento mesmo sob condig¢des
aparentemente de estresse, mais pronunciado em A sanguinea.

4. Os niveis de irradiancia testados (87-90 e 450-490 pumol photons m~ s) ndo
afetaram o crescimento celular de A. sanguinea e P. micans, ao contrario de S.
trochoidea, que cresceu melhor em alta irradidncia. As trés espécies
apresentaram maior conteido de pigmentos fotossintéticos quando cultivadas em
baixa irradidncia e a sintese de pigmentos fotoprotetores ndo foi
significativamente acentuada em alta irradiincia, indicando a auséncia de
fotoinibicdo. A razio Perid/Chl a foi conservativa em A. sanguinea e P. micans,
independente da irradiincia. Altos valores de eficiéncia fotossintética foram
verificados em S. trochoidea e P. micans, ao contrario de A. sanguinea,
possivelmente relacionado com sua estratégia mixotréfica. O aumento da

irradiancia resultou em uma maior quantidade de lipidios nas trés espécies.
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APENDICE 1
Apresentacao

Este apéndice refere-se ao artigo intitulado “Estrutura da comunidade fitoplancténica no
Sul do Brasil (verao, 2013), com €nfase no papel dos dinoflagelados”. O artigo estd em
fase final de preparacdo.



ESTRUTURA DA COMUNIDADE FITOPLANCTONICA NO SUL DO BRASIL
(VERAO, 2013), COM ENFASE NO PAPEL DOS DINOFLAGELADOS

Carolina Islabao, Carlos Rafael Mendes, Amalia Maria Sacilotto Detoni e Clarisse
Odebrecht

RESUMO

Neste estudo, avaliamos a estrutura e composicdo do fitoplancton durante o verdo de
2013 ao longo de um transecto entre a costa e a regido ocednica ao largo da
desembocadura da Lagoa dos Patos (Lat. 32°12S), em sete estagdes oceanogrifica
amostradas em profundidades discretas na coluna de &4gua. Perfis verticais de
temperatura, salinidade e fluorescéncia foram realizados antes da coleta de amostras
para quantificacdo do fitoplancton, nutrientes inorganicos dissolvidos e pigmentos,
analisados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Foram verificadas
trés massas de dgua ao longo do transecto: Agua Tropical (AT), Agua Subtropical de
Plataforma (ASTP) e Pluma do Rio da Prata (PRP). A concentracdo de clorofila a (Chl
a) foi maior nas duas estagdes mais préximas a costa, onde a coluna de 4gua estava
homogénea e as diatomdceas eram dominantes. Este grupo foi sendo substituido por
dinoflagelados ao longo do perfil, em condicoes de estratificacdo. Organismos
picoplancténicos foram representativos em amostras superficiais, com baixa
concentracdo de nutrientes. Ao longo do gradiente, dois tipos de dinoflagelados foram
verificados: Tipo 1 (Peridinin-containing dinoflagellates), com uma pequena
contribuicdo, principalmente nas duas estagdes préximas a costa e representados por
Prorocentrum e Scrippsiella; e Tipo 2 (Haptophyte-containing dinoflagellates), que
representaram mais que 50% do total de Chl a nas estacdes situadas na plataforma

continental, principalmente na profundidade de maximo de clorofila, representados



principalmente por pequenas células de Gymnodiniales (<15 pm). A maior biomassa de
dinoflagelados foi positivamente correlacionada com a Frequéncia de Briint-Viisila,
refor¢ando o papel da estratificacdo na estruturagdo da comunidade fitoplanctdnica e na
distribuicao dos dinoflagelados em periodo de verdo, na plataforma continental do Sul
do Brasil.

Palavras- chave: Dinoflagelados, Estratificacdo, Peridinina, = Fucoxantina,
Gymnodiniales.

1. INTRODUCAO

As formas de vida do fitoplancton apresentam adaptacdes ao longo de um
gradiente de intensidade de turbuléncia, que influencia a exposicdo luminosa e a
absorcdo de nutrientes. Em geral, as diatomdceas predominam em regidoes de maior
turbuléncia (2 — 100 cm?/s) e alto teor de nutrientes, ao contrdrio dos dinoflagelados
(0,02 — 1 cm?/s) (Margalef 1978). E bem conhecido que estes sdo favorecidos em dguas
estratificadas e com baixa concentracio de nutrientes inorginicos dissolvidos,
principalmente pela sua habilidade de migracdo vertical na coluna de 4gua, alta
afinidade por nutrientes e também pela sua capacidade mixotréfica e heterotréfica
(Hoppenrath et al. 2009, Sherr & Sherr 2007). Entretanto, nem todos estdo associados
com 4guas pobres em nutrientes, devido as caracteristicas fisioldgicas de determinadas
espécies (taxa de crescimento maiores, tamanho celular pequeno-intermediario, alta
mobilidade, forma de vida morfometricamente simples) e, principlamente em situacdes
de grandes floragdes, os dinoflagelados podem também requerer alto nivel de nutrientes
(Smayda & Reynolds 2001). Por exemplo, habitats relativamente rasos (dguas costeiras)
e enriquecidos com nutrientes, mesohalinos e com trocas reduzidas com dguas mais

ocednicas, favorecem floragdes de dinoflagelados de espécies gymnodinidides e outras



formas tecadas como Alexandrium minutum, Heterocapsa triquetra, Scrippsiella

trochoidea e Prorocentrum spp. (Smayda & Reynolds 2001).

Devido a sua diversidade fisiologica, o papel dos dinoflagelados no ecossistema
marinho também ¢ variado. Espécies fotossintéticas sdo importantes produtores
primdrios que periodicamente podem ter grande importancia na sustentabilidade de um
ecossistema marinho. Espécies ndo fotossintéticas absorvem compostos orginicos
dissolvidos, realizam fagotrofia ou digestdo extracelular e, ao contrério das anteriores,
sobrevivem em profundidades ndo iluminadas, na &4gua e/ou no sedimento. A
mobilidade por meio de flagelos permite otimizar sua localizagdo e evitar a
sedimentacdo em condicdes estdveis na coluna de 4gua, sendo esta caracteristica

considerada chave na sua competicio com as diatoméaceas, sendo os dinoflagelados

favorecidos nos meses de verdo (Taylor et al. 2008).

Os cloroplastos das algas eucaridticas e de todas as plantas também sio
organelas endossimbidticas, originalmente derivadas de um ancestral (cianobactéria)
que desenvolveu a capacidade de fotossintese oxigénica, e que foi incorporado em uma
célula hospedeira de um protista heterotréfico de origem desconhecida (Bhattacharya
1997; Palmer 2003; Jefrey et al. 2011). O desenvolvimento evolutivo dos processos de
endossimbiose resultaram nas trés principais linhagens: Glaucocystophytas, Vermelhas
e Verdes (Moreira et al. 2000). As cianobactérias atuais derivaram diretamente do
ancestral (Cyanobacterium), sem futuras endossimbioses (Jefrey et al. 2011). Os
plastideos de heterokontes (diatoméceas, algas marrons, Chrisofitas etc.), haptofitas,
criptofitas e dinoflagelados surgiram de um ancestral da linhagem vermelha, a partir de
diferentes processos de ensossimbioses secunddrias e tercidrias. Por meio de um

processo similar, euglendfitas, chlorarachnioéfitas e dinoflagelados “verdes” adquiriram



seus plastideos do ancestral (prasinofitas/chlorofitas). Os dinoflagelados podem ser
encontrados com nenhum pigmento (heter6trofos), com seu préprio plastideo
(carotendides de dinoflagelados com peridinina) ou com plastideos derivados de
criptofitas, diatoméceas penadas ou céntricas, primnesiofitas ou prasinofitas/clorofitas.
Alguns dinoflagelados podem ainda abrigar células (cianobactérias) simbidticas intactas
(Jeffrey et al. 2011). Portanto, os tipicos dinoflagelados autotréficos apresentam Chl a e
¢y, € peridinina como principal pigmento acessério, sendo portanto, designados como
cloroplastos com peridinina. Além disto, outros seis tipos de cloroplastos foram
descritos para os dinoflagelados, propiciando inclusive novas descricdes de espécies

(Zapata et al. 2012).

A quantificacdo precisa da concentracdo dos pigmentos fotossintéticos por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) permite o estudo da composicido e
estrutura dos grupos de fitoplancton, inclusive do nano-e picoplancton. Estes tltimos
requerem técnicas especiais de microscopia para sua andlise e sdo normalmente dificies
de identificar em andlises realizadas ao microscépio dptico. As andlises de pigmentos
sdo também relativamente rdpidas, proporcionando uma ferramenta importante no
monitoramento das populagdes fitoplanctonicas (Wright and Jeffrey, 2006; Mendes et

al. 2011).

A regido da plataforma continental do sul do Brasil é caracterizada pela
existéncia de gradientes horizontais e verticais de densidade devido a mistura de massas
de dgua quentes e frias, costeiras e ocednicas, resultando em uma elevada diversidade de
fitoplancton e produtividade bioldgica (Ciotti et al. 1995; Odebrecht & Garcia 1998;
Gaeta & Brandini 2006). Na regido costeira, elevadas concentragdes de fitoplancton sdo

esperadas no final do inverno e primavera, quando diatomaceas (Skeletonema costatum)



sdo abundantes nas dguas préximas a desembocadura da Lagoa dos Patos. A dgua
costeira, sob influéncia do Rio da Prata, favorece o crescimento de dinoflagelados
tecados como Scrippsiella cf. trochoidea, Prorocentrum spp., Dinophysis spp e
Ceratium spp. (Odebrecht & Garcia, 1998). A presenca da pluma do Rio da Prata (PRP)
foi relacionada com altas densidades de dinoflagelados, indicando a importincia da
fertilizacdo pela descarga terrestre e o papel da estratificagdo vertical da coluna d’adgua
(Islabdao, 2010). Ao largo da plataforma continental, altas densidades relativas de
dinoflagelados tecados autotréficos/mixotréficos, como Heterocapsa, Scrippsiella
trochoidea e Ceratium, mas também espécies heterotréficas como Protoperidinium spp.
e Gyrodinium spp., foi verificada (Ciotti, 1990). Mais ao sul, na costa do Uruguai,
durante a primavera, o fitoplancton foi associado com duas zonas do Rio da Prata: (a)
zona interior (frente de turbidez), dominada principalmente por nanoflagelados (e.g.
Cryptomonas) e algumas diatomaceas tipicas de dgua doce (e.g. Aulacoseira granulata)
e de ambientes turvos (e.g. Paralia sulcata); (b) zona dominada por espécies marinhas
de diatomdiceas e dinoflagelados, de acordo com as condi¢des de estratificacdo da
coluna de 4gua (Ferrari, 2008). Em outra ocasido, floracdes de dinoflagelados foram
observadas ao longo da PRP no final da primavera, coincidindo com altos valores de

nutrientes e baixa turbuléncia (Carreto et al., 2008).

O presente estudo tem por objetivo caracterizar a estrutura e composicdo das
comunidades de fitoplancton em uma regido geogrifica de transicdio no Oceano
Atlantico Sul Ocidental. Simultaneamente, pretendemos testar a hipétese de que
também neste ambiente, a contribuicdo dos dinoflagelados estd relacionada com uma

maior estabilidade na coluna de 4dgua e menor teor de nutrientes, os quais definem



também as formas de vida distribuidas ao longo de um gradiente costa-talude (onshore-

offshore).

2. MATERIAL E METODOS

Area de estudo: Na regido da desembocadura da Lagoa dos Patos, préximo a cidade de
Rio Grande (Lat. 32°12 S), a plataforma e talude continental sido influenciados por
diversas massas de dgua: Agua Tropical (AT), Agua Central do Atlantico Sul (ACAS),
Agua Subantirtica (ASA) e Agua Subantértica de Plataforma (ASAP). As propriedades
termohalinas da 4gua na plataforma continental variam ainda conforme o volume
descarregado por importantes aportes continentais, como a pluma do Rio da Prata (PRP)
e da Lagoa dos Patos, e do grau de influéncia da AT e da ASA. Duas variedades de
Agua Subtropical de Plataforma (ASTP) sdo observadas, procedentes da mistura da
ASAP com a AT ou da PRP com a AT (Moller et al. 2008, Piola et al. 2008). A
presenca de massas de dgua com caracteristicas fisico-quimicas distintas resulta na
formagdo da Frente Subtropical de Plataforma (FSTP), que apresenta variabilidade
sazonal, com um marcado gradiente termo-halino na quebra de plataforma,
perpendicular a costa em torno da latitude 32° S (Piola et al. 2008), separando a ASAP
da ASTP (Moller er al. 2008). As principais fontes de nutrientes na regido sdo
provenientes da PRP (silicato e fosfato), da ASAP (nitrato e fosfato) e da ACAS
(nitrato), quando esta ascende a superficie (Braga et al. 2008). A variacdo latitudinal da
PRP esta relacionada com a descarga de dgua continental e com o regime de ventos
(Miranda 1972, Moller et al. 2008), que afetam a circulacdo e estratificacdo termo-
halina na plataforma continental. Na plataforma continental préximo a costa, ocorre o

predominio da PRP com menor salinidade em superficie (Matano et al. 2010), formando



uma frente horizontal que divide a ASAP de forma abrupta na direcdo costa-oceano
(Piola et al. 2000). A PRP e Lagoa dos Patos influenciam significativamente a producao
e o crescimento do fitoplancton nesta regido geografica, sendo que periodos de maior
precipitacdo (por exemplo em anos de El Nijio) t€ém sido associados com um aumento
de Chl a na plataforma continental (Abreu et al. 1995, Ciotti et al. 1995, Braga et al.

