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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo caracterizar os sedimentos da Bacia de Campos
em relacdo a distribuicdo das bactérias heterotréficas, bem como sua relacdo com a
profundidade e caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos. A Bacia de Campos é
considerada a maior reserva petrolifera do Brasil, sendo responsavel por
aproximadamente 84% da producdo nacional de petrdleo, esta localizada no Oceano
Atlantico Sudoeste e apresenta mais de 70% da sua area com profundidades superiores a
200 m. Para maior compreensdo da dinamica dos oceanos profundos foi realizado um
amplo levantamento bibliogréfico que resultou na descricdo do estado da arte dos
estudos com microbiologia de sedimentos profundos em todo o mundo. A partir das
informacdes contidas na literatura foram destacados os principais métodos de estudo da
microbiota do sedimento. Foi dada énfase especial a analise de abundancia bacteriana —
métodos existentes, etapas de andlise, necessidade de extracdo prévia das bactérias e
limitacOGes das técnicas. Dentre os meétodos estudados foi avaliada em laboratorio a
eficiéncia de extracdo utilizando duas abordagens — pirofosfato de sddio e metanol.
Como resultados da realizacdo de testes metodoldgicos foi obtido um protocolo
otimizado de extracdo bacteriana para analise por citometria em fluxo. A citometria em
fluxo é comumente utilizada na analise de abundancia bacteriana em amostras de agua e
foi utilizada neste trabalho para a anélise de amostras de sedimento. Os sedimentos
analisados foram coletados nos anos de 2002 e 2003 durante as campanhas
oceanogréficas do projeto de Caracterizacdo Ambiental do Oceano Profundo da Bacia
de Campos. Com base nas analises realizadas foi possivel encontrar relagcdo negativa
entre a abundancia bacteriana e o aumento da profundidade e ndo foi observada relagéo
entre 0 nimero de bactérias e a concentracdo de matéria organica nos sedimentos da
Bacia de Campos. A abundancia bacteriana variou consideravelmente entre as
diferentes épocas do ano em que foram realizadas as coletas, sugerindo que a
distribuicdo dos microrganismos no sedimento da regido estudada pode sofrer alteracdes
sazonais. Atualmente, ndo existe qualquer registro de trabalhos publicados com
microbiologia de sedimento da Bacia de Campos, neste sentido, é essencial que sejam
desenvolvidos outros estudos visando uma maior compreensdo da dindmica microbiana

nos sedimentos marinhos da regido estudada.



ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the Campos Basin sediments regarding the
distribution of heterotrophic bacteria and its relation to water depth and physical-
chemical characteristics of sediments. The Campos Basin is the biggest oil reserve in
Brazil, accounting for 84% of the national oil production. This basin is located in the
Southwest Atlantic Ocean with depths exceeding 200 m in more than 70% of its area.
For a better understanding of the deep-sea dynamics, an extensive literature review was
performed resulting in an updated understanding of the worldwide studies involving
deep-sea sediments microbiology. Thereafter, the main methods were highlighted and
special emphasis was given to the analysis of bacterial abundance, existing methods,
steps of the analysis, the need for prior bacteria extraction, and of techniques
limitations. Among the studied methods, two approaches of extracting bacteria were
tested in the laboratory for efficiency: 1) sodium pyrophosphate and 2) methanol. As a
result, an optimized extraction protocol was made for bacterial abundance analysis by
flow cytometry. The flow cytometry is commonly used in bacterial abundance analyses
of water samples and in this work it was used for sediment samples analysis. The
analyzed sediment samples were collected in 2002 and 2003 during the oceanographic
cruise “Environmental Characterization of The Campos Basin Deep-Sea”. Based on the
analyses performed, a negative relationship was found between bacterial abundance and
the increase in depth. Moreover, there was no relationship between the bacterial number
and organic matter concentration in sediments of the Campos Basin. Bacterial
abundance varied considerably between different seasons of the year in which the
samples were collected, suggesting that the distribution of the microorganisms in
sediment of the studied area may change seasonally. Currently, there is no published
work with sediment microbiology of the Campos Basin. Therefore, there is a need for
studies aiming the microbial dynamics in marine sediments for further understandings

of this area.
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1. INTRODUCAO GERAL

A presente dissertacdo buscou avaliar a distribuicdo das bactérias nos
sedimentos da Bacia de Campos na regido compreendida entre 21°50° e 22°50’S, e
39°30° e 40°30°W. A Bacia de Campos esta localizada na margem sudoeste do Oceano
Atléantico Sul e ocupa uma por¢do da margem continental do Brasil entre 20,5°S (cidade
de Vitoria) e 24°S (Arraial do Cabo) em uma area de mais de 100 mil quilémetros
quadrados (VIANA et al., 1998). Considerada a maior reserva petrolifera do Brasil, a
Bacia de Campos atualmente é responsavel por aproximadamente 84% da producgdo
nacional de petr6leo, com uma producdo diaria de cerca de 1,49 milhdes de barris de
6leo e 22 milhdes de metros cubicos de gas (PETROBRAS, 2001, 2010).

No capitulo 1 foram discutidos aspectos relevantes da metodologia de analise de
abundancia bacteriana em amostras de sedimento. Com este propdsito uma ampla
bibliografia foi consultada e o aspecto histérico do estudo dos microrganismos em
sedimentos marinhos foi avaliado. Além da revisdo bibliografica a que se prop6s o
capitulo, foram abordados os principios, métodos e problemas da andlise de abundancia
bacteriana em sedimentos marinhos. J& no capitulo 2 foram descritos o0s testes
metodoldgicos realizados com a finalidade de otimizar o procedimento de analise de
abundancia nas amostras de sedimento. Foram comparados dois métodos de separacdo e
os métodos foram avaliados quanto & eficiéncia de separacdo, expressa pela abundancia
bacteriana nas amostras testadas. Esta etapa de verificagdo metodoldgica foi de grande
importancia, pois garantiu a confiabilidade dos dados de abundancia das amostras da
Bacia de Campos, analisadas posteriormente aos testes. As discussdes apresentadas
neste capitulo representam uma grande contribuicdo para as pesquisas de ecologia
microbiana em sedimentos, em funcdo de apresentar uma otimizacdo dos protocolos
existentes para a extracdo de células procaridticas deste tipo de matriz.

Finalizando o presente estudo, foi analisada, no capitulo 3, a distribuicdo das
bactérias nos sedimentos da Bacia de Campos. Além disso, procurou-se correlacionar a
distribuicdo com as caracteristicas ambientais e com os pardmetros abioticos analisados
nestes sedimentos. Neste capitulo foram descritos os procedimentos de coleta e analise e
foram discutidos, a luz da literatura, os resultados de abundancia bacteriana obtidos nas
amostras coletadas. Este trabalho faz parte do projeto de Caracterizacdo Ambiental do
Oceano Profundo da Bacia de Campos (OCEANPROF), sendo o primeiro estudo a
fornecer dados de abundancia bacteriana na Bacia de Campos. O projeto OCEANPROF
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é um projeto interdisciplinar, que envolveu pesquisadores da UFRJ, UERJ, PUC,
UENF, USP e INPE, financiado pelo CENPES-PETROBRAS. Fizeram parte deste
projeto quatro operagGes ou campanhas: operacdo Roncador, realizada em outubro de
2001, operacdo ALBACAR, em maio de 2002, operacdo OCEANPROF I, em
novembro de 2002, e operagdo OCEANPROF 11, em junho de 2003. No presente estudo
foram apresentados apenas os dados obtidos nas operacbes OCEANPROF 1| e
OCEANPROF 1.



Capitulo 1



2. ESTADO DA ARTE

2.1. AS PESQUISAS EM OCEANO PROFUNDO

Mais de 97% da agua na biosfera se encontra nos oceanos, que cobrem a maior
parte da superficie da Terra. Cerca de 70% da superficie da Terra € marinha (PARKES
et al., 1994) e aproximadamente 65% corresponde a areas com profundidade acima de
200m (GAGE & TYLER, 1991). As regifes oceanicas podem ser divididas com base
nas principais feicbes fisiograficas em plataforma continental, talude continental e
planicie abissal. A regido de plataforma apresenta um declive suave até profundidades
de cerca de 200 m e é continuada pelo talude continental, que apresenta declive
acentuado até cerca de 4 km de profundidade, onde encontra a planicie abissal. As
planicies abissais sdo regides relativamente planas, apresentam profundidades de 4.6 km
e cobrem extensas areas do fundo oceénico (GAGE & TYLER, 1991). Em alguns locais
apresentam elevacdes gigantescas que podem formar cordilheiras ou atingir a superficie
e formar ilhas, como as ilhas de Trindade e o Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo,
localizados no Oceano Atlantico Sudoeste. Nestas planicies, podem ainda surgir
depressdes que apresentam grande profundidade, denominadas fossas (NYBAKKEN &
BERTINESS, 2004), cujo méaximo é o local conhecido como Challenger Deep, a cerca
de 10.900 m de profundidade, na Fossa das Marianas (GOODAY, et al., 2010).

Compreendendo a maior parte das areas ocednicas, a regido profunda dos
oceanos tem inicio na quebra da plataforma, a cerca de 200 m de profundidade
(THISTLE, 2003). Os sedimentos de regibes profundas ainda sdo minimamente
conhecidos e explorados devido a dificuldade de amostragem e observagéo in situ de
areas tdo remotas (NYBAKKEN & BERTINESS, 2004). O advento dos submersiveis e
dos veiculos de operagdo remota (ROVs) tornou possivel a observacdo direta da regido
profunda dos oceanos. Alguns destes veiculos podem realizar medidas fisicas e
batimétricas, coleta de amostras, manipulacdes de ferramentas, entre outras atividades.
Entretanto, uma proporcao relativamente pequena da regido oceénica tem sido visitada
por estes veiculos devido ao seu elevado custo e quantidade reduzida em todo o mundo.
O método mais comumente utilizado nos estudos de mar profundo consiste na coleta de
amostras de sedimento utilizando amostradores de fundo néo consolidado. Entre estes,
0s mais utilizados estdo box corers e multi-corers (exemplo de utilizacdo destes
equipamentos — BOETIUS et al., 1996, WIT et al., 1997, DANOVARO et al., 1998,
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QUERIC et al., 2004, RAGHUKUMAR et al., 2006). Estes equipamentos coletam a
camada superior do fundo oceénico (usualmente 0-20 cm) e trazem a superficie uma
fatia do sedimento superficial com seus organismos associados e idealmente com uma
pequena quantidade de dgua sobrejacente.

Além da amostragem superficial, é possivel recuperar sedimentos localizados
muitos metros abaixo do assoalho oceanico, conforme realizado por PARKES et al.,
(1994) e ROUSSEL et al. (2008), que apresentaram resultados de amostras coletadas a
842 m e 1626 m abaixo dos sedimentos de superficie, respectivamente.
Particularmente, para o proposito de coleta em subsuperficie sdo utilizados
equipamentos e navios de sondagem e perfuracdo. Segundo SCHIERMEIER (2009),
desde que se iniciou a pesquisa do fundo oceénico abaixo do assoalho marinho, na
década de 1960, operacdes de perfuracdo oceénica (ocean drilling) disponibilizaram,
para pesquisa, sedimentos e nlcleos de rocha extraidos do fundo do mar que forneceram
valiosas informagdes, desde a formacdo das placas tectdnicas até a histdria do clima da
Terra. Entretanto, parece ser consensual que ainda ha muito a ser descoberto. Ao longo
da histéria da pesquisa em oceano profundo, diversos trabalhos foram realizados a partir
de programas de perfuracdo oceanica, etapa fundamental que precede a exploracdo e
producdo de petroleo e derivados (PARKES et al., 1994 e 2000; WELLSBURY et al.,
1997 e 2002; D'HONDT et al., 2002; SCHIPPERS et al., 2005; SCHIPPERS &
NERETIN, 2006; LIPP et al., 2008).

O presente trabalho objetiva uma revisdo sobre a ecologia microbiana nos
sedimentos marinhos, no contexto do conhecimento e compreensdo dos processos
biolégicos nos ecossistemas de mar profundo, ressaltando os aspectos ja bem definidos
e discutindo topicos ainda ndo consolidados na literatura. Foram abordados parametros
comumente utilizados em estudos ambientais, tais como abundancia, biomassa e
atividade microbiana, com énfase especial na analise de abundancia bacteriana em
amostras de sedimentos.

Os sedimentos marinhos superficiais se configuram como importante matriz
bioldgica e tém grande importéncia na ecologia do sistema de mar profundo. Processos
que ocorrem neste compartimento, como a degradagdo de matéria orgénica, afetam
profundamente, ao longo do tempo geoldgico, a composi¢do quimica do oceano e da
atmosfera. As bactérias de sedimentos profundos constituem a maior fracdo global das
bactérias bentdnicas totais e desempenham um importante papel na maior parte dos
ciclos biogeoquimicos (TURLEY & DIXON, 2002). O ciclo global do carbono €, sem
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davida, o mais afetado pela acdo dos microrganismos (REX et al., 2006), que também
influenciam os ciclos do fosforo, nitrogénio e enxofre. A decomposicdo de matéria
orgénica provavelmente resulta na formagdo de um complexo himus marinho e na
liberacdo de compostos de fosfato, sulfato ou sulfeto e de nitrogénio (ZOBELL &
MORITA, 1959). E importante destacar que os sedimentos marinhos s3o extremamente
dindmicos e interagem constantemente com a coluna d’agua sobrejacente.

Os sedimentos de regides profundas, distantes do continente, recebem a maior
parte da matéria organica que possuem das aguas rasas sobrejacentes (ROWE &
DEMING, 1985; REX et al., 2006), onde ocorre intensa atividade fotossintética. Esta
matéria organica alcanga 0 mar profundo como uma chuva lenta de detritos organicos
particulados ou como particulas um pouco maiores, tais como pelotas fecais, material
esquelético exterior descartado por crustaceos, ou carcagas. Embora o fluxo ocorra em
niveis extremamente baixos, devido ao consumo e a degradacdo microbiana sofrida
pelas particulas orgénicas durante o trajeto entre a superficie e o assoalho oceénico, a
guantidade que chega ao fundo ainda pode suportar toda a vida existente ali (ROWE &
DEMING, 1985; GAGE, 2003). Nos sedimentos de superficie, 0 material organico que
chega é primariamente utilizado pelas bactérias, onde o termo “bactérias” se refere a
celulas procaridticas detectaveis por corantes especificos de DNA (DEMING &
CARPENTER, 2008), que utilizam detritos organicos para producdo de biomassa e
respiracdo (DANOVARO et al., 2008). As bactérias transformam o material refratario
em formas mais labeis antes da sua utilizagdo pelos depositivoros. O material orgénico
ndo assimilado rapidamente pela fauna depositivora na interface &gua-sedimento se
torna substrato que sera colonizado pelas bactérias do sedimento. Deste modo ocorre o
aumento do valor nutricional da matéria organica refrataria devido a sua conversdo em
biomassa bacteriana, ou pelo processo de degradacdo do detrito complexo em formas
mais simples, compostos mais facilmente assimilaveis. Em ambos os casos, as bactérias
regulam este recurso alimentar para os depositivoros de acordo com a sua taxa de
transformagdo (RICHARDSON & YOUNG, 1987).

Devido & sua importancia e complexidade, os sedimentos marinhos e sua
microbiota associada tém sido objeto de inimeros estudos ao longo dos ultimos anos.
Estes estudos aumentaram consideravelmente nas Gltimas duas décadas, segundo dados
da base de artigos Web of Science® (Figura 1). Numa combinacdo dos termos
“bacteria”, “sediment” e “ocean”, foram listados 380 trabalhos publicados entre os anos
de 1976 e setembro de 2009, dos quais 379 estdo entre os anos de 1990 e 2009. A
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tendéncia de aumento no nimero de trabalhos abordando as bactérias de sedimentos
ocednicos pode ser observada pelas médias de publicacdes na década de 1990, que é de
12 artigos por ano, enquanto no periodo compreendido entre 2000 e 2009 a média anual
é maior que o dobro da década anterior, 26 artigos.

Artigos publicados entre 1990 e 2009
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Figura 1. Numero de artigos publicados entre 1990 e setembro de 2009
presentes na base de dados da Web of Science. A busca utilizou a combinagéo
das palavras-chave “bacteria”, “sediment” e “ocean”.

Apesar da grande quantidade de trabalhos publicados recentemente sobre
amostras de sedimento oceénico, o estudo da microbiota de sedimentos marinhos, bem
como as expedicOes de pesquisa em aguas profundas, tem mais de meio século de
historia. ZOBELL & MORITA (1959) publicaram observacdes realizadas na Expedigdo
Galathea em 1951 e demonstraram pela primeira vez a ocorréncia de bactérias vivas em
algumas das partes mais profundas do oceano (Fossa das Filipinas — 10 km de
profundidade). Antes desta data, 5.942 m era a maior profundidade em que haviam sido
encontradas bactérias (ZOBELL & MORITA, 1959). Muitos microbiologistas
questionaram se as bactérias poderiam existir nestes abismos oceanicos, no entanto, 0s
autores comprovaram que as bactérias encontradas eram de fato originarias dos
sedimentos profundos coletados mostrando que estas bactérias tinham habilidade para
crescer em um meio com nutrientes a pressdes hidrostaticas que eram aproximadamente
isobaricas com a profundidade da qual elas foram retiradas (10 km). ZOBELL &
MORITA (1959) referenciaram diversas publicacfes das décadas de 1930 e 1940,

sugerindo relativa frequéncia na realizacdo de pesquisas oceanogréficas na época.



Claude ZoBell, considerado o pai da microbiologia marinha, teve um papel fundamental
no estudo da dindmica microbiana, sendo seus artigos citados até os dias atuais em
trabalhos publicados por diversos autores (p. ex. JANNASCH & JONES, 1959; PAUL
& MORITA, 1971; WATSON et al., 1977, MEYER-REIL et al., 1978; DEMING &
COLWELL, 1982; DEFLAUN & MAYER, 1983; ROWE & DEMING, 1985;
BOETIUS et al., 1996; MASCARELLI, 2009).



2.2. ECOLOGIA MICROBIANA NOS SEDIMENTOS MARINHOS PROFUNDQOS

Sedimentos profundos sdo geralmente ambientes com limitagdo de recursos
organicos, cuja disponibilidade afeta a abundancia e a distribuicdo dos organismos
bentdnicos. Estes recursos sdo provenientes da zona fotica ou trazidos por movimentos
de massas d’agua, atingindo, por fim, a superficie do sedimento (DANOVARO et al.,
1999; GAGE, 2003; REX et al., 2006). Este panorama difere da realidade de ambientes
marinhos costeiros, rios e lagos, onde a entrada de material organico al6ctone fornece
substratos orgénicos adicionais, possibilitando maior produtividade nestes ecossistemas
(BOTT & KAPLAN, 1990). Excecfes ao modelo oceanico sé&o o0s locais
quimiossintéticos, tais como as fontes hidrotermais e exsudagfes frias (cold seeps)
(REX etal. 2006). Considerados verdadeiros ‘0&sis’ estes ambientes abrigam
concentragdes de biomassa muitas ordens de grandeza acima da normalmente observada
para regides profundas (GAGE & TYLER, 1991). Em escalas locais, o fluxo de carbono
ao fundo oceanico e sua utilizacdo pelos organismos bentdnicos podem ser estimados
diretamente por meio da implantagdo de armadilhas de sedimentos (sediment traps) e
pela determinacdo do consumo de oxigénio pela comunidade do sedimento (SMITH et
al., 2001). Atualmente, existem poucas medidas deste tipo para fornecer uma
quantificacdo razoavel da disponibilidade de alimento em grandes escalas geograficas,
medidas estas essenciais para a compreensdo do ciclo global do carbono (REX et al.,
2006).

A atividade microbiana nos sedimentos de bacias oceanicas profundas € restrita
em muitos sentidos. Limitacdo de recursos alimentares, baixas temperaturas e alta
pressdo hidrostatica levam a baixas densidades populacionais e lentas taxas de
renovacdo de nutrientes, exigindo estratégias fisiologicas especificas para sobrevivéncia
e crescimento sob tais condi¢fes (BOLLIGER et al., 1991). Mesmo assim, o perfil de
distribuicdo em funcdo da profundidade das celulas bacterianas em divisdo e ja
divididas é equivalente a uma porcentagem constante (= 4,8%) da populacdo total
(PARKES et al., 1994). A presenca de células em divisdo indica que uma proporg¢éo da
populacdo bacteriana total é ativa e viavel, visto que o nimero de células em divisao se
correlacionou com a medida independente de produtividade bacteriana (baseada na
incorporacdo de H3-timidina) em sedimentos profundos. Tal correlagdo, associado a

presenca de bactérias cultiviveis, ao rapido crescimento de bactérias em meios de
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enriquecimento e a presenca de DNA de alto peso molecular, indicativo de bactérias
intactas, sustentam as conclusdes de PARKES et al., (1994).

Embora ndo haja duvidas de que existem bactérias no mar profundo e que
alguma proporgdo delas pode metabolizar e crescer in situ (LOCHTE & TURLEY,
1988), embora sob extrema limitacdo no suprimento de energia organica, a origem das
bactérias de mar profundo foi ha algumas décadas uma questéo divergente na literatura.
WIRSEN & JANNASCH (1975) defendiam que a maioria das bactérias presentes no
sedimento e na agua de mar profundo era originada em aguas mais rasas, visto que sua
resposta ao aumento da pressdo hidrostatica era similar a das bactérias de aguas rasas.
Por exemplo, pressdes de 200 a 500 atmosferas reduziam taxas metabolicas bacterianas
a algumas ordens de grandeza abaixo da que ocorria em pressdo atmosférica normal.
Entretanto, segundo ROWE & DEMING (1985), existiria a predominancia de
microrganismos que exibem barotolerdncia ou ainda taxas metabdlicas que sdo
melhores sob pressfes extremas do que a pressdes atmosféricas. Nos dias atuais
considera-se a existéncia de uma microbiota barofilica distinta, que rapidamente
degrada as particulas que chegam ao sedimento, convivendo com uma fragdo
desconhecida de bactérias originadas em aguas superficiais que sdo transportadas ao
fundo do mar junto com fitodetritos que precipitam ao longo da coluna d’agua (GAGE,
2003; REX et al., 2006). No sedimento profundo estas bactérias oriundas da superficie
apresentam taxas metabdlicas reduzidas quando comparadas a microbiota tipica de
profundidade (GAGE, 2003).

