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MONITORAMENTO EM ALTA FREQUENCIA DA DENSIDADE DO FITOPLANCTON
ATRAVES DE METODO DE FLUXO CONTINUO (FLOWCAM)

Isadora Menegonl *- Juliana Bohnenberger'; David da Motta Marques'; Itzayana Gonzalez Avila';

Cayo Lopes Bezerra Chalegres' & C.Ruberto Fragoso Jr’

RESUMO - Uma técnica recente, que esta sendo empregada no monitoramento da densidade
algacea, ¢ a quantificacdo através de equipamento de fluxo continuo, denominado FlowCAM, que
determina instantaneamente o numero, tamanho e forma das particulas microscopicas organicas de
uma amostra de agua. Neste trabalho, foi desenvolvido uma rotina para quantificagdo rapida da
espécie de cianobactéria teste Planktolyngbya contorta, através do FlowCAM. Foram utilizadas
amostras mensais de dgua superficial na zona peldgica da lagoa Mangueira (RS), no ano de 2013
que foram fixadas com solugdo aquosa de formalina a 3-5%. As amostras foram quantificadas pelo
método padrdo utilizando microscopia e também pelo FlowCAM no qual foram desenvolvidos
filtros especificos para essa metodologia. Para testar diferengas significativas entre os métodos
tradicional e FlowCAM foi utilizado o teste estatistico Mann-Whitney, e para diferencas entre os
métodos e os meses amostrados foi utilizado o teste estatistico multivariado MANOVA. Os
resultados mostraram diferencas significativas entre os métodos tradicional e FlowCAM (P = 0,002)
e entre o FlowCAM e os meses amostrados (P = 0,01). Até o momento, o método de microscopia
padrao, ainda, demonstrou maior eficiéncia que o FlowCAM em relagdo a determinagdo da
densidade total da cianobactéria Planktolyngbya contorta na lagoa estudada.

ABSTRACT- A recent technique that is being employed in the monitoring of algal density is
quantification using flow-through equipment, called FlowCAM, which instantly determines the
number, size, and shape of organic microscopic particles in a sample of water. In this work, a
routine was developed for the rapid quantification of cyanobacteria test Planktolyngbya contorta
through FlowCAM. Monthly samples of superficial water were used in the pelagic zone of the
Mangueira lagoon (RS), in the year 2013, which were fixed with 3-5% aqueous solution of
formalin. Samples were quantified by the standard method using microscopy and also by FlowCAM
in which specific filters were developed for this methodology. The Mann-Whitney statistical test
was used to test significant differences between the traditional methods and FlowCAM, and the
MANOVA multivariate statistical test was used for differences between the methods and the
months sampled. The results showed significant differences between the traditional methods and
FlowCAM (P = 0,002) and between FlowCAM and the sampled months (P = 0,01). To date, the
standard microscopy method has been shown to be more efficient than FlowCAM in determining
the total density of the cyanobacteria Planktolyngbya contorta in the studied lagoon.
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1. INTRODUCAO

Dentre as espécies do fitoplancton existe o grupo das cianobactérias que possuem estruturas
especializadas que podem explicar seu sucesso em responder rapidamente as mudancas fisicas,
quimicas e bioldgicas nos ambientes aquaticos, tornando-se, assim, na maioria das vezes,
dominantes na comunidade fitoplanctonica e, portanto, sdo consideradas bioindicadoras de
mudancas dentro do ambiente [Wojciechowski et al. (2017); Bohnenberger ef al. (2018)]. Além
disso, possuem potencial desenvolvimento de floragdes e producdo de cianotoxinas, que podem
causar desequilibrio ao ecossistema aquatico. Assim sendo, nota-se a necessidade do
monitoramento dessa comunidade.

Para a obtencdo de dados relacionados ao fitoplancton sdo utilizadas técnicas microscopicas
que demandam estudos altamente especializados, elevado tempo para especializagdo dos
profissionais, pois estes necessitam ter conhecimento ¢ dominio das diversas taxonomias do
fitoplancton [Bergkemper et al. (2018)]. Diante disso, surge a necessidade de técnicas rapidas,
eficientes e universais para a obtengdo de dados do fitoplancton.