2008).

Amostragem: No ambito do projeto "Dindmica do Ecossistema Marinho e suas
implicagdes para o sequestro de carbono (DEMI-SeC)", um cruzeiro oceanogréfico foi
realizado no verao austral (20-23 fevereiro de 2013) entre a costa e a regido oceanica ao
largo da desembocadura da Lagoa dos Patos (Lat. 32°12S) (Apéndice 1, Fig. 1). Perfis
verticais de PAR, temperatura, salinidade e de fluorescéncia (sensores CTD - Sea-Bird
CTD/Carrousel 911+ system® e de fluorescéncia sensor PAR - WetLabs ECO-AFL/FL®)
foram determinados previamente a amostragem da dgua com garrafas de Niskin, em
sete estacdes. As profundidades amostradas em cada estacdo oceanografica foram
definidas selecionando-se no minimo quatro profundidades, de acordo com o grau de
estratificacdo: superficie, na profundidade de fluorescéncia maxima e em profundidades
intermedidrias acima e abaixo do méaximo de fluorescéncia, exceto na #6, onde apenas

se efetuaram coletas para contagem nas profundidades de 0, 10 e 20m.

Grau de estratificacdo da coluna de agua: O grau de estratificacdo da coluna de dgua
foi calculado com base na Frequéncia de Briint-Viisila (ciclos/hora), que considera a
gravidade (m s?) e a densidade potencial da dgua (Kg m™). A densidade potencial da dgua

do mar (p) foi obtida através dos perfis de temperatura e salinidade, e a profundidade da



camada de mistura (MLD) foi determinada conforme proposto por Kara et al. (2000).
Foi considerado que a frequéncia maxima imediatamente abaixo da MLD representa a
forca da picnoclina e esse valor foi adotado para representar a estabilidade maxima

(Castro et al. 2002; Aradjo 2012).

Nutrientes Inorginicos Dissolvidos: A 4dgua para andlise de nutrientes inorganicos
dissolvidos (amonio, nitrito, nitrato, fosfato e silicato) foi filtrada em filtros de fibra de
vidro (Whatman GF/A). Do filtrado, 15 ml foram utilizados para anélise de amodnio
(UNESCO 1983) e 250 ml armazenados em freezer para posterior andlise segundo
Strickland & Parsons (1972). A concentracdo dos elementos nitrogenados foi somada e
apresentada como nitrogénio inorganico dissolvido total (DIN). A razdo N:P foi
estimada com base no ndmero atdomico. As andlises foram realizadas no Lab. de
Ecologia do Fitoplancton e Microorganismos Marinhos — FURG.

Quantificacio de fitoplancton: As amostras de 4gua para a contagem do fitoplancton
foram preservadas em frascos ambar (com formol 1% e/ou com lugol 2%) e analisadas
pelo método de Utermohl (1958), em camaras de sedimentacio (50 mL) ao microscépio
invertido. Os organismos (nimero de individuos em células) foram contados nos
aumentos de 100x e 400x. O nimero (N) minimo contado de organismos dominantes foi
de 100, garantindo uma estimativa da margem de erro de +/-20% (Hallegraeff et al.
2003). A densidade de diatoméaceas, dinoflagelados, cianobactérias totais, cianobactérias
cocoides em duas faixas de tamanho (0-3 um; 4-7 um), tintinideos e ciliados aloricados,
foi expressa em ndmero de organismos por L' A identificacdo dos organismos foi
realizada em nivel de género (exceto cianobactérias cocéides de 1- 10 um) e, quando

possivel, de espécie, especialmente para os dinoflagelados.
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Pigmentos: Em superficie e na profundidade de fluorescéncia maxima da clorofila
(DCM), foi coletada dgua (1,5 L) para andlise dos pigmentos por HPLC. As amostras
foram filtradas em filtro de fibra de vidro (GF/F) e acondicionadas imediatamente apds
a filtracdo em nitrogénio liquido. Para a extracdo dos pigmentos, os filtros foram
macerados com um bastdo de vidro, colocados em congelador (-20°C, 60 min) e
submetidos a um banho frio de ultrassom de 5 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (5 min, temperatura 3°C) e o sobrenadante filtrado em filtro de membrana
de 0,2 pm de poro (Millipore Fluoropore Membrane filters, 13 mm de didmetro), o qual
foi colocado imediatamente no auto-injetor do HPLC refrigerado a 4°C. O extrato dos
pigmentos foi analisado, utilizando um HPLC Shimadzu composto por um mdédulo
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 C8
monomérica (SunFire; 15 cm de comprimento; 4,6 mm de didmetro; 3,5 um de tamanho
das particulas) a uma temperatura constante de 25°C. A fase modvel (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 1 ml min” e um volume de
injecdo de 100 pl. Os picos referentes aos pigmentos fotossintéticos foram identificados
e quantificados usando como referéncia padroes comerciais da DHI (Institute for Water
and Environment, Denmark). A concentragao foi calculada a partir do sinal obtido pelo
detector de fotodiodos e/ou pelo detector de fluorescéncia, para o caso dos pigmentos
clorofilianos. Os picos foram integrados utilizando o software LC-solution, mas todas as

integracdoes dos picos foram verificadas e corrigidas manualmente quando for
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necessario. Para correcdo das perdas e mudancas de volume, as concentragdes dos
pigmentos foram normalizados por padrdes internos.

Com base no teor de pigmentos, a abundancia relativa dos grupos de
fitoplancton que contribuiram para a biomassa total de clorofila a (Chl a) foi calculada
usando o software CHEMTAX (chemical taxonomy software, version 1.95), que utiliza
uma matriz de razdes entre alguns pigmentos “diagndsticos” e a Chl a. As razdes
iniciais (matriz de input) para as classes de algas foram obtidas de (Higgins et al. 2011).
Com base nos pigmentos e contagens ao microscopio, oito grupos foram considerados
neste estudo: diatoméceas, dinoflagelados Tipo 1 (peridinin-containing dinoflagellates)
e Tipo 2 (haptophyte-containing dinoflagellates), primnesiofitas, criptofitas,
prasinofitas, Synechococcus e Prochlorococcus.

Para otimizagao da matriz de input, 60 tabelas com as razdes pigmentares foram
geradas multiplicando-se cada razdo da tabela inicial por uma fungdo randdmica
(Wright et al. 2009). Os seis melhores resultados de output (com menor residual) foram
selecionados para aplicar 15 corridas sucessivas no CHEMTAX e verificar a razdo de
convergéncia final (Latasa, 2007). O resultado final foi calculado como a média entre as
seis matrizes de output finais obtidas apds o processamento descrito acima (matriz de
input e output). A andlise dos pigmentos por HPLC seguida da andlise dos dados com
CHEMTAX ¢é considerado um método efetivo para se determinar a abundancia

relativados diferentes grupos do fitoplancton.

Andlise estatistica: A relacdo entre a biomassa dos grupos do fitoplancton
determinados pelo CHEMTAX e as condi¢cdes ambientais, foi avaliada em uma andlise

de Correspondéncia Candnica (CCA) e avaliada por um teste de permutacio de Monte
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Carlo (p < 0,05). A temperatura da agua, salinidade, frequéncia média de Briint-Viisila
(BV) em camadas de 10 metros abaixo do ponto coletado, concentracdo dos nutrientes
inorganicos dissolvidos (nitrogénio total, fosfato e silicato) e clorofila a (Chl a) foram as
variaveis incluidas na CCA, realizada usando o CANOCO 4.5 (Ter Braak and Smilauer,

2002).

3 RESULTADOS

3.1. Condig¢oes Oceanograficas
3.1.1. Radiagdo Fotossinteticamente Ativa (PAR)

Os valores de PAR (0-3.986 pumol fétons m? s™) atingiram altos valores na camada
superficial (100-200 umol fétons m? s, até 20m) e foram baixos nas duas estacoes

mais costeiras e estacdo 5 que foi amostrada a noite. (Fig 2a).
3.1.2 Temperatura e Salinidade

A temperatura da dgua foi alta (>24 °C) na camada superficial (0-20m de profundidade)
em toda a regifo, diminuindo gradualmente em maiores profundidades. A salinidade da
dgua (31-36), ao contrério, aumentou com a profundidade, exceto nas estacdes externas
da plataforma (estagdes 6 e 7) onde os valores foram altos ao longo de toda a coluna de
dgua (Figura 2b, c). Foram verificadas trés massas de dgua ao longo do transecto com
base nos indices termohalinos propostos por Moller et al. (2008): Agua Tropical (AT),
Agua Subtropical de Plataforma (ASTP) e Pluma do Rio da Prata (PRP). A PRP foi
observada na camada superficial das estagdes 4, 5 e 6, ¢ a ASTP ocupou uma grande

porc¢do da plataforma continental e toda a coluna de 4gua nas estacdes 1, 2 e 3.
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3.1.3 Estratificagdo da coluna de dgua

A profundidade da camada de mistura (MLD) variou entre 22 e 36 m, sendo
mais profunda na estacdo mais externa (estacdo 7). As estacdes mais costeiras (estagoes
1 e 2) apresentaram-se homogeneamente misturadas e a partir da estacdo 3, fortemente
estratificadas. Na profundidade de estabilidade mdaxima (forca da picnoclina) a
frequéncia de Briint-Viiséla variou entre 17 e 26 ciclos/h, no entanto, nas estagcdes 6, 5
e 3 a estratificacdo foi mais intensa (23-26 ciclos/h) do que nas estagdes 7 € 4 (17-19
ciclos/h) (Fig. 2d). A profundidade de maxima estabilidade variou entre 20 m (estacdo

6) e 40m (estagdo 7).
3.1.4 Nutrientes inorganicos dissolvidos

A concentracdo de nitrogénio inorganico dissolvido (DIN; nitrato+nitrito+amonia)
variou entre 0,02 pM e 6,91 uM. Os maiores valores (média 4,28-5,14 uM) foram
verificados entre 40 e 50m de profundidade nas #5 e #4 (Fig. 2e). O teor de fosfato
inorganico dissolvido variou entre 0,01 e 0,17 uM, com maiores valores em 10 m
(estacdao 6; 0,17 uM) e 40-50m (estacdo 4; 0,13 uM) (Fig. 2f). O teor de silicato
inorganico dissolvido foi sempre baixo (0,01-1,36 uM); no entanto, com valores >1 uM
verificados no mesmo estrato (40-50 m; estagdes 3, 4 e 5) em que os valores maximos
dos demais nutrientes foram encontrados (Fig. 2g). A razao N:P variou bastante (0.25-
98) e as duas estacOes costeiras apresentaram as menores concentracdes médias de

fosforo (0,05 + 0,03 uM).
3.1.5 Clorofila a (Chl a)

A concentragdo de Chl a (0,14 - 1,5 pug L™ apresentou os maiores valores nas estacoes

costeiras (0,7-1,5 pg L'l). Nas demais, a concentracao de Chl a variou entre 0,14 e 0,75
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ug L', com o menor valor na estacdo 6 (0,14 ug L"). Na profundidade de méxima

clorofila (DCM), a concentracio de Chl a variou entre 0,14 e 0,80 ug L' (Fig. 3a).
3.2. Fitoplancton
3.2.1. Quantificacao dos organismos em microscopia optica

As diatoméceas predominaram nas esta¢des costeiras (Fig. 3b), principalmente
diatomaceas penadas (Dpe, Nitzschia) em todas as profundidades amostradas, exceto na
estacdo 2, em superficie, onde uma alta densidade (7.10° cells L") da diatomacea
céntrica Thalassiosira minuscula foi observada. Os dinoflagelados Prorocentrum (P.
micans, P. scutellum, P. gracile, P. triestinum, P. compressum), Scrippsiella cf.
trochoidea, Gymnodinium, Protoperidinium e Gyrodinium apresentaram baixas

densidades.

Nas demais estagdes, houve um dominio de dinoflagelados comparado as
diatomdceas, em todas as profundidades, exceto na estacdo 5, 40m. A densidade de
dinoflagelados, principalmente da Ordem Gymnodiniales e Gyrodinium, aumentou da
costa em direcdo ao talude (Fig. 3c,d) , com os maiores valores médios (80-100.000

cells L'l) nas estacdes 5,6 e 7..

Nas estagdbes 3 e 4, os maiores valores de densidade de dinoflagelados
(Gymnodinium 5-10 pum, 12.000 ~30.000 cells L Gyrodinium ~10 um, ~12.000 cells
L'l) foram verificados em 30 m de profundidade, onde a MLD era de 26 m e 23 m,
respectivamente. Outros géneros observados em menor densidade foram, Amphidinium,
Protoperidinium, Oxytoxum na estacio 3, e Prorocentrum, Amphidinium, Karlodinium,
Gyrodinium, Katodinium e Heterocapsa na estacdo 4. Células classificadas como cf.