Historicamente, a abundancia de vida sobre o fundo do mar foi imaginada como
sendo uma funcdo da concentragdo de matéria organica nos sedimentos. Entretanto, isto
ndo tem sido demonstrado para as bactérias em sedimentos profundos. Em tese, a
quantidade de matéria organica presente no sedimento deveria fornecer uma
aproximacdo razodvel da quantidade de substrato potencial aos microrganismos
depositivoros. Porém, quando se relaciona o nimero de organismos por m? com o
carbono orgéanico presente no sedimento ndo é observado nenhum padrdo consistente
(ROWE et al., 1991). A matéria organica em sedimentos de mar profundo é mais dificil
de ser oxidada que aquela de sedimentos de &guas rasas. Isto levou a nogdo atualmente
aceita de que a matéria organica em sedimentos de mar profundo é altamente refrataria e
ndo esta facilmente disponivel aos organismos (ROWE et al., 1991). Desta forma, a
distribuicdo dos microrganismos no sedimento parece estar mais associada ao fluxo de

carbono orgéanico ao sedimento e, consequentemente, a quantidade de material organico
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recém sedimentado, que & concentracdo de carbono organico total presente no
sedimento (ROWE et al., 2008). Segundo DANOVARO & SERRESI (2000), a
regulacdo da populacdo bacteriana de sedimentos profundos poderia ocorrer por
mecanismos do tipo bottom-up (pelo fluxo de carbono organico da camada f6tica e pela
disponibilidade da matéria organica) e/ou top-down (pelo consumo das células
bacterianas por nanoflagelados, por exemplo, e possivelmente por infeccao viral).

Atualmente os virus sdo considerados importantes componentes de comunidades
microbianas aquaticas (COLOMBET et al., 2007; BRUSSAARD et al., 2008;
AUGUET et al., 2009) e seu papel na ecologia de sedimentos marinhos passou a ser
estudado amplamente a partir de 1990 (PAUL et al., 1993; MARANGER & BIRD
1996; DRAKE et al., 1998). Contagens diretas indicam que esta é a forma de vida mais
abundante nos oceanos (PAUL et al., 1993; DANOVARO et al., 2008), superando — em
2 a 5 vezes — a abundéncia de bactérias nos sedimentos (DANOVARO & SERRESI,
2000). Os virus podem ser responsaveis por cerca de 10 a 30% da mortalidade
bacteriana nos ecossistemas aquaticos, podendo chegar, em alguns casos, até 72%. Este
processo tem efeito cascata sobre a ciclagem biogeoquimica da matéria organica nos
ambientes marinhos devido a capacidade dos virus em infectar as bactérias. Este
processo € reconhecido como um dos mecanismos mais relevantes de liberacdo de
matéria orgénica dissolvida, interferindo na reciclagem dos nutrientes e nas vias de
utilizacdo de carbono orgénico pelas bactérias (DANOVARO & SERRESI, 2000) e
demais organismos do sedimento.

Além dos virus, os consumidores diretos das bactérias sdo responsaveis pelo
controle da abundancia bacteriana observada nos sedimentos marinhos. Deste modo, a
populacdo é somente uma expressao do balanco dindmico entre a taxa de reproducgéo e a
taxa de morte ou consumo. ObservacGes em laboratério realizadas por ZOBELL &
MORITA (1959) indicaram que bactérias de mar profundo reproduzem (por fissdo
transversal) uma vez a cada 2 a 20 horas em meio nutriente incubado a 1000 atm e 3°C;
esta taxa deve ser um pouco mais lenta na agua do mar ou nos sedimentos profundos,
aos quais nenhuma fonte de carbono tenha sido adicionada. Além disso, estas bactérias
podem estar dormentes in situ, mas na interface agua-sedimento é muito provavel que
elas estejam em processo de reproducao.

A geracdo bacteriana constante pode contribuir substancialmente para a nutricdo
de animais bentonicos (BOTT & KAPLAN, 1990). As bactérias consistem em sua

maior parte de proteinas e lipidios facilmente digeriveis. Muitas sdo ricas em vitaminas
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e outros fatores de crescimento acessorios que podem ser benéficos a fauna benténica
distantes de produtos de atividade fotossintética (ZOBELL & MORITA, 1959). No
estudo da microbiota de mar profundo ndo se pode negligenciar a interacdo da mesma
com grupos de organismos de diferentes tamanhos presentes no sedimento (microfauna,
meiofauna, macrofauna e megafauna). Alguns autores ressaltaram a importancia da
meiofauna como uma ligagdo entre as bactérias e a macrofauna (ROWE et al., 1991).
Nematdides, foraminiferos e copépodos sdo considerados 0s principais representantes
da meiofauna (HERRING, 2002; LESEN, 2005; PASCAL et al., 2008; ROWE et al.,
2008). A composicdo da macrofauna pode variar consideravelmente com a
profundidade, entretanto, segundo alguns autores (GAGE & TYLER, 1991; HERRING,
2002), este grupo de organismos é dominado, principalmente, por poliquetas e
crustaceos peracaridos. A microfauna do sedimento também esta envolvida com o
controle da abundancia bacteriana. Esta classe de tamanho inclui protozoarios ciliados e
flagelados (WIELTSCHNIG et al., 2008; PASCAL et al., 2009) que sdo conhecidos por
contribuir consideravelmente para a regulacdo da populagdo bacteriana. Entre os
membros dominantes de muitas comunidades bentdnicas profundas podemos ressaltar
as holotdrias depositivoras, representantes da megafauna, que consomem o material
depositado no fundo oceanico de modo intermitente, misturando e revirando o
sedimento (DEMING & COLWELL, 1982; HERRING, 2002).

Além de oxidarem a maioria dos tipos de matéria organica com o consumo de
oxigénio e contribuirem para a nutricdo da fauna benténica, as bactérias podem afetar a
composicdo quimica ndo-conservativa do fundo oceénico a partir de diferentes
metabolismos (ZOBELL & MORITA, 1959). Bactérias amonificantes liberam aménia
de substancias nitrogenadas e bactérias nitrificantes podem oxidar a aménia a nitrito e
nitrato. Na auséncia de oxigénio livre, bactérias redutoras de sulfato podem produzir
sulfeto de hidrogénio, que, se difundido nas aguas oxigenadas, pode ser oxidado com a
formacdo de sulfato ou enxofre (ZOBELL & MORITA, 1959). O suprimento de
oxigénio aos sedimentos de superficie permite a mineralizacdo aerdbica continuada da
matéria organica nos primeiros 10 cm do fundo oceénico. Como o oxigénio é esgotado
em estratos profundos, 0s processos que empregam outros aceptores de elétrons, tais
como NO3’, {Mnox}, {Feox} e SO4*, tornam-se dominantes desde que ainda existam
substratos oxidaveis disponiveis nestas profundidades (BOLLIGER et al., 1991). A
disponibilidade de oxigénio no sedimento depende, entre outros fatores, da penetracéo
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de oxigénio, que pode variar de milimetros até cerca de 10 cm (CAl & SAYLES, 1996;
MOURET et al., 2009).

Com respeito a utilizacdo do carbono orgénico que alcanca o fundo do mar por
parte dos microrganismos, a maior parte deste material é degradada na camada superior,
até cerca de 8 cm de profundidade (BOLLIGER et al., 1991). Esta também é a
profundidade na qual se encontra 85% da biomassa bacteriana total viavel presente nos
primeiros 20 cm do sedimento (ROWE & DEMING, 1985). Do input total de carbono
organico, apenas 6,5% sdo enterrados abaixo da camada de mistura do sedimento, dos
outros 93% utilizados, 90% sdo consumidos pelos organismos na interface
aguasedimento, e apenas 10% abaixo dela. Dos 93% de carbono consumido pela biota,
pelo menos 90% séo convertidos a CO, (ROWE E DEMING, 1985). De acordo com
estes autores, a pequena quantidade de producdo secundaria que ocorre, caso 0 sistema
esteja em estado de equilibrio, deve ser exportada por mecanismos envolvidos na
predacdo por organismos peldgicos, perda de ovos ou juvenis planctonicos ou
migracdes ontogenéticas.

Grande homogeneidade na distribuicdo da materia organica foi descrita a partir
de 15 cm de profundidade de sedimentos abissais do Atlantico Norte (ROWE &
DEMING, 1985). Segundo estes autores, a falta de um gradiente de carbono organico de
qualquer significado abaixo dos 15 primeiros centimetros implicaria que a
remineralizacdo em maiores profundidades tenha cessado. Esta opinido contrasta com
os resultados de PARKES et al. (1994), que encontraram bactérias viaveis a mais de
500 m abaixo do sedimento de superficie e consideraram esta presenca como uma
indicagdo de que a matéria organica sedimentar, incluindo fosseis moleculares, deve ser
submetida a continuas modificagdes bacterianas mesmo apds a sedimentacdo. Porém
deve ser considerado que as taxas metabdlicas nestas profundidades sdo menores que as
observadas nos sedimentos de superficie (PARKES et al., 1994)

Estudos de biomassa disponivel (standing stock) nos sedimentos marinhos
representam uma consequéncia de médio prazo do input de energia que esta
positivamente correlacionado com o fluxo de carbono orgénico particulado (ROWE
et al., 1991; DANOVARO et al., 1999). Tais estudos tém sido realizados ao longo das
Gltimas décadas em escalas locais e regionais (ROWE & DEMING, 1985;
RICHARDSON & YOUNG, 1987; ROWE et al., 1991). REX et al. (2006) realizaram
pela primeira vez um estudo de biomassa disponivel em escala global, a partir da sintese
de dados sobre abundancia e biomassa das quatro maiores classes de tamanho de
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organismos bent6nicos (bactéria, meiofauna, macrofauna e megafauna) identificados em
estudos realizados em todo o mundo. A partir de uma analise de covariancia entre 0s
grupos de organismos, foram observadas fortes e consistentes mudangas na biomassa
disponivel e no tamanho corporal médio, relacionadas a profundidade. Enquanto a
abundéncia dos trés grupos de animais diminui significativamente com o aumento da
coluna d’&gua, a densidade bacteriana permanece relativamente constante. Entre os
grupos de animais, a macrofauna diminui mais rapidamente com a profundidade que a
meiofauna. Em outras palavras, com o aumento da profundidade, a comunidade se torna
mais dominada por organismos menores (REX et al., 2006). A revisdo do papel relativo
dos pequenos organismos sugere que as bactérias e a meiofauna dominam onde existem
fluxos de matéria organica extremamente baixos. A dominancia de grupos de tamanho
maior ocorre em aguas rasas e em areas de mar profundo com elevados fluxos de
matéria organica labil (RICHARDSON & YOUNG 1987).

A analise em escala global realizada por REX et al. (2006) foi composta, em sua
maior parte, por amostras realizadas no Atlantico e areas adjacentes. Os autores
atribuem este fato a proximidade destas areas com instituicdes oceanograficas
americanas e européias estabelecidas ha muitos anos. O Atlantico Sul ocidental e grande
parte do Oceano Indo-Pacifico, particularmente o Hemisfério Sul, sdo atualmente
subrepresentados no que se refere a medidas de biomassa disponivel — a maioria destas
regibes permanece inexplorada. E imprescindivel, portanto, que grupos de pesquisas
locais e regionais destas areas carentes em estimativas de fluxo de carbono ao
sedimento e medidas de biomassa disponivel nos sedimentos profundos realizem
pesquisas que contribuam para o avanco do conhecimento e para um maior

entendimento do ciclo global do carbono.
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2.3. PARAMETROS MICROBIANOS COMUMENTE ANALISADOS NOS
SEDIMENTOS

2.3.1. Atividade Microbiana

A avaliacdo da atividade metabolica microbiana indica, em termos gerais, a taxa
de processamento e mineralizagdo da matéria organica. Na interface agua-sedimento,
tais processos dependem, por um lado, da intensidade e da composicdo do suprimento
organico, e de outro, das condi¢cbes ambientais, tais como temperatura, natureza e
disponibilidade dos oxidantes, tipo de sedimento e bioturbagdo (RELEXANS et al.,
1996). Acredita-se que a atividade in situ das bactérias de mar profundo é
provavelmente limitada pelo contetdo de carbono na agua do mar e no sedimento e ndo
pela elevada pressdo hidrostatica ou baixa temperatura (ZOBELL & MORITA, 1959).

A atividade microbiana pode ser estimada a partir da incorporagdo de carbono
ou producdo bacteriana, da respiracdo e do consumo de oxigénio. Os métodos
comumente utilizados para avaliar a producdo bacteriana em amostras de sedimento s&o
baseados na incorporacdo de aminoécidos marcados com **C, conforme utilizado por
SCHWARZ & COLWELL (1975), WIRSEN & JANNASCH (1975), DEMING &
COLWELL (1982), TABOR et al. (1982), RELEXANS et al. (1996) e DEMING &
CARPENTER (2008). Outros autores (WIT et al., 1997; BOETIUS et al., 2000;
DIXON & TURLEY, 2000; MANINI et al., 2004; DEMING & CARPENTER, 2008;
TAMMERT et al., 2008) empregaram aminoacidos marcados com 3H e a partir dos
resultados de incorporacdo destes compostos estimaram a produgdo bacteriana. A
respiracdo bacteriana em termos de *CO; pode ser estimada apés a incubacdo da
amostra com '*C-aminoécidos. Esta abordagem foi aplicada por diversos autores
(SCHWARZ & COLWELL, 1975, TABOR et al., 1982; RELEXANS et al., 1996;
BOETIUS et al.,, 2000; DEMING & CARPENTER, 2008). Dados de consumo de
oxigénio também fornecem uma importante estimativa da taxa de mineralizacdo da
matéria organica (RELEXANS et al., 1996; WIT et al., 1997), entretanto, € usualmente
dificil determinar se as taxas de consumo de O, fornecem uma medida exclusiva da
oxidacdo do carbono pelos microrganismos ou se incluem a oxidagdo de sulfeto, ferro e
manganés ou ainda o consumo por parte de outros organismos presentes no sedimento
(BLACKBURN, 1987).
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O processo de incorporacdo de aminoacidos radioativos deve ser realizado,
idealmente, simulando-se as condicdes in situ de temperatura e presséo. DEMING &
CARPENTER (2008) observaram que quando incubados a pressfes semelhantes a
pressdo in situ, microrganismos de sedimento localizadas abaixo de 2.700 m
apresentavam taxas de atividade muito préximas ou maiores que quando incubados a
pressdo atmosférica, indicando a existéncia de comunidades bem adaptadas a pressdo. O
mesmo foi observado por TAMBURINI et al. (2002, 2009) que demonstraram
estimativas de producdo bacteriana de amostras profundas, incubadas a presséo
atmosférica, bastante reduzidas em relagdo a amostras mantidas a pressao in situ.

Alguns autores reportaram que apenas uma reduzida propor¢do dos
microrganismos presentes nos ecossistemas aquaticos exibe atividade metabolica
significativa (DEL GIORGIO & BOUVIER, 2002; SMITH & DEL GIORGIO, 2003).
A fracdo relativamente baixa de bactérias metabolicamente ativas, considerando-se o
ndmero total de microrganismos presentes, levou a idéia de que uma proporcao
significativa de células individuais ndo estd comprometida ativamente na atividade
microbiana e no metabolismo no nivel de comunidade (TAMMERT et al., 2008). De
acordo com estes autores, a importancia da analise de atividade microbiana em relacéo a
outros parametros comumente analisados em amostras ambientais é sustentada pelo fato
de que a estimativa de abundancia bem como a biomassa bacteriana total consiste de
individuos com uma ampla variedade de atividades metabdlicas, incluindo células
mortas ou inativas. Entretanto, a propor¢do de células quantificada pela analise de
abundancia que ndo esta contribuindo efetivamente para o metabolismo microbiano
pode ser utilizada como fonte de matéria organica no sedimento, contribuindo deste
modo para a nutricdo da fauna bentbnica. Por esta razdo, a avaliagdo da atividade
metabolica deve ser realizada em conjunto com a analise de outros parametros

biolégicos como a abundéancia e a biomassa.

2.3.2. Biomassa

A biomassa bacteriana € uma das informacbes fundamentais ao estudo da
ecologia microbiana (MAEDA et al., 1983). Este parametro € normalmente definido
como contetdo de carbono celular que esta associado a bactérias intactas, sem fazer
referéncia a viabilidade ou atividade metabdlica das células em questdo. A significancia
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dos dados de biomassa esté relacionada a distribuicdo da matéria organica viva nos
oceanos (HOLM-HANSEN & BOOTH, 1966). Segundo ROWE E DEMING (1985), a
estimativa da biomassa bacteriana total em termos de carbono por metro quadrado € Gtil
para comparacdo com os fluxos de carbono e outras medidas de estoque vivo.

Para a determinacdo da biomassa pode-se fazer o uso de técnicas diretas e
indiretas. Como exemplo de determinacdo indireta, pode-se destacar o método da
adenosina 5’-trifosfato (HOLM-HANSEN & BOOTH, 1966; STOECK et al., 2000;
NAKAMURA & TAKAYA, 2003) e o método do lipopolisacarideo (WATSON et al.,
1977; MAEDA et al., 1983; LA FERLA et al., 2004). Os métodos diretos consistem
basicamente na enumeracdo das células bacterianas, seguida ou ndo da mensuracdo do
volume celular. Os nUmeros e/ou volumes das células sdo entdo convertidos em
biomassa de carbono por meio de fatores de conversao ja publicados ou criados a partir
de um determinado conjunto de amostras para um dado ambiente, existindo diferentes

opcoes de fatores na literatura (ver Tabela I).

Tabela I. Principais fatores de conversdo de abundancia bacteriana e volume celular
em biomassa de carbono.

Referéncia Amostra Fator
ZoBell & Morita 1959 Sedimento 200 fg C.célula™
Williams & Carlucci 1976 Agua 10 fg C.célula™
Ferguson & Rublee 1976 Agua 87 fg C.um*/ 8 fg C.célula™
Watson et al. 1977 Agua 121 fg C.um®/ 11 a 34 fg C.célula™
Robinson et al. 1982 Agua 200 fg C.célula™
Bratbak & Dundas 1984 Agua 220 fg C.um*
Bratbak 1985 Agua 560 fg C.um®/ 110 a 310 fg C.célula™
Nagata 1986 Agua 106 fg C.um’®
Lee & Fuhrman 1987 Agua 380 fg C.um™/ 20 fg C.célula™
Fry 1990 Sedimento 310 fg C.um™
Bgrsheim et al. 1990 Agua 300 fg C.um™ / 25 fg C.célula™
Bjornsen & Kuparinen 1991  Agua 400 fg C.um™/ 48 fg C.célula™
Zubkov et al. 1998 Agua 19 fg C.célula™

(fg) fentograma = 10™ g

A ampla faixa de valores observada para os fatores de converséo descritos na
Tabela 1 (87 a 560 fg C.um™) pode estar associada & metodologia utilizada na obtencao
do fator, a presenca de carbono no material extracelular coletado junto com as células e
aos diferentes tipos de célula presentes nas amostras (ROBINSON et al., 1982,
BRATBAK, 1985; BARSHEIM et al., 1990). Especificamente em relagéo a fatores que

consideram o volume celular, a obten¢do do volume é uma etapa critica do processo
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uma vez que diversas aplicacdes podem ser utilizadas para esta finalidade (microscopia
de epifluorescéncia, microscopia eletronica de varredura, microscopia eletrénica de
transmissdo e analisadores eletrdnicos de particulas) (BRATBAK, 1985). Ainda de
acordo com Bratbak (1985), as células presentes na amostra podem apresentar
diferentes estados fisiologicos e o processo de fixacdo das amostras pode causar
encolhimento das células, variando assim seu volume.

No célculo da biomassa bacteriana com utilizacdo de fatores de conversao
previamente estabelecidos na literatura se faz necessario considerar o tipo de amostra
em questéo, a faixa de profundidade de origem das amostras e obter informacdes sobre
0s tipos celulares presentes. A biomassa de sedimentos rasos pode ser subestimada
qguando calculada a partir da converséo direta da abundéncia bacteriana (DEMING &
CARPENTER, 2008), j& que sedimentos rasos tém maior diversidade de tamanhos
celulares quando comparados a sedimentos profundos. Sendo assim, o célculo da
biomassa diretamente da abundancia (sem informacdo do tamanho celular) pode ser
adequada somente para estimar biomassa bacteriana em sedimentos abissais que
geralmente contém células menores.

Uma boa alternativa seria a medicdo do volume celular e a identificagdo dos
diferentes tipos de células em amostras de sedimentos, independente da profundidade
em que foram coletadas (DANOVARO et al., 1998). Apo6s a andlise dos tamanhos
celulares e o célculo do biovolume, pode-se utilizar fatores especificos para as
respectivas classes de tamanho de bactérias (como descrito por WATSON et al., 1977),
possibilitando assim que a biomassa calculada, obtida a partir do biovolume, seja a mais
préxima possivel da biomassa real do ambiente estudado.

2.3.3. Abundancia

O estudo dos microrganismos em amostras naturais envolve a enumeragdo como
um indice geral de atividade e como uma medida de biomassa (JANNASCH & JONES,
1959). De acordo com WATSON et al. (1977), o fracasso em demonstrar populacoes
bacterianas significativas no oceano pode ser atribuido primariamente & inadequagao
das técnicas empregadas na analise de abundancia. Nenhum grupo de organismos
marinhos tem recebido tanta atencdo quanto 0s procariotos, o que tem trazido
incontestaveis avancos em ecologia microbiana (EPSTEIN & ROSSEL, 1995). Apesar
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disso, algumas caracteristicas fundamentais do dominio das populagdes bacterianas séo
ainda dificeis de avaliar adequadamente, a exemplo da abundancia de bactérias nos
sedimentos.

Bactérias em sedimentos marinhos em todo o mundo influenciam os ciclos
biogeoquimicos elementares nos oceanos, as estratégias de alimentacdo da fauna
bentdnica, e 0s projetos de engenharia para biorremedia¢do de compostos toxicos in situ
(SCHMIDT et al., 1998). Considerando que a distribuicdo bacteriana € relacionada as
propriedades do sedimento (DANOVARO & FABIANO, 1995), a abundéncia
bacteriana pode ser utilizada como um forte indicativo de mudangas no fluxo de
nutrientes no fundo oceanico, resultante de variacbes sazonais e interanuais
(DANOVARO et al., 1999) e de outras mudancgas ambientais.

2.3.3.1. Preservagao das amostras para analise de abundancia bacteriana

Esta € uma das etapas mais criticas do processo de obtengdo de dados de
abundancia bacteriana. Estima-se que aproximadamente 25% das bactérias marinhas de
regides profundas morrem em 10 minutos quando aquecidas a 30°C e somente 20%
podem sobreviver por 10 minutos a 40°C. Isto ocorre porque bactérias de mar profundo
s80 mais sensiveis ao aquecimento que as populacdes de &guas rasas, portanto é
necessario cautela para que o processamento das amostras ndo seja realizado préximo
ou além do limiar de tolerdncia de temperatura de muitos microrganismos marinhos
(ZOBELL & MORITA, 1959).