Em busca de estratégias de monitoramento mais eficiente, alguns trabalhos foram realizados
utilizando o FlowCAM [Alvares et al. (2014); Wang et al. (2015); Feng et al. 2019]. Esse é um
método totalmente automatico que exibiu uma excelente precisdo, de reprodutibilidade e eficiéncia
na determinagdo da densidade celular e distribuicdo de tamanho da alga Microcystis sp. [Wang et
al. (2015); Feng et al. (2019)]. O protocolo desenvolvido por Wang et al. (2015) foi aplicado com
sucesso em amostras de campo do Lago Caohai (China) e mostrou-se preciso no monitoramento da
dindmica populacional e o tamanho das colonias de Microcystis sp. Além desse estudo, o trabalho
realizado por Alvares e al. (2014) também mostrou essa precisio quando comparou uma técnica
automatizada, baseada no FlowCAM, para analisar estimativas de abundancia, espectros de
tamanho, biomassa e diversidade taxonOmica, em amostras fitoplanctonicas de um programa de
monitoramento mensal no mar Cantabrico. Foram observadas diferencas minimas em comparagdo
com as estimativas microscopicas tradicionais. No entanto, foi percebido que os efeitos de
conservagdo das amostras e imprecisdes na classificagdo automatica sdo as principais causas de
discrepancias na determinacdo da estrutura de tamanho entre as duas abordagens. Todavia, os
resultados encontrados por Alvares et al. (2014) sugerem que as variagdes naturais nos atributos da
comunidade explorada sdo de maior magnitude do que o erro introduzido pelos métodos e que o

método totalmente automatico ¢ adequado para explorar estas variagdes.
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O uso de equipamentos com tecnologia capaz de determinar instantaneamente o fitoplancton
de uma amostra de agua nos permite acelerar essas respostas, otimizando o trabalho a ser
desenvolvido. No entanto, ainda ¢ preciso comparar os resultados encontrados com a metodologia
tradicionalmente usada e ver se os resultados obtidos sdo realmente confiaveis, € se corroboram
com resultados encontrados em outros trabalhos, como os mencionados acima, onde a utilizagao do
FlowCAM mostraram diferencas minimas em comparagdo com as estimativas microscopicas
tradicionais.

2. OBJETIVO

Este trabalho buscou desenvolver uma rotina para quantificagdo rapida da espécie teste de
cianobactéria Planktolyngbya contorta, através do FlowCAM, comparando essa quantificagdo com a
do método de microscopia padrao.

3. MATERIAL E METODOS

AREA DE ESTUDO

A Lagoa Mangueira (Figura 1) esta localizada no Sul do Rio Grande do Sul, compreendendo
trechos dos Municipios de Santa Vitéria do Palmar e do Rio Grande entre as latitudes 32°20'S e
33°00" S, e pela Lagoa Mirim e o Oceano Atlantico sul (52°20'W e 52°45'W), estd proximo ao
Arroio Chui, na fronteira com o Uruguai. O clima da regido, segundo o Sistema de Koppen-Geiger,
¢ do tipo Cfa, apresentando precipitagao distribuida em todos os meses ao longo do ano [Stape et al.
(2013)] e seu estado trofico varia de oligotréfico a mesotréfico [Fragoso et al. (2011); Crossetti et
al. (2013)]. As temperaturas dos meses mais quentes sdo em média superiores a 22°C, enquanto que
as dos meses mais frios variam entre 18 e —3°C [Ferreira et al. (2005)]. Esta regido apresenta
precipitagdo anual de 1.300 mm e sofre forte agdo dos ventos, a dire¢do predominante ¢ a de origem
Nordeste [Gazulha et al. (2004)]. A Lagoa Mangueira ¢ uma grande lagoa costeira rasa cobrindo
uma area total de 820 km? e com 90 km de extensdo e de 3 a 10 km de largura, com profundidade

média 2,6 m ¢ maxima de 6,0 m.
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Figura 1 - Sistema Hidroldgico do Taim.

AMOSTRAGEM

As amostras de agua superficial foram coletadas mensalmente em 2013 na zona pelagica da
Lagoa Mangueira - RS, sendo fixadas imediatamente com solug¢do aquosa de formalina a 3-5% e
estocadas em camara fria ao abrigo da luz.

QUANTIFICACAO POR MICROSCOPIA

Para a realizacdo da quantifica¢ao da densidade da Planktolyngbya contorta, foram colocados
2 ml de cada amostra em camaras de sedimentagdo, com tempo de sedimentacdo de 2 horas, sendo a
contagem realizada com auxilio de microscopio invertido (Olympus Optical;, IX70-S8F2). A
metodologia tradicional de microscopia seguiu o Método de Utermohl (1958) e tempo de
sedimentacdo de Lund (1958).

QUANTIFICACAO E IDENTIFICACAO POR FLOWCAM

A metodologia de fluxo continuo utilizou o equipamento FlowCAM (Fluid Imaging
Technologies, Inc; versdo portatil) no qual combina multiplas tecnologias tais como a citometria de
fluxo, microscopia e detec¢do de fluorescéncia. Essa técnica utiliza o laser do equipamento para

detectar a fluorescéncia e a dispersdao da luz das particulas que passam pela célula de fluxo. Ao ser
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detectada a fluorescéncia e a dispersdo da luz, o camera captura as particulas identificadas.
Posteriormente, esse grupo de imagens capturadas ¢ disponibilizado pela interface do equipamento
e pode comegar o processo de tratamento dos filtros. Nas amostras analisadas, foi utilizado células
de fluxo de 50um e aumento de 20X. A densidade total das algas (individuos por mililitros —
ind./ml) foi quantificada em um volume amostral de 2 ml.