Karenia (5 pm) foram observadas (~8000 cells L'l) também na estacdo 4. Na estacdo 5
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(MLD 27 m), os dinoflagelados foram abundantes em 20 m, mas pequenas diatoméaceas
céntricas (3-5 um) predominaram em 40 m e 50 m (maximo ~126.000 cells L'l). Na
estacio 6 (MLD 22 m), os dinoflagelados da Ordem Gymnodiniales (5-10 um)
contribuiram com a maior densidade (46.000 cells L'l) e na estacdo 7, onde se observou
a camada de mistura mais profunda (MLD +36m), a sua maior densidade média foi
observada em 10 m, na qual Gymnodiniales (5-12,5 pm) contribuiram com a maior
densidade (£77.000 cells L'l). Espécies heterotroficas de Protoperidinium (~6.000 cell
L'l) e, em menor densidade, Gyrodinium, Podolampas e Corythodinium, bem como
autotroficas/mixotréficas como de Prorocentrum, Ceratium e Torodinium foram

também observadas.
3.2.2 Contribui¢do dos grupos do fitoplancton (HPLC/ CHEMTAX)

A contribuicdo relativa dos principais grupos do fitoplancton em amostras da
superficie, calculada através do CHEMTAX (Fig. 4), indicou a dominincia de
diatomdiceas nas estacdes costeiras 1 e 2 com 77% e 57%, respectivamente, de
contribuicdo para o total de Chl a (indice de biomassa). Nas demais estacdes, as
diatomdceas contribuiram menos de 11%. Os dinoflagelados tiveram pequena
contribuicdo na regido costeira, na qual o Tipo 1 (com peridinina) representou < 3% da
biomassa e os dinoflagelados do Tipo 2 (com fucoxantina) entre 4 e 16%. A
contribuicdo dos Gtimos, entretanto, aumentou nas estagdes mais ocednica, contribuindo
entre 15 e 30% para a biomassa total. Da mesma forma, a contribui¢do das
cianobactérias Synechococcus (5-40%) e Prochlorococcus (9-20%) aumentou nas
estacdes da plataforma continental. Criptofitas e prasinofitas estiveram presentes em

todas as estagOes e representaram na média entre 7% e 20% da biomassa total em
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superficie, respectivamente. No entanto, a contribuicdo de criptofitas foi maior na

estacdo #1 (7%) e de prasinofitas na estagdo 7 (17%).

Na profundidade de maximo de Chl a (DCM) (Fig. 4b) também se observou
uma maior contribuicdo de diatoméceas nas estacdes mais proximas a costa (>70% do
total de Chl a) e na estacdo 4, em 40m de profundidade, (63%). A contribuicdo de
dinoflagelados do Tipo 1 foi sempre baixa (<3% da biomassa total). No entanto, os
dinoflagelados Tipo 2 apresentaram contribuicdes maiores, com 0s menores valores
proximo a costa (estagdo 1: 4-6%; estacdo 2: 15-16%), aumentando significativamente
em direcdo as estagdes mais ocednicas, onde representaram 51% e 64% da biomassa
total nas estacdes 5 (40m) e 7 (50m), respectivamente. Nas demais, a contribuicao deste
grupo variou entre 25-30% da biomassa total. A maior contribuicdo de Synechococcus
(38%) e Prochlorococcus (21%) foi verificada na estacdo 6 em 35m de profundidade.
Primnesiofitas e criptofitas registraram baixas contribui¢des (<7% da biomassa total).
Prasinofitas representaram quase sempre menos de 10% da biomassa, exceto na estagdo

7 (50m) onde este grupo contribuiu com 17% do total de Chl a.

4. Relagao da biomassa do fitoplancton com parametros ambientais

O resultado do teste de Monte Carlo indicou que as varidveis ambientais
temperatura, salinidade, frequéncia de Briint-Vdisila, nitrogénio inorginico dissolvido
total, fosfato, silicato e Chla a contribuiram significativamente para explicar a
distribuicdo espacial de cada grupo do fitoplancton (p < 0.01). A andlise de
Correspondéncia Candnica (CCA), resultou na explicacdo de 95% da distribuicdo dos
grupos nos dois primeiros eixos de ordenacdo da CCA, sendo 80% referente ao primeiro

eixo e 15% ao segundo (Fig. 5). O primeiro eixo revelou a distribuicdo dos grupos
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associados com dguas costeiras e temperatura superficial mais alta, separando-os dos
demais situados na plataforma continental. Nas estacdes costeiras, as maiores
concentracdes de Chl a estavam relacionadas principalmente com diatomdaceas e
criptofitas e com os nutrientes, principalmente DIN, e negativamente com a salinidade e
frequéncia de Briint-Viisila. O segundo eixo revelou uma separagdo dos grupos de
fitoplancton associada com amostras de superficie ou DCM. Os dinoflagelados Tipo 2
dominaram nas amostras de DCM, onde a correlacdo foi positiva com o grau de
estratificacdo (frequéncia de Briint-Viisila) e os nutrientes inorganicos dissolvidos, e
negativa com a temperatura. Primnesiofitas, Prochlorofitas e Synechococcus ficaram
mais associadas com as amostras de superficie, com maiores temperaturas € menores

concentracdes de nutrientes.

4. DISCUSSAO

Os organismos com maior contribui¢do para a biomassa (Chl a) foram diatoméceas em
toda coluna de 4gua nas duas estagdes mais proximas a costa; enquanto que
dinoflagelados Tipo 2 e cianobactérias (Synechococcus) predominaram na plataforma
continental. Nas estacOes costeiras, a coluna de dgua se apresentou mais homogénea e
com concentracdo de nutrientes relativamente baixa. No extremo sul do Brasil, no
periodo de verdo, a concentracdo de nutrientes € baixa sob a influéncia da Corrente do
Brasil (Niencheski & Fillmann 1998), assim como a abundincia de fitoplancton;
algumas diatomdceas de dguas quentes (por ex. Rhizosolenia spp. € Chaethoceros spp.)

ocorrem em aguas proximas da costa (Dohms 1983).
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O aumento da contribui¢do de dinoflagelados Tipo 2 na plataforma continental em
direcdo ao talude foi correlacionado positivamente com a estratificacdo da coluna de
dgua. Primnesiofitas e cianobactérias (Synechococcus e Prochloroccocus) foram
abundantes principalmente em superficie. Esses organismos sdo adaptados a baixa
concentracdo de nutrientes (Schliiter et al. 2011; Mendes et al. 2015). Classicamente, as
maiores abundincias e a ocorréncia de floragcdes de dinoflagelados estdo associados
com 4guas estratificadas e baixa concentragdo de nutrientes. De acordo com a mandala
de Margalef (1979) a selecdo de algas nocivas € o comeco de suas floragdes sdo
abioticamente regulados pela interacdo entre a turbuléncia e nutrientes. Entretanto, foi
constatado que, ao contrdrio do que tradicionalmente se assumia, os dinoflagelados
toleram um grau de turbuléncia e velocidade tipicos de intensa mistura vertical, como
observado em fendmenos de ressurgéncias e em zonas de frentes oceanograficas, e que
esta habilidade ndo estaria restrita a formas de vida tolerantes a mistura (ruderals), mas
provavelmente aos dinoflagelados em geral (Smayda 2002). Ao longo do trajeto costa-
talude nos oceanos, a inércia contra a mistura das massas de 4gua geralmente aumenta,
bem como ocorre o aprofundamento da camada estratificada e uma significativa
diminuicdo nas concentracdes dos nutrientes (Smayda 2002). A correlacdo positiva
verificada entre a biomassa de dinoflagelados Tipo 2 com a frequéncia de Briint-Viisila
(N) (Fig. 5) indica a importancia da estratificacdo na distribuicdo desses organismos na
regido do presente estudo. Contudo, as maiores densidades de dinoflagelados Tipo 2
foram encontradas imediatamente acima ou na base da camada de mistura, coincidindo
com os maiores valores da frequéncia de Briint-Viisidla, associados a camada de
clorofila maxima, como observado por Taylor (1987). No presente estudo, os

dinoflagelados autotréficos (Gymnodiniales) foram observados em d4guas mais



19

superficiais do que as espécies heterotrdficas (Gyrodinium spp.) (Fig. 3b, 3c). A
resposta a luz varia de acordo com as espécies e com o seu estado nutricional, mas de
modo geral, os dinoflagelados sdo mais tolerantes a alta irradidncia do que outros
grupos do fitoplancton (Ryther, 1956) e algumas espécies apresentam fotoinibi¢do em
alta irradiancia (>500 pmol photons m? s'l) (Falkowski et al. 1985; Garcia & Purdie
1992; Montresor et al. 2003). Conforme verificado no artigo 3, as espécies isoladas na

regido costeira foram capazes de crescer, sem fotoinibicdo aparente, em alta irradiancia.

A correlacdo positiva entre a biomassa (Chl a) e densidade de dinoflagelados (Fig. 5)
com a salinidade, resulta do aumento da contribuicdo dos dinoflagelados em direcao ao
talude. A maioria das espécies de dinoflagelados sdo marinhas, algumas eurialinas ou
estenoalinas, e geralmente habitam dguas com salinidade entre 20-30, raramente em
salinidade maior que 40 (Taylor 1987). Ao contrdrio da salinidade, a correlacdo da
biomassa com a temperatura foi negativa, pois a sua maior contribuicdo deu-se
principalmente nas profundidades de clorofila maxima. Dinoflagelados ocorrem em
uma faixa ampla de temperatura, geralmente predominando em dguas mais quentes, nos
trépicos durante o ano todo e em periodos quentes (verdo) nas regides temperadas

(Taylor 1987).

O conhecimento a respeito das acumulacdes de fitoplancton em subsuperficie ou
profundidades de maxima clorofila foi aprimorado com o desenvolvimento de medidas
continuas de fluorescéncia (Lorenzen 1996). A dominancia de dinoflagelados em
profundidades de clorofila mdxima, em plataforma continental de regides marinhas
temperadas, no final do verdo (Iriarte & Bernal 1990; Richardson et al. 2000; Weston et
al. 2005) pode manter-se até o outono, quando ocorrem floragdes em superficie

(Holligan & Harbour 1977). A mobilidade dos dinoflagelados permite sua agregacdo
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em determinada profundidade resultando em uma alta variabilidade na composi¢do das

populagdes do fitoplancton na coluna de dgua (Iriarte & Bernal, 1990).

A relacdo entre a abundancia de dinoflagelados e a estratificacdo térmica foi
relacionada com a presenca de ASTP na drea de estudo. As linhas isopicnais (de igual
densidade) indicam intensa mistura na plataforma continental e a presenca de duas
variedades de dgua subtropical de plataforma (ASTP): uma variedade quente (>21 °C; S
33,5 < S <35,3) pela mistura da PRP com 4guas do talude, e uma variedade fria (>18,5
°C; S 33,5 < S < 36), pela mistura da Agua Subantética de Plataforma com as dguas do
talude (Moller et al. 2008; Piola et al. 2000). A presenca de dinoflagelados associada
com ASTP foi documentada na plataforma continental no extremo sul do Brasil (Islabdo
2010) e no estado do Parand, em dguas quentes oligotréficas da corrente do Brasil
(Brandini & Fernandes 1996). Ao longo de um transecto entre Sao Paulo (25°30°S) e a
Peninsula Antartica (62°05’S), os dinoflagelados foram mais representativos que as
diatomdceas em dguas oligotréficas subtropicais e em algumas estacdes ao sul da zona
de confluéncia Brasil-Malvinas no final da primavera (Fernandes & Brandini 1999).

Destacou-se neste estudo também, a importincia de uma camada superficial de
baixa salinidade, originada do aporte terrestre, em especial da d4gua da Pluma do Rio da
Prata (PRP) para a distribuicdo dos dinoflagelados, que em seu processo de mistura,
forma frentes importantes por exemplo para Karenia spp., adaptados ao arrasto e
dispersdo nas correntes costeiras (Smayda 2002). Na plataforma continental da
Argentina, o sistema de dguas subantarticas de plataforma (ASAP) estd sazonamente
separado do sistema costeiro pela presenca de uma frente costeira, associada com
floragdes de Gyrodinium cf. aureolum na plataforma (Carreto et al. 1995). A adveccgdo

de 4dguas de menor salinidade da regido costeira do Rio da Prata favoreceram o
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desenvolvimento de dinoflagelados na plataforma argentina, assim como, no extremo
sul do Brasil. As 4guas oriundas do Rio da Prata parecem ser um fator chave que
regula o desenvolvimento de floragdes nos sistemas de ASAP, embora esta influéncia
seja maior na primavera (Carreto et al. 1995). Aguas ricas em nutrientes, picnoclina rasa
e a infuéncia da PRP parecem favorecer as floracdes Gyrodinium cf. aureolum (Negri
et al. 1992).