Para analise de abundancia utilizando-se métodos de cultivo a amostra de
sedimento coletada deve ser processada logo apos a coleta, no entanto pode-se realizar a
preservacao por curtos periodos de tempo, refrigerando-se a amostra (GOUDA et al.,
2006). No processo de preservacdo das amostras para posterior determinacdo da
abundancia através da andlise direta (por microscopia ou citometria em fluxo), o formol
tem sido a substancia mais utilizada (JANNASCH & JONES, 1959; MEYER-REIL et
al., 1978; DEMING & COLWELL, 1982 e 1985; ROWE & DEMING, 1985; VELJI &
ALBRIGHT, 1986a e 1986b; BOTT & KAPLAN, 1990; PARKES et al., 1994,
EPSTEIN & ROSSEL, 1995; RELEXANS et al., 1996; WIT et al., 1997, DANOVARO
et al., 1998 e 2002a; SCHMIDT et al., 1998; MANINI et al., 2004; DUHAMEL &
JACQUET, 2006; RAGHUKUMAR et al., 2006; DEMING & CARPENTER, 2008). A
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fixacdo costuma ser realizada logo apds a coleta do sedimento, para garantir a qualidade
das amostras no momento da analise de abundancia, sendo comumente associado a
refrigeracdo (em torno de 4°C) ou congelamento. FURTADO & CASPER (2000)
reforcaram o papel da preservacdo das amostras e ressaltaram que a fixagdo com
paraformaldeido minimiza a perda celular no processo de sonicagdo das amostras,
durante o processo de extracdo. Isto ocorre porque fixadores a base de aldeidos formam
ligagbes cruzadas inter e intramoleculares com proteinas e consequentemente
fortalecem os componentes celulares, incluindo as paredes celulares (VELJI &
ALBRIGHT, 1986b).

Além do formol, o glutaraldeido também pode ser utilizado no processo de
preservacdo das amostras, a exemplo dos trabalhos de DIXON & TURLEY (2000),
TURLEY & DIXON (2002) e LUNAU et al. (2005). No entanto, existe na literatura
divergéncia de opinides com respeito a eficiéncia do glutaraldeido. DUHAMEL &
JACQUET (2006) ressaltaram a importancia da preservacdo das amostras publicando
contagens bacterianas de amostras fixadas com formol cerca de 33% superiores a
amostras que nao receberam qualquer tipo de fixador e até 77% a mais que amostras
preservadas com glutaraldeido. Essas conclusfes contrastam com as de LUNAU et al.
(2005), que obtiveram resultados mais satisfatérios com amostras fixadas com
glutaraldeido. Vale ressaltar que o método de extragdo utilizado por DUHAMEL &
JACQUET (2006) foi diferente do utilizado por LUNAU et al. (2005), deste modo, a
discrepancia entre os resultados pode estar relacionada com uma possivel interagdo
entre os agentes utilizados no processo de separacdo das bactérias e as solugdes de
formol e glutaraldeido utilizadas na preservagdo das amostras. O paraformaldeido seria
mais adequado & extragdo dom pirofosfato de sodio, j& o glutaraldeido forneceria
melhores resultados quando aplicado o método de extragdo com metanol. Das
substancias em questao o formol (ou paraformaldeido) parece ser o mais indicado para a
preservacdo de células bacterianas destinadas a analise de abundancia bacteriana apos
extragdo com pirofosfato.

2.3.3.2. Utilizagao de métodos de cultivo x métodos de andlise direta

Trabalhos importantes foram realizados na década de 1950 utilizando métodos
de cultivo na enumeracdo das bactérias do sedimento (ZOBELL & MORITA, 1959).
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Com o desenvolvimento do microscopio de fluorescéncia, a determinacdo da
abundancia bacteriana na agua e no sedimento tornou-se simples e mais precisa. Esta
precisdo foi importante para o entendimento da dindmica dos microrganismos e seu
papel no metabolismo dos ambientes (FURTADO & CASPER, 2000). Ha muito tempo
sabe-se que técnicas de cultivo fornecem apenas uma pequena fragdo das bactérias vivas
presentes no ambiente (WATSON et al., 1977), uma vez que nao se pode fornecer um
meio com 0S requisitos nutricionais e condigdes ambientais essenciais para o
crescimento de todas as bactérias. Além disso, grupos de bactérias que ocorrem em
aglomerados ou aderidos a particulas sélidas sdo registrados como somente um Gnico
individuo nos métodos de cultivo.

Até a década de 1970, as analises de abundancia bacteriana eram realizadas
basicamente utilizando-se métodos de cultivo. Muito embora o método de contagem
direta (utilizando microscopia de epifluorescéncia) na época estivesse sendo
amplamente adotado, ainda estava longe de ser um procedimento de rotina. Apesar
disso, diversos corantes, membranas filtrantes e microscépios estavam sendo testados
(HOBBIE et al., 1977). Estes autores apresentaram grande contribuicdo na
determinacdo da abundéncia bacteriana por meio da realizacéo de testes metodoldgicos
para a deteccdo com microscopia de epifluorescéncia. O procedimento descrito por
HOBBIE et al. (1977), para amostras de agua, foi utilizada para analise de abundancia
bacteriana em amostras de sedimento nas décadas seguintes, inserindo-se apenas uma
etapa de diluicdo da amostra (DEMING & COLWELL, 1982 e 1985; ROWE &
DEMING, 1985; ROWE et al.,, 1991; EPSTEIN & ROSSEL, 1995; TURLEY &
DIXON, 2002; RAGHUKUMAR et al., 2006).

O progresso nas ciéncias aquaticas é limitado pela disponibilidade de métodos
que possam ser usados para observar e descrever caracteristicas, recursos e processos
gue ocorrem nos ecossistemas naturais. Alguns destes métodos envolvem ferramentas,
instrumentos ou tecnologias que sdo utilizadas no dia a dia da pesquisa nos laboratorios
sem que os pesquisadores pensem a respeito da origem das descobertas (KARL, 2007).
Segundo KARL (2007), a utilizaco dos filtros Nuclepore®, disseminada por HOBBIE
et al. (1977) foi um destes achados histéricos que revolucionou a pesquisa em
microbiologia aquética a partir do uso da microscopia de epifluorescéncia. Embora
tenha ocorrido grande avango nos métodos nas ultimas décadas para quantificar células
bacterianas totais, ainda persistem alguns problemas. Especialmente na analise de

amostras de sedimentos, a adsor¢do de fluorocromos as particulas do sedimento e a
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impossibilidade de observacdo de células aderidas resulta em uma visualizacdo
ineficiente das células sobre as membranas filtrantes. A diluicdo do sedimento ndo
assegura melhor visualizagdo ao microscépio, pois muitas vezes as células bacterianas
ndo ficam distribuidas de maneira uniforme e/ou estdo aderidas aos fragmentos
(FURTADO & CASPER, 2000). Assim, a contagem de bactérias do sedimento exige a
tarefa de separa-las das particulas antes das contagens (EPSTEIN & ROSSEL, 1995).

Além da analise direta por microscopia, pode-se também utilizar a citometria em
fluxo como alternativa na determinacdo da abundancia bacteriana de amostras de
sedimento. Esta ultima técnica tem sido amplamente utilizada para amostras de agua
(DEL GIORGIO et al., 1996; MARIE et al.,1997; LEBARON et al., 1998; GASOL
et al., 1999; GASOL & DEL GIORGIO, 2000; ANDRADE et al., 2003), porém seu uso
é ainda reduzido para a analise de amostras de sedimento, tendo sido aplicado apenas
por DUHAMEL & JACQUET (2006), AMALFITANO & FAZI (2008) e
AMALFITANO et al. (2009). Esta reduzida utilizacdo da citometria em fluxo na anélise
de amostras de sedimento pode estar associada a diversos fatores tais como o custo de
aquisicdo e operagdo do equipamento e a necessidade de eliminar completamente as
particulas no processo de extracdo, uma vez que a presencga de particulas na amostra
pode rapidamente entupir o tubo de entrada do instrumento (AMALFITANO et al.,
2009).

2.3.3.3. Efeitos da etapa de extracao sobre a anélise de abundancia

A andlise de abundancia bacteriana corando-se a solucéo diluida de sedimento e
realizando a analise direta a0 microscopio sem extracdo prévia das bactérias do
sedimento foi amplamente utilizada entre as décadas de 1970 e 1990 (WATSON et al.,
1977; DEMING & COLWELL, 1982 e 1985, ROWE & DEMING, 1985;
RICHARDSON & YOUNG, 1987; ROWE et al., 1991). No entanto, analises
microscopicas diretas de material natural sdo sujeitas a erro. As dificuldades na
enumeracdo das bactérias de sedimentos incluem principalmente incertezas na
diferenciacdo entre as células e as particulas, pois amostras bentdnicas, ricas em
material detritico, produzem uma quantidade consideravel de particulas
autofluorescentes de tamanho e forma semelhantes aos das bactérias (EPSTEIN &
ROSSEL, 1995). Além disso, a concentracdo de material detritico em amostras naturais
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frequentemente excede a concentragdo de bactérias, por estas razdes, a correta
identificacdo de uma bactéria é frequentemente dificil de ser realizada em amostras sem
prévia separacdo (WATSON et al.,, 1977). A precisa quantificacdo da abundancia
bacteriana nos sedimentos é um pré-requisito essencial para entender o papel
microbiano nos processos do ecossistema bentdnico. A separacdo das células das
particulas de sedimento e sua apropriada desagregacdo sdo necessarias para aplicacées
avancadas de microscopia de epifluorescéncia, uma vez que a absorcdo de corantes
fluorescentes pela matriz mineral e a firme ligacdo das células as particulas abioticas
dificultam a visualizagdo direta das celulas (AMALFITANO & FAZI, 2008).

O processo de separacao ou extracdo é o principal desafio na analise de bactérias
em amostras de sedimento e visa a otimizacdo das contagens bacterianas. Este processo
consiste na combinacdo de tratamentos quimicos e fisicos destinados a aumentar a
propor¢do de células separadas das particulas, minimizando a perda de organismos
(AMALFITANO & FAZI, 2008). Para alcancar este objetivo, € necessario observar
todo o processo de manipulagdo das amostras que inclui o tratamento da amostra que
precede a extracdo, a separacdo propriamente dita das bactérias das particulas do
sedimento e os processos de coloragdo e contagem das bactérias.

Entre as abordagens utilizadas para separar as bactérias das particulas de
sedimento podem ser destacadas a agitacdo das amostras, a homogeneizacdo do
sedimento em equipamentos especificos e a sonica¢do da amostra empregando banho de
ultrassom ou processadores ultrasdnicos (sonicadores com sonda, utilizados mais
comumente para romper células) (EPSTEIN & ROSSEL, 1995). Nos ultimos anos
foram realizados diversos estudos com o objetivo de testar a eficiéncia destes métodos
fisicos de separacdo, associados ou ndo a métodos quimicos (EPSTEIN & ROSSEL,
1995; FURTADO & CASPER, 2000; DANOVARO et al, 2001; BUESING &
GESSNER, 2002; LUNAU et al., 2005; DUHAMEL & JACQUET, 2006). Na maioria
dos casos, contudo, o procedimento requer tempo e material para obter elevada
eficiéncia na recuperacédo bacteriana (FURTADO & CASPER, 2000).

A utilizacdo de sonicadores com sondas (capazes de romper células) na
separagdo de células bacterianas das particulas de sedimento foi validada a partir de
testes nos quais foram encontrados tempos e frequéncias adequados para que se obtenha
a maxima extracdo das bactérias, sem danificar as células (EPSTEIN & ROSSEL, 1995;
BUESING & GESSNER, 2002; AMALFITANO & FAZI, 2008). EPSTEIN &
ROSSEL (1995) realizaram testes para avaliar o grau de dano causado as células
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bacterianas com a sonicag¢do, mas ndao observaram dano significativo nas células fixadas
com formaldeido depois de serem submetidas a 180 s de sonica¢do (com intervalos a
cada 60 s). Estes autores mostraram que a sonicacdo pode ser até 238% mais eficiente
que a homogeneizagdo e ainda extrair 307% mais bactérias dos sedimentos que quando
utilizado banhos de ultrassom. BUESING & GESSNER (2002) recomendam o uso de
sonicadores com sonda para amostras com elevado conteddo de material orgénico.

Alguns trabalhos foram feitos utilizando-se apenas banho de ultrassom para
separar as bactérias da matriz do sedimento (RELEXANS et al., 1996, DANOVARO et
al., 1998 e 2002b; MANINI et al., 2004). Na tentativa de extrair as bactérias das
particulas, é comum utilizar o processo de sonica¢do associado a homogeneizacdo da
amostra. Entretanto, a eficiéncia do processo de extracdo das células pode ser
aumentada diluindo-se a amostra e adicionando uma etapa de separagdo quimica,
utilizando substancias surfactantes como o tripolifosfato de sodio, o pirofosfato de
sodio, o Polioxietileno-Sorbitan Monooleate (Tween 80) e o Triton-X. A adicdo destas
substancias ndo somente maximiza a extracdao das células do material particulado, mas
também previne que as células se liguem novamente a matriz do sedimento (FRY,
1990). Além disso, 0 uso destes compostos defloculantes ou surfactantes proporciona
uma distribuicdo mais uniforme das bactérias sobre os filtros contendo a amostra
(VELJI & ALBRIGHT, 1986a; EPSTEIN & ROSSEL, 1995).

Diversos estudos utilizam o pirofosfato de sddio (associado ou ndo a outros
detergentes) combinado & sonicacgdo, visando uma dissociacdo mais eficiente entre as
bactérias e as particulas de sedimento (MEYER-REIL et al. ,1978; VELJI &
ALBRIGHT, 1986a e 1986b; BOTT & KAPLAN, 1990; FRY, 1990; PARKES et al.,
1994; EPSTEIN & ROSSEL, 1995; WIT et al., 1997; DUHAMEL & JACQUET, 2006;
AMALFITANO & FAZI, 2008; AMALFITANO et al., 2009). A sonicacéo, realizada
apos a adicdo de pirofosfato, € considerada uma das primeiras etapas da extracdo das
bactérias (DUHAMEL & JACQUET, 2006). Segundo estes autores, diferentes estudos
que utilizam a sonicagdo concordam que 3 minutos sdo suficientes para separar
bactérias do sedimento sem, entretanto, fazer referéncia ao efeito da adicdo de gelo ao
banho de ultrassom. De acordo com DUHAMEL & JACQUET (2006) a adi¢do de gelo
ocasiona reducdo de cerca de 29% na abundancia bacteriana final. Além da temperatura
do banho durante a sonicacéo, a diluigdo também é um fator critico. Segundo GOUGH
& STAHL (2003), durante a sonicacdo de amostras de sedimento a diluicdo pode

reduzir o rompimento celular causado pelo bombardeamento com particulas pequenas.
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A principal desvantagem da utilizacdo dos métodos de extracdo, principalmente
aqueles que utilizam sonicagdo, € o efeito negativo da aplicacdo do tratamento sobre a
membrana celular. AMALFITANO et al. (2009) realizaram um procedimento de dupla
coloracdo de &cido nucléico, adicionando simultaneamente os corantes Sybr Green Il
(permeavel a membrana) e iodeto de propidio (impermeavel a membrana) e observaram
maior proporcdo de células com a parede danificada em amostras submetidas a
tratamento de separa¢do, quando comparado a amostras analisadas sem extracdo prévia.
Entretanto, apesar dos efeitos sobre a membrana celular, o procedimento de separacdo
melhora consideravelmente a deteccdo das bactérias do sedimento, aumentando a
abundancia bacteriana final.

Além do uso de pirofosfato de sddio existem ainda técnicas de separacdo que
utilizam Triton-X (SCHMIDT et al., 1998; DEMING & CARPENTER, 2008), Metanol
(LUNAU et al., 2005) e Acido fluoridrico (MORONO et al., 2009). Apesar da
diversidade de métodos disponiveis, os procedimentos que utilizam pirofosfato de sddio
associado a uma etapa de sonicagdo, no processo de extracdo das bactérias tém sido
amplamente utilizados na literatura (Tabela 11), se mostrando mais adequado para esta
aplicagdo. Vale ressaltar que alguns protocolos descritos na literatura sdo de dificil
aplicacdo, pois faltam informagdes importantes como o tipo de sonicagdo utilizada (se
banho de ultrassom ou se sonicador com sonda), tempos de incubagéo, concentragdes de

reagentes e solucdes, entre outras.
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Tabela Il. Médias de Abundancia Bacteriana em amostras de sedimento de diversos locais do mundo.

Estudo Amostragem Analise Abundancia Bacteriana
Localizagdo Profundidade Extracdo Coloracgéo Deteccéo x 10° celulas.g™*
. Fossa das 10.000 m . o . 0,002 - 0,04 (PU)
ZoBell & Morita 1959 Filipinast 1.000 m Cultivo 0,005 - 0,02 (PU)
ZoBell & Morita 1959 Oceano Indico 7.000 m ** ** Cultivo 0,01 -0,02 (PU)
Deming & Colwell Planicie Abissal o - .
1982 Demerara? 4.500 - 4.800 m Acridine Orange Epif. 4,4 -10,7 (PS)
Rowe & Deming 1985 " anicie Abissal - 5554 600 m ok Acridine Orange  Epif. 3,1-4,7 (PS)
Demerara?
Rowe & Deming 1985  Baia de Biscay? 4.000 - 4.700 m e Acridine Orange Epif. 2,0-4,3 (PS)
Boetius etal. 1996~ Mediterraneo 5y 4 goom  Pirofosfatoe L cidine orange  Epif. 15,5 — 39,4 células.cm’
Oriental sonicagao
. c o Pirofosfato e .
Wit et al. 1997 Oceano Indico 4.200-4.800 m sonicacio DAPI Epif. 8,6 — 96,9 (PS)
Danovaro et al. 1998 Megjgg;rtz?eo 40-1.500 m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 1,0-3,5(PS)
Boetius et al. 2000 Mar Arébico 1.900 - 4.400 m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 6,0 — 40,0 células.cm™
Danovaro & Serresi Medlgerraneo 1.200 - 4.200 m Plrof'osfaso e SYBR-1 Epif. 4,0-11,0 (PS)
2000 Oriental sonicacédo
. Atlantico N - .
Dixon & Turley 2000 Nordeste 1.100 - 3.600 m Sonicagao Acridine Orange Epif. 1,1-12,0 (PS)

(*) Unidade diferente quando especificada, (**) N&o realizado, (PU) peso imido, (PS) peso seco, (Epif.) Microscopia de Epifluorescéncia, (Cel.) Células,
10ceano Pacifico, 2Atlantico Norte, 3Costa Oeste da Franca, “Italia, > Alexandria — Egito.
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Tabela Il. Continuagdo.

Amostragem Analise A .
Estudo Localizagéo Profundidade Extracdo Coloragao Deteccéo Abundancia Bacteriana
Danovaro et al. 2002a Mar 1300-4000m  "wofosfatoe o idine Orange  Epif. 1,8-6,5 (PS)
Mediterrraneo sonicagdo
Danovaro et al. 2002b  Mar Adriatico’ 15-50m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 1,4-36,5 (PS)
Luna et al. 2002 Mar Adriatico* 9-12m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 1,5-53,1 (PS)
. Atlantico - . . , 1
Turley & Dixon 2002 Nordeste 1.100 - 3.600 m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 0,6 — 5,3 células.mL
- QL Pirofosfato e lodeto de Propidio . ) 3
Quéric et al. 2004 Oceano Artico 1.200 - 5.600 m Homogeneizacao e Syto 9 Epif. 0,8 — 5,4 células.cm
Metanol SYBR Green | Epif. 0,05 células.mg™ (PU)
Mar do Norte 2m Pirofosfato SYBR Green | Epif. 0,04 células.mg™ (PU)
Tween 80 SYBR Green | Epif. 0,03 células.mg™ (PU)
Lunau et al. 2005 ) .
Metanol SYBR Green | Epif. 9,0 células.mg™ (PU)
Mar Béltico 405 m Pirofosfato SYBR Green | Epif. 7,0 células.mg™ (PU)
Tween 80 SYBR Green | Epif. 5,8 células.mg™ (PU)
Gouda et al. 2006 Eastern, 1,5-13m ok ok Cultivo  0,0001- 0,1 CFU.g* (PS)
Harbour
Raghukumar et al. Bacia Indiana L - .
2006 Central 5.000 m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 20,0 (PS)
Hewson & Fuhrman Oceano Pacifico 20-900 m Plrofosfgto e~ SYBR Green | Epif. 0,7 — 1,6 células.mL™
2007 homogeneizacgao
Deming & Carpenter Golfo do -~ Acridine Orange e . . 3
2008 Meéxico 212 -3.732m Triton-X DAP| Epif. 1,0 — 18,9 células.cm

(*) Unidade diferente quando especificada, (**) N&o realizado, (PU) peso Umido, (PS) peso seco, (Epif.) Microscopia de Epifluorescéncia, (Cel.) Células,
10ceano Pacifico, 2Atlantico Norte, 3Costa Oeste da Franca, “Italia, °> Alexandria — Egito.
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2.3.3.4. Quantificacao da abundancia: Microscopia x Citometria em Fluxo (FCM)

Técnicas de avaliacdo Optica incluem microscopia de contraste de fases
(ZOBELL & MORITA, 1959), microscopia eletronica de transmisséo (DANOVARO
et al., 2001) e microscopia de epifluorescéncia (DEMING & COLWELL, 1982; ROWE
& DEMING, 1985; BOLLIGER et al., 1991; DANOVARO et al., 2002a; LUNA et al.,
2002; LUNAU et al., 2005; DEMING & CARPENTER, 2008; MORONO et al., 2009).
Das trés técnicas microscépicas citadas, a mais comumente utilizada na andlise de
abundancia procariotica em amostras de sedimento tem sido a microscopia de
epifluorescéncia.

Entre as vantagens da microscopia eletronica de transmissdo estdo a
possibilidade de visualizagdo das células e a caracterizacdo da sua morfologia,
entretanto, seu custo elevado e capacidade limitada de processamento de amostras
parece inviabilizar sua constante utilizagdo. O uso da microscopia de epifluorescéncia
combinado com o desenvolvimento de uma variedade de corantes fluorescentes de
acidos nucléicos altamente especificos logo se tornou o método aceito porque envolvia
uma tecnologia mais rapida e menos dispendiosa (DUHAMEL & JACQUET, 2006). No
entanto, embora a microscopia seja uma técnica bem estabelecida, reconhecida e
utilizada ha décadas, esta é uma técnica que apresenta muitos problemas.

O tempo gasto nas contagens ao microscépio é bastante desfavoravel, pois limita
0 nimero de amostras a ser analisado. Esta demora nas contagens favorece o
decaimento da fluorescéncia do corante, causando erros nas contagens (DUHAMEL &
JACQUET, 2006). Além disso, a contagem de apenas uma parte das bactérias sobre o
filtro pode adicionar um erro aos resultados de abundancia, caso a distribui¢cdo das
células sobre a membrana ndo seja homogénea. Na microscopia de epifluorescéncia, €
necessario tomar uma série de cuidados com a autofluorescéncia dos filtros, corantes e
6leo de imersdo, e a preparagdo das laminas devem produzir contraste suficiente entre as
células e o fundo (background) (HOBBIE et al., 1977). Contagens microscopicas
realizadas na presenca de grdos de sedimento e detritos exigem maior dilui¢cdo a fim de
manter a fluorescéncia ndo especifica baixa (DEMING & CARPENTER, 2008); no
entanto, cada pesquisador deve estabelecer critérios e nimero minimo de células que
devem estar presentes em cada campo optico.

