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Resumo

Guimarées, Pablo Santos. Tapetes Microbianos da Lagoa dos Patos (RS — Brasil):
Ocorréncia, Fatores Meteoroldgicos Relacionados e Fixacao de Nitrogénio. Tese de
Doutorado, Universidade Federal do Rio Grande, 2015

Nas ultimas décadas comunidades de tapetes microbianos tém sido descritas nos mais
diversos ambientes do hemisfério Norte, enquanto que a escassez de relatos para a
Ameérica do Sul reflete a falta de estudos e grupos dedicados a este tipo de comunidade.
O presente trabalho objetiva (1) descrever comunidades de tapetes do estuario da Lagoa
dos Partos (RS — Brasil) de acordo com seu local de ocorréncia na zona intermareal,
composicdo e estrutura, bem como o efeito de forcantes fisicas na erosdo destes; (2)
relacionar a ocorréncia e composicdo de tapetes microbianos na Lagoa dos Patos com
fatores meteoroldgicos importantes na hidrodindmica do estuério e (3) estudar o estresse
e aclimatacdo as diferentes salinidades por Anabaena sp., uma cepa de cianobactéria
heterocitada isolada de tapetes microbianos do estuario da Lagoa dos Patos. Na Lagoa
dos Patos os tapetes microbianos ocorreram nas zonas supra € meso intermareal e
apresentaram dominancia principalmente de cianobactérias filamentosas heterocitadas
ou ndo, e diatoméaceas penadas. Na zona intermareal superior os tapetes ficam menos
expostos a erosdo, e frequentemente associados as fanerdgamas, possibilitando a
ocorréncia de comunidades mais complexas, estaveis e com maior teor de clorofila e
proteina. Na zona intermareal mediana a comunidade de tapete fica exposta a forcantes
fisicas que aumentam a erosdo, evidenciada pela observacdo das estruturas sedimentares
induzidas por microorganismos e devido a maior influéncia espacial e temporal de agua
doce, apresentou maior abundancia relativa de espécies de cianobactérias heterocitadas.
Os tapetes ocorrem associados as condi¢bes que favorecem a maior umidade no
sedimento, especialmente para aqueles tapetes que ocorrem na zona intermareal
superior, e as condi¢cBes em que a direcdo e intensidade do vento ndo levam a erosao da
margem colonizada, para tapetes que ocorrem na zona intermareal mediana. N0ss0s
experimentos com Anabaenasp. mostraram que a cepa esta mais adaptada ao meio com
alta salinidade. Mesmo com contagens menores de heterocitos, em alta salinidade a cepa
apresentou atividade nitrogenase similar.

Palavras-chave: tapetes microbianos; zona intermareal; condigdes meteoroldgicas;

atividade nitrogenase.



Abstract

Guimarées, Pablo Santos. Microbial mats from Lagoa dos Patos (RS - Brazil):
Occurrence, Related Meteorological Factors and Nitrogen Fixation. Doctoral
Thesis, Federal University of Rio Grande, 2015

In recent decades microbial mats have been described in many different environments
of the Northern hemisphere, while the scarcity of reports to South America reflects the
lack of studies and groups dedicated to this type of community. Our aims are (1)
describe the microbial mats from Lagoa dos Patos (RS — Brazil) according to place of
occurrence on the intertidal zone, composition and structure, and the effect of physical
forcing that led to the erosion; (2) correlate the occurrence of microbial mats from
Lagoa dos Patos with meteorological factors, which are important to the estuarine
hydrodynamics; (3) study stress and acclimatation of Anabaeana sp., which was isolated
from microbial mats from Lagoa dso Patos, to differente salinities. The microbial mats
occurred on the supra and mesotidal zone. Filamentous cyanobateria (heterocited or not)
and pinnate diatoms were the mainly dominant taxons. On the supratidal zone the
microbial mats were less exposed to the erosion and were often associated to
phanerogams, which allowed achieve more complex communities with highest
chlorophyll a and protein content. On the mesotidal zone the community was more
exposed to the erosion, evidenced by the presence of Microbially Induced Sedimentary
Structures (MISS), and due the highest influence of freshwater they were also composed
by a highest percentage of heterocited cyanobacteria. The microbial mats on the
supratidal zone occurred associated to conditions that allowed highest sediment
humidity whereas the mesotidal microbial mat were associated to wind conditions that
did not led to erosion. Our experiments with Anabaena sp. showed that this strain still
adapted to high salinity. Even with a lower heterocites counting, under highest salinity
the strain showed similar nitrogenase activity.