Os nutrientes correlacionaram-se positivamente com os maximos de Chl a pré6ximos
a costa, onde as diatomdceas, seguidas de criptofitas tiveram a maior contribuicdo. A
correlacdio com nutrientes também foi positiva (principalmente DIN) com
dinoflagelados Tipo 2 na profundidade de mdaxima clorofila, e negativa com
Primnesiofitas, Proclorococcus e Synechococcus. A migracdo vertical didria é um
importante mecanismo na ecologia dos dinoflagelados pelo qual conseguem acessar a
radiacdo fotossinteticamente ativa, movendo-se para proximo da superficie durante o
dia e para camadas mais ricas em nutrientes a noite. Em ambientes estuarinos, sdo
capazes de atravessar gradientes de salinidade e de temperatura (Jephson 2012). Como
as maiores concentracdoes de nitrogénio, fosforo e silicato inorginicos dissolvidos
estavam abaixo da base da camada de mistura, em profundidade superior a 40m, pode-
se explicar a vantagem de espécies com flagelos e com capacidade de deslocamento
vertical, para otimizar o seu crescimento e sobrevivéncia. E possivel que dinoflagelados
mixotréficos se acumulem na picnoclina para explorar uma combina¢do Stima de
disponibilidade de presas, nutrientes e luz, favorecidos em uma coluna de dgua estavel
(Jephson & Carlsson 2009). Neste estudo, verificou-se que a distribuicdo dos

dinoflagelados auto e mixotréficos foi mais superficial do que as espécies
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heterotrdéficas, enfatizando a relagdo da distribuicao vertical com a luz e a capacidade da

migracdo em colunas de dgua estdveis.

A presenca de dinoflagelados do Tipo 2, especialmente Gymnodiniales como cf.
Karenia, é de particular interesse, pois estdo adaptados para arrasto e dispersdo nas
correntes costeiras, podem ser acumulados em sistemas de frentes e incluem espécies
toxicas (Smayda 2002). Os resultados deste estudo enfatizam a possibilidade de que
suas floragdes possam ocorrer na regido de estudo. A presenca de uma populacio
“in6culo” representa uma condicdo essencial, sendo o sucesso posterior influenciado
pelas taxas de crescimento e de dispersdao (“pelagic seed bank™ hypothesis, Smayda
2002). As maiores densidades de cf. Karenia spp. foram verificadas em zona de frente
pelo encontro de dgua da pluma do rio da Plata, de menor salinidade, com a Agua
Subtropical de Plataforma (ASTP), indicando a sua adaptacdo a um maior grau de
mistura, como proposto por Smayda (2002) e também evidenciado por Carreto et al.
(2001), que registraram uma floracdo massiva (8- 9 milhdes de Cel/ L) de Gymnodinium
sp. em dguas costeiras no sul do Chile, durante a primavera, causando uma alta
mortalidade de mariscos, salmdo de cultivo e outros peixes. O perfil pigmentar da
espécie foi similar ao de outras espécies consideradas ictiotoxicas (G. mikimotoi, G.
breve, G. galatheanum) e dos dinoflagelados Tipo II registrados neste estudo. E
importante ressaltar que existe uma grande dificuldade para identificar espécies atecadas
que deterioram-se facilmente, impossibilitando a observagao de estruturas cruciais para
o seu diagndstico, como a elucidagdo do percurso da linha apical, poro ventral e
elementos de ultra-estrutura do amfiesma (Takayama 1985), tornando-se indispensavel
a observacdo de células vivas e andlise da composicio molecular (Hoppenrath et al.

2009).
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Em sintese, ao largo da desembocadura da Lagoa dos Patos a contribui¢do dos
dinoflagelados foi significativa no verdo de 2013. Houve uma clara separagdo das
amostras ao longo do gradiente costa-talude, no qual as diatomdaceas predominaram nas
estacdes costeiras e coluna de dgua homogénea, sendo substituidas por dinoflagelados
em condi¢des de estratificacdo em direcdo ao talude. Organismos picoplanctonicos
estavam presentes principalmente em amostras superficiais, com baixa concentragcdo de
nutrientes. Ao longo do gradiente, dois tipos de dinoflagelados foram verificados: Tipo
1 (contendo peridinina, Prorocentrum e Scrippsiella) com uma pequena contribuicio
nas duas estacdes proximas a costa, e Tipo 2 (contendo fucoxantina, Gymnodiniales (5-
10 pum), cf. Karenia e Katodinium.), com uma contribui¢do maior que 50% do total de
Chl a nas estagdes situadas na plataforma continental, principalmente em profundidade
com maximo de Chl a. A biomassa de dinoflagelados foi positivamente correlacionada
com a Frequéncia de Briint-Viisila reforcando o papel da estratificacdo na estruturacdo

da comunidade fitoplanctdnica.
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Fig 1: Transecto costa- talude realizado no verdo de 2013 no sul do Brasil: a) salinidade
superficial ao longo do transecto elucidando a intrusdo de uma frente horizontal
formada pela Pluma do Rio da Prata e b) temperatura superficial média semanal

(MODIS-Aqua). As estacdes de coleta estdo representadas por ntimeros de 1 a 7.
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Fig 2: Distribuicao horizontal e vertical da Radiag¢do fotossinteticamente ativa (PAR)
(a), Temperatura (b), Salinidade (c), valor (Ciclos/hora) de Briint-Viisidla (d),
Nitrogénio inorgénico dissolvido (DIN) (e), Fosfato inorgénico dissolvido (f), Silicato
inorganico dissolvido e razdo N:P (h) ao longo do transecto costa-talude. As linhas
verticais indicam as estacdes nas quais foram realizados os perfis verticais e coleta de

dgua.
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Fig 3: Distribui¢do de Diatomdceas (a), Dinoflagelados autotréficos (b), Dinoflagelados
heterotréficos (c) e cocdides (1-10 um) (d) ao longo do transecto costa-talude. Os
pontos verticais indicam as profundidades coletadas.
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Fig 4: Contribuicao relativa dos principais grupos do fitoplancton pelo total de clorofila
a coletado em superficie (Surface) e na profundidade com mdaxima clorofila (DCM),
estimada a partir dos dados de pigmentos (HPLC) usando o software CHEMTAX.
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Fig 5: Diagrama da Andlise de Correspondéncia Candnica (CCA) relativo aos dados
absolutos da contribuicdo dos grupos do fitoplancton: Diatoméceas (Diatom),
Criptofitas (Crpto), Dinoflagelados com Peridinina (Dino_1), Dinoflafelados com
Fucoxantina (Dino_2), Prasinofitas (Prasi), Primnesiofitas (Prymne), Prochlorococcus
(Proclo) e Synecochoccus (Synech). As varidveis consideradas foram temperatura
(Temeperature), salinidade (Salinity), frequéncia de Briint-Viisidla (BV), nitrogénio
inorganico dissolvido total (DIN), fosfato (Phosphate), silicato (Silicate) e clorofila a
(Chl a). As estacdes da superficie estdo indicadas por losangulos e as estacdes na DCM

por quadrados.
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Este apéndice refere-se ao artigo intitulado “Influence of salinity on the growth of Akashiwo
sanguinea and Prorocentrum micans (Dinophyta) under acclimated conditions and abrupt
changes”. Este artigo foi aceito em Marc¢o de 2015 no periédico “Marine Biology Research
Journal”. DOI: 10.1080/17451000.2015.1031798.



Influence of salinity on the growth of Akashiwo sanguinea and
Prorocentrum micans (Dinophyta) under acclimated conditions and abrupt

changes

CAROLINA ANTUARTE ISLABAO™ AND CLARISSE ODEBRECHT

Institute of Oceanography, Federal University of Rio Grande, Rio Grande, Campus
Carreiros, Carreiros RS, Brazil

SALINITY INFLUENCE: ACCLIMATION VERSUS ABRUPT CHANGES

* corresponding author: Carolina Antuarte Islabao, Institute of Oceanography, Federal
University of Rio Grande, Rio Grande, Itdlia Ave, km 8, CEP 96203-900, Rio Grande,
RS, Brazil

Tel: 55 53 32336535
E-mail: gcarolislabao @ gmail.com

Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of salinity (S) fluctuations on the
growth and carrying capacity of the dinoflagellates Akashiwo sanguinea and
Prorocentrum micans, isolated from coastal water in southern Brazil, and the
relationship between salinity and their distribution in the environment. The effect of
salinity on these species was tested under acclimated conditions and abrupt salinity
changes. Cultures were acclimated for one month (S 10, 15, 20, 25, 30, and 35), and the
optimum growth was established. The acclimated cultures that presented optimal
growth were transferred, without acclimation, to higher and lower salinities. A.
sanguinea showed maximum growth at salinity 25 with a broad tolerance (S 10-35), and

carrying capacity was highest and lowest at salinity 30 and 10, respectively. P. micans



grew better and had a higher carrying capacity at a higher salinity (25-35). The response
of cells to salinity variation was also species specific: no change (P. micans) or an
increased growth rate (A. sanguinea). In the surf zone of Cassino Beach, both species
had higher frequency and cell density in summer and autumn. The relationship between
salinity and cell density coincided with the results obtained in the laboratory. The ability
to grow under salinity changes is an important mechanism that leads to dinoflagellate
blooms. With the increasing rainfall in southern Brazil as a result of climate change, A.
sanguinea will likely be more successful than P. micans and form blooms in this region,

due to its broad range of salinity tolerance.

Key words: salinity, acclimation, Dinoflagellates growth

Introduction

Salinity variations influence the metabolic responses, species selection and distribution
of the entire biota in marine environments, and this is especially true in estuaries and
coastal regions. The distribution of microalgae species is influenced by salinity, whereas
their growth and abundance are mainly determined by the availability of light,
temperature and nutrients (Smayda 1980; Kirst 1989). In general, estuarine
phytoplankton species exhibit a wide tolerance to salinity variations and even grow in
low saline conditions (euryhaline). Unlike true marine species that cannot tolerate a
wide salinity range (stenohaline), coastal species take an intermediate position (Kirst,
1989). Freshwater species are less tolerant and mostly replaced by marine species in
low salinity (oligohaline) water (Smayda 1983). Interspecific differences in tolerance to
salinity fluctuations play an important role in structuring phytoplankton communities in

environments with large salinity fluctuations (Kirst 1989; Floder et al. 2010). In recent



years, climate change has been intensifying the pressures on marine plants and animals.
For instance, rainfall shifts will influence salinity changes and phytoplankton species
composition, thus affecting the functioning of coastal ecosystems (Floder & Burns

2004; Floder et al. 2010; IPCC 2013, Bollmann et al. 2010).

The effect of osmotic stress on the growth of diatoms was studied in freshwater
(Fodorpataki & Bartha 2004) and marine species (Qasim et al. 1972; Sigaud-Kutner &
Aidar, 1995; Radchenko & II’yash 2006; Balzano et al. 2010). The effect of salinity on
growth physiology, toxin production and cell size was investigated for the harmful
dinoflagellates Cochlodinium polykrikoides Margalef, Alexandrium spp., Protoceratium
reticulatum (Claparede & Lachmann) Butschli, Ostreopsis ovata Fukuyo, Azadinium
spinosum Elbrdachter & Tillmann and Karenia brevis (C.C. Davis) G.Hansen & @.
Moestrup (Kim et al. 2004; Lim & Ogata 2005; Roder et al. 2012; Yamaguchi et al.
2012; Errera et al. 2012; Jauffrais et al. 2013; Sunda et al. 2013). Yamamoto et al.
(2013) demonstrated the relationship between the initiation of the bloom of
Alexandrium tamarense (Lebour) Balech, emended U. John and salinity in Osaka Bay,
Japan, and a subsequent accumulation of paralytic shellfish toxin. A decrease of 2
salinity units supressed the bloom peak of A. tamarense and anticipated it. Inversely, an
increase of 2 salinity units intensified and delayed the bloom by approximately one
week. Responses to salinity changes are species specific and depend on the absolute
salinity value, as well as the duration of change and osmotic stress (Qasim et al. 1972).

The effect of environmental conditions on the growth and physiology of
microalgae is usually assessed in laboratory experiments following the acclimation of
the strains. Acclimation is achieved through multiple transfers to new culture media

(batch culture) or continuous supply (chemostat), allowing the physiological



adjustment. However, the acclimation time in laboratory experiments is not
standardised and varies between days (Yamamoto et al. 2002) and months (Kim et al.
2004; Matsubara et al. 2007), making the comparison of results sometimes difficult. In
addition, it may be questioned if acclimation is really necessary, especially in coastal
and estuarine environments, where the populations are often subjected to abrupt salinity
changes. For instance, in the Patos Lagoon Estuary and adjacent Cassino Beach in
southern Brazil, large salinity variations occur due to wind induced horizontal
circulation. Phytoplankton in this area are subjected to salinity changes of 10 to 20 units
in just a few hours, generally between salinities 10 and 30 (Odebrecht et al. 1995; Abreu
et al. 2010; Fujita and Odebrecht 2007). Considering these large salinity fluctuations,
this study aimed to evaluate the hypothesis that the growth rate of two euryhaline
dinoflagellates is similar with and without salinity acclimation, under abrupt salinity
change. For this purpose, the optimum growth rate and the carrying capacity of two
worldwide distributed dinoflagellate species, isolated from coastal water in southern
Brazil, Prorocentrum micans Ehrenberg and Akashiwo sanguinea (K. Hirasaka) G.
Hansen & @. Moestrup were compared under acclimated conditions and following
abrupt salinity change. In addition, the relationship between salinity and cell density of
both species was evaluated in the surf zone of the sandy Cassino Beach to determine if
the laboratory results corresponded to the environmental conditions regarding the

optimum salinity range of P. micans and A. sanguinea.