Como alternativa a estas limitagOes, a citometria em fluxo tem sido usada

rotineiramente para a anélise de microrganismos em amostras marinhas e, atualmente, é
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bastante aceita como técnica de referéncia em oceanografia (MARIE et al., 1999;
GASOL & DEL GIORGIO, 2000). Contagens bacterianas usando microscopia de
epifluorescéncia ou citometria em fluxo sdo baseadas no uso de corantes de &cidos
nucléicos especificos e altamente fluorescentes (DUHAMEL & JACQUET, 2006). A
citometria em fluxo proporciona a aquisicdo e analise de dados multiparamétricos com
grande rapidez. Durante as Ultimas duas décadas, esta técnica foi usada com sucesso em
diversas aplicacbes como, por exemplo, analisar e contar comunidades microbianas
pelagicas de organismos tais como protistas, microalgas, bactérias e virus, identificar e
quantificar contetdo de DNA de uma populacdo e/ou para investigar o ciclo celular,
investigar populagdes de interesse usando probes moleculares, acessar a fisiologia
celular, entre outras. Revisdes tém sido publicadas sobre a preciséo e exatidao desta
técnica aplicada ao campo das ciéncias aquaticas e ecologia, em particular, e sobre a
modificagdo e/ou otimizacdo de aparatos e procedimentos (DUHAMEL & JACQUET,
2006).

A maior vantagem da citometria em fluxo é a possibilidade de analisar
rapidamente uma grande quantidade de células e gerar dados estatisticamente robustos
(MARIE et al. 1999). A rapidez caracteristica desta metodologia torna possivel sua
utilizagdo como anélise de rotina e em andlises exploratdrias de propriedades
microbianas. Além disso, o curto tempo de exposicdo da célula corada a luz durante a
contagem no citdmetro evita o decaimento da fluorescéncia (DUHAMEL & JACQUET,
2006), melhorando a contagem. Por fim, a andlise realizada por um equipamento
calibrado elimina a subjetividade das contagens e a dependéncia da sensibilidade do
analista, como ocorre nas contagens realizadas ao microscopio. Apesar de todas as
vantagens, o uso da citometria em fluxo na analise de amostras de sedimento € recente,
0 primeiro artigo a registrar o uso desta técnica para amostras de sedimento s6 foi
publicado no ano de 2006 (DUHAMEL & JACQUET, 2006). Além disso, 0 uso da
citometria em fluxo exige maior rigor na etapa de extracdo das amostras de sedimento.
Tais fatores podem estar contribuindo para a reduzida utilizacdo deste equipamento
observada nos artigos publicados atualmente.

A diluicdo das amostras é uma etapa critica quando se usa a citometria em fluxo
para analisar bactérias, uma vez que é preciso encontrar uma diluicdo tal que consiga
evitar coincidéncia de eventos durante a leitura pelo equipamento e, a0 mesmo tempo,
garantir que nenhuma informacdo da amostra seja perdida pelo excesso de diluicdo
(MARIE et al., 1999; DUHAMEL & JACQUET, 2006). Tanto na citometria em fluxo
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quanto na microscopia de epifluorescéncia, o excesso de diluigdo pode ser evitado pelo
uso de métodos eficazes de extracdo prévia das bactérias da matriz do sedimento. Essa
etapa € imprescindivel para o uso da citometria em fluxo por ser esta uma técnica
bastante sensivel. Uma simples diluicdo da amostra pode tornar os dados de citometria
altamente variavel e a presenca de particulas na amostra podera rapidamente entupir o
tubo de entrada do instrumento (AMALFITANO et al., 2009). Com a separagdo das
bactérias, pode ser obtida uma amostra com turbidez bastante reduzida em relacdo a
amostra inicial, sendo necessario, portanto, menor diluicdo e manipula¢do da amostra.
Usando protocolos 6timos para cada técnica, DUHAMEL & JACQUET (2006)
encontraram boa correlagdo entre a citometria em fluxo e a analise por microscopia de
epifluorescéncia (rs = 0,84), sugerindo que a citometria em fluxo é adequada para
atingir e fornecer contagens confiaveis para bactérias de sedimento. O mesmo foi
observado por AMALFITANO & FAZI (2008) e AMALFITANO et al. (2009), onde
conseguiram, com o auxilio da citometria em fluxo, avaliar o dano celular causado pelo
processo de extracdo das bactérias. De acordo com 0s autores, 0 impacto negativo dos
tratamentos de separacdo sobre a atividade metabdlica da célula estd mais
provavelmente relacionado as mudangas no estado da membrana celular, aumentando
assim o interesse na aplicabilidade de ensaios metabdlicos por citometria em amostras

de sedimento que tenham suas bactérias previamente separadas das particulas.

2.3.3.5. Unidades utilizadas para expressar os resultados

A questdo mais importante é que cada unidade utilizada contém uma informacéo
variada sobre o ambiente fisico, de modo que relacBes ecoldgicas podem ser mascaradas
ou falsamente quantificadas quando uma escala imprépria € usada (SCHMIDT et al.,
1998). Como exemplo de relagdes ecoldgicas falsamente quantificadas, podemos citar a
abundancia bacteriana nos sedimentos. Segundo SCHMIDT et al. (1998), a falta de
consisténcia nas dimensdes publicadas, usadas para expressar em termos numeéricos
pardmetros microbianos bentbnicos, reflete o desafio de trabalhar com uma matriz
sedimentar porosa complexa. Apds a analise de dados disponiveis na literatura,
abrangendo um intervalo de profundidade de 200 a 6000 m, REX et al. (2006)
concluiram que os sedimentos marinhos superficiais comportam uma densidade de

bactérias notavelmente constante (z10° células.cm™) independente da profundidade no
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oceano, sendo o defendido por SCHMIDT et al. (1998) e DEMING & CARPENTER
(2008). Contudo, casos de abundancia bacteriana dependente da profundidade surgem
em escalas locais, regionais (QUERIC et al., 2004) ou temporais (DANOVARO et al.,
1999). A explicagdo que tem sido aceita para a variabilidade na abundancia (ou
biomassa e atividade), relacionada ou ndo com a profundidade, é a quantidade de
material organico que chega ao assoalho oceénico e sua disponibilidade fisico-quimica
in situ.

Considerando a escala micrométrica relevante a célula individual, na andlise de
comunidades bacterianas é mais adequado que as bactérias, como a infauna maior, seja
medida por volume e ndo por massa de sedimento (DEMING & CARPENTER, 2008).
Apesar disso, muitos autores dimensionam parametros bacterianos por massa de
sedimento (ZOBELL & MORITA, 1959; DEMING & COLWELL, 1982; ROWE &
DEMING, 1985; WIT et al., 1997; DANOVARO et al., 1998; DANOVARO &
SERRESI, 2000; DIXON & TURLEY, 2000; DANOVARO et al., 2002a e 2002b;
LUNA et al.,, 2002; LUNAU et al., 2005; GOUDA et al., 2006; RAGHUKUMAR
et al., 2006). O dimensionamento do nimero de bactérias por massa de sedimento tem
sido mais utilizado provavelmente devido a praticidade de se trabalhar com massa de

sedimento em detrimento do volume.
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2.4, CONCLUSAO

As duas fontes mais importantes de matéria organica labil nos oceanos
profundos sdo a ‘chuva’ de carbono orgénico particulado da superficie e a
transformagdo bacteriana de matéria orgéanica refrataria em compostos mais
rapidamente assimilaveis no fundo do mar (RICHARDSON & YOUNG, 1987). A
transformacdo da matéria orgénica envolve processos realizados por organismos
procariotos presentes nos sedimentos, os quais utilizam os detritos organicos e
desempenham um papel importante na producdo de biomassa e nos ciclos
biogeoquimicos em uma escala global (DANOVARO et al., 2008). A distribuicdo
destes organismos pode ser utilizada como forte indicativo de mudangas no fluxo de
nutrientes ao fundo oceanico visto que a abundancia microbiana é estreitamente
relacionada as propriedades dos sedimentos (DANOVARO & FABIANO, 1995;
DANOVARO et al., 1998).

Depois de anos de estudos por grupos de pesquisa independentes utilizando uma
variedade de abordagens, as determinantes ambientais da abundancia bacteriana em
sedimentos marinhos ainda estdo pouco definidas na literatura (DEMING &
CARPENTER, 2008). Segundo SCHMIDT et al. (1998), duas amplas abordagens
complementares podem ser usadas para investigar restricdes sobre a abundancia dos
organismos na natureza: (1) A andlise das causas da variabilidade nas observagdes;
(2) O desenvolvimento de uma explicagdo para o valor médio. Os trabalhos que
abordam a microbiologia de sedimentos marinhos tém predominantemente usado a
primeira abordagem. Na literatura de mar profundo, o fluxo descendente de carbono
organico particulado prediz claramente a abundancia bacteriana, e o tamanho das
comunidades microbianas bentbnicas parece ser baseado no suprimento de recursos
organicos ao fundo do mar e ndo na profundidade (DEMING & CARPENTER, 2008).

Na avaliacdo dos fatores que determinam o tamanho das popula¢ées microbianas
nos sedimentos torna-se imprescindivel a determinacéo precisa na analise de abundancia
bacteriana. Para tal, esta anélise deve ser precedida de correta separacdo das células
bacterianas da matriz do sedimento (BUESING & GESSNER, 2002). Neste trabalho
foram discutidas as principais metodologias que envolvem as etapas de extragdo e
quantificacdo da andlise de abundéncia, pois estas etapas sdo essenciais ao estudo da
estrutura da comunidade bacteriana, sendo pré-requisito indispensavel para evitar

desvios sistematicos pela extracdo preferencial de alguns tipos de bactérias e ndo outras
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(BUESING & GESSNER, 2002). Isto é especialmente importante quando convertemos
a abundancia em biomassa a partir do calculo do biovolume ou do niimero de células — a
extragdo de apenas alguns tipos celulares resultara em estimativas errdneas do
biovolume da amostra e consequente subestimacdo da biomassa. Dos diversos artigos
existentes na literatura sobre testes metodoldgicos para a analise de abundancia
bacteriana em amostras de sedimento, nenhum € conclusivo e a grande gama de op¢des
e condigdes experimentais prejudica a comparac¢ao de dados obtidos com metodologias
diferentes.

A melhor metodologia para a anélise de abundancia bacteriana consiste: (1) no
uso de paraformaldeido como preservante das células, (2) na utilizacéo de pirofosfato de
sodio associado a sonicacao para extragao das células bacterianas e (3) na quantificacdo
das células separadas do sedimento por citometria em fluxo. A correta determinagéo da
abundancia bacteriana e consequentemente da biomassa, € uma importante ferramenta
em estudos com estimativas de fluxo de carbono ao fundo oceénico e sua utilizagdo
pelos organismos bentdnicos, contribuindo para uma melhor compreensdo do ciclo
global do carbono. O uso de parametros microbianos e sua integracdo possibilitardo um
maior entendimento do papel desenvolvido pelos organismos procariotos nos oceanos

do mundo.
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Capitulo 2
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3. TESTES METODOLOGICOS

3.1. INTRODUCAO

Artigos dedicados ao aperfeicoamento metodolégico fornecem informac6es
relevantes sobre os rumos da pesquisa numa determinada época. A avaliagdo destas
publicagcbes mostrou que o campo de estudo dos sedimentos apresenta certo atraso em
relacdo as pesquisas realizadas com amostras de agua, sejam continentais, costeiras ou
oceanicas. E possivel encontrar na literatura, ja na década de 50 e 70, artigos abordando
testes metodolégicos da analise de abundancia bacteriana em amostras de &agua
(JANNASCH & JONES, 1959; HOBBIE et al., 1977).

Por outro lado, um dos primeiros artigos publicados com testes especificos para a
extragdo de bactérias em amostras de sedimento foi publicado na década de 80 (VELJI
& ALBRIGHT, 1986b). Neste trabalho foram realizados testes com o objetivo de
avaliar o efeito do tratamento com ultrassom, associado ou ndo a diversos reagentes
(&cido cloridrico, carbonato de sodio, hidréxido de sdédio, periodato de sodio e
pirofosfato de sddio) na etapa de extragdo das bactérias da matriz do sedimento. Esta
publicagéo referencia vérios trabalhos da década de 70 e 80 em que eram utilizados
métodos fisicos e quimicos (associados ou ndo) para extrair bactérias em diferentes
superficies e substratos — lodos de estacfes de tratamento, solo e plantas.

Uma série de fatores pode ter contribuido para a desigualdade observada entre
pesquisas com &gua e sedimento. Entretanto, a maior facilidade de aquisicdo de
amostras de agua e consequentemente seu menor custo de operacdo, em comparacdo
com os procedimentos para coleta de sedimento, pode ter influenciado na escolha do
objeto de trabalho ao longo dos anos. Especificamente em relacdo a andlise de
abundancia bacteriana a simplicidade na manipulacdo de amostras de 4gua pode ser um
atrativo importante quando se compara a lista de pré-requisitos necessarios para a
mesma analise em amostras de sedimento.

Artigos antigos tratam da abundancia bacteriana em amostras de sedimento
(ZOBELL & FELTHAM, 1942; ZOBELL & MORITA, 1959), contudo, nestes
trabalhos o nimero de bactérias apresentado para as amostras de sedimento foi obtido
com a utilizagdo de técnicas de cultivo e os autores ndo mencionam a realizacdo de
testes metodoldgicos nem mesmo extracdo prévia das bactérias da matriz do sedimento.

A utilizacdo de métodos de cultivo, no passado, difundiu a idéia de que as bactérias
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eram pouco numerosas nos oceanos. Como resultado, as bactérias ndo eram
consideradas importantes nos processos biolégicos nos oceanos, sendo consideradas
apenas como decompositoras de material organico e produtoras de nutrientes
inorgénicos para suportar o crescimento do fitoplancton (KIRCHMAN & WILLIAMS,
2000).

Técnicas de cultivo possibilitam agregar ao dado de abundancia bacteriana a
informacdo de viabilidade celular, uma vez que somente crescerdo nos meios de cultura
as células metabolicamente ativas presentes nos sedimentos. Entretanto, métodos de
cultivo limitam a estimativa de abundancia, pois ndo é possivel fornecer um meio com
0s requisitos nutricionais e condi¢cfes ambientais essenciais para o crescimento de todas
as bactérias ao mesmo tempo (WATSON et al., 1977). Além disso, muitas bactérias
encontram-se inativas devido as baixas concentracdes de matéria organica nos oceanos
(KIRCHMAN & WILLIAMS, 2000). Como conseqléncia, as técnicas de cultivo
favorecem apenas uma pequena fracdo das bactérias vivas presentes no ambiente
(JANNASCH & JONES, 1959). JANNASCH & JONES, (1959) compararam a
eficiéncia de cinco métodos de cultivo e dois métodos de contagem direta e encontraram
estimativas de abundancia bacteriana com analise de microscopia 13 a 9700 vezes
superiores as observadas com métodos de cultivo.

Em alternativa as técnicas de cultivo, técnicas de contagem direta tém sido
amplamente utilizadas (HOBBIE et al., 1977; ROWE & DEMING, 1985;
DANOVARO et al., 1998; BOETIUS et al., 2000; QUERIC et al., 2004; LUNAU
etal., 2005; DEMING & CARPENTER, 2008; AMALFITANO et al., 2009). Estas
técnicas sdo baseadas no uso de corantes de &cidos nucléicos altamente fluorescentes e a
quantificacdo das células coradas pode ser realizada por microscopia ou citometria em
fluxo.

Metodologias de analise que aplicam técnicas de contagem direta sdo
relativamente faceis de aplicar na determinacdo da abundancia bacteriana de amostras
de agua. Em amostras de sedimento estas técnicas também sdo eficientes em células
previamente separadas da matriz do sedimento, entretanto, bactérias aderidas a
superficies ou imersas em matrizes coloidais séo dificeis e frequentemente impossiveis
de serem observadas pelos mesmos métodos (VELJI & ALBRIGHT, 1986b). A
aderéncia das bactérias marinhas depende da superficie bacteriana, do substrato ao qual
ela esta aderida, do meio que separa estas duas superficies e de fatores ambientais
(VELJI & ALBRIGHT, 1986b). A adesdo bacteriana ocorre, em grande parte, devido a
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polimeros extracelulares constituidos de polissacarideos e/ou proteinas (VELJI &
ALBRIGHT, 1986b; RIIS et al., 1998; RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2007).

O processo de separacdo ou extracdo € o principal desafio na analise de bactérias
em amostras de sedimento e consiste na combinagdo de tratamentos quimicos e fisicos
destinados a balancear suficientemente a recuperacéo das células minimizando a perda
de organismos (AMALFITANO & FAZI, 2008). Para alcancar este objetivo €
necessario observar todo o processo de manipulacdo das amostras que inclui o
tratamento da amostra que precede a extracdo, a separacdo das bactérias das particulas
do sedimento e os processos de coloracdo e contagem das bacterias.

Apbs coleta das amostras de sedimento, tdo rapido quanto for possivel deve-se
proceder a preservacdo das amostras. Fixadores a base de aldeidos formam ligacdes
cruzadas inter e intramoleculares com proteinas e consequentemente fortalecem os
componentes da célula, incluindo as paredes celulares. Esta etapa é fundamental quando
se considera que as células presentes na amostra serdo submetidas a um processo de
separagdo da matriz do sedimento e, principalmente se este processo incluir alguma
etapa fisica, como a sonicacdo. Além de manter a integridade da célula até o inicio do
processamento das amostras, a etapa de fixagdo possibilita um aumento de tolerancia
das células a sonicacdo durante o processo de extracdo (VELJI & ALBRIGHT, 1986).

Neste trabalho foram realizados testes com o objetivo de verificar o desempenho
de duas metodologias de separagdo. A primeira € baseada no uso de metanol aquecido e
sonicagdo em banho de ultrassom e a segunda considera o pirofosfato de sddio
associado a sonicacdo com sonda na extracdo das bactérias. O método que utiliza o
metanol é um procedimento relativamente recente, publicado por LUNAU et al. (2005).
Segundo estes autores, sob as condigdes de extracdo, o metanol quebra os polimeros
(frequentemente compostos de polissacarideos) externos as células e alcanca as
bactérias adsorvidas a superficie dos sedimentos. Informag6es adicionais sobre esta
metodologia de extracdo foram obtidas em comunicagdo pessoal com o autor Mirko
Lunau no ano de 2007. Devido a obtencdo de um protocolo otimizado desta
metodologia de extracdo e pelo fato de terem sido esclarecidas todas as duvidas
relativas ao método diretamente com os autores, ndo foram realizados testes
preliminares para esta metodologia.

O método de extracdo baseado no uso de pirofosfato utilizado neste estudo foi
baseado na publicacdo de DANOVARO et al. (2001), com algumas modificacGes
sugeridas por DUHAMEL & JACQUET (2006). O uso de pirofosfato de sédio na
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extracdo de bactérias a partir de uma matriz sélida é bastante antigo, tendo sido
inicialmente utilizado para amostras de solo, plantas e posteriormente para amostras de
sedimento (VELJI & ALBRIGHT, 1986; BOETIUS et al., 1996; RIIS et al 1998;
DANOVARO & SERRESI, 2000). Esta substancia atua como um detergente ou
surfactante, possibilitando a extracdo das células do material particulado e prevenindo
que as células se liguem novamente a matriz do sedimento (FRY, 1990).

Foram realizados testes preliminares visando otimizar a metodologia para a
técnica de extracdo com pirofosfato considerando as condi¢fes de trabalho e os
equipamentos utilizados. Uma vez determinadas as condigdes ideais foram realizados
testes comparativos entre as duas técnicas (Metanol e Pirofosfato). Apds a extracdo
bacteriana, por ambos os métodos, se utilizou a citometria em fluxo para enumerar as
celulas procarioticas contidas nas amostras, observando como padrdo de eficiéncia a
abundancia bacteriana final e os perfis citométricos (menos ruido e melhor defini¢do das
populagcOes bacterianas na area de contagem) das amostras resultantes dos processos de
extracao.

A despeito de qual seja 0 método testado, os procedimentos de avaliacdo de
metodologia exigem uma série de cuidados para que se possa atribuir as conclusdes do
experimento unicamente as variaveis testadas. Para isto deve-se observar o processo de
extragdo ndo como uma etapa isolada, porém, de modo mais amplo, como parte
integrante da determinacdo da abundancia bacteriana. Incertezas metodolégicas podem
ser evitadas garantindo-se a integridade dos microrganismos no momento da coleta,
durante o processamento das amostras em laboratorio e na analise propriamente dita.

Para atender a estas exigéncias e devido a indisponibilidade de amostras de
sedimento profundo da Bacia de Campos foi realizada uma coleta especifica na Baia de
Guanabara, Rio de Janeiro — RJ, local de facil acesso em relagdo ao laboratorio onde as
amostras foram processadas, o que possibilitou a obtencdo de volume suficiente de
amostra para realizacdo dos testes metodoldgicos. Vale ressaltar que este capitulo da
dissertacdo tem como objetivo descrever os testes metodoldgicos realizados, bem como
as conclusdes referentes as técnicas de extracdo. Por esta razdo os resultados obtidos
ndo serdo discutidos em relagéo aos locais de coleta nem serdo abordados os aspectos

ecoldgicos relacionados ao ambiente de origem das amostras.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Coleta das amostras

Amostras de sedimento foram coletadas na Baia de Guanabara com o auxilio de
uma draga de Ekman (20 x 20 x 20 cm). O sedimento coletado foi mantido sob
refrigeracdo até o inicio do processamento (= 2 h). No laboratério o sedimento foi
homogeneizado e separado para as diferentes aplicacdes de acordo com os métodos de
extracdo. Foram coletadas duas amostras com granulometria e concentracdo de matéria
orgénica diferentes, com o objetivo de avaliar a eficiéncia dos dois métodos em relagdo
a cada tipo de sedimento. Os pontos de coleta foram identificados como PQ e IG
localizados, respectivamente, na diregdo do canal central da Baia, proximo a llha de
Paqueta (profundidade: 10 m — 684530,04 L e 7472662,13 N) e em uma regido mais
interna do estuario, préximo a llha do Governador (profundidade: 7 m — 69441253 L e
7484110,80 N). As coordenadas dos pontos de coleta estdo em UTM, DATUM SAD 69
- MC 45°W.

A figura 2 resume as etapas do processamento do sedimento em laboratério para
melhor visualizagdo dos testes realizados. Apos a coleta das amostras, ambas foram
analisadas segundo o método do metanol. A amostra PQ foi utilizada nos testes
preliminares que precederam a andlise das duas amostras pelo método do pirofosfato.
Apols os testes metodoldgicos, as amostras coletadas na Baia de Guanabara foram
analisadas pelo método do pirofosfato.

Baia de Guanabara:
EEREE - Paqueta (PQ)
/\ - llha do Governador (IG)
Metanol Pirofosfato
1gsed+4mLde gda 1% TESTES PRELIMINARES ==) Poténcia de sonicacdao
i | (25,50, 75 e 100%)
incubagdo com metanol 0,5 g sed + 3 mL de pfa 2% 1
1 1 Temperatura do banho
sonicagdo adi¢do de Tween 80 e Pirofosfato (4gua e gelo)
centrifugacdo sonicagdo Tempo de incubagdo
! 1 (1,5, 10 e 15 min)
citometria centrifugacao 1
. 1 . Tempo poés-centrifugagao
citometria (1,15, 30, 45 e 60 min.)