Para a identificacdo da Planktolyngbya contorta, utilizando o FlowCAM, foi criada uma
biblioteca digital da cianobactéria da Lagoa Mangueira. A biblioteca consiste em um banco de
critérios pré disponibilizados pelo software do equipamento e nele contém medidas basicas
(comprimento, largura, area, volume alongado, entre outras), medidas morfologicas (circularidade,
alongamento, perimetro, gradiente de borda, entre outras) e medidas de escala de cor (intensidade
média, transparéncia, intensidade sigma, entre outras). Ao fornecer esses critérios de medidas, o
FlowCAM classificou e filtrou automaticamente os individuos pertencentes a essa biblioteca.

Além disso, para andlise dos resultados encontrados através do FlowCAM foi realizado o

seguinte roteiro demonstrado no fluxograma a baixo:

l Densidade total da amostra identificada através do FlowCAM

Densidade de P.contorta usando o filtro

Densidade de P. contorta alcangada Densidade de P. contorta alcangada
manualmente, apos utiliza¢do de filtro = manualmente sem a utilizaggo de filtro

ANALISE DOS DADOS
Para testar diferencas significativas entre os métodos tradicional e o FlowCAM foi utilizado o
teste estatistico Mann-Whitney e para testar as diferengas entre os métodos e os meses amostrados

foi utilizado o teste estatistico multivariado MANOVA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferengas significativas entre os métodos tradicional e FlowCAM (P =
0,002). Foram observadas, também, diferencas significativas entre o FlowCAM e os meses
amostrados (P = 0,01). Nao foram observadas diferencas significativas entre os meses ¢ 0s demais
métodos (P > 0,05) (Tradicional, FlowCAM manual com filtro e FlowCAM manual sem filtro). Nos
meses de maio e novembro ndo foram encontrados individuos pertencente a espécies estudada pelo
FlowCAM. Foi necessario criar um filtro especifico para cada més, conforme observado na tabela 1.

Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se os filtros didmetro e simetria.

Tabela 1:Filtros utilizados na identificacdo da P. contorta pelo FlowCAM para cada um dos meses
amostrados ao longo do ano de 2013 na Lagoa Mangueira, RS.

Janeiro Fevereiro Marco Abril Junho Setembro Outubro
Circularidade Didmetro Didmetro Didmetro Didmetro Didmetro Didmetro
Compacidade Perimetro Simetria Simetria Simetria Simetria Simetria
Convexidade Largura Ch2/Chl Area

Gradiente de borda
Espessos geodésicos
Comprimento

Legenda: Ch2/Ch1: divisdo entre o valor maximo de florescéncia de duas medigdes.

Como se pode observar, ¢ necessario otimizar o filtro padrao para identifica¢do da P. contorta
pelo FlowCAM e, com isso, permitir a identificacdo rapida, confiavel e eficiente dessa espécie para
a Lagoa Mangueira. Diferente do resultado encontrado neste estudo, o FlowCAM ja mostrou
excelente precisdo em estimativas de abundancia, espectros de tamanho e densidade da comunidade
fitoplanctonica quando comparados com os resultados obtidos por andlise microscopica tradicional
das mesmas amostras [Alvares et al. (2014); Wang et al. (2015)].

No entanto, na maioria dos estudos realizados foram utilizadas amostras vivas e retiradas de
cultivos unialgais o que demonstra que estas amostras podem ter resultados mais satisfatorios
devido o FlowCAM dispor de deteccdo por fluorescéncia [Dashkova et al. (2016)]. O uso de
corantes, como vermelho neutro, azul de Evans, azul de tripan e SYTOX Green ja foram utilizados
para uma melhor identificacio dos individuos [Matiello (2014)]. Além disso, a utilizagdo do
FlowCAM para a identificacdo em nivel de grupo pode se enquadrar melhor do que em relagao a

nivel de espécie.
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5. CONCLUSAO
O método de microscopia tradicional demonstrou maior eficiéncia que o FlowCAM em
relacdo a determinacdo da densidade total da cianobactéria Planktolyngbya contorta na Lagoa
Mangueira, RS.

Os resultados obtidos até o momento representam importantes conhecimentos sobre a
metodologia FlowCAM em comparacdo com a metodologia padrdo. S3o necessarios ajustes
adicionais dos critérios para a identificagdo das espécies de fitoplancton da Lagoa Mangueira, ndo
somente a quantificacdo dos individuos, com a formatagdo de uma biblioteca digital dessas
espécies. Apds o término dessa biblioteca, serd possivel quantificar a densidade e a biomassa de
cada espécie. Espera-se com o desenvolvimento do FlowCAM a determinagdo expedita da
composicdo e densidade de fitoplanctonica em amostras de &4gua (naturais ou fixadas),
demonstrando qualidade, eficiéncia e confiabilidade nos resultados obtidos.
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