Materials and methods

Cells of A. sanguinea (AKASANOI1-B) and P. micans (PROMICO1-B) sampled in the
Patos Lagoon Estuary inlet in November 2011 (20 °C, salinity 30) were isolated,
washed and maintained in medium L1 (Guillard & Hargraves 1993) at salinity (S) and
temperature conditions found in the field (S 30; 20+1 °C), photosynthetically active
radiation (PAR) of approximately 100 pE m? s' and a photoperiod of 12:12 h

light:dark.

Acclimation experiment

Cells were acclimated to the salinity range frequently found in the Patos Lagoon and
adjacent Cassino Beach. The L1 culture medium was prepared by diluting seawater with
distilled water to achieve final salinities of 10, 15, 25, 30 and 35. Triplicate original
cultures were acclimated in each salinity value through at least three transfers over a
month during the exponential growth phase. Cells in the early exponential growth phase
were inoculated into Erlenmeyer flasks (125 ml) containing culture medium with a
different salinity. The growth was monitored daily by counting cells in the samples
fixed with neutral Lugol solution (1%) in Sedgewick Rafter chambers and observed
under an inverted microscope (OLYMPUS IX51). The specific growth rate (p d') was
calculated during the exponential growth phase, when the cell concentrations were log
(In) transformed and a linear regression was applied (Zar 1996; Wood et al. 2005). The
carrying capacity (maximum cell density) in the cultures was estimated as the average

concentration of the maximum cell density based on a logistic curve (Xin et al. 2011).



Salinity changes experiment

To evaluate the response under abrupt salinity changes, the optimum growth rate
obtained in the test with acclimation (optimum salinity: S 25, A. sanguinea; S 30, P.
micans) was compared with the growth rate in treatments without acclimation in higher
(S 35) and lower (S 15, A. sanguinea; S 20, P. micans) salinity. The triplicate cultures
were maintained in the same experimental conditions, and cell growth and carrying
capacity were estimated as previously described. Acclimated cultures of A. sanguinea
and P. micans at optimum salinity were inoculated at the beginning of the exponential
phase in vials (125 ml) containing culture medium with S 15 and S 35 for A. sanguinea,
and S 20 and 35 for P. micans. The low salinity tested in this experiment was distinct for
both species, because the growth and carrying capacity of P. micans were clearly

inhibited at salinity 15 with acclimation.

Salinity and cell density of A. sanguinea and P. micans at Cassino Beach

The relationship between the salinity and cell density of A. sanguinea and P. micans was
evaluated in the highly variable surf zone of Cassino Beach to evaluate whether the
results obtained in the laboratory corresponded to environmental conditions regarding
the salinity optimum range of both species. The environmental data for salinity,
occurrence frequency and cell density of the investigated species were obtained monthly
between 1994 and 2013 at the surf zone of Cassino Beach, in the framework of the
Brazilian Long Term Ecological Research (BR-LTER). The details of the sampling
procedures and analytical methods were described in Odebrecht et al. (2010). The
abundance of cells of A. sanguinea and P. micans was estimated using the sedimentation

method (Utermohl 1958). The number of observations of these species in monthly



samples was determined as frequency for each season of the year, considering 100% the
total of 57 months per season during the 20 years, that is 228 (N months analysed) per

season (228/4 = 57).

Statistical analysis

The salinity effect on the growth rate of both species was evaluated by variance
analysis (ANOVA) and Tukey's test a posteriori, with significance level a of 0.05 using
the Statistica 7 program (Stat Soft 2004). To test the relationship between the salinity
and the cell density of both species, a generalized linear model (GLM) with a negative
binomial distribution was applied to the 20-year time series from Cassino Beach. This
test was run with the help of the package MASS functions (Venables & Ripley 2002)

within the R statistical software environment (R Development Core Team, 2014).

Results

A. sanguinea

The growth rate of A. sanguinea in the acclimation experiment (pn 0.26-0.76 dh
showed a wide salinity tolerance at the tested salinities with the significantly highest
value at S 25 (Figure 1a). The carrying capacity was the greatest at higher salinities (S >
25) than at lower salinities, with average values of >7,000 cell ml™" and <2,500 cell ml”,
respectively (Figure 2a). When subjected to salinity changes (S 15 and 35), the A.
sanguinea growth rate was similar in both treatments (n 0.43). The growth rate was
significantly lower than at the optimum salinity of 25 (n 0.70), but higher than the value

found at the same salinity with acclimation (Figure 1a). The carrying capacity in the



treatments with salinity changes was similar (4,000 average cell ml") between the
treatments, but higher than in the acclimated cultures for S 15 and lower for S 35.
P. micans

The growth rate of P. micans in the acclimation experiment (p 0.11-0.41 d") was
significantly higher at S 25 to S 35 and lowest at S 15 (Figure 1(b)). The carrying
capacity presented a similar pattern, with the highest value (~50.000 cells mL™)
achieved at higher salinity (25-35), and the lowest at S 15 (~1.250 cells rnL'l) (Figure
2(b)). When submitted to salinity changes (S 20 and 35), the growth rate and carrying
capacity of P. micans did not differ significantly between these treatments or between

salinities with and without acclimation (Figure 1(b)).

Seasonal variation of A. sanguinea and P. micans at Cassino Beach surf zone

In the surf zone of Cassino Beach, the occurrence frequency of A. sanguinea and
P. micans was 18% and 20%, respectively, based the on monthly phytoplankton
samples analysed between 1994 and 2013 (N 235). Both species presented a seasonal
pattern, with higher frequency and cell density in summer and autumn (Figure 3). A.
sanguinea (average 12,000 cells L") occurred in the salinity range of 14-31, and the
temperature was between 12-30 °C, with the highest density in the autumn (maximum
170,000 cells L’l, salinity 20, temperature 23 °C). P. micans (average 1,772 cells L'l)
occurred in a higher salinity range (25-35) when compared to A. sanguinea. It occurred
at a similar temperature (11-29 °C) as A. sanguinea, but had a lower cell density
(maximum 6,400 cells L™"). The relationship between salinity and cell density was
significant (p < 0,001) for both species. A. sanguinea was negatively related to salinity

(coefficient -0,29) while P. micans was positively related to salinity (coefficient 0,05).



Discussion

The euryhaline response of the dinoflagellates A. sanguinea and P. micans
observed in the growth rate assays was within the limits reported elsewhere (Matsubara
et al. 2007; Kain et al. 1960; Guimardes & Rorig 2004). The osmotic shock resulting
from salinity fluctuations affects the phytoplankton growth rate (Kirst 1989), but it is
also recognised that estuarine species may adjust the concentration of internal
cytoplasm (Darley 1982). Our results demonstrated that both species had efficient
mechanisms for osmotic regulation that favoured growth under abrupt salinity changes,
but this was more pronounced for A. sanguinea. A. sanguinea had a wider salinity
tolerance (10-35) than P. micans (20-35). Although a relatively high growth rate was
observed for both species with acclimation at low salinity, they did not achieve high cell
numbers. The exposure of the cells to abrupt salinity changes resulted in similar growth
rates and carrying capacity between low and high salinity. The growth rate of A.
sanguinea was stimulated when the cells were exposed to abrupt changes. The abrupt
salinity variation did not elicit significant changes to the growth rate of P. micans when
compared to the acclimated culture.

There is little information regarding salinity acclimation in the literature, and our
results supported the fact that the duration of the acclimation period influenced the
growth rate. Cells growing in optimum conditions can maintain and even increase their
growth rate when subjected to salinity changes. For P. micans, the results supported our
initial hypothesis that the growth rate was similar with and without salinity acclimation,
under abrupt salinity changes. Kain et al. (1960) also showed a relatively steady optimal
growth (pn 0.30 d") when exposed to salinities between 20 and 40 when inoculated from

S 35, supporting a general pattern for euryhaline species. However, the different growth
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rate in the acclimated versus non-acclimated conditions observed for A. sanguinea
indicates the existence of species specific metabolic adaptation mechanisms, and that
measurements made after acclimation in the laboratory may not directly apply to the
environment.

The optimum salinity of the cultures coincided with the highest cell density
observed in the environment. For P. micans, the positive correlation between salinity
and cell density in the surf zone of Cassino Beach indicated that salinity played a role in
influencing its distribution and concentration. Interestingly, for A. sanguinea, the
maximum growth rate in our study was similar to the value found by Matsubara et al.
(2007) with a strain from Haakata Bay at the same temperature and salinity (0.99 div
day'l). The preference of A. sanguinea for lower salinity favours their blooms in coastal
areas influenced by freshwater discharge. In Hakata Bay, high abundances coincided
with the rainy season (Matsubara et al. 2007), similar to the results in the surf zone of
Cassino Beach. Salinity was negatively related to cell density, and the highest
concentration at a salinity of 23 was close to the maximum growth rate observed in the
culture. A. sanguinea reached a much higher cell concentration in this environment than
the carrying capacity observed in the cultures, indicating that other factors influenced
cell density, possibly those related to the freshwater discharge of Patos Lagoon and its
coastal plume (Odebrecht et al. 2010). The plume front and lateral intrusions may
generate layers of lateral transport of phytoplankton- or nutrient- rich waters into
adjacent waters (Durham & Stoker 2012), and thus physically concentrate the cells. No
harmful effect was observed along the southern Brazil coast when blooms of A.
sanguinea were observed, although this species was associated with the death of

seabirds (Phillips et al. 2011), crustaceans and fish (Figueroa et al. 2011) elsewhere.
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The dinoflagellates A. sanguinea and P. micans present a wide geographic
distribution in environments with large salinity fluctuations (see Table I). Their success
is most likely related to salinity change, as discussed above, but other factors influence
the seasonal pattern (summer-autumn species). These species have an advantage in their
multiple adaptive strategies and diverse habitat preferences (Smayda & Reynolds 2003),
but the seasonal pattern agrees with the general idea of dinoflagellates dominating

summer and autumn blooms after the main period of diatom blooms (Hoek et al. 1995).

In the climate change scenario, shifts in the rainfall regime and salinity of
coastal waters represent a stressor that can alter community composition, diversity and
dominance of primary producers (Floder et al. 2010). The salinity effect varies with
species and regions (Lim & Ogata 2005); however, the capacity of rapid adjustments
under abrupt salinity changes, as observed for A. sanguinea and P. micans, represents
an adaptive advantage for survival and success. The optimum growth rate and carrying
capacity obtained in the laboratory for A. sanguinea and P. micans, and the wider
salinity range for the former, agreed with the salinity conditions in which they were
observed in the surf zone of the subtropical Cassino Beach. Considering the climate
change predictions of increased rainfall in this geographical area in the future (IPCC
2013), our results supported that A. sanguinea, due to its wider salinity tolerance than P.
micans, will likely succeed and form high density blooms in this region.

In the conceptual model codified by Margalef, the selection of harmful and
benign red tide bloom species is viewed as being regulated by interactions mainly
between turbulence, light availability, and nutrients (Smayda & Reynolds 2001;

Smayda 2002). Given the importance of salinity and the changing rainfall regime
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according to the climate change predictions, we suggest that this variable should be

considered in species composition models.
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TABLE AND FIGURE LEGENDS

Figure 1: Specific growth rate (n d") with (gray bars) and without (black bars) salinity
acclimation: of A. sanguinea (a) and P. micans (b) growing in culture at salinities of 10,
15, 20, 25, 30 and 35. The significant difference is indicated by letters to acclimation

test and by symbols to compare the same salinities with and without acclimation.
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Figure 2: Carrying capacity of A. sanguinea (a) and P. micans (b) at salinities of 10-35

with and without salinity acclimation.
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Figure 3: Seasonal observations of A. sanguinea (black) and P. micans (grey) based on
monthly samples at the surf zone of Cassino Beach from 1994 to 2013. The average

salinity when each species was present is indicated by triangles.
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Table I: Global review of distribution, temperature, salinity and season of occurrence of
A. sanguinea and P. micans.