Figura 2. Resumo esquematico do processamento das amostras em laboratoério.
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Cada uma das etapas mencionadas no esquema da Figura2 sera detalhada mais
adiante. Aliquotas de sedimento foram pesadas com o auxilio de uma balanga analitica
Ohaus®, com precisdo de quatro casas decimais (0,1 mg), em tubos de ensaio de
polipropileno estéreis. A massa de sedimento utilizada e o processo de fixacao realizado
seguiram a descricdo de cada método, conforme ilustrados na Figura 3.

Extracdo com Metanol: Extracdo com Pirofosfato:
1 g de sedimento 0,5 g de sedimento
+ +

4 mL de glutaraldeido 1%* 3 mL de paraformaldeido 2%*
homogeneizar homogeneizar
30 min. a4°C 30 min. a 4°C

congelar em freezer -20°C congelar em freezer -20°C
*Concentracdo final, diluido com agua do mar filtrada e autoclavada.

Figura 3. Esquema do procedimento de fixacdo das amostras.

Para 0 método de extragdo com metanol, 1 g de sedimento foi pesado em
triplicata. As amostras foram transferidas para tubos de centrifuga de polipropileno de
15 mL e a fixacdo das amostras foi realizada com a adigdo de 4 mL de glutaraldeido
(concentracdo final 1%), diluido em agua do mar livre de particulas (previamente
filtrada em 0,22 um e autoclavada). Os tubos foram agitados manualmente e as
amostras ficaram sob refrigeracdo durante 30 minutos, para completar o processo de
fixacdo das amostras. Apos este periodo as amostras foram congeladas em freezer -
20°C.

Para 0 método de separagdo com pirofosfato de sddio, foram utilizadas aliquotas
de 0,5 g de sedimento, em triplicata, e foram utilizados 3 mL de formol (concentragéo
final 2%) na fixagdo das amostras. Os tubos contendo amostra fixada foram
homogeneizados manualmente, refrigerados por 30 minutos e posteriormente
congelados em freezer -20°C.

Todas as aliquotas utilizadas nos testes foram pesadas e fixadas no dia da coleta
permanecendo congeladas até o momento da analise. Em todos os testes foram
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utilizadas pipetas automaticas calibradas, membranas filtrantes estéreis e tubos e

ponteiras previamente esterilizados em autoclave.

3.2.2. Método de Separacdo com Metanol

As amostras de sedimento fixadas foram descongeladas em agua (6 subamostras
de cada amostra). ApOs as amostras terem atingido a temperatura ambiente foram
processadas de acordo com o esquema da Figura 4. A amostra de sedimento fixada foi
homogeneizada e uma aliquota de 100 pL foi transferida para microtubo de
polipropileno de 2 mL onde foi adicionado 900 mL de metanol 30% (preparado minutos
antes da utilizagcdo). Os microtubos foram fechados e incubados em homogeneizador
rotativo (FINEPCR® — HAG), durante 4 horas.

amostra fixada
(congelada)

—> Descongelar
em agua

homogeneizar
transferir 100 pL desta solucgao

adicionar 900 pL de metanol (30%)

incubar a amostra (4 horas)

sonicar a amostra
(banho de ultrason — 15 min a 37°C)

|

centrifugar — 1 min./190g

diluir a amostra

Figura 4. Esquema do procedimento de extragdo
bacteriana utilizando metanol.

Terminado o tempo de incubagdo as amostras foram sonicadas durante 15
minutos em banho de ultrassom (Branson 1510R-MT, 70W, 40 kHz) a 35+1°C. A
temperatura do banho foi mantida pela adigdo de gelo, durante o tempo de sonicacéo.
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Ap0s a sonicacao as amostras foram centrifugadas (1 min. / 190 g). Aliquotas de 10 pL
foram transferidas para tubos de polipropileno estéreis de 1 mL e diluidas 25 vezes com
tampdo fosfato (PBS) livre de particulas. As amostras diluidas foram coradas com
Syto13 e as células bacterianas separadas do sedimento foram contadas em citdmetro de
fluxo, conforme descrito posteriormente (subitem 3.2.4).

3.2.3. Método de Separacdo com Pirofosfato de Sédio

3.2.3.1. Testes Preliminares

Com o objetivo de esclarecer algumas duvidas relacionadas a metodologia
descrita para extracdo com pirofosfato foram realizados testes preliminares para avaliar:
1) a poténcia ideal do sonicador uilizado; 2) o efeito do banho de gelo durante a
incubacdo das amostras apds a sonicagdo; 3) o tempo ideal de incubacdo da amostra
apos a sonicacdo; 4) o efeito do tempo sobre amostras centrifugadas (antes de serem
coradas). Estes testes foram realizados com a amostra coletada préximo ao canal central

da Baia de Guanabara (amostra PQ).

Teste da poténcia do sonicador

Para avaliar a poténcia ideal a ser aplicada na extracdo das amostras foram
testadas as seguintes porcentagens em relagdo a poténcia nominal do equipamento —
25%, 50%, 75% e 100%. Neste teste e em todos os demais em que se utilizou sonicador
com sonda foi utilizado um processador ultrasénico GEX 130PB, equipado com sonda
de 3 mm - 130 W de poténcia nominal.

As réplicas da amostra destinada ao teste com pirofosfato de sddio, congeladas
na etapa anterior de fixacdo, foram descongeladas sobre a bancada até atingirem
temperatura ambiente. Aos tubos contendo amostra de sedimento foi adicionado 5 pL
de Tween 80 (10%) (diluido com agua ultra pura), 1 mL de pirofosfato de sédio 10 mM
e 4 mL de 4gua do ambiente em que foram coletados os sedimentos (filtrada em
membrana 0,22 pum e autoclavada). Os tubos foram agitados manualmente e em seguida
sonicados durante 3 minutos, com interrupc¢do de 30 segundos a cada minuto. Durante o
intervalo entre os tempos de sonicagdo as amostras foram homogeneizadas

manualmente. Este procedimento, ilustrado na Figura 5, foi repetido para todas as
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réplicas, variando apenas a poténcia do sonicador aplicada. Para cada poténcia testada
foram utilizadas quatro réplicas.

ApoOs a sonicagdo, as amostras foram incubadas em banho de gelo, conforme
sugerido por DUHAMEL & JACQUET (2006), durante 15 minutos. Terminado o
tempo de incubacdo as amostras foram agitadas manualmente por 1 minuto,
centrifugadas por igual periodo de tempo a 800 g e diluidas 25 vezes em tampéo fosfato
(PBS) filtrado em membrana 0,22 um. As amostras diluidas foram coradas com Syto13
e as células bacterianas separadas do sedimento foram contadas em citdmetro de fluxo.

Os resultados deste teste serdo discutidos detalhadamente mais adiante,
entretanto € importante ressaltar que a propor¢do de 75% (em relagcdo a poténcia
nominal do sonicador) foi a que apresentou melhor desempenho na extracdo bacteriana
e por esta razdo foi utilizada nos demais testes preliminares e na analise das amostras da

Baia de Guanabara para compara¢do com o método do metanol.

amostra fixada
(congelada)

—> Descongelar a
temperatura ambiente

homogeneizar

adicionar 5 uL de Tween 80 (10%)

adicionar 1 mL de pirofosfato de s6dio (10 mM)

J

adicionar 4 mL de agua do mar*

J

sonicar a amostra: sonicador — 75%.
(3x 1 min. homogeneizando 30s a cada min.)

*filtrada em 0,22 um e autoclavada

Figura 5. Esquema da parte inicial do
procedimento de extracdo bacteriana utilizando
pirofosfato de sodio.

Influéncia da temperatura do banho durante a incubacéo das amostras
Uma vez determinada a poténcia ideal de sonicacdo das amostras foi realizado

um teste para avaliar o efeito do banho de gelo sobre a abundéncia bacteriana final. O

44



banho de gelo era aplicado depois da sonicacdo, na incubacdo das amostras e tinha por
finalidade acelerar o resfriamento da amostra ap0s a etapa de sonicacdo. DUHAMEL &
JACQUET (2006) observaram que a adicdo de gelo ao banho ao qual a amostra é
submetida, durante a sonicacéo, reduz a abundancia bacteriana final em cerca de 29%.
A partir disto foram realizados testes para avaliar o efeito da adi¢do de gelo ao banho
depois da sonicagéo.

Para a realizacdo deste teste oito réplicas foram processadas de acordo com o
esquema da Figura 5, até a etapa de sonicacdo das amostras. Apds a sonicacao, as
réplicas foram separadas em dois grupos de quatro tubos. O primeiro grupo, foi
incubado durante 15 minutos em agua contendo gelo e o segundo grupo de tubos, foi
incubado por 15 minutos em recipiente contendo agua a temperatura ambiente. Passada
a incubacéo, todas as amostras foram agitadas manualmente por 1 minuto, centrifugadas
(800 g / 1 min) e diluidas 25x com PBS previamente filtrado (0,22 um). A enumeragao

das células procaridticas foi realizada por citometria em fluxo.

Tempo de incubacdo da amostra ap6s a sonicagao

Este teste foi realizado com o objetivo de reduzir o tempo despendido no
processo de extracdo das amostras, visando otimizar o processo de andlise de
abundancia bacteriana em amostras de sedimento. Para avaliar o tempo minimo de
incubacdo necessario foram testados 1, 5, 10 e 15 minutos de incubacdo, com a
utilizacdo de cinco réplicas para cada intervalo de tempo. As amostras utilizadas neste
teste foram processadas de acordo com o método de extracdo com pirofosfato
(Figura 5). Apds a sonicacdo (75%), as amostras foram incubadas em recipiente
contendo 4gua. Terminado o tempo de incubacdo, cada amostra foi agitada
manualmente por 1 minuto, centrifugada (800g / 1 min.) e diluida 25x em tampdo
fosfato (livre de particulas) e quantificadas por citometria em fluxo.

Efeito do tempo sobre a abundancia final apos a centrifugagéo

Apo6s a incubagdo, realizada depois da etapa de sonicacdo, segue-se a
centrifugacdo das amostras para posterior diluicdo para quantificagdo por citometria.
Este teste foi realizado objetivando-se verificar o possivel decaimento da abundancia
bacteriana caso ocorra demora entre o processo de centrifugacdo e a quantificagdo por
citometria. Além disso, ndo h& qualquer informag&o na literatura sobre esta questéo.
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Para avaliar o fator tempo nesta etapa da extracdo com pirofosfato, foram
analisadas amostras tratadas que ap0s a centrifugacdo ficaram a temperatura ambiente
por 1, 15, 30, 45 e 60 minutos, sendo utilizadas cinco réplicas para cada intervalo de
tempo. As réplicas foram processadas de acordo com o procedimento descrito na
Figura 5, com poténcia de 75% na sonicacdo das amostras. Em seguida, todas as
réplicas foram incubadas durante 5 minutos em banho contendo apenas agua. Apos a
incubagéo, todos os tubos foram agitados manualmente durante 1 minuto e em seguida
centrifugados (800 g — 1 min.).

Uma vez centrifugados as réplicas relativas a cada tempo de espera foram
separados e finalizados os respectivos tempos, as amostras foram diluidas 25x com PBS

e analisadas por citometria em fluxo.

3.2.3.2. Extracdo com uso de Pirofosfato de Sodio

Uma vez determinadas as condigcOes ideais da metodologia de extragdo com
pirofosfato de sodio foram analisadas as amostras destinadas a comparar 0s métodos de
extragdo. O diagrama esquematico da metodologia de anélise utilizado esta ilustrado na
Figura 6. Seis aliquotas da amostra congelada na etapa de fixacdo foram descongeladas
sobre a bancada até atingirem temperatura ambiente. Aos tubos contendo amostra de
sedimento adicionou-se 5 puL de Tween 80 10% (diluido com agua ultra pura), 1 mL de
pirofosfato de sédio 10 mM e 4 mL de &gua da estacdo de coleta em que foi obtido o
sedimento (filtrada em membrana 0,22 um e autoclavada). Os tubos foram agitados
manualmente e em seguida sonicados durante 3 minutos (poténcia de 75%), com
interrupcdo de 30 segundos a cada minuto. Durante o intervalo entre os tempos de
sonicagao as amostras foram homogeneizadas manualmente.

Apos a sonicacdo as amostras foram incubadas em recipiente contendo agua
durante 5 minutos. Finalizada a incubacdo as amostras foram homogeneizadas
manualmente por 1 minuto e centrifugadas (800g/1 min.). As amostras centrifugadas
foram imediatamente diluidas 25x em tampdo fosfato livre de particulas e coradas com
Syto 13. A enumeracdo das células procarioticas em suspensdo presente nas amostras

tratadas foi realizada por citometria em fluxo.
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amostra fixada
(congelada)

—> Descongelar a
temperatura ambiente

homogeneizar

adicionar 5 puL de Tween 80 (10%)

adicionar 1 mL de pirofosfato de s6dio (10 mM)

|

adicionar 4 mL de 4gua do mar*

{

sonicar a amostra: sonicador — 75%.
(3x 1 min. homogeneizando 30s a cada min.)

incubar a amostra (5 min)
agitar manualmente por 1 min
centrifugar — 1 min. / 800g

diluir a amostra

*filtrada em 0,22 pm e autoclavada

Figura 6. Esquema do procedimento completo de
extracao bacteriana utilizando pirofosfato de sodio.

3.2.4. Determinagéo da Abundancia por Citometria em Fluxo

A abundancia bacteriana total nos sedimentos tratados foi determinada apés a
coloracdo do &cido nucléico com o fluorocromo Syto13 (Molecular Probes, ref. S-7575)
a 2.5 pM. Este procedimento € baseado nos trabalhos de DEL GIORGIO et al. (1996) e
GASOL & DEL GIOGIO (2000) e tem sido utilizado rotineiramente no laboratério de
Hidrobiologia do Instituto de Biologia - UFRJ para anélise de abundancia bacteriana em
amostras de agua (ANDRADE et al., 2003). Com o desenvolvimento do presente
trabalho, a metodologia de determinagdo da abundancia bacteriana por citometria em
fluxo foi validada também para amostras de sedimento.

Para cada 250 pL de amostra de sedimento tratada e ja diluida, foram utilizados
10 pL da solugéo de trabalho de Syto13. As amostras foram homogeneizadas em vortex

por 15 segundos e incubadas no escuro por 15 minutos. Apds este periodo, esferas
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fluorescentes de latex foram adicionadas em abundancia conhecida a cada amostra para
calibragdo do espalhamento lateral e dos sinais de fluorescéncia verde, e como padréo
interno para as contagens e medidas citométricas. A concentracdo da solucdo padréo de
esferas foi determinada por microscopia de epifluorescéncia, de acordo com LEBARON
et al. (1994). Em seguida a adicéo da solucdo de esferas as amostras foram mantidas em
recipiente protegido de luz até o momento da leitura no citbmetro (entre 20 e 40
minutos).

Para deteccdo foi usado um citdmetro CyAn ADP (DakoCytomation), equipado
com um laser de estado sélido (488 nm, 25 mW) e com modificagdes no filtros (verde
FL1 em 510 + 15 nm, e vermelho FL4 em 650 + 10 nm). Para aquisicdo e
processamento dos dados foi empregado o programa Summit versdo 4.3
(DakoCytomation). Vale ressaltar que todos os dados de abundancia obtidos neste
trabalho foram dimensionados como nimero de células ou bactérias (bact) por massa

Umida de sedimento (padronizada como 1 g PU).

3.2.5. Andlises Estatisticas

Na analise dos dados foi empregada estatistica descritiva basica e foram
calculados valores médios, desvios padrdo, coeficientes de variagdo e valores minimos e
maximos para todas as variaveis analisadas, tanto entre as estagBes quanto entre as
condigdes testadas. Os dados de abundancia obtidos nos testes foram analisados
primeiramente em relacdo a parametricidade, através dos testes de Kolmogorov-
Smirnnov (normalidade), como proposto por ZAR (1999). As analises inferenciais e
analises de variancia foram efetuadas utilizando-se o programa Statistica® 7.0.

As analises de variancia foram utilizadas a fim de comparar a abundancia
bacteriana entre: (1) condi¢des especificas de cada procedimento avaliado;
(2) resultados encontrados na analise das amostras com uma mesma técnica; (3) dados
obtidos na analise das amostras com diferentes metodologias. De acordo com a
caracteristica do conjunto de dados avaliado foram realizadas analises de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney (dados ndo paramétricos) ou ANOVA one way e teste T (dados
paramétricos). O teste de Tukey (dados paramétricos) foi utilizado para discriminar as
diferencas significativas apontadas pela anélise de variancia.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Método do Metanol

Os resultados de abundancia bacteriana observados para as duas amostras de
sedimento testadas com metanol (Tabela Ill) foram significativamente diferentes
(Mann-Whitney, U=0, p<0,005), conforme ilustrado na Figura 7. Este era um panorama
esperado uma vez que 0s pontos de coleta selecionados apresentam caracteristicas locais
bastante peculiares. Os dados obtidos para a estacdo IG estiveram entre 0,06 e 0,16 X
10° bactérias.g™ e foram, em média, 0,11 x 10° bactérias.g™. Para a amostra PQ, as
contagens bacterianas variaram de 1,17 a 1,95 x 10° bactérias.g™, e o valor médio
observado foi 1,50 x 10° bactérias.g™. Todos os valores estdo dimensionados por peso
Umido (PU) de sedimento.

Tabela I1l. Dados de abundancia bacteriana obtidos da extracdo com
metanol.

Abundancia
(x 10° bactérias.g™ PU)
1,95
1,17
1,38
PQ 1,75 1,50 0,30
1,28
1,49
0,11
0,06
0,16
IG 0,11 0,11 0,03
0,09
0,13

Amostra Média(x 10%)  dp (x 10°)

(PU) Peso Umido

Embora as contagens da extragdo com metanol observadas neste trabalho sejam
coerentes com dados descritos na literatura (p.ex. DANOVARQO et al., 2002b; LUNA et
al., 2002), para regides de profundidade semelhantes, os perfis citométricos
apresentados pelas amostras ndo foi satisfatorio. Para ambas as amostras analisadas foi
observada a presencga de intenso ruido, representado pelos pontos pretos localizados
acima e a esquerda da area colorida na Figura 8. O ruido mencionado corresponde a
particulas fluorescentes presentes na amostra que se distribuem fora da éarea de

contagem das células procariéticas (SHAPIRO, 2003).
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Figura 7. Resultados obtidos ap6s extracdo com metanol. Em (a) diagrama de caixa (box-plot) e
(b) grafico de barras dos valores médios de abundancia bacteriana (x10° bactérias.g* PU) das
amostras analisadas. As barras de erro em (b) indicam o desvio padrdo da média.

PQ
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Figura 8. Perfis citométricos obtidos apds extracdo com metanol para cada amostra de
sedimento testada. Em amarelo podem ser observadas as esferas fluorescentes utilizadas para
afericdo, em preto o ruido e em verde estéo as células procarioticas enumeradas.

3.3.2. Método do Pirofosfato

3.3.2.1. Testes Preliminares

Teste da poténcia do sonicador

Neste teste foram avaliadas as proporcdes 25, 50, 75 e 100%, relativas a potencia

nominal do processador ultrasonico (130 W). Esta avaliacéo foi de extrema importancia,
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pois a utilizacdo deste tipo de equipamento em poténcias acima da ideal para esta
aplicacdo pode resultar em consideravel diminuicdo da abundancia devido & ocorréncia
de lise celular. Entre as condigdes testadas, a poténcia de 75% foi a que apresentou 0s
maiores valores (Figura 9), com valor médio igual a 1,07 x 10° bactérias.g” e
coeficiente de variacdo de 5%. De acordo com o teste de Tukey (utilizado para
discriminar a diferenca apontada pela analise de variancia) foi possivel observar dois
grupos de dados estatisticamente homogéneos (Tabela 1V). A poténcia de sonicacdo de
75% (grupo b) apresentou resultados que diferiram das demais poténcias — 25, 50 e
100% (grupo a).
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Figura 9. Resultados do teste da poténcia do sonicador. Em (a) diagrama de caixa (box-plot) e
(b) grafico de barras dos valores médios de abundancia bacteriana (x10° bactérias.g™* PU) para
as poténcias testadas. As barras de erro em (b) indicam o desvio padrdo da média.

As abundancias finais observadas apés tratamento com as diferentes poténcias
foram significativamente diferentes (ANOVA,; F = 9,64; p<0,005). A poténcia de 50%
foi a que apresentou a menor variagdo entre os resultados (CV< 1%), com abundancia
média de 0,94 x 10° bactérias.g™. As menores contagens foram obtidas utilizando-se a
poténcia de 100%, que apresentou valor médio de 0,89 x 10° bactérias.g™ e a maior
variacdo de dados (CV = 11%) considerando-se as poténcias testadas. Os valores
médios e coeficiente de variacdo para a poténcia de 25% foram 0,88 x 10° bactérias.g™ e

3%, respectivamente.
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Tabela 1V. Agrupamento dos dados de abundancia bacteriana obtidos no
teste da poténcia do sonicador. Agrupamento realizado de acordo com o

Teste de Tukey.
Poténcia de Média Grupos Homogéneos
Sonicagao (x10° bactérias.g™) Grupol  Grupo?
25 0,88 a
50 0,94 a
75 1,07 b
100 0,89 a

Influencia da temperatura do banho de incubac¢éo das amostras

Entre as condigdes testadas, o banho de incubacdo contendo apenas agua
apresentou abundancias superiores as observadas para o banho de incubagdo contendo
gelo, conforme ilustrado na Figura 10. A diferenca observada, entretanto, ndo foi
significativa (Teste T; t = 1,58; p=0,1661). O valor médio encontrado para a incubacao
com &gua e com gelo foi de 2,71 e 2,28 x 10° bactérias.g™, respectivamente.
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Figura 10. Resultados do teste da temperatura do banho de incubacdo das amostras. Em (a)
diagrama de caixa (box-plot) e (b) grafico de barras dos valores médios de abundancia
bacteriana (x10° bactérias.g™ PU) para as condigdes testadas. As barras de erro em (b) indicam o
desvio padrdo da média.

O processo de extracdo das bactérias compreende, entre outras etapas, a adigdo
de substancias quimicas com o objetivo de ndo somente separar as bactérias das
particulas do sedimento, mas também impedir que as células se liguem novamente ao
substrato (FRY, 1990). Durante o processo de extracdo, a adicdo de gelo ao banho de

incubacdo pareceu ser um procedimento com chance de permitir adsor¢do das bactérias
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ja separadas. Isto foi observado pela redugdo da abundancia bacteriana quando aplicado
0 banho de gelo.

A referéncia utilizada para a metodologia de extracdo com uso de pirofosfato
(DUHAMEL & JACQUET, 2006) recomenda o banho de incubagdo com gelo. Apesar
da diferenca de valores observada no teste ndo ser significativa, nos testes seguintes e na
analise das amostras para comparacao entre as metodologias de extragdo foi utilizado
apenas agua (sem gelo) no banho de incubacdo das amostras (apos a etapa de

sonicagao).