Key-words: microbial mats; intertidal zone; metheorological factors; nitrogenase

activity.



Lista de Figuras
Capitulo 1: Revisdo Bibliografica
Figura 1. Diagrama de Hjulstrom e a relac&o entre velocidade de fluxo e tamanho

do sedimento na erosdo, transporte e sedimentacdo (Nichols, 2009)...........c.cccceevrvenen. 21

Figura 2. Formacdo de um biofilme em cinco estagios. Estagio (1) células se
aderem a superficie sedimentar; (2) producéo e liberacdo de EPS resulta em uma maior
adesdo irreversivel ao substrato; (3) desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme
ou tapete microbiano; (4) maturacdo da estrutura de biofilme e formacéo de estrutura
multilaminar em tapetes microbianos; (5) dispersdo de células livres ou fragmentos do

biofilme e tapete microbiano (Adaptado de Stoodley et al., 2002).........c.ccceevveveireenenn. 23

Figura 3. Bioestabilizacdo do sedimento por cianobactérias bénticas.
Bioestabilizacdo do Tipo | (BSI) ocorre em funcdo do efeito de fixacdo do sedimento
por EPS e da coesa rede de feixes de filamentos espessos do tapete microbianos
epibentdnico. Biestabilizacdo do Tipo Il (BSII) ocorre em funcdo do efeito da fixacédo
do sedimento por tricomas simples que entrelacam as particulas da superficie do
sedimento (tapete microbiano endobentdnico). Bioestabilizacdo do Tipo Il (BSIII)
ocorre em funcdo de biofilmes que envelopam os grdos de sedimento formando
agregados bidtico-minerais. Estes agregados flutuam facilmente e permanecem em

suspensdo até serem depositados na superficie intermareal (adaptado de Noffke

Figura 4. Classificacdo das Estruturas Sedimentares Induzidas por
Microrganismos (MISS). O diagrama mostra a relagéo de formacéo de todos os MISS.

As estruturas sdo induzidas por crescimento, bioestabilizacdo, abafamento,



aprisionamento, ou coesdo. O centro do diagrama inclui MISS formadas pela

interferéncia de todas as interacoes fisico-bioticas (Noffke 2010)........ccccccevvvvveivenenne. 27

Figura 5. Modelo conceitual do papel do estresse fisico operando lateralmente em
todos os niveis troficos (setas laterais), das forcantes “bottom-up” (fatores limitantes
fisico quimicos - setas superiores) e “top-down” (predagdo e pastejo — setas inferiores)
na regulacdo da estrutura da comunidade de tapete. Adaptado de Thompson et al.

2010 OO 33

Capitulo 2: Tapetes Microbianos da Lagoa dos Patos: primeira
ocorréncia, composicao e estruturas erosionais

Figura 1. Mapa do Estuério da Lagoa dos Patos (RS-Brasil), com a localizacdo
dos pontos de coleta e da estacdo meteoroldgica. A, B, C e D: pontos e area de coleta.
ESCAIA = 5 KMot 50

Figura 2. Distribuicdo dos tapetes microbianos na zona intermareal da Lagoa dos

Patos (RS — Brasil). Adaptado de Abed et al. (2010)........cccccvveiiiieiieiiee e 58

Figura 3. Granulometria dos pontos de coleta A (n=11), B (n=11) e C (n=11) na

Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre Novembro de 2012 e Julho de 2014...................... 59

Figura 4. Detalhe da superficie do sedimento colonizado por um tapete
microbiano (A); Microscopia eletrnica de varredura da comunidade de tapete aderida a
um grdo de sedimento (B). Tipos de tapetes encontrados na Lagoa dos Patos: associado
ao sedimento na zona intermareal mediana (C), associado as fanerogamas (D) e ao
afloramento de agua subterrdnea (E) na zona intermareal superior. Estruturas
sedimentares induzidas por microorganismos (MISS) observadas em tapetes da Lagoa

dos patos: superficie deposicional nivelada fragmentada por bolsdes de erosdo (F),