Local T°C Salinity Season Reference

Canada: Esquimalt Lagoon 14 - Summer Voltolina 1993

USA: Southern California 15 - Spring Cullen and Horrigan 1981

USA: Monterey - Bay, California - - Autumn Jessup et al. 2009

USA: Chesapeake Bay - - lid-Spring, Summer/Autumn  Marshall, 1995a; Marshall et al. 2005

© USA: Chesapeake Bay 25 15 - Neale et al. 1998
Q  USA: Punta Abreojos to La Bocana - - Summer Vazquez et al. 2011
§) USA: Chesapeake Bay isolates 20 15 - Park et al. 2002
S USA: Scripps Pier 20- 27 - Summer & Autumn Thomas et al. 1973
8 USA: central Oregon 11-12  33-33 Summer & Autumn Du et al. 2011
3 México: Baja California Sur - - Summer Lizarraga et al. 2001
é North Sea - - Autumn Hoppenrath et al. 2009
;‘( Japan: Ariake Sea 27-29  26- 30 Summer Katano et al. 2011
Japan: Hakata Bay 25°C 30 Autumn Matsubara et al. 2007
Korea: Masan-Chinhae Bay 13-22  28-33 Spring & Autumn Kim et al. 2006
Argentina: Quequén 16 - - Balech 1988

Peru 17- 23 34 Autumn Rojas de Mendiola 1979
Brazil: Cassino Beach 12-30  14-31 Mainly summer-autumn Present study
Canada: Queen Charlote Islands - - Late Summer Peterson et al. 2007

USA: Scripps Pier 22 - Spring & Autumn Shankle et al. 2004

USA: Northeastern Coastal - - Mainly Autumn & Winter Marshall and Cohn 1982

USA: Chesapeake Bay - - Summer Marshall et al. 2005

USA: Suwannee River, Florida 21-29.9 22- 35 Mainly summer-autumn Quinlan and Philips 2007
Mexico: Southern Gulf of Mexico - - Summer and Autumn Licea et al. 2004
Mexico: Bahia de Todos Santos - - Spring Manjarrez et al. 2001

North Sea - - , mainly Summer & Autumn Hoppenrath et al 2009
England: Plymouth - 11- 20 - Kain and Fogg 1960
Portugal: Tejo estuary 12- 21 32 Autumn Anselmo 2007
Portugal: Tagus estuary 14-25 14-35 - Gameiro et al 2004
Portugal: Lisbon Bay - - Summer and Autumn Silva et al. 2009

2 Portugal: West Iberian 18.3 - .ate Summer- early Autumn Resende et al. 2007
3 Norway: Oslofjord - 20 - Braarud 1961
g Mediterranean Sea: Thermaikos Gulf - - Mainly Spring  Ignatiades and Gotsis-Skretas 2010
§ Turkey: Buyukgcekmece Bay 7-24  20-37 All year, mainly Spring Balkis 2003
T  India: Goa - 15- 30 Autumn, Winter, Spring Alkawri and Ramaiah 2010
3 Korea: Jinhae 21 28 Spring or Autumn Jeong et al. 2005
g Korea: Masan-Chinhae Bay 13-22  28-33 Spring Kim et al. 2006
o Japan: Hokkaido 18-20 10-22 - Uchida, 1981*culture
Japan: Hokkaido 20- 22 - Late summer- Autumn Uchida 1981
South African: Algoa Bay 19 - - Wolmarans 2012
Tunisia: Mediterranean lagoon +15 34 Winter Sahraoui et al. 2013

- 13-24 15-35 - Nakamura et al. 1982

- 25 - Spring & Winter Barker, 1935 in Thomas et al. 1973

South Atlantic 5.5- 23 33.6- 36.2 - Balech 1988
Argentina: Golfo Nuevo 18 34 Mainly summer Gayoso and Fulco 2006
Brazil: Santa Catarinal - 30 Winter Guimaraes and Rorig 2004
Brazil: Santa Catarina - - Mainly Summer Cardoso 1998
Brazil: Tramandai Beach - - Summer & Autumn Kremer and Rosa 1983
Brazil: Parana 23-24  29-32 Mainly summer-autumn Macedo 2007
Brazil: Cassino Beach 11-29  25-35 Mainly summer-autumn Present study
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Abstract

The effects of two irradiance levels on growth, cell volume, pigment content and photosynthetic
efficiency were analysed in cultures of the peridinin-containing dinoflagellates Akashiwo sanguinea,
Prorocentrum micans and Scrippsiella trochoidea. Strains were isolated from coastal water in southern
Brazil, and cells were grown at low (LL 87-90 pmol photons m?s"') and high (HL 450-490 umol photons
m? s™) light intensities. The composition of photosynthetic pigments was analysed at days 2, 7 and 14 of
growth by high-performance-liquid-chromatography and the photosynthetic efficiency (F,/F,,) was
determined by pulse-amplitude-modulated fluorometry. On day 14, cells were stained with Nile Red for
lipid content and observed under the fluorescence microscope. Similar growth rates were observed for A.
sanguinea (0,26- 0,33) and P. micans (0,25- 0,31) under HL and LL, whereas it was significantly higher
under HL for S. trochoidea (0,29+ 002; p< 0,001). Changes in the cell volume along the growth curve
were observed for A. sanguinea and P. micans. The three species presented low concentration of
photoprotective pigments under HL and LL. However, S. trochoidea and P. micans showed higher
photosynthetic efficiency (average: F,/F,, > 0.5) compared to A. sanguinea (F,/F,, ~ 0.2). Microscope
observation revealed that intracellular lipid concentration increased in the three species, in all growth’
stages at HL. In short, the three dinoflagellates are adapted to high light intensity but present specific
physiological responses when exposed to LL and HL.

Keywords: irradiance, peridinin, Akashiwo sanguinea, Prorocentrum micans, Scrippsiella trochoidea.

Introduction

Dinoflagellates form a diverse group of alveolate protists with approximately 50% of autotrophic species
presenting varying degrees of mixotrophy; the other species are exclusively heterotrophic (Steidinger and
Tangen 1997). Therefore, dinoflagellates can be important primary or secondary producers, the latter
playing an important role in the ocean microbial loop by taking up bacteria, which are then transferred up
the food web (Azam 1998). Phagotrophy of dinoflagellates can significantly augment C, N, and P

supplies in nutrient-enriched waters like eutrophic estuaries and marine coasts (Burkholder et al. 2008 and



references therein). The trophic diversity, together with their physiological abilities, allow dinoflagellates
to explore and succeed in various conditions in the pelagic environment, including physically mixed
water masses as well as under light stressed and nutrient limitations (Smayda 2002).

Most autotrophic dinoflagellates contain chloroplasts surrounded by three membranes, acquired
throughout evolution and endosymbiosis with other microalgae that contain chlorophyll ¢, and peridinin
as their major accessory pigments (Jeffrey et al. 2010). The occurrence of peridinin-containing
chloroplasts is widespread among autotrophic dinoflagellates, although several dinoflagellate species with
different pigment profiles were observed in previous studies (see Zapata et al. 2012 and references
therein). The peridinin-containing chloroplasts were originated by secondary endosymbiosis, while other
chloroplast types were obtained through tertiary endosymbiosis. Consequently, pigment diversity found
in photosynthetic dinoflagellates provides information for inferring evolutionary lineages within
dinoflagellates and tracing their distribution and abundance in coastal and open-ocean waters (Zapata et

al. 2012).

Photoadaptive strategies are important in flagellate microalgae ecology to handle short-term
fluctuations in irradiance levels and allow the exploration of various light niches in the water column
(Smayda 1997; 2002). One important and common photoacclimation mechanism of microalgae in aquatic
environments is an increase in pigment content and/or change in pigment composition, ensuring efficient
absorption under reduced irradiance (Johnsen and Sakshaug 1993). However, the response is not uniform
among groups and/or species (Henriksen et al. 2002). Richardson et al. (1983) reported that, despite
variations between phytoplankton groups, dinoflagellates photosynthesized and normally grew better at
low irradiance (7-50 pmol photons m?s™), showing photoinhibition at values >100 pmol photons m?s’.
However other studies reported higher photoinhibitory irradiances (>500 pmol photons m™ s™) for
different dinoflagellate species (Falkowski et al. 1985; Garcia and Purdie 1992; Montresor et al. 2003;
Deng et al. 2004; Matsubara et al. 2007). Furthermore, the classic study of Ryther (1956) indicated that
green algae, diatoms and dinoflagellates presented different patterns regarding responses to irradiance,
with dinoflagellates showing the highest light saturation for photosynthesis (560-700 umol photons m’s
" and photoinhibitory irradiances (790-930 pmol photons m”s™), which would imply an adaptation of

dinoflagellates to high irradiance.

The characterization of single species pigments is important for reliable application of
chemotaxonomy, which is a practical tool for determining microalgae diversity in natural samples
(Henriksen et al. 2002; Zapata et al. 2012). The pigment composition is normally expressed as the ratio
pigment/Chl a, which can be rather stable among phytoplankton species of the same group (Henriksen et
al. 2002). However, significant differences between species of the same group occur in the pigment/Chl a
ratio according to their growth phase (Ruivo et al. 2011). Values of pigment ratios found in the literature
differ by a factor of two or more when compared to those observed in cultured species from different
geographical areas (Henriksen et al. 2002). Reliable information on the pigment ratios of studied species

and conditions is thus required in chemotaxonomy to estimate the composition and biomass of microalgae



and, consequently, infer information about the water quality in the environment. Additional screening by
microscopy is always recommended since it reduces the risk of misinterpretation of pigment data alone

(Ruivo et al. 2011).

The photosynthetic response of dinoflagellates can be partially explained by the composition and
content of pigments and pigment/chlorophyll a ratios, which are, in turn, strongly influenced by
irradiance and nutrient availability. Additionally, in vivo chlorophyll a fluorescence provides important
information on the physiology of microalgae because the fluorescence flux is proportional to the quality
of exciting light, microalgae biomass and photochemical fluorescence yield. The photochemical yield of
in vivo chlorophyll a fluorescence varies according to environmental stimuli, especially light and

nutrients.

In this study, we evaluated three autotrophic, typically coastal bloom forming and globally
important dinoflagellates, Akashiwo sanguinea (Hirasaka) Hansen et Moestrup, Prorocentrum micans
Ehrenberg and Scrippsiella trochoidea (Stein) Balech ex Loeblich III (Dinophyta). These species present
the same type of chloroplast (type 1: peridinin/dinoxantin/chl c,, Zapata et al. 2012), and we analysed the
effects of irradiance on their growth, cell volume, pigment content, pigment/Chl a ratios, photosynthetic
efficiency of the photosystem II and the presence of lipid droplets. The results are discussed with regard

to the physio-ecology of dinoflagellates in coastal waters.
Material and Methods

Species isolation and cultures: Plankton samples containing cells of A. sanguinea and P. micans were
collected in the austral spring (November 2011) in the estuary of the Patos Lagoon (20 °C, salinity 30),
and of S. trochoidea were collected in the winter (August 2012) in the surf zone of Cassino Beach (15 °C,
salinity 25). Cells were isolated using a Pasteur pipette, washed and maintained in L1 medium (Guillard
and Hargraves 1993) at salinities of 25 and 30, a temperature of 20+1 °C, irradiance (PAR) between 80
and 100 pmol photons m? s (white light fluorescent lamps Osram®) and a photoperiod of 12:12 h
light:dark. The L1 medium (N:P = 24:1) was chosen as a good marine medium for coastal microalgae
(Andersen 2005) and the three species grew well after isolation. Cultures were separated into two batches
and acclimated in low light (LL, 8§7-90 pmol photons m”s"') and high light (HL, 450-490 pmol photons
m? s through three transfers over one month during the exponential growth phase. The irradiance
values approximately corresponded to measured values in the Patos Lagoon estuary and coastal ocean
region (Odebrecht and Abreu, 1995). . Cells in the exponential growth phase were inoculated in
Erlenmeyer flasks (125 ml) in quadruplicate, containing L1 medium (Guillard & Hargraves 1993) with
salinity for P. micans (PROMICO1-B) and 25 for both A. sanguinea (AKASANO1 b) and S. trochoidea
(SCRTROO01-P). Cultures were kept in incubators with a controlled photoperiod and temperature as
described above. The salinity was based on best results for growth this species in laboratory (Islabdo and
Odebrecht, 2015) and for S. trochoidea was chosen according to the collect time, The position of the

bottles was changed daily.



Growth curves: The growth rate was estimated based on daily cell counts of live samples using a
FlowCAM® (Fluid Imaging Technologies) with a flow cell of 100 pm and 10x magnification for A.
sanguinea and 20x for P. micans and S. trochoidea. The method “Autoimage Mode” was used in 2
minutes time intervals, and the concentration, size and morphology of all cells in the selected size range
(10-60 um for S. trochoidea; 10-100 um for both P. micans and A. sanguinea) were recorded.
Methodological conditions were determined in a pre-test, in which no difference was found between the
automated counting and that performed in the microscope, using Sedgewick Rafter chambers (P >0.05).
The specific growth rate (p d") was calculated using data in the exponential growth phase by a linear

regression of log (In) transformed cell concentration values against time (Zar 1996; Wood et al. 2005).

Cell Volume: Pigment data were standardized by cellular volume to compare the results between species
of different sizes. Cell volume was estimated based on size measurements using the FlowCam® data and
correspondence to geometric shapes: flattened ellipsoid for P. micans and A. sanguinea and a cone with
half sphere for S. trochoidea (Hillebrand et al. 1999; Olenina et al. 2006). The third dimension of P.
micans was obtained by optical microscopy at 400x magnification and using the FlowCam® to another
species. Measurements of individual dimensions of each cell were performed using the FlowCam® on
days 2, 7 and 14, and the average values were estimated afterward. The number of measured cells of each

species ranged from 30 to 400 according to the sampling day.