Tempo de incubacgdo da amostra ap6s a sonicagao

Os resultados de abundancia bacteriana de acordo com o tempo de incubagéo
podem ser observados na Figura 11. Entre os tempos testados foi observada diferenca
significativa (ANOVA,; F = 3,40; p<0,05) e esta diferenca foi atribuida provavelmente
aos resultados observados para a incubagdo de 5 minutos.
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Figura 11. Resultados do teste do tempo de incubacdo das amostras. Em (a) diagrama de caixa
(box-plot) e (b) grafico de barras dos valores médios de abundancia bacteriana (x10°
bactérias.g™ PU) para os tempos testados. As barras de erro em (b) indicam o desvio padréo da
média.

Entre os tempos de incubagéo testados para depois da etapa de sonicacgdo, cinco
minutos em banho contendo apenas agua foi o que apresentou melhor resultado, com
abundancias variando entre 1,10 e 1,69 x 10° bactérias.g®. Este foi um resultado
importante, pois contribuiu para reduzir o tempo gasto no processo de separacdo das
bactérias da matriz do sedimento. DUHAMEL & JACQUET (2006) sugeriram

53



15 minutos de incubacdo em banho de gelo apds a etapa de sonicacdo das amostras,
entretanto, baseado nos resultados obtidos no presente estudo, foi comprovado que a
melhor condigdo para a incubacdo pés-sonicagdo consiste de 5 minutos em banho
contendo &gua a temperatura ambiente. A condicdo O6tima obtida para esta etapa do
processo de extracdo foi utilizada no teste seguinte e também na analise das amostras

para comparagdo entre 0s metodos de separagéo testados.

Efeito do tempo sobre a abundancia final apos a centrifugagéo

Apbs a incubacgdo, realizada depois da etapa de sonicagdo, foi realizada a
centrifugacdo das amostras para posterior diluicdo e contagem. A distribuicdo da
abundancia em funcéo da espera apos a centrifugacdo esta ilustrada na Figura 12. As
maiores abundéncias foram obtidas preparando-se as amostras 1 e 15 minutos depois da
centrifugacdo e os valores médios encontrados sob estas condi¢cbes foram
respectivamente 2,71 e 2,18 x 10° bactérias.g’. A espera de 15 minutos apés a
centrifugacdo reduziu a abundancia final em cerca de 20%. Esta redugéo alcancou 48%
nas amostras preparadas para quantificagdo 60 minutos depois da centrifugacéo.
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Figura 12. Resultados do teste do tempo de espera apds a centrifugacdo das amostras. Em (a)
diagrama de caixa (box-plot) e (b) grafico de barras dos valores médios de abundancia
bacteriana (x10° bactérias.g™ PU) para os tempos testados. As barras de erro em (b) indicam o
desvio padrdo da média.

Foi observada evidente diminui¢do da abundancia com o aumento do tempo de
espera e a diferenca de valores entre os tempos testados foi significativa (ANOVA;
F =4,50; p<0,02). De acordo com o teste de Tukey (utilizado para discriminar a
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diferenca apontada pela analise de variancia) foi possivel observar dois grupos de dados
estatisticamente homogéneos (Tabela V). O tempo de espera de 15 minutos apresentou
resultados intermediarios entre o tempo 1 minuto (grupo a) e os tempos 30, 45 e 60
minutos (grupo b) e por este motivo foi considerado, dentro da andlise estatistica, nos
dois grupos de dados.

A partir dos dados obtidos com este teste foi possivel concluir que as amostras
tratadas devem ser preparadas para quantificacdo por citometria imediatamente apés a
centrifugacdo (cerca de 1 minuto), para que a abundancia final ndo seja subestimada.
Este foi o procedimento adotado posteriormente na anélise das amostras de sedimento

destinadas & comparagéo entre os métodos de extracéo testados.

Tabela V. Agrupamento dos dados de abundéancia bacteriana obtidos no
teste do tempo de espera apds centrifugagdo das amostras. Agrupamento
realizado de acordo com o Teste de Tukey.

Tempo de Média Grupos Homogéneos
Centrifugacdo  (x10° bactérias.g™) Grupo 1 Grupo 2
1 2,71 a
15 2,18 a b
30 1,97 b
45 1,88 b
60 1,84 b

3.3.2.2. Extracdo Bacteriana com uso de Pirofosfato de Sodio

Os dados individuais de abundancia bacteriana, obtidos apds extracdo com
pirofosfato de sodio, estdo descritos na Tabela V1. Conforme representacdo gréfica dos
resultados, ilustrada na Figura 13, foi possivel observar diferenca de valores bastante
significativa entre as duas amostras testadas (Mann-Whitney, U=0; p<0,005). A amostra
PQ apresentou valores distribuidos entre 2,68 e 3,15 x 10° bactérias.g?, com média
igual a 2,93 x 10° bactérias.g™. Para a amostra 1G, foram observadas abundancias
variando de 1,19 a 1,64 x 10° bactérias.g™ com valor médio 1,44 x 10° bactérias.g™.

Devido a insuficiéncia de dados de abundancia bacteriana em baias, os dados
obtidos nos testes do presente trabalho foram comparados com resultados de amostras
de outros locais, com profundidades semelhantes. LUNA et al. (2002) encontrou
valores de abundéncia entre 0,15 e 5,3 x 10° bactérias.g™ (peso seco) para amostras do
Mar Adridtico com profundidades entre 9 e 12 m. Os dados observados por este

55



pesquisadores estiveram em uma ampla faixa de valores, dentro da qual poderiam ser

incluidos os resultados aqui apresentados para as amostras da Baia de Guanabara.

Tabela VI. Dados de abundancia bacteriana obtidos da extracdo com
pirofosfato.

Abundancia
(x 10° bactérias.g™ PU)
3,07
3,13
2,79
PQ 2,68 2,93 0,21
3,15
2,78
1,30
1,39
1,19
IG 158 1,44 0,18
1,64
1,55

Amostra Média (x 10°)  dp (x 10°)

(PU) Peso Umido

a p<0,005 | b
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Figura 13. Resultados obtidos apds extracdo com pirofosfato de sédio. Em (a) diagrama de caixa
(box-plot) e (b) gréfico de barras dos valores meédios de abundancia bacteriana
(x10° bactérias.g’ PU) das amostras analisadas. As barras de erro em (b) indicam o desvio
padrdo da média.

Além da producdo de dados comparaveis com a literatura, para profundidades
semelhantes (p.ex. LUNA et al., 2002; DANOVARO et al., 2002b), a extragdo com
pirofosfato possibilitou a obtencdo de amostras com perfis citométricos bastante
satisfatorios. Conforme ilustrado na Figura 14, baixa quantidade de ruido ao redor da
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area de contagem foi observada para ambas as amostras. A presenca de pouco ruido
(representado pelos pontos pretos localizados acima e a esquerda da area colorida
demarcada na Figura) indicou elevada eficiéncia de separacdo das células bacterianas

(pontos representados em verde) a partir de amostras de sedimento.

PQ 1G

Figura 14. Perfis citométricos obtidos ap6s extracdo com pirofosfato para cada amostra de
sedimento testada. Em amarelo podem ser observadas as esferas fluorescentes utilizadas para
afericdo, em preto o ruido e em verde estdo as células procarioticas enumeradas.

3.3.3. Comparacao entre os Métodos — Metanol x Pirofosfato

A comparacdo entre os métodos foi realizada a partir da analise das duas
amostras coletadas na Baia de Guanabara. Na analise das amostras foram utilizados os
procedimentos otimizados dos métodos de extracdo com pirofosfato e metanol.

Os parametros utilizados para avaliar a eficiéncia e aplicabilidade dos métodos
de extracdo testados indicaram o método baseado no uso de pirofosfato como o mais
adequado para utilizacdo em amostras de sedimento. Conforme ilustrado na Figura 15,
as maiores abundéancias, para as duas amostras testadas, foram obtidas ap0s extracéo
com pirofosfato e a diferenca de valores observada foi significativa (ANOVA;
F =196,37; p<0,001).

Analisando os valores médios encontrados para as duas amostras (Tabela VII) foi
observado que quando extraida com metanol a amostra IG apresentou a menor
abundancia (0,11+0,03 x 10° bactérias.g™) e esta foi bastante inferior & observada para a
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mesma amostra extraida com pirofosfato de sédio (1,44+0,18 x 10° bactérias.g™).
Enguanto a extracdo com pirofosfato apresentou para a amostra 1G, resultados cerca de
50% inferiores aos da amostra PQ (2,93+0,21 x 10° bactérias.g™), o método de extracio
com metanol obteve resultados para a amostra PQ (1,50+0,30 x 10° bactérias.g™) mais
de dez vezes superior aos encontrados para a amostra 1G. Deste modo, se observou que
as abundancias obtidas ap6s extracdo com metanol foram bastante subestimadas, em
especial para a amostra IG. E possivel que esta metodologia de extracdo seja mais
adequada a outros tipos de amostra com composicdo quimica e de particulas diferentes,
como por ex. aguas turvas e biofilmes (LUNAU et al. 2005).
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Figura 15. Resultados obtidos apds extragdo com pirofosfato de sédio (PIRO) e metanol (MOH)
para as duas amostras analisadas. Em (a) diagrama de caixa (box-plot) e (b) gréfico de barras
dos valores médios de abundancia bacteriana (x10° bactérias.g™). As barras de erro em (b)
indicam o desvio padrdo da média.

Tabela VII. Dados de abundancia bacteriana obtidos da extracdo com metanol e
pirofosfato.

Média

Método  Amostra (x 10° bact.g?)  (x 10° %F;ct.g'l) CV%
Metanol PQ 1,50 0,30 20
€] 0,11 0,03 31
. PQ 2,93 0,21 7
Pirofosfato G 144 0.18 12

A reprodutibilidade observada para a extracdo com pirofosfato também foi
superior & obtida apos extracdo com metanol. Isto foi observado comparando-se 0s

coeficientes de variacdo obtidos entre as réplicas das amostras testadas, analisadas por
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cada um dos metodos (Tabela VII) — 7 e 12% apds extracdo com pirofosfato e 20 e 31%
para extracdo com metanol. Além disso, quando comparados aos citogramas obtidos
apoés extracdo com metanol (Figura 8), os perfis citométricos encontrados para a
extragdo com pirofosfato (Figura 14) exibiram maior separacdo entre as células
procaridticas extraidas e as particulas presentes na amostra.

Outro fator considerado importante foi a maior “limpeza” e menor quantidade de
ruido observada nos citogramas produzidos pelo método do pirofosfato. Conforme
mencionado anteriormente, o ruido é causado por particulas fluorescentes (SHAPIRO,
2003) que devem ser eliminadas durante o processo de extracdo, sendo considerado

mais eficiente o método que removeu a maior proporcgao destas particulas.
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3.4. CONCLUSAO

O método baseado no uso do metanol é um método relativamente recente
(LUNAU et al., 2005) e possivelmente devido a este fato ndo existem muitos trabalhos
publicados que mencionam seu uso. Por este motivo, os dados obtidos a partir desta
metodologia séo de dificil comparacdo com os demais existentes na literatura. Ja o uso
de pirofosfato estd amplamente difundido na literatura desde a década de 70 (MEYER-
REIL et al., 1978; VELJI & ALBRIGHT, 1986a e 1986b; BOTT & KAPLAN, 1990;
FRY, 1990; PARKES et al., 1994; EPSTEIN & ROSSEL, 1995; WIT et al., 1997;
DUHAMEL & JACQUET, 2006; AMALFITANO & FAZI, 2008; AMALFITANO
et al., 2009).

No presente trabalho, testes preliminares realizados para eliminar incertezas
metodoldgicas possibilitaram a otimizacéo do procedimento descrito por DUHAMEL &
JACQUET (2006). As modificagdes do método original foram validadas apos terem
sido obtidos valores de abundancia superiores as observadas com o procedimento
original. O protocolo otimizado de extracdo bacteriana com pirofosfato de sédio esta
ilustrado na Figura 6. A citometria em fluxo, utilizada na quantificacdo da abundancia
para todas as amostras testadas, possibilitou a rapida contagem das amostras,
contribuindo para um maior desempenho e reprodutibilidade nos testes realizados. Em
face de todos os dados propostos, 0 método de extracdo baseado no uso de pirofosfato
de sddio se mostrou mais eficiente para extragdo bacteriana em amostras de sedimento
que o método que utiliza o metanol.

A enumeracdo é uma das etapas importante no estudo dos microrganismos em
amostras naturais, podendo ser utilizada como um indice geral de atividade e como uma
medida de biomassa (JANNASCH & JONES, 1959). O presente estudo é uma
contribuicdo para as pesquisas de ecologia microbiana em sedimentos, em fungdo de
apresentar uma otimizacdo dos protocolos existentes para a extracdo de ceélulas

procariéticas deste tipo de matriz.
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Capitulo 3
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4. ABUNDANCIA BACTERIANA NOS SEDIMENTOS DA BACIA DE CAMPOS

4.1. INTRODUCAO

A presenca de bactérias na agua e no sedimento de oceanos profundos foi uma
das primeiras descobertas em microbiologia marinha, descrita no final do século XIX
por CERTES (1884) e referenciada por GAGE & TYLER (1991) e PATCHING &
EARDLY (1997). Porém, por muito tempo a importancia dos microrganismos no
metabolismo de sedimentos profundos permaneceu desconhecida. No final da década de
60, o incidente ocorrido com o submersivel Alvin (JANNASCH et al., 1971) teve
grande repercussdo apos seu resgate depois de mais de 10 meses de uma profundidade
de 1.540 m. A caixa de lanches que afundou a bordo do submersivel continha
sanduiches e macés em estado de conservacdo surpreendente, sem indicios aparentes de
degradacdo microbiana, o que reforgou ainda mais a visdo do fundo oceanico como
ambiente empobrecido (PATCHING & EARDLY, 1997; MASCARELLI, 2009).

Estudos subsequentes desenvolvidos in situ ou sob condicGes in situ simuladas
indicaram que populacdes bacterianas de oceano profundo eram relativamente inativas e
ndo adaptadas ao seu ambiente (JANNASCH & TAYLOR, 1984). Tais investigacOes se
concentraram na medida de taxas metabdlicas relativas a substratos organicos
especificos, e as atividades medidas sob pressdes in situ foram consideravelmente
menores que as observadas em amostras controle mantidas sob pressdo atmosférica.
Deste modo, comunidades bacterianas de sedimentos profundos pareciam se comportar
de modo semelhante as comunidades de superficie (JANNASCH & TAYLOR, 1984;
PATCHING & EARDLY, 1997). Desde entdo, 0os microrganismos marinhos tém sido
alvo de inumeros estudos, proporcionando assim avangos importantes no campo da
ecologia microbiana (EPSTEIN & ROSSEL, 1995) e do estudo do mar profundo de
modo geral (JORGENSEN & BOETIUS, 2007).

Atualmente se sabe que o fundo oceénico é altamente dindmico (JORGENSEN
& BOETIUS, 2007) e que 0s microrganismos sao 0s principais componentes do
material organico particulado na zona oceénica afética (PATCHING & EARDLY,
1997), chegando a contribuir com até 90% da biomassa bentbnica de sedimentos
profundos (Quéric et al., 2004). As bactérias desempenham um papel chave em todos 0s
principais ciclos biogeoquimicos nos sedimentos profundos (TURLEY & DIXON,
2002; QUERIC et al., 2004). O ciclo global do carbono é, sem dvida, o mais afetado
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pela acdo dos microrganismos (REX et al., 2006), os quais também influenciam os
ciclos do fésforo, nitrogénio, enxofre, ferro, manganés e silicio (ZOBELL & MORITA,
1959; JORGENSEN & BOETIUS, 2007).

Nos sedimentos marinhos profundos, localizados distante da zona fotica, a
dindmica microbiana e o metabolismo bacteriano sdo limitados (PATCHING &
EARDLY, 1997; GAGE & TYLER, 1991). O assoalho marinho e a camada de agua
imediatamente superior constituem um ecossistema quase que totalmente heterotréfico
onde o metabolismo da biota dependente da quebra de moléculas organicas complexas
provenientes da zona fotica (exceto em fontes hidrotermais, e em fontes frias) (GAGE,
2003). Entre os fatores que podem controlar a dindmica bacteriana em sedimentos
profundos estdo incluidos: 1) caracteristicas fisicas, tais como temperatura e tipo de
sedimento; 2) caracteristicas quimicas, tais como conteddo de matéria organica,
concentracdo de compostos labeis e concentracdo de compostos toxicos; e 3) processos
bioldgicos tais como predagdo e mortalidade por infeccdo viral (MONTAGNA, 1984;
MEYER-REIL, 1987; DANOVARO & FABIANO, 1995; DANOVARO & SERRESI,
2000). Considerando que a distribuicdo bacteriana é estreitamente relacionada as
propriedades do sedimento (DANOVARO & FABIANO, 1995), a abundéncia
bacteriana pode ser utilizada como um forte indicativo de mudangas no fluxo de
nutrientes ao fundo oceénico, resultante de variagbes sazonais e interanuais
(DANOVARO et al., 1999) e de outras mudancas ambientais (PFANNKUCHE et al.,
1999; TURLEY & DIXON, 2002)

Neste contexto, o presente estudo tem por objetivo avaliar a distribuicdo das
bactérias nos sedimentos da Bacia de Campos compreendida entre 21°50° e 22°50°S, e
39°30” e 40°30°W, fornecendo assim dados pioneiros de abundancia bacteriana nesta
regido. Além disso, objetiva-se correlacionar esta distribuicdo com caracteristicas
ambientais, como a profundidade local, e com os pardmetros abiéticos analisados nestes
sedimentos. Este trabalho faz parte do projeto de Caracterizacdo Ambiental do Oceano
Profundo da Bacia de Campos (OCEANPROF), projeto interdisciplinar, que envolveu
pesquisadores da UFRJ, UERJ, PUC, UENF, USP e INPE. Financiado pelo CENPES-
PETROBRAS foi composto de quatro operagdes ou campanhas: opera¢do Roncador,
realizada em outubro de 2001, operacdo ALBACAR, em maio de 2002, operagéo
OCEANPROF I, em novembro de 2002, e operagio OCEANPROF II, em junho de
2003. No presente estudo foram apresentados apenas os dados obtidos nas operacoes
OCEANPROF | e OCEANPROF 1.
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4.2. AREA DE ESTUDO

A Bacia de Campos esta localizada na margem sudoeste do Oceano Atlantico Sul
e ocupa uma porcao da margem continental do Brasil entre 20,5°S (cidade de Vitoria) e
24°S (Arraial do Cabo) em uma éarea de mais de 100 mil quildmetros quadrados
(VIANA et al., 1998). Considerada a maior reserva petrolifera do Brasil, a Bacia de
Campos atualmente é responsavel por aproximadamente 84% da producdo nacional de
petréleo, com uma producdo diéria de cerca de 1,49 milhdes de barris de Oleo e 22
milhdes de metros cubicos de gas (PETROBRAS, 2001 e 2010).

Mais de 70% da Bacia de Campos é de aguas profundas, superiores a 200 m. A
plataforma continental tem uma largura média de 100 km e a quebra da plataforma varia
de 80m de coluna d’agua, ao norte, a 130 m de coluna d’agua, no sul, com uma
profundidade média de 110 m. O talude se estende por 40 km com gradiente médio de
2,5° (VIANA et al., 1998).

As amostras de sedimento analisadas foram coletadas nos anos de 2002 e 2003,
em cruzeiros oceanograficos da campanha OceanProf. A area estudada foi dividida em
Norte e Sul. A delimitacdo da &rea Norte consistiu da por¢do do litoral brasileiro
limitada entre 21°52° e 22°37°S e 39°30” e 39°57°0. J& a &rea Sul ficou distribuida entre
22°40’ e 22°50’S e 39°57’ e 40°30°0.

4.3. HIPOTESES

Com base nas informac@es disponiveis na literatura e considerando os fatores que
podem influenciar a abundancia bacteriana nos sedimentos marinhos, as seguintes
hipoteses de trabalho foram levantadas:

- A distribuicdo das bactérias nos sedimentos marinhos estd associada a
distribuicdo da matéria organica nestes sedimentos.

- A abundéancia bacteriana na area de estudo diminui com o aumento da

profundidade local.
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4.4, MATERIAL E METODOS

4.4.1. Coleta das Amostras

As estacOes de coleta (n = 44) foram distribuidas sobre as isdbatas de 750, 1050,
1350, 1650 e 1950 m de profundidade, nas &reas Norte e Sul da Bacia de campos
(Figura 16). A mesma malha amostral praticada na campanha de verdo, realizada em
novembro de 2002, foi adotada para a campanha de inverno que ocorreu em junho de
2003.

AW S0USOW 40°40W 400N 40°20'W 4010 4D0UW 3OS0 3040w
Y
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23S 225005 X¥40'S A0S 2X0S MOS 2°0S 21°50S A0S TS 21205

A°0W 40°S0W S0°A0NW 40°30W  40T20W ADCI0W ACD'W 38°S0YW 3EC40nW

Figura 16. Mapa da Bacia de Campos com as estacdes de coleta (Fonte:
CENPES/PETROBRAS).

As coordenadas de cada uma das estacOes de coleta estdo descritas na Tabela
VIII. As coletas foram realizadas a bordo do N/RB. Astro Garoupa e em ambas as
campanhas foi adotado o mesmo procedimento de coleta e preservagdo das amostras de
sedimento para a analise de abundancia bacteriana. As coordenadas dos pontos de coleta
estdo em UTM (DATUM SAD - 69).
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Tabela VIII. Area, profundidade da isobata e coordenadas (DATUM
SAD - 69) das estacdes de coleta visitadas nas campanhas de verdo
(2002) e inverno (2003).

< Prof. ~ Latitude (L Longitude (N
ATa |sobata  CoLeGa0 LIThA( : UT™ ™
44 405893 7547079
250 49 406972 7558419
54 403604 7571854
59 404405 7579772
45 410106 7546764
1050 50 410441 7558463
50A* 409873 7561629
60 410960 7580095
46 415788 7546760
51 415506 7558200
Norte 1350 56 414600 7571966
61 417010 7580105
47 419110 7546506
1650 52 419999 7558198
57 417865 7571980
62 420290 7580410
48 424825 7546159
1950 53 426004 7558168
58 430195 7571697
63 429813 7580374
64 359936 7499994
250 69 371121 7509028
74 381008 7515900
79 396008 7530200
65 369010 7491006
70 381974 7501978
1050 75 390572 7508692
80 401414 7521580
84 399047 7517993
66 379987 7483999
71 389992 7494991
sul 1350 76 396892 7503893
81 405951 7516461
85 403486 7512296
67 383961 7480018
72 393005 7491009
1650 77 400790 7500302
82 408430 7513693
86 405309 7508554
68 385995 7477996
73 395980 7490064
1950 78 403490 7498501
83 411275 7510453
87 406831 7505695

*substituiu a estacdo 55

Amostras de sedimento foram coletadas nas 44 estacBes com o auxilio de um
box-corer da Ocean Instruments, do tipo USNEL SPADE CORER MK I (50 x 50 cm)
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(Figura 17). Em cada lancamento, ap6s o recolhimento do equipamento a bordo, a 4gua
da interface com o sedimento foi cuidadosamente retirada com um siféo e passada por
uma peneira de 300 um para evitar perda de material que eventualmente seja sugado
pelo sifdo (Figura 18). ApoOs este procedimento, testemunhos do tipo “vegematic”
(colméia), foram inseridos na regido central do box-corer para posterior estratificagdo
do sedimento (Figura 19), sendo apenas 1 testemunho utilizado para a andlise de

abundancia bacteriana.