10



fragmentos de tapete microbiano flutuando ap6s evento de erosdo (G), remanescentes
erosionais (H) e superficie marcada por pequenas cavidades formadas por bolhas
L{01 (0T L1 (2] (TS 61

Figura 5. Abundancia Relativa das cinco principais taxons e de seus grupos
morfofuncionais nos tapetes microbianos associados ao sedimento na regido intermareal
mediana (Sand; n=12), a vegetacdo rasteira de margem (Grass n=13) e ao afloramento
de &gua subterranea (Groundwater; n=3) na zona intermareal superior do estuario da
Lagoa dos Patos (RS — Brasil) de acordo com a abordagem Filogenética (A) e de
Grupos Morfo-Funcionais (B). flagelados mixotréficos unicelulares (UMF); flagelados
autotroficos coloniais (CAF); cianobactérias filamentosas (FCY), heterocitadas (HCY) e
coloniais (CCY); diatomaceas céntricas (CDI) e penadas (PDI); algas verdes cocdides e
unicelulares (GCU); algas verdes coloniais ou cenobiais (GCC); e algas verdes
FIHAMENTOSAS (G 1) 67

Figura 6. Densidade celular (A), indices de dominancia (B), Shannon (C) e
NUmero de tdxons da camada superficial (5mm) dos tapetes microbianos associados ao
sedimento na zona intermareal mediana (Sand; n=15) e a vegetacdo na zona intermareal
superior (Grass; n=5) sedimento no estuario da Lagoa dos Patos (RS - Brasil) de
JanNeIro @ JUINO B 2014........ce et 68

Figura 7. Riqueza (A), abundancia relativa de espécies (B) e andlise de
similaridade (C) de tapetes microbianos coletados em janeiro de 2014 no estuario da

Lagoa dos Patos (RS-Brasil). .........cc.ciiiiiiieiicic e 70

Figura 8. Analise do teor de clorofila a, proteina e carboidratos em trés diferentes
camadas dos tapetes microbianos do Estuario da Lagoa dos Patos (RS — Brasil)
associados ao sedimento na zona mesomareal (sand; n=15), asscoaidos a faner6gamas

na zona supramareal (Grass; n=5) e do sedimento ndo colonizado pela comunidade de

11



tapete (No Mate; n=6). L1: camada superior entre 0 e 0,5 cm; L2: camada intermediaria
entre 0,5 e 1 cm; L3: camada inferior entre 1 e 1,5 cm. ANOVA com teste de Kruskal-
Wallis (letra maiscula para comparacdo entre tipos de tapete e letra minuscula para

comparacdo entre camadas; P<0,05) ....ccveriiiieiieeii e 71

Figura 9. Andlise DGGE para genes 16S de amostras de tapetes microbianos
coletadas durante o verdo de 2014 na Lagoa dos Patos (Brasil — RS). MI: tapetes da

zona mesomareal; Ul: tapetes da zona supramareal.............ccccooveiveieeiniieinese s 72

Figura 10. Analise DGGE para genes nifH de amostras de tapetes microbianos
coletadas durante o verdo de 2014 na Lagoa dos Patos (Brasil — RS). MI: tapetes da

zona mesomareal; Ul: tapetes da zona supramareal.............ccocvvviiiniiienencnenc e 72

Capitulo 3: Tapetes Microbianos da Lagoa dos Patos (RS — Brasil):
Sazonalidade e importancia de fatores meteoroldgicos

Figura 1. Mapa do Estuério da Lagoa dos Patos (RS-Brasil), com a localizacéo
dos pontos de coleta e da estacdo meteoroldgica. Escala 5km.........c.cccocevvvviiivciennne. 81

Figura 2. Analise dos Componentes Principais (PCA) da ocorréncia de tapetes
microbianos na zona intermareal mediana, intensidade do vento, precipitagédo total,
temperatura do ar, salinidade e nivel da dgua no Estuario da Lagoa dos Patos (RS —
Brasil) entre Novembro de 2011 e Dezembro de 2012. Ocorréncia de tapetes (©);
tapetes NA0 AELECTAAOS (X).. i veverrerterreriieie ettt bbbt 85