Pigment profiles: The composition of the following pigments was determined on days 2, 7 and 14 using a
high performance liquid chromatography (HPLC) technique: Chlorophylls a (Chl a) and ¢, (Chl ¢,),
Peridinin (Perid), Diadinoxanthin (Diadino), Diatoxanthin (Diato), Dinoxanthin (Dino), Mg-2,4-
divinylpheoporphyrin as monomethyl ester (MgDVP), ,3-Carotene (fB-Car) and Diadinochrome (Ddc).
A volume (5-10 ml) of culture was filtered (glass fibre filter, Whatman GF/F) and immediately stored
(ultrafreezer, -80 °C). The pigments were extracted using 3 ml of 95% cold-buffered methanol (2%
ammonium acetate) containing 0.05 mg L' trans-f3-apo-8’-carotenal as an internal standard. The samples
were sonicated for 5 min in an ice-water bath, placed at -20°C for 1 h, and then centrifuged at 1,100 g for
5 min at 3°C. The supernatant was filtered through Fluoropore PTFE membrane filters (0.2 pm pore size)
to remove the extract from the remains of the filter and cell debris. Immediately prior to injection, 1,000
puL of sample was mixed with 400 uL of Milli-Q water in 2.0 ml amber glass sample vials and placed in
the HPLC cooling rack (4°C). The pigment extracts were analysed using a Shimadzu HPLC constituted
by a solvent distributor module (LC-20AD) with a control system (CBM-20A), a photodiode detector
(SPD-M20A) and a fluorescence detector (RF-10AXL). The chromatographic separation of the pigments
was performed using a monomeric C8 column (SunFire; 15 cm long; 4.6 mm in diameter; 3.5 um particle
size) at a constant temperature of 25 °C. The mobile phase (solvent) and respective gradient followed the
method developed by Zapata et al. (2000), discussed and optimized by Mendes et al. (2007), with a flow
rate of 1 ml min™, injection volume of 100 puL, and 40 min runs. The pigments were identified from both
absorbance spectra and retention times, and the concentrations were calculated from the signals in the
photodiode array detector. The peaks were integrated using LC-Solution software, and all of the peak

integrations were checked manually and corrected when necessary. The HPLC system was previously



calibrated with pigment standards from DHI (Institute for Water and Environment, Denmark). For
correction losses and volume changes, the concentrations of the pigments were normalized to the internal

standard.

Photosynthetic efficiency: The photosynthetic efficiency was measured on days 2, 7 and 14 using the
pulse amplitude modulated (PAM) technique and a Phyto-PAM fluorometer (Walz GmbH®, Effeltrich,

Germany). The PSII maximum quantum efficiency (F,/F,,) was calculated as:

F,/F,=(F,-F)/F, 0

where Fv is the variable fluorescence, Fm is the maximum fluorescence and FO is the minimum
fluorescence. Samples were kept in the dark for 30 min (Schreiber et al. 1995) before transfer to a cuvette
for the measurement of FO and, after a saturating pulse (0.3 s; 2600 pmol photons m™ s™), the
measurement of Fm. The background fluorescence was corrected in the samples using the same

procedure.

Lipids:, Cells growing in HL (450-490 umol photons m?s™") on day 14 were stained with Nile red and
observed under a fluorescent inverted microscope (Zeiss Axiovert 135) at 400x final magnification and
excitation blue light (Ex. 365 and Em. 397) for the qualitative analysis of intracellular lipids (Wu et al.
2014). Images were taken using the Zen software 2012. A new culture of A. sanguinea was established in

HL under the same conditions (see Methods) after finishing the experiment to confirm the results.

Statistical analysis: The effect of irradiance on the growth rate and pigments composition of the species
was evaluated by an analysis of variance (one-way ANOVA) and Tukey test respectively with

significance level alpha < 0.05 using Statistica software 7 (Stat Soft. 2004; Zar 1996).

Results
Growth rate

The three species showed a similar trend for both light treatments with an exponential growth phase
followed by a decrease in the growth rate (stationary phase) (Fig. 1). The beginning of the senescent
phase was only observed for P micans, which also reached the stationary phase earlier (day 9) than A.
sanguinea (day 13) and S. trochoidea (day 10 for LL; day 12 for HL). The growth rate of A. sanguinea (n
=0.26-0.33 d"") and P. micans (n=0.25-0.31 d™") did not differ between LL and HL, and the maximum
density was observed after 11 days (A. sanguinea) and 9 days (P. micans) of culture in both treatments. In
the stationary phase, A. sanguinea showed a more marked decline in LL. The growth rate of S. trochoidea
was higher in HL (p = 0.29+0.02 d'; P <0.001) than in LL (p=0.23+0.01 d™), but the time to reach the

maximum cell density was similar in both treatments (14 days).

Cell Volume



The average cell volume of A. sanguinea (50x32 um in length and width; 24,263 pm3) was approximately
four and seven times larger than respectively the average volumes of P. micans (35x21 pm; 5,808 um’)
and S. trochoidea (25x18 pm; 3,366 pm3) (Fig. 2). Comparing both light treatments, A. sanguinea was
always larger (P <0.001) in LL (26,375+1,036 pm3) than in HL (22,150%1,251 pm3) (Fig. 2A) due to the
increase in both length and width. P. micans presented a similar cell size under LL and HL (5,658+247
and 5,957+224 pm3, respectively); however, the average volume increased in both treatments (P <0.05)
from the beginning (day 2; 5,493+235) to the end (day 14; 6,086+£314) of the experiment due to increases
in both cell length and width (Fig. 2B). The cell volume of S. trochoidea was similar in both irradiances

(3,238+276 and 3,494+314 pm3, respectively for LL and HL) and during the incubation period (Fig. 2C).
Photosynthetic and photoprotective pigments

Peridinin (Perid) was the main carotenoid pigment of the three dinoflagellates, while
Diatoxanthin (Diato) was, in general, below the method’s detection limit (Table 1). The Perid:Chl a ratio
showed only slight differences between species, while the Diadinoxanthin:Chl a ratio was at least two-

fold higher in LL than in HL for all of the species in this study (Table 1).

A. sanguinea: The specific concentrations of the photosynthetic pigments Chl a and Perid (pg um™) were
three and two times higher, respectively, in LL. when compared to HL (Fig. 3 a, b). The photoprotective
pigments Diadino+Diato were more concentrated in HL at the beginning of the experiment (day 2),
reversing the pattern at the end (day 14) (Fig. 3 c¢). Comparing the growth phases, the pigments/cell
volume ratio did not differ in LL except for Diadino+Diato, which was smaller on day 2 (Fig. 3c). The
Perid:Chl a ratio of A. sanguinea was similar in HL and LL and throughout the growth phases (Table 1).
The ratio of the other pigments, such as Chl ¢,:Chl a, was stable along the culture period, but often higher
in LL. The ratios of photo-protective pigments Diadino:Chl a and Dino:Chl a were higher in HL (P
<0.01) at days 2 and 7, reversing the pattern at the end (day 14) (Table 1).

P. micans: The specific concentrations of the photosynthetic pigments Chl a and Perid (pg urn’3) didn’t
show differences between the irradiances or over time, as well as, photo-protective pigments
(Diadino+Diato) (Fig. 4 a, b, c). The pigment:cell volume ratio of P. micans along the culture period was
similar to A. sanguinea, with a significant decrease (except Perid, MgDVP and Bp-Car) in HL between
days 2 and 7 (Table 1). The Perid:Chl a ratio was similar in LL and HL, but in HL it decreased during the
culture period (P <0.01). The Dino:Chl a ratio increased between the growth phases for both irradiances

(Table 1).

S. trochoidea: The specific concentrations of photosynthetic pigments Chl a and Perid (pg pm’3) were
always more than double in LL, and Diadino+Diato showed large variations (Fig. 5 a, b). The photo-
protective pigment Diato was lower than the detection limit, without differences between the irradiances
or over time (Table 1). The Perid:Chl a ratio was higher and increased over culture time in HL (P <0.01),
while in LL, the ratio was constant throughout the experiment. Differences in Chl ¢,.Chl a ratio were

found between the growth phases in both irradiances and were higher in HL (Table 1).



Photosynthetic efficiency

In general, the average photosynthetic efficiency of A. sanguinea (F,/F,,= 0.21% 0,09) was much lower
and more variable than to the average values of S. trochoidea (F,/Fy,= 0,52 + 0,10) and P. micans (F,/F,
=0,50 + 0,09) (Fig. 6 a, b, ). The photosynthetic efficiency of P. micans was always higher in LL (F,/F,,
= 0.56+0.02) than HL (F,/F,, = 0.43+0.01; P <0.03), decreasing from day 2 to day 14 in both treatments
(P <0.01). S. trochoidea showed higher photosynthetic efficiency in LL (F,/F,, = 0.54+0.03) than HL
(Fy/Fy, = 0.50£0.01) on days 2 and 7 (P <0.01), reversing the pattern at the end of the stationary phase
(day 14; P <0.001) (Fig. 6 c).

Lipid droplets: Under the microscope, lipids were visible as yellow droplets in the cells stained with Nile
red. The three species showed an increase in intracellular lipid droplets in HL during the experiment,
mainly on day 14 (Fig. 7). Lipid droplets were more evident in A. sanguinea as seen in Fig. 7, than in P.

micans and S. trochoidea, probably because the cellulose theca hindered their visualization in the latter.

Discussion
Cell size and growth rate

In general, the size of organisms is inversely related to their growth rate. This rule also applies to
autotrophic prokaryotes (e.g., cyanobacteria) and unicellular microalgae (Banse 1976; Geider et al. 1986;
Nielsen 2006). In this study, we compared the growth rate, pigment composition, pigment:Chl a ratio and
photosynthetic efficiency of three dinoflagellates differing in size (cell volume) by a factor of four and
seven.. Despite these differences, the growth rate of the three species was similar in HL (u = ~0.28 dh),
but S. trochoidea grew more slowly in LL. The cell size range of the three dinoflagellates used in this
study did not expressively influence their growth rate under constant temperature and without nutrient
limitation.

However, light intensity influenced the cell size. The larger cell size of A. sanguinea in LL,
when compared to HL, coincided with an increase in the specific content of the photosynthetic pigments
chlorophyll a and peridinin. These results differed from those reported by Garcia and Purdie (1992),
which found a decrease in the cell volume and carbon content with an increase in Chl a (absolute
concentration) in Gyrodinium cf. aureolum growing in low irradiance (<100 pmol photons m? s™). Also
for P. micans our results differed from previous work, where it increased in cell volume and carbon in
high irradiance (600 umol photons m™ s™") (Falkowski et al. 1985). In our experiment, the specific Chl a
content increased in LL for A. sanguinea and, in both irradiances, cells of P. micans were significantly
smaller at the beginning of the culture (day 2). The physiological mechanisms involved in cell volume
changes caused by irradiance are still unknown and apparently are species-specific. Low values of the
ratio Chl a to phytoplankton volume have been associated with high light and temperature in an

oligotrophic lake when dinoflagellates were predominant (Felip and Catalan 2000). Under limited light,



the cellular Chl a content increased in cultures but also promoted a decrease in cell volume, while the
amount of Chl a per volume increased in natural populations (Senger and Fleischhacker 1978; Perry et al.
1981; Felip and Catalan 2000). It can be assumed that light conditions affected the pigment content;
however, the relationship between light and dinoflagellates cell size still needs elucidation.

A. sanguinea and P. micans showed similar growth rate in high (470 umol photons m” s') and
low (approximately 90 umol photons m™ s™") irradiances and thus were not photo-inhibited in the tested
irradiance. For A. sanguinea, Matsubara et al. (2007) found saturated growth at ca. 114 umol photons m™
s without photo-inhibition at 204 umol photons m?s". Vertical migration enabled cells of A. sanguinea
to reach the subsurface layer where light was near the saturation intensity for photosynthesis (250 pumol
photons m™ s™) (Cullen and Horrigan 1981). This ability to reach an optimum light level for
photosynthesis provides a great advantage over non-motile forms, being recognized as a bloom triggering
mechanism (Smayda 1997). For P. micans, the growth rate was relatively low (average u = 0.27 d")in
both irradiances, coinciding with results of Falkowski et al. (1985), who tested five irradiances (30-600
pmol photons m?s™; p = 0.08-0.18) without photo-inhibition. However, Uchida (1981) reported a higher
growth rate (u = 0.56 d") in low irradiance (approximately 33 pmol photons m?s'and 116 umol
photons m?s™) for P. micans under different culture media and light/dark cycles. In summary, we can
assume that A. sanguinea and P. micans were both able to grow in a wide range of irradiances and

tolerate high light without suffering photo-inhibition at ca. 500 umol photons m?s’.