{ Bruna Farg

‘pwl

v W j\--?i% g g :
Figura 17. Coletor de fundo do tipo box-corer
utilizado na coleta das amostras.

Para analise do material, cada testemunho foi estratificado no minimo em: 0.2 cm
da camada superficial; 2-5 cm e de 5-10 cm, totalizando trés estratos por cada
testemunho. Para os trés estratos obtidos foram realizadas as seguintes anlises:
granulometria, carbonato, matéria organica, carbono orgéanico e inorgéanico, nitrogénio

total, fosforo e metais. Para a anélise de abundancia bacteriana, aliquotas da camada
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superior do sedimento (0-2 cm) foram transferidas para tubos criogénicos de 2 mL
estéreis com o auxilio de espatulas de madeira (previamente esterilizadas em autoclave).
Imediatamente apds a coleta as amostras foram preservadas em nitrogénio liquido, onde
permaneceram até o processamento das amostras em laboratorio. Durante todo o

procedimento foram utilizadas luvas de procedimento estereis.

Foto cedida por Br,u/na‘ Faro

Figura 19. Amostra de sedimento ap0s insercao das colméias.
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4.4.2. Andlise em Laboratorio

Em laboratério as amostras de sedimento foram descongeladas e fixadas com
paraformaldeido (concentragdo final 2%), conforme ilustrado na Figura 20. Aliquotas de
0,5 g de sedimento foram pesadas com o auxilio de uma balanga analitica certificada
Ohaus®, com precisdo de quatro casas decimais, em tubos de ensaio de polipropileno
estereis. Aos sedimentos pesados foram adicionados 3 mL de formol (concentracéo final
2%) e os tubos foram homogeneizados manualmente, refrigerados por 30 minutos e
posteriormente congelados em freezer -20°C. As amostras fixadas permaneceram

congeladas até o momento da andlise.

Fixacdo das Amostras:

0,5 g de sedimento
+

3 mL de paraformaldeido 2%*

homogeneizar

[

30 min. a 4°C

congelar em freezer -20°C

*concentragdo final, diluido em agua do
mar filtrada(0,22 ym) e autoclavada.

Figura 20. Esquema do procedimento
de fixacdo das amostras.

A analise de abundéancia bacteriana nas amostras de sedimento coletadas foi
precedida pela extragdo com pirofosfato de sodio. Esta metodologia de extragdo
proposta por DANOVARO et al. (2001) e DUHAMEL & JACQUET (2006) teve
alguns procedimentos testados e modificados (ver capitulo 2). O diagrama esquematico
da metodologia de extracdo utilizada na analise das amostras coletadas na Bacia de
Campos esta ilustrado na Figura 21.

As amostras congeladas na etapa de fixacdo foram descongeladas sobre a
bancada até atingirem temperatura ambiente. Aos tubos contendo amostra de sedimento
adicionou-se 5 pL de Tween 80 10% (diluido com &agua ultra pura), 1 mL de pirofosfato
de sddio 10 mM e 4 mL de &gua do mar estéril (filtrada em membrana 0,22 um e
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autoclavada). Os tubos foram agitados manualmente e em seguida sonicados durante
3 minutos (poténcia de 75%; =58 W), com interrupgéo de 30 segundos a cada minuto.
Durante o intervalo entre os tempos de sonicagcdo as amostras foram homogeneizadas

manualmente.

amostra fixada
(congelada)

—> Descongelar a
temperatura ambiente

homogeneizar

adicionar 5 pL de Tween 80 (10%)

adicionar 1 mL de pirofosfato de s6dio (10 mM)

|

adicionar 4 mL de 4gua do mar*

{

sonicar a amostra: sonicador — 75%.
(3x 1 min. homogeneizando 30s a cada min.)

incubar a amostra (5 min)
agitar manualmente por 1 min
centrifugar — 1 min. / 800g

diluir a amostra

*filtrada em 0,22 pm e autoclavada

Figura 21. Esquema do procedimento de extragéo
bacteriana com pirofosfato de sodio.

Apos a sonicacdo as amostras foram incubadas em recipiente contendo agua
durante 5 minutos. Finalizada a incubacdo as amostras foram homogeneizadas
manualmente por 1 minuto e centrifugadas (800g/1 min.). As amostras centrifugadas
foram imediatamente diluidas 25x em tampao fosfato livre de particulas (filtrado com
membrana 0,22 um) e coradas com Syto 13. As células procaridticas em suspensao
presentes nas amostras tratadas foram enumeradas por citometria em fluxo, conforme
descrito mais adiante (subitem 4.4.3). Em todos os procedimentos foram utilizadas
pipetas automaticas calibradas, membranas filtrantes estéreis e tubos e ponteiras

previamente esterilizados em autoclave.
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4.4.3. Determinacgdo da Abundancia por Citometria em Fluxo

A abundancia bacteriana total nos sedimentos tratados foi determinada apds a
coloracdo dos &cidos nucléicos (DNA e RNA) com o fluorocromo Sytol13 (Molecular
Probes, ref. S-7575) a 2.5 uM. Este procedimento é baseado nos trabalhos de DEL
GIORGIO et al. (1996) e GASOL & DEL GIOGIO (2000) e tem sido utilizado
rotineiramente no laboratério de Hidrobiologia do Instituto de Biologia - UFRJ para
analise de abundancia bacteriana em amostras de 4gua (ANDRADE et al., 2003). Com
0 desenvolvimento do presente trabalho, a metodologia de determinacdo da abundancia
bacteriana por citometria em fluxo foi validada também para amostras de sedimento.

Para cada 250 pL de amostra de sedimento tratada e ja diluida, foram utilizados
10 pL da solugéo de trabalho de Syto13. As amostras foram homogeneizadas em vortex
por 15 segundos e incubadas no escuro por 15 minutos. Apds este periodo, esferas
fluorescentes de latex foram adicionadas em abundancia conhecida a cada amostra para
calibragdo do espalhamento lateral e dos sinais de fluorescéncia verde, e como padréo
interno para as contagens e medidas citométricas. A concentracdo da solucdo padrao de
esferas foi determinada por microscopia de epifluorescéncia, de acordo com
LEBARON et al. (1994). Em seguida a adi¢do da solucdo de esferas as amostras foram
mantidas em recipiente protegido de luz até o0 momento da leitura no citdmetro (entre 20
e 40 minutos).

Para deteccdo foi usado um citdmetro CyAn ADP (DakoCytomation), equipado
com um laser de estado sélido (488 nm, 25 mW) e com modificagdes no filtros (verde
FL1 em 510 + 15 nm, e vermelho FL4 em 650 + 10 nm). Para aquisicdo e
processamento dos dados foi empregado o programa Summit versdo 4.3
(DakoCytomation). Vale ressaltar que todos os dados de abundancia obtidos neste
trabalho foram dimensionados como nimero de células ou bactérias (bact) por massa
Umida de sedimento (padronizada como 1 g).

A abundancia total de células procaridticas baseada na contagem de células
coradas e esferas fluorescentes foi determinada pela formula: [(bactéria/ esferas {ambas
contadas por citometria}) x esferas/ml {contadas por microscopia}] (DEL GIORGIO et
al., 1996; GASOL et al., 1999).
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4.4.4. Andlises Estatisticas

Na analise dos dados foi empregada estatistica descritiva basica e foram
calculados valores médios, desvios padrdo, coeficientes de variagcdo e valores minimos e
maximos para as variaveis analisadas. Os dados de abundancia obtidos nos testes foram
analisados primeiramente em relacdo a parametricidade, através dos testes de
Kolmogorov-Smirnnov (normalidade), como proposto por ZAR (1999).

As analises de variancia foram utilizadas a fim de comparar a significancia dos
valores de abundéncia bacteriana entre: (1) as diferentes profundidades de coleta, (2) as
areas de amostragem — norte e sul e (3) as duas campanhas realizadas — verao e inverno.
De acordo com a caracteristica do conjunto de dados avaliado foram realizadas analises
ndo paramétricas. Para as comparac@es dos valores médios entre as areas e campanhas
foi utilizado o teste de Mann—Whitney. Nas comparagdes entre as profundidades foi
aplicada a analise de Kruskal-Wallis e para discriminar as diferengas significativas
apontadas pela analise de variancia foi utilizada uma Comparacdo Multipla de Médias
(Kruskal-Wallis).

Correlagdes de Spearman foram utilizadas para estabelecer quais fatores
ambientais (dados fisico-quimicos do sedimento) estiveram mais relacionados aos
parametros bacterianos. As correlagbes foram consideradas significativas quando o
nivel de significancia de 95% (p<0,05) foi alcangado. As anélises inferenciais, analises
de variancia e correlagdes foram efetuadas utilizando-se o programa Statistica® 7.0.
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1. Dados de Abundancia Bacteriana

4.5.1.1. Campanha de Verdo — 2002

Os dados de abundancia bacteriana total obtidos na campanha de verédo variaram
entre 1,06 e 5,88 x 10’ bactérias.g” (Tabela IX). Os valores médios obtidos para as
4reas norte e sul foram respectivamente 2,89+1,27 e 2,51+1,13 x 10" bactérias.g™. Foi
observada grande homogeneidade espacial para toda a regido de estudo, de modo que
entre as areas norte e sul ndo se observou diferengca na abundancia bacteriana (Mann-
Whitney; U = 146; p=0,2041; Figura 22). A Figura 23 ilustra a distribuicdo dos dados
agrupando-se os resultados das areas norte e sul em fungdo da profundidade de obtengéo

da amostra.
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Figura 22. Resultados da campanha de verdo obtidos para as areas Norte e Sul. Em (a) diagrama
de caixa (box-plot) e (b) gréfico de barras dos valores médios de abundancia bacteriana
(x10' bactérias.g™*) das amostras analisadas. As barras de erro em (b) indicam o desvio padrdo
da média.

A diferenga de abundancia observada entre as profundidades de coleta ndo foi
significativa (Kruskal-Wallis; H=4,83; p=0,3047). Dentre todas as profundidades de
coleta, 750 e 1050 m foram as que apresentaram os valores mais elevados (em média
3,65+1,63 e 2,80+0,83 x 10 bactérias.g™, respectivamente). J& nas profundidades
superiores a 1000 m (1350, 1650 e 1950 m) foram registrados os valores de abundancia
mais reduzidos, variando de 2,31 a 2,54 x 10’ bactérias.g™. Além da estreita faixa de

abundancia, foi observada grande proximidade entre os valores de mediana para as
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profundidades de 1350, 1650 e 1950 m (Figura 23), que foram respectivamente 1,89,
2,33 e 2,08 x 10" bactérias.g™.

Tabela IX. Dados de abundancia bacteriana, valores médios e coeficientes de
variacgdo (por profundidade de coleta) obtidos na campanha de verdo realizada
em novembro de 2002.

< Abundancia Média
Area Prof. Amostra (x107 bact.g'l) (x107 bact.g'l) CV%
44 2.40
49 *
750 54 - 2,40 -
59 *
45 3,80
50 3,07
1050 50 A 3,00 3,13 16
60 2,63
46 1,35
51 2,04
Norte 1350 56 559 3,10 60
61 3,41
47 1,79
52 2,21
1650 57 246 2,15 16
62 *
48 5,88
53 2,48
1950 58 235 3,13 59
63 1,82
64 3,80
69 1,74
750 74 4.46 3,96 43
79 5,83
65 1,62
70 2,37
1050 75 4,23 2,54 40
80 2,53
84 1,96
66 3,35
71 1,65
sul 1350 76 1,87 2,09 34
81 1,69
85 1,89
67 2,54
72 2,46
1650 77 1,62 2,40 24
82 2,17
86 3,24
68 2,08
73 2,74
1950 78 1,69 1,83 34
83 1,06
87 1,60

*Amostra perdida
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A distribuicdo da abundancia bacteriana em funcéo da profundidade de origem
dos sedimentos foi observada previamente por DANOVARO et al. (1998), para o
Mediterraneo Oriental, e por QUERIC et al. (2004), para 0 Oceano Artico. Em ambos
0s casos foram considerados dados de abundancia da camada superficial do sedimento
(0-2 cm), a mesma fracgdo utilizada no presente estudo.
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Figura 23. Resultados da campanha de verdo obtidos para as profundidades de coleta. Em (a)
diagrama de caixa (box-plot) e (b) grafico de barras dos valores médios de abundancia
bacteriana (x10” bactérias.g’) das amostras analisadas. As barras de erro em (b) indicam o
desvio padrdo da média.

4.5.1.2. Campanha de Inverno — 2003

Para a campanha de inverno foram observados valores de abundancia variando
de 1,36 a 8,65 x 10’ bactérias.g™ (Tabela X). Conforme ilustrado na Figura 24, os dados
obtidos para a regido norte da Bacia de Campos (4,92+2,06 x 10" bactérias.g™) foram
superiores (Mann-Whitney; U = 103; p<0,005) aos observados para a area sul
(3,06+1,46 x 10’ bactérias.g’). Esta diferenca pode estar associada a alguma
peculiaridade local relacionada a época em que foi realizada a coleta, sugerindo que no
periodo de inverno a Bacia de Campos pode se configurar como um ambiente
heterogéneo em relagdo & abundancia bacteriana nos sedimentos.

Foi possivel observar certa tendéncia de reducdo de valores em funcdo da
profundidade de origem das amostras (Figura 25), entretanto, a diferenca observada
entre as profundidades ndo foi significativa (Kruskal-Wallis; H=5,84; p=0,2118). Entre
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as profundidades de coleta, 750 m foi a que apresentou os maiores resultados de
abundancia (5,19+1,93 x 10’ bactérias.g™). Ja os valores mais reduzidos foram obtidos
nas regides mais profundas, localizadas sobre a isébata de 1950 m (2,89+1,54 x 10’

bactérias.g™).
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Figura 24. Resultados da campanha de inverno obtidos para as areas Norte e Sul. Em (a)
diagrama de caixa (box-plot) e (b) grafico de barras dos valores médios de abundancia
bacteriana (x10" bactérias.g™’) das amostras analisadas. As barras de erro em (b) indicam o
desvio padrdo da média.
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Figura 25. Resultados da campanha de inverno obtidos para as profundidades de coleta. Em (a)
diagrama de caixa (box-plot) e (b) grafico de barras dos valores médios de abundancia
bacteriana (x10" bactérias.g’) das amostras analisadas. As barras de erro em (b) indicam o
desvio padrdo da média.
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Tabela X. Dados de abundancia bacteriana, valores médios e coeficientes de
variacdo (por profundidade de coleta) obtidos na campanha de inverno realizada
em junho de 2003.

A Abundancia Média CV%
Area Prof. Amostra (107 bactg?)  (x10’ bact.g?)
44 7.18
49 4,26
750 54 7.08 5,48 36
59 3,38
45 3,71
50 3,64
1050 50 A 557 3,63 45
60 1,58
46 4,58
51 7,19
Norte 1350 56 8.65 6,44 29
61 5,33
47 3,86
52 8,38
1650 57 4.27 4,90 49
62 3,08
48 5,55
53 *
1950 58 4,81 3,91 57
63 1,36
64 3,51
69 4,94
750 74 322 491 44
79 7,96
65 2,34
70 4,99
1050 75 3,41 3,72 27
80 3,46
84 4,40
66 2,21
71 1,90
sul 1350 76 2,47 2,11 12
81 1,84
85 2,11
67 2,03
72 1,70
1650 77 2,77 2,67 40
82 4,42
86 2,45
68 2,59
73 2,14
1950 78 3,14 2,27 27
83 1,64
87 1,85

*Amostra perdida



4.5.1.3. Campanhas de Verao e Inverno

Os valores médios de abundancia bacteriana obtidos nas campanhas de verdo e
inverno estdo sintetizados na Tabela XI. A campanha de inverno apresentou valores de
abundancia bacteriana superiores aos encontrados para a campanha de verdo (Mann-
Whitney; U = 524; p<0,005; Figura 26). Isto pode estar associado a um maior
suprimento de particulas organicas ao fundo no periodo do inverno, uma vez que as
bactérias, assim como os demais organismos presentes em sedimentos profundos,
dependem do carbono orgéanico proveniente da zona féotica (DANOVARO &
FABIANO, 1995; PFANNKUCHE et al., 1999; DANOVARO et al., 1999).

Tabela XI. Valores médios de abundancia bacteriana obtidos nas
campanhas de verdo e inverno.

Campanha Area Profundidade (xlovggé?.g'l) CV%
750 2,40 =
1050 3,13 16
Norte 1350 3,10 60
1650 2,15 16
i 1950 3,13 59
Verdo 750 3.96 43
1050 2,54 40
sul 1350 2,09 34
1650 2,40 24
1950 1,83 34
750 5,48 36
Norte 1050 3,63 45
1350 6,44 29
1650 4,90 49
1950 3,91 57
Inverno 750 4,91 44
sul 1050 3,72 27
1350 2,11 12
1650 2,67 40
1950 2,27 27

*ndo calculado por insuficiéncia de dados

Estimativas de biomassa fitoplanctonica (clorofila a), entre outros parédmetros,
foram obtidas na mesma época e para a mesma regido da Bacia de Campos estudada no
presente trabalho (dados ndo publicados). Tais estimativas, obtidas a partir de amostras
de agua coletadas até 200 m de profundidade, foram mais elevadas no periodo de
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inverno que no verdo. O mesmo foi observado em estudos anteriores realizados na
Bacia de Campos, que mostraram estimativas de biomassa fitoplancténica (clorofila a)
mais elevadas no periodo de inverno que no verdo (PETROBRAS, 2001). A maior
producédo de biomassa fitoplanctdnica no periodo do inverno pode estar associada a uma
maior concentragdo de elementos nutrientes (fosfatos e nitratos) na camada superficial
da coluna d’&gua neste periodo do ano (NIENCHESKI et al., 1999). Deste modo, a
producgdo priméria na zona fotica pode estar fornecendo um suprimento adicional de
material orgénico para o fundo oceéanico no periodo do inverno, favorecendo o aumento
da abundancia bacteriana no sedimento neste periodo do ano.

Em escalas locais o fluxo de carbono ao fundo oceanico e sua utilizagdo pelos
organismos bentonicos podem ser estimados diretamente por meio da implantacdo de
‘armadilhas de sedimentos’ (sediment traps) e determinando o consumo de oxigénio
pela comunidade do sedimento (Smith et al., 2001). Atualmente ndo existe qualquer
trabalho publicado sobre fluxo de carbono na Bacia de Campos. Em escala global
existem muito poucas medidas deste tipo para fornecer uma figura razoavel da
disponibilidade de alimento em grandes escalas geograficas, medidas estas essenciais

para a compreensdo do ciclo global do carbono (Rex et al. 2006).
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Figura 26. Resultados das campanhas de verdo e inverno. Em (a) diagrama de caixa (box-plot) e
(b) grafico de barras dos valores médios de abundancia bacteriana (x10’ bactérias.g™) de todas
amostras analisadas por campanha. As barras de erro em (b) indicam o desvio padréo da média.

A definicdo de disponibilidade de matéria organica para bactérias benténicas é
complexa, se comparada aos niveis troficos superiores. Isto porque as bactérias
apresentam vantagens por sua habilidade de crescer usando uma variedade de substratos

organicos e inorganicos, incluindo compostos organicos refratarios (DANOVARO
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et al., 2000). Entretanto, o efeito combinado de temperaturas permanentemente frias,
pressOes elevadas e fluxo vertical de material particulado variavel sazonalmente tém
implicagBes importantes para a sobrevivéncia e atividade metab6lica de comunidades
bacterianas no fundo dos oceanos (TURLEY, 2000; QUERIC et al., 2004).
Considerando-se todos os dados das campanhas de verdo e inverno realizadas na
Bacia de Campos, foi observada diferenca significativa na abundancia bacteriana entre
as areas norte e sul (Mann-Whitney; U = 525; p<0,005; Figura 27). Esta diferenca,
entretanto, ocorreu devido aos resultados obtidos para a area norte na campanha de
inverno (4,92+2,06 x 10’ bactérias.g™; Figura 28 e Tabela XII) que foram muito
superiores aos demais resultados observados nas duas campanhas (Kruskal-Wallis;
H=18,43; p<0,001). Os valores de abundancia mais reduzidos foram encontrados na

4rea sul, na campanha de verdo e foram em média 2,51+1,13 x 10" bactérias.g™.
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Figura 27. Resultados obtidos para as areas norte e sul. Em (a) diagrama de caixa (box-plot) e
(b) grafico de barras dos valores médios de abundancia bacteriana (x10’ bactérias.g™) de todas
amostras analisadas nas duas campanhas (verédo e inverno). As barras de erro em (b) indicam o
desvio padrdo da média.

O Oceano Atlantico Sudoeste é conhecido por sua oligotrofia (ANDRADE et al.,
2003). Nesta regido, a Corrente do Brasil segue em direcdo ao sul levando a Agua
Tropical com elevada temperatura e salinidade (GAETA et al., 1999). Movendo-se
abaixo desta massa d’agua, em direcdo oposta, existe a Agua Central do Atlantico Sul,
uma camada de agua fria e rica em nutrientes. A Agua Tropical oligotrofica é a massa
d’agua prevalecente na zona fotica desta regido do Oceano Atlantico (PEDROSA et al.,
2006).
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Os processos que ocorrem na zona fotica tém influéncia direta sobre os
sedimentos profundos, visto que afetam o fluxo de matéria organica particulado ao
fundo oceénico. Devido a oligotrofia da Bacia de Campos seria esperada grande
homogeneidade espacial da abundancia bacteriana, padrdo observado na campanha de
verdo. Entretanto, no Oceano Atlantico Sudoeste diversos fendmenos fisicos, a exemplo
de ressurgéncias e vortices, podem ocorrer sendo resultado de uma combinacdo de
fatores tais como o fluxo de correntes diferentes e a topografia de fundo. Tais fatores
possibilitam a fertilizacdo das &guas superficiais com nutrientes da Agua Central do
Atléantico Sul (GAETA et al., 1999; SUSINI-RIBEIRO, 1999), aumentando localmente
a producdo fitoplanctbnica e consequentemente um maior suprimento de material
organico aos sedimentos profundos. A ocorréncia de fenémenos fisicos que favorecam a
producdo fitoplanctonica poderia justificar a observacdo de dados elevados de
abundancia em determinada regido da Bacia de Campos, como observado para a area

norte na campanha de inverno.
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Figura 28. Resultados das campanhas de verdo e inverno obtidos para as areas norte e sul. Em
(@) diagrama de caixa (box-plot) e (b) grafico de barras dos valores médios de abundancia
bacteriana (x10" bactérias.g™) de todas amostras analisadas (por area em cada campanha). As
barras de erro em (b) indicam o desvio padrdo da média.

Tabela XII. Valores de “p” para Comparacdo Multipla entre os dados de abundancia
bacteriana obtidos nas diferentes Areas/Campanhas (Kruskal-Wallis; H=18,43). Em
vermelho p<0,05.

Area/Campanha  Norte-verdo Sul-verédo Norte-inverno  Sul-inverno
Norte-verdo - 1,0000 0,0319 1,0000
Sul-veréo - 0,0002 0,8157
Norte-inverno - 0,0298
Sul-inverno -
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A distribuicdo da abundancia bacteriana em fungéo da profundidade de coleta
estd ilustrada na Figura 29. Considerando-se todos os dados obtidos nas duas
campanhas foi observada clara tendéncia de diminuicdo dos valores com o aumento da
profundidade e a diferenca de valores encontrada foi significativa (Kruskal-Wallis; H =
11,48; p<0,05). Apesar da diferenca significativa, entre as profundidades consideradas
apenas 750 m e 1950 m diferiram efetivamente (Kruskal-Wallis; H = 11,48; p<0,02;
Tabela XII1).
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Figura 29. Resultados obtidos para as profundidades de coleta. Em (a) diagrama de caixa
(box-plot) e (b) gréfico de barras dos valores médios de abundancia bacteriana
(x10' bactérias.g’) de todas amostras analisadas nas duas campanhas (verdo e inverno). As
barras de erro em (b) indicam o desvio padrdo da média.

Tabela XII1. Valores de “p” para Comparacdo Multipla entre os dados de abundancia
bacteriana obtidos nas diferentes Profundidades (Kruskal-Wallis; H=18,43). Em
vermelho p<0,05.

Profundidade (m) 750 1050 1350 1650 1950
750 - 1,0000 0,1465 0,2201 0,0132
1050 - 1,0000 1,0000 0,7548
1350 - 1,0000 1,0000
1650 - 1,0000
1950 -

Embora tenha sido observada relacdo negativa entre a abundancia bacteriana e a
profundidade e este seja um padrdo comumente observado para regides oceénicas
(DANOVARO et al., 1998; QUERIC et al., 2004) é provavel que a relagdo no seja
devido a profundidade em si, mas possivelmente a diminui¢cdo no fluxo de carbono

organico particulado que ocorre com o aumento da profundidade do oceano
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(JORGENSEN & BOETIUS, 2007). Segundo DEMING & CARPENTER (2008), 0
fluxo descendente de carbono organico particulado prediz claramente a abundancia
bacteriana, sendo o numero de microrganismos no sedimento baseado principalmente
no suprimento de recursos organicos ao fundo do mar e ndo na profundidade.

A Tabela X1V apresenta uma sintese dos dados de abundéncia bacteriana de
diversas areas oceadnicas do mundo, com suas respectivas referéncias e métodos de
analise empregados. A variacdo de valores observada nesta Tabela para areas de mesma
profundidade pode estar associada a diversos fatores, tais como, metodologia de coleta e
analise, fatores ambientais e unidade utilizada para expressar 0s resultados. Cada
unidade utilizada contém uma informac&o variada sobre o ambiente fisico, de modo que
relacbes ecologicas podem ser mascaradas ou falsamente quantificadas quando uma
escala impropria é usada (SCHMIDT et al. 1998). Além disso, a utilizacdo de unidades
diversas dificulta a comparacdo de resultados entre diferentes publicagdes, visto que a
maioria dos trabalhos ndo contém informacdes, tais como a densidade do sedimento
(massa de sedimento seco/volume de sedimento Umido — BOWERS et al., 2009), que
possibilitem a conversdo de uma unidade em outra.

Alguns trabalhos como o de ZOBELL & MORITA (1959) e de GOUDA et al.
(2006), realizados respectivamente no Oceano Indico e no Mar Mediterraneo,
apresentaram valores de abundéncia cerca de duas a trés ordens de magnitude inferiores
aos descritos neste estudo para a Bacia de Campos. Tais resultados podem estar
associados ao uso de técnicas de cultivo na analise das amostras de sedimento. Sabe-se
que os métodos de cultivo limitam a estimativa de abundancia, pois ndo é possivel
fornecer um meio com os requisitos nutricionais e condi¢cdes ambientais essenciais para
0 crescimento de todas as bactérias ao mesmo tempo (WATSON et al., 1977;
KIRCHMAN & WILLIAMS, 2000). Como consequéncia, as técnicas de cultivo
favorecem apenas uma pequena fracdo das bactérias vivas presentes no ambiente
(JANNASCH & JONES, 1959; GEWIN, 2006), subestimando as estimativas de
abundancia de uma a trés ordens de grandeza. Outros trabalhos (BOETIUS et al., 1996
e 2000; DEMING & CARPENTER, 2008) registraram dados de abundancia mais
elevados, da ordem de 10° células.cm™. Vale ressaltar que nestes artigos os valores de
abundancia foram dimensionados por unidades de area (cm3) ou volume (mL) e ndo por
massa de sedimento como a maior parte dos demais trabalhos (ROWE & DEMING,
1985; WIT et al., 1997; DANOVARO et al., 1998 e 2002a; LUNA et al., 2002;
LUNAU et al., 2005; RAGHUKUMAR et al., 2006).
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Tabela X1V. Médias de Abundancia Bacteriana em amostras de sedimento de diversos locais do mundo.

Estudo Amostragem Analise Abundancia Bacteriana
Localizagéo Profundidade Extracdo Coloragéo Deteccéo x 10° celulas.g™*
. Fossa das 10.000 m o o . 0,002 - 0,04 (PU)
ZoBell & Morita 1959 Filipinast 1.000 m Cultivo 0,005 — 0,02 (PU)
ZoBell & Morita 1959 Oceano Indico 7.000 m ** ** Cultivo 0,01 -0,02 (PU)
Deming & Colwell Planicie Abissal - .
1982 Demerara? 4.500 - 4.800 m e Acridine Orange Epif. 4,4 -10,7 (PS)
Rowe & Deming 1985 " 1anicie Abissal — 5o 4 g0 m = Acridine Orange  Epif 3,1-4,7 (PS)
g Demerara? ' ' g pit. : :
Rowe & Deming 1985  Baia de Biscay? 4.000 - 4.700 m e Acridine Orange Epif. 2,0-4,3 (PS)
Boetius etal. 1996~ Mediterraneo 4y 4 goom  Pirofosfatoe L cidine Orange  Epif. 15,5 — 39,4 células.cm’
Oriental sonicagao
. c o Pirofosfato e :
Wit et al. 1997 Oceano Indico 4.200-4.800 m sonicacio DAPI Epif. 8,6 — 96,9 (PS)
Danovaro et al. 1998 Megjgg;rtz?eo 40-1.500 m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 1,0-3,5(PS)
Boetius et al. 2000 Mar Arébico 1.900 - 4.400 m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 6,0 — 40,0 células.cm™
Danovaro & Serresi Mediterraneo Pirofosfato e .
2000 Oriental 1.200 - 4.200 m sonicacio SYBR-1 Epif. 4,0 -11,0 (PS)
. Atlantico N - .
Dixon & Turley 2000 Nordeste 1.100 - 3.600 m Sonicagao Acridine Orange Epif. 1,1-12,0 (PS)

(*) Unidade diferente quando especificada, (**) N&o realizado, (PU) peso Umido, (PS) peso seco, (Epif.) Microscopia de Epifluorescéncia, (Cel.) Células,
10ceano Pacifico, 2Atlantico Norte, 3Costa Oeste da Franca, “Italia, > Alexandria — Egito.
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Tabela XIV. Continuagdo.

Amostragem Analise A .
Estudo Localizagéo Profundidade Extracdo Coloragao Deteccéo Abundancia Bacteriana
Danovaro et al. 2002a Mar 1300-4000m  "wofosfatoe o idine Orange  Epif. 1,8-6,5 (PS)
Mediterrraneo sonicagdo
Danovaro et al. 2002b  Mar Adriatico’ 15-50m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 1,4-36,5 (PS)
Luna et al. 2002 Mar Adriatico* 9-12m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 1,5-53,1 (PS)
. Atlantico - . . , 1
Turley & Dixon 2002 Nordeste 1.100 - 3.600 m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 0,6 — 5,3 células.mL
- QL Pirofosfato e lodeto de Propidio . ) 3
Quéric et al. 2004 Oceano Artico 1.200 - 5.600 m Homogeneizacao e Syto 9 Epif. 0,8 — 5,4 células.cm
Metanol SYBR Green | Epif. 0,05 células.mg™ (PU)
Mar do Norte 2m Pirofosfato SYBR Green | Epif. 0,04 células.mg™ (PU)
Tween 80 SYBR Green | Epif. 0,03 células.mg™ (PU)
Lunau et al. 2005 ) .
Metanol SYBR Green | Epif. 9,0 células.mg™ (PU)
Mar Béltico 405 m Pirofosfato SYBR Green | Epif. 7,0 células.mg™ (PU)
Tween 80 SYBR Green | Epif. 5,8 células.mg™ (PU)
Gouda et al. 2006 Eastern, 1,5-13m ok ok Cultivo  0,0001- 0,1 CFU.g* (PS)
Harbour
Raghukumar et al. Bacia Indiana L - .
2006 Central 5.000 m Sonicagéo Acridine Orange Epif. 20,0 (PS)
Hewson & Fuhrman Oceano Pacifico 20-900 m Plrofosfgto e~ SYBR Green | Epif. 0,7 — 1,6 células.mL™
2007 homogeneizacgao
Deming & Carpenter Golfo do -~ Acridine Orange e . . 3
2008 Meéxico 212 -3.732m Triton-X DAP| Epif. 1,0 — 18,9 células.cm

(*) Unidade diferente quando especificada, (**) N&o realizado, (PU) peso imido, (PS) peso seco, (Epif.) Microscopia de Epifluorescéncia, (Cel.) Células,
10ceano Pacifico, 2Atlantico Norte, 3Costa Oeste da Franca, “Italia, °> Alexandria — Egito.
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Considerando a unidade utilizada no presente trabalho (células.g™ PU), a
profundidade de origem dos sedimentos e a metodologia de separacdo das bactérias do
sedimento (pirofosfato de sodio e/ou sonicacdo), se observou que a abundancia
bacteriana aqui descrita para os sedimentos da Bacia de Campos foi de uma a duas
ordens de grandeza inferior a descrita na literatura para outras regides oceanicas
(DANOVARO & SERRESI, 2000; DIXON & TURLEY, 2000; DANOVARO et al.
2002a). Isto pode estar associado a caracteristica oligotréfica das aguas superficiais
(zona fética) da Bacia de Campos (ANDRADE et al., 2003; PEDROSA et al., 2006).
Tal caracteristica possivelmente limitaria a producdo fitoplanctdnica na superficie,
fornecendo pouca quantidade de material orgénico para o fundo oceénico quando
comparado aos ambientes em que foram encontrados dados de abundéancia mais
elevados (Tabela XIII). A regido nordeste do Oceano Atlantico, por exemplo, estudado
por DIXON & TURLEY (2000) é conhecido por sua variagdo sazonal no fluxo de
carbono organico particulado ao sedimento, que tem seu maximo no verdo apds 0s
blooms fitoplancténicos que ocorrem na primavera (LEVIN & GOODAY, 2003). Deste
modo, admite-se que peculiaridades regionais podem afetar o fluxo descendente de
material organico e a disponibilidade de recursos alimentares nos sedimentos profundos,

possivelmente influenciando a abundancia bacteriana nestes sedimentos.

4.5.2. Correlagdo com Parémetros abidticos do sedimento

Os resultados das analises fisico-quimicas (matéria organica, carbonatos, carbono
e nitrogénio) e de granulometria (porcentagem de areia, silte e argila) do sedimento,
utilizados neste trabalho, foram obtidos no ambito do projeto OCEANPROF e
gentilmente cedidos pelo Laboratério de Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual
do Norte Fluminense (LCA / UENF). As correlagdes foram realizadas utilizando-se
todos os dados de abundéncia bacteriana obtidos nas duas campanhas realizadas (verdo
e inverno, n = 88, Tabela XV).

Foi observada correlagdo negativa entre a abundancia bacteriana e a porcentagem
de silte nas amostras de sedimento (n=88; p<0,05). Ja em relacdo & porcentagem de
areia fina a correlacdo observada foi positiva (n=88; p<0,05). Embora em ambos o0s
casos a correlagdo tenha sido significativa, o rs foi baixo (rs=-0,25 para a porcentagem
de silte e rs=0,22 para a porcentagem de areia fina), sugerindo fraca influéncia da
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granulometria da amostra sobre a abundancia de bactérias nos sedimentos analisados.
SCHMIDT et al. (1998) identificaram forte correlacdo entre a area superficial do gréo
de sedimento e a abundancia bacteriana em sedimentos costeiros superficiais. Segundo
estes autores a relagdo pode ndo ser devido a simples limitacdo por espago, visto que as
bactérias habitam somente 0,05-5% da &rea superficial disponivel. A dependéncia foi
atribuida ao substrato ao qual estavam adsorvidas, habitat de protecéo, ou inversamente

aos gréos de argila acumulados em exudatos bacterianos.

Tabela XV. Coeficiente de correlagdo (rs) entre os
dados de abundancia bacteriana e os parametros
fisico-quimicos analisados no sedimento (Correlagdo
de Spearman, valores em vermelho p<0,05).

Parametro re
%Argila -0,11
%Silte -0,25
%Silte+Argila -0,10
%Areia Fina 0,22
%Areia Média 0,14
%Areia Grossa -0,09
% Matéria Orgéanica -0,45
%Carbonatos -0,25
Carbono Total -0,22
Carbono Orgénico -0,16
Carbono Inorgénico -0,20
Nitrogénio Total 0,06

Também foi observada correlagcdo negativa (n=88; rs=-0,45; p<0,05) entre a
abundancia bacteriana e a proporgdo de matéria organica nos sedimentos analisados. O
mesmo foi observado entre a concentragdo de carbono total e a abundéncia bacteriana
n=88; rs=-0,22; p<0,05). Ja entre a concentracdo de carbono organico no sedimento e a
abundancia bacteriana ndo foi possivel obter qualquer tipo de correlacdo (Tabela XV).
Para a regido nordeste do Atlantico foi relatada relagcdo exponencial positiva (p<0,05)
entre abundéncia bacteriana e concentragdo de carbono organico particulado (TURLEY
& DIXON, 2002). Padrdo semelhante foi descrito por DANOVARO et al., (2000), os
quais observaram abundancia bacteriana com distribuicdo sensivel a mudangas na
disponibilidade de compostos organicos nos sedimentos. Entretanto, este ndo é um
padrdo constante, existindo relatos de padrbes de abundancia bacteriana insensiveis as

variaveis indicadoras de disponibilidade alimentar (BOETIUS et al., 1996).
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Historicamente, a abundancia de vida sobre o fundo do mar foi imaginada como
sendo uma fungdo da concentragdo de matéria organica nos sedimentos. Entretanto, isto
ndo tem sido demonstrado na literatura. A quantidade de matéria orgénica presente no
sedimento deveria fornecer uma aproximacdo razoavel da quantidade de alimento
potencial aos microrganismos detritivoros. Porém, quando se relaciona o nimero de
organismos por m? com o carbono organico disponivel ndo se observa nenhum padréo
consistente (ROWE et al., 1991). Isto ocorre possivelmente devido & matéria organica
em sedimentos de mar profundo ser altamente refrataria, apenas uma pequena proporgao
do material orgénico que chega ao fundo oceénico é labil e estd disponivel aos
organismos para ser rapidamente utilizado (ROWE et al., 1991; JORGENSEN &
BOETIUS, 2007).

Ap0s anos de estudos por diversos grupos de pesquisa espalhados pelo mundo,
pouco se sabe sobre a fracdo do material organico sedimentar que estd acessivel a
degradacdo microbiana e em que escala de tempo esta fracdo serd digerida, oxidada e
assimilada (Jgrgensen & Boetius, 2007). As substancias refratarias podem ser
resistentes a enzimas hidroliticas, e seu uso como recurso energético e nutricional
parece depender de uma série de fatores fisico-quimicos e bioldgicos, tais como a
adsorcdo da matéria organica a particulas minerais ou a digestdo prévia por animais
(BURDIGE, 2007). Além disso, a relacdo entre a producdo de biomassa bacteriana e a
disponibilidade de substrato (carbono organico particulado e nitrogénio) em sedimentos
profundos ainda ndo é bem compreendida (TURLEY & DIXON, 2002).

Além da quantidade de matéria organica labil, a disponibilidade de nitrogénio no
sedimento é considerada como fator limitante para o crescimento bacteriano (TURLEY
& DIXON, 2002). Apesar disso, ndo se observou correlacdo significativa entre a
concentragdo de nitrogénio total e a abundancia bacteriana dos sedimentos da Bacia de
Campos nas campanhas realizadas em 2002 e 2003 (Tabela XV). De fato um conjunto
extenso de fatores em cada ambiente atua na determinagdo do nimero de bactérias nos
sedimentos. Desta forma a abundancia bacteriana reflete o balanco entre processos de
crescimento (via indugdo/producdo de enzimas, hidrolise de substratos, captacdo,
respiragdo e conversdo em abundancia) e mortalidade (predacdo e lise celular)
(DANOVARO & SERRESI, 2000; TURLEY & DIXON, 2002) ndo sendo, portanto
uma funcéo direta da disponibilidade de recursos no meio.

As bactérias podem desempenhar um papel importante na cadeia alimentar e o

estudo dos microrganismos é considerado um desafio para ecologia microbiana marinha
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(PASCAL et al., 2009). A distribuicdo das bactérias nos sedimentos marinhos tem sido
utilizada como forte indicativo de mudangas no fluxo de nutrientes ao fundo oceénico
(TURLEY & DIXON, 2002; QUERIC et al., 2004), visto que a abundancia microbiana
é estreitamente relacionada as propriedades dos sedimentos (DANOVARO &
FABIANO, 1995; DANOVARO et al., 1998). Por esta razdo, a enumeragdo € uma das
etapas importante no estudo dos microrganismos em amostras naturais, podendo ser
utilizada como um indice geral de atividade e como uma medida de biomassa
(JANNASCH & JONES, 1959). Neste sentido € essencial que sejam desenvolvidos
mais estudos visando uma maior compreensdo da dindmica microbiana nos sedimentos

marinhos da regido estudada.
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4.6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

1. Na éarea da Bacia de Campos estudada, a abundéancia bacteriana tem relagdo
com a profundidade local, com as caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos e com

as diferentes épocas do ano.

2. A distribuicdo das bactérias na regido de estudo ndo é influenciada pela

quantidade total de matéria orgénica nos sedimentos.

3. O gradiente de profundidade exerce significativa influéncia na distribuicdo das

bactérias no sedimento.

Portanto, a hipotese de trabalho “A distribuicdo das bactérias nos sedimentos
marinhos estd associada a distribuicdo da matéria organica nestes sedimentos” foi
rejeitada e a hipdtese “A abundancia bacteriana na area de estudo diminui com o

aumento da profundidade local” foi confirmada pelo conjunto de dados.
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Conclusao Final
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5. CONCLUSAO FINAL

As bactérias constituem o fundamento de todos os ecossistemas do planeta
através da degradacdo da matéria orgénica e da regeneracdo de nutrientes. As duas
fontes mais importantes de matéria organica labil nos oceanos profundos sdo a ‘chuva’
de carbono organico particulado da superficie e a transformacgdo bacteriana de matéria
orgénica refrataria em compostos mais rapidamente assimilaveis no fundo do mar
(Richardson & Young, 1987). A transformacdo da matéria orgéanica realizada pelos
organismos procariotos presentes nos sedimentos marinhos tem importancia
fundamental na producdo de biomassa e nos ciclos biogeoquimicos em uma escala
global (Danovaro et al., 2008). Além disso, a distribuicdo destes organismos pode ser
utilizada como forte indicativo de mudangas no fluxo de nutrientes ao fundo oceanico
visto que a abundancia microbiana é estreitamente relacionada as propriedades dos
sedimentos (Danovaro & Fabiano 1995, Danovaro et al. 1998).

Na analise de abundancia bacteriana em amostras de sedimento o processo de
separagdo ou extracdo € o principal desafio e visa a otimizacdo das contagens
bacterianas, aumentando a proporc¢do de células separadas das particulas e minimizando
a perda de organismos (AMALFITANO & FAZI, 2008). De acordo com o0s testes
realizados, a sonicagdo da amostra em presenca de pirofosfato de sédio (DANOVARO
et al., 2001, DUHAMEL & JACQUET, 2006) se mostrou mais adequada em
comparagdo ao uso de metanol (LUNAU et al., 2005). O protocolo gerado a partir dos
testes metodoldgicos descreveu a extracdo das amostras seguida pela contagem das
celulas por citometria em fluxo, configurando rapidez e precisdo na analise das bactérias
em sedimentos marinhos. A utilizacdo de metodologias de anélise otimizadas confere
confiabilidade dos dados de abundancia gerados, evitando que relagfes ecoldgicas
sejam mascaradas ou falsamente dimensionadas.

Utilizando-se a metodologia descrita no capitulo 2, foram analisadas as amostras
de sedimento da Bacia de Campos coletadas nos anos de 2002 e 2003. Tanto a
sazonalidade quanto a batimetria possuem relacdo com o fluxo de carbono organico
particulado ao fundo oceénico e especificamente na area estudada podem estar
associadas a caracteristicas locais e fenémenos fisicos ocorrentes na coluna d’agua da
Bacia de Campos. Em ultima insténcia, a producdo priméria na zona fotica controla o
fluxo descendente de material organico, podendo afetar a disponibilidade deste material
para as bactérias. A partir dos dados de abundancia obtidos foi possivel observar um
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padréo sazonal de distribuicdo dos microrganismos no sedimento, com valores mais
elevados no periodo do inverno. Além disso, foi observada diminuicdo da abundancia
em funcdo do aumento da profundidade. Quanto a distribuicdo espacial foi observada
grande homogeneidade da abundancia bacteriana nos sedimentos da Bacia de Campos
no periodo do verdo. Ja no inverno, foi possivel observar diferenca de valores entre as
areas amostradas, com valores mais elevados na area norte.

A oceanografia microbiana é uma area de estudo que abrange diferentes escalas.
Processos microbianos devem ser entendidos a escala do microrganismo individual,
entretanto é necessario compreender o efeito acumulativo dos processos microbianos
sobre a biogeoquimica dos oceanos (AZAM & MALFATTI, 2009). A determinagdo da
abundancia bacteriana e de outros parametros microbianos, como a biomassa, sdo
importantes ferramentas em estudos com estimativas de fluxo de carbono ao fundo
oceénico e sua utilizacdo pelos organismos benténicos, contribuindo para uma melhor
compreensdo do ciclo global do carbono. O uso de pardmetros microbianos associado a
obtencdo de dados fisico-quimicos nos sedimentos marinhos possibilitard um maior

entendimento do papel desenvolvido pelos organismos procariotos nos oceanos.
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