Unlike the previous species, S. trochoidea grew faster in HL (u = 0.29+0.02) without any change
in cell volume, even though the Chl a content increased up to three-fold in LL. Most of the 15 S.
trochoidea strains isolated from the Gulf of Naples and tested at five different irradiances (50-500 pmol
photons m~?s™) did not grow at 50 pmol photons m™ s, but showed the highest growth rates (u = 0.37—
1.14 d"y at 250 pmol photons m™ s (Montresor et al. 2003). The growth rate obtained in our experiment
in HL was similar to the mean value at 500 pmol photons m” s observed by Montresor et al. (2003).
Irradiances between 350-400 umol photons m” s would be growth saturating for this species (Montresor
et al. 2003; Deng et al. 2004). Zhuo-Ping et al. (2009) evaluated the combined effect of irradiance and
iron availability on S. trochoidea, which attained higher growth rate (u = 0.22 d") at 70 pmol photons m”
s and was consistent with our results in LL (u=0.23 d™). In short, S. trochoidea is better adapted to

higher irradiances when compared to the other tested species.

Pigments and Photosynthetic efficiency

The concentration of photosynthetic pigments generally increases from the exponential to
stationary phase, whereas photo-protective pigments are related to the prevention of photo-oxidative
damage of microalgae cells (Ruivo et al. 2011). The specific photosynthetic pigment content of the three
dinoflagellates tested was higher in LL, while photo-protective pigments were more variable and did not
present the expected increasing trend in HL and weren’t significantly different between LL and HL.
Furthermore, A. sanguinea and P. micans showed similar patterns of reducing their concentrations of Chl

a, Perid and Diadino+Diato at the exponential growth phase, especially in LL, possibly be due to cell



division. The Perid/Chl a ratio remained stable in the tested irradiances and growth phases for A.
sanguinea and P. micans, indicating similar variations in both pigments (Fig. 3 a, b) and a high energy
transfer efficiency of Perid, the main accessory pigment of dinoflagellates (Prézelin 1987). On the
contrary, irradiance affected the Perid/Chl a ratio of S. trochoidea, which showed up to 3 times more Chl

a and Perid when grown in LL than in HL.

In general and independent of irradiance, photosynthetic pigments varies together with Chl q,
leading to a consistency in pigment/Chl a ratios and photoprotective pigments tend to increase in HL,
acting as a protection mechanism to prevent photo-oxidative damage in microalgae (Ruivo et al. 2011). In
our study, the ratio between photoprotective pigments and Chl a was always low (including Diato) and
often below the detection limit, indicating that photo-protection was not relevant in the tested HL
intensity. The low ratio of photo-protective pigments to Chl a, is possibly explained by photo-acclimation
of cells with changes in the macromolecular composition and ultrastructure of the photosynthetic
apparatus (Maclntyre et al. 2002). Although the concentrations were generally low, the Diadino:Chl a
ratio was markedly higher in HL for P. micans and S. trochoidea (Table 1). The photo-protection
physiological mechanism can be evaluated by the pigment ratio, LL/HL >1 and <1 being expected,
respectively in photosynthetic and photoprotective pigments (Rodriguez et al. 2006). As expected, Chl a
and Perid exhibited values of LL/HL >1 for A. sanguinea and P. micans, but the S. trochoidea ratios were
<1. The ratio of photo-protective carotenoids Diadino, Diato and Dino to Chl a increased throughout the
incubation time for A. sanguinea, with values LL/HL >1 on day 14. For P. micans and S. trochoidea,
these ratios were always <1 for Diadino and Diato, indicating their photoprotective functionality. MgDVP
showed photosynthetic functionality for A. sanguinea and BB-car for S. trochoidea. Our results
emphasized that light responses were species-specific and did not always follow the same pattern, as
observed for S. trochoidea (Chl c, and Perid LL/HL <1) (Table 1). In addition, photosynthetic and
photoprotective functionality could not always be explained by the ratio LL/HL <1 or >1. However, it
was clear that the higher irradiance tested did not lead to physiological stress and, therefore, a significant

investment in synthesis of photoprotective pigments.

A. sanguinea showed significantly lower photosynthetic efficiency when compared to P. micans
and S. trochoidea. Higher values in LL for A. sanguinea can be explained by increased pigmentation in
the cells, except in the stationary phase (day 14) when photo-protective pigments increased. However, the
pigment/biovolume ratio of A. sanguinea was comparable to the other species, especially P. micans.
Under nutrient-replete growth conditions, photosynthetic efficiency varies among algae taxa: low values
of F,/F,, (0.3-0.4) and high values (> 0.6) were observed, respectively, for small (<20 um) and larger
(>20 um) eukaryotes (Suggett et al. 2009). However, in other studies differences in F,/F,, among
phytoplankton species did not evidence a link of those variations to phytoplankton size (Dijkman and
Kromkamp 2006; Key et al. 2009). F,/F,, differences may be due to other factors, not necessarily related
to cell size like the package effect and nutrient stress, and Dijkman and Kromkamp (2006) argued that
small differences were often significant, and would represent true species characteristics and not caused

by stochastic processes affecting all species more or less equally.
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The low photosynthetic efficiency in the large A. sanguinea could be related to its mixotrophic
ability. This species is able to ingest bacteria by phagotrophy and dissolved organic matter by osmotrophy
(Jeong et al. 2005). In fact, all harmful algae species examined thus far in organic substrate- and prey-rich
habitats of eutrophic estuarine and marine coastal waters (Burkholder et al. 2008) are capable of
mixotrophy, in varying degree. Three types of protistan mixotrophs have been recognized: Type I,
“‘ideal’” mixotrophs that use phototrophy and phagotrophy equally well; Type II, predominantly
phototrophic species, including many of the harmful estuarine and coastal marine microalgae that thrive
in eutrophic habitats; and Type III, predominantly heterotrophic “algae” (Stoecker 1998). In our study,
the low photosynthetic efficiency of A. sanguinea together with relatively high growth rate, could be an
indication of bacterial ingestion and that different mixotrophy’ degrees among the species studied can be
reflected in F,/F,, magnitude. A common maximum value for F,/F,, cannot be assigned to all algae, due
to species differences even within the same taxonomic group (Suggett et al. 2004). High photosynthetic
efficiency values (F,/F,, >0.5) were observed mainly in the exponential phase at LL for P. micans and
both irradiances for S. trochoidea. The lower photosynthetic efficiency (at both irradiances) at the end
(day 14) for S. trochoidea and P. micans could be associated with nutrient limitation at the stationary

phase of the culture (Maclntyre et al. 2002; Napole6n et al. 2013).

The relationship between increased irradiance and the presence of lipids droplets found in the
three species throughout the incubation period is of interest. Light intensity influences algal lipid
metabolism and composition and causes significant alterations in both storage and structural lipids. All
eukaryotic microalgae examined to date produce oil as energy storage, either prior to a forthcoming
dormancy period or when subjected to unfavourable environmental conditions (Hu et al. 2008).
Increasing knowledge about the presence of lipid droplets has revealed other functions beyond energy
storage (Goold et al. 2014). The increased content of unsaturated fatty acids in microalgae has been
associated with lower temperature (Dalsgaard et al. 2003) and increasing salinity (Morgan-Kiss et al.
2006). In our study, the synthesis of a large amount of lipid was observed in high light cultures of all
three species, even though cells apparently did not present photo-inhibition stress, as suggested from the
low content of photo-protective pigments. Light stimulates the production of algal biomass and typically
low light intensity induces the formation of structural lipids, particularly the membrane structural lipids
associated with the chloroplast, whereas high light intensity decreases total structural lipid content with a
concomitant increase in the amount of neutral storage lipids, mainly triacylglycerols - TAGs (Hu et al
2008 and references therein). In many algal species examined, an increase in TAGs is observed during

stationary phase (Hu et al 2008)
Conclusions

The three dinoflagellates tested A. sanguinea, P. micans and S. trochoidea grow well and tolerate
high light intensities. However, the three species presented distinct physiological responses when
cultivated under LL and HL. The growth rate of A. sanguinea and P. micans was similar at the irradiances

tested, whereas S. frochoidea grew best in HL. An effect of irradiance on cell volume was recorded: A.
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sanguinea cells were always larger in LL than HL, due to the increase in both cell length and width; P.
micans presented similar cell sizes in LL and HL but its volume increased in both treatments throughout
the 14 days experiment. The photosynthetic pigments of the three species were higher when they were
grown in LL, and the synthesis of photo-protective pigments was not pronounced in HL, indicating the
absence of photo-inhibition, also confirmed in the growth curves of all three species. The irradiance tested
did not affect the Perid/Chl a ratio in A. sanguinea and P. micans, and this should be taken into account
when applying chemotaxonomic tools using pigment ratios on natural phytoplankton communities.
Photosynthetic efficiency was high in P. micans and S. trochoidea, and much lower in A. sanguinea,

possibly related to the mixotrophic ability of the latter.
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Figure captions

Fig. 1. Growth curves for A. sanguinea (A), P. micans (B) and S. trochoidea (C). Arrows indicate
sampling at three phases of growth (days 2, 7 and 14) for pigment analysis and photosynthetic efficiency

measurements.

Fig. 2: Mean values of biovolume (um 3 ) of (A) A. sanguinea, (B) P. micans and (C) S. trochoidea at
three growth phases (days 2, 7 and 14) for different light conditions: LL (87-90 umol photons m?s"')and
HL (450-490 pmol photons m™~ s™). Significant differences between LL and HL are indicated by symbols.

Significant differences between growth phase indicated by letters.

Fig. 3: Mean values and standard deviations of the ratios pigment/ biovolume of A. sanguinea at three
growth phases (days 2, 7 and 14) in LL (87- 90 umol photons m™ s") and HL (450-490 pmol photons m”
s™). Significant differences between LL and HL are indicated by symbols. Significant differences

between days indicated by letters. Different letters (uppercase or lowercase) indicate different treatments.

Fig. 4: Mean values and standard deviations of ratios pigment/ biovolume of P. micans at three growth
phases (days 2, 7 and 14) in LL (87- 90 umol photons m™s™") and HL (450-490 umol photons m™ s™).
Significant differences between LL and HL are indicated by symbols. Significant differences between

days indicated by letters.

Fig. 5: Mean values of Pigment/Biovolume of S. trochoidea at three growth phases (days 2, 7 and 14) for
different light conditions LL and HL. Significant differences between LL and HL are indicated by

symbols.

Fig. 6: Mean values of photosynthetic efficiency (F,/F,,) of (A) A. sanguinea, (B) P. micans and (C) S.
trochoidea at three growth phases (days 2, 7 and 14) for different light conditions LL (87- 90 umol
photons m~?s™) and HL (450-490 pmol photons m?s?). Significant differences between LL and HL are
indicated by symbols and between the phases of growth are indicated by letters, LL (uppercase) and HL

(lower case).

Fig. 7: A. sanguinea cells in LL (a), HL (b), and HL stained with Nile red (c), showing an increase in
intracellular lipids at HL.



Fig. 1. Growth curves for A. sanguinea (A), P. micans (B) and S. trochoidea (C).
Arrows indicate sampling at three phases of growth (days 2, 7 and 14) for pigment

analysis and photosynthetic efficiency measurements.
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Fig. 2: Mean values of biovolume (um 3) of (A) A. sanguinea, (B) P. micans and (C) S.

trochoidea at three growth phases (days 2, 7 and 14) for different light conditions: LL



(87-90 umol photons m™s™) and HL (450-490 umol photons m?s™). Significant
differences between LL and HL are indicated by symbols. Significant differences

between growth phase indicated by letters.
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Fig. 3: Mean values and standard deviations of the ratios pigment/ biovolume of A.
sanguinea at three growth phases (days 2, 7 and 14) in LL (87- 90 umol photons m?s™)
and HL (450-490 umol photons m?s™). Significant differences between LL and HL are
indicated by symbols. Significant differences between days indicated by letters.

Different letters (uppercase or lowercase) indicate different treatments.
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Fig. 4: Mean values and standard deviations of ratios pigment/ biovolume of P. micans
at three growth phases (days 2, 7 and 14) in LL (87- 90 umol photons m~s™) and HL
(450-490 pmol photons m?s™). Significant differences between LL and HL are

indicated by symbols. Significant differences between days indicated by letters.
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Fig. 5: Mean values of Pigment/Biovolume of S. trochoidea at three growth phases
(days 2, 7 and 14) for different light conditions LL and HL. Significant differences
between LL and HL are indicated by symbols.

0,012

[ S. trochoidea

0,010
0,008
0,006
0,004
0,002

[__Jin

= H
0,000

0,012

pg Chl a/ um3

0,010

0,008

0,006 ) *
0,004 :
0,002

0,000 -

0,0012

0,0010
0,0008 I ;L
0,0006
0,0004
0,0002
0,0000

Days

pg Perid/ um3

pg Diadino+Diato/ um3




22

Fig. 6: Mean values of photosynthetic efficiency (F,/Fy) of (A) A. sanguinea, (B) P.
micans and (C) S. trochoidea at three growth phases (days 2, 7 and 14) for different
light conditions LL (87- 90 pmol photons m™s™) and HL (450-490 umol photons m’s
Y. Significant differences between LL and HL are indicated by symbols and between

the phases of growth are indicated by letters, LL (uppercase) and HL (lower case).
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Fig. 7: A. sanguinea cells in LL (a), HL (b), and HL stained with Nile red (c), showing

an increase in intracellular lipids at HL.