Figura 3. Ocorréncia de Tapetes e composicdo de acordo com Grupos
Morfofuncionais (A), intensidade do vento (B), temperatura do ar (C), precipitacéo total
(D) e umidade relativa do ar (E) da Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre Novembro de
2012 e janeiro de 2014. Flagelados mixotroficos unicelulares (UMF); flagelados

autotroficos coloniais (CAF); cianobactérias filamentosas (FCY) e coloniais (CCY);

12



diatoméaceas céntricas (CDI) e penadas (PDI); algas verdes cocoides e unicelulares

(GCU); algas verdes coloniais ou cenobiais (GCC); e algas verdes filamentosas

Figura 4. Andlise de Componentes Principais (PCA) da ocorréncia de tapetes,
composicao de acordo com Grupos Morfofuncionais, intensidade do vento, temperatura,
precipitacdo total e umidade relativa do ar da Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre
Novembro de 2012 e janeiro de 2014. Ocorréncia de tapetes (®); tapetes ndo observados
(x); flagelados mixotréficos unicelulares (UMF); flagelados autotréficos coloniais
(CAF); cianobactérias filamentosas (FCY), heterocitadas (HCY) e coloniais (CCY);
diatomaceas céntricas (CDI) e penadas (PDI); algas verdes cocdides e unicelulares

(GCU); algas verdes coloniais ou cenobiais (GCC); e algas verdes filamentosas

Capitulo 4: Efeito da Aclimatacdo e Estresse Salino em Anabaena sp.

isolada de um Tapete Microbiano Estuarino

Figura 1. Arvore Filogenética de 26 espécies de cianobactérias. Arvore de
Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-joining Tree) baseado em seqiiéncias do DNA
ribossémico 16S evidenciando a origem evolutiva de Anabaena sp. (). Gloeobacter
violaceus foi considerada uma cianobactéria basal e E. coli foi utilizada como grupo
T Ol (01U 0| (0 T] o) PSSP P PP URPRP 98

Figura 2. Desenho Experimental do ensaio de Reducdo de Acetileno (ARA)
usando filtros de fibra de vidro Whatman GF/F do Experimento 2............ccoccocevvniene. 101

Figura 3. Experimento 1 com filtro: etileno reduzido em diferentes concentracGes

de clorofila-a de ANADABNA SP........iiiiiiiicie e 104

13



Figura 4. Experimento 1 sem filtro: etileno reduzido em diferentes concentragcfes
de clorofila-a de ANADAENEA SP......ccveiveiiiiiiireeieee e 104
Figura 5. Contagem celular de culturas de Anabaena sp. nos tratamentos com
salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN®) € = 30 (ASN3).....oviverereeereeeerreeeeeeereseeeen 105
Figura 6. Teor de Clorofila-a de culturas de Anabaena sp. nos tratamentos com
salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN®) € = 30 (ASN3°)...ccciiiiiieieeieneee e 106
Figura 7. Tempo de duplicacdo da biomassa (T,) baseado no teor de clorofila-a
ao longo da curva de crescimento de Anabaena sp. em trés salinidades diferentes
(BG11°=0; BSN°=15; € ASN3°=30)....cuiiiriiiririerieieriesie et snas 106
Figura 8. Contagem de Acinetos de culturas de Anabaena sp. nos tratamentos
com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN®) € = 30 (ASN3°)....ccoviiriiiienieecieiees 107
Figura 9. Razdo de Células Vegetativas por Heterocitos de culturas de Anabaena
sp. nos tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN®) e = 30 (ASN3°).......108
Figura 10. Reducdo de Acetileno e Fixag¢do de moléculas de nitrogénio de
culturas de Anabaena sp. nos tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), com exposi¢éo
de uma hora ao BG11° (BG11°/ BG11°) e ao BSN° (BG11°/ BSN°); = 15 (BSN°®), com
exposicdo de uma hora ao BSN° (BSN°/ BSN°) e ao BG11° (BSN°/BG11°); e = 30
(ASN3°), com exposicdo de uma hora aos ASN3° (ASN3°/ ASN3°) e ao BG11°
NS T K OO 109
Figura 11. Analise de Carbono Organico e Nitrogénio total do peso seco de
Anabaena sp. nos tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN°) e = 30
NS N2 T 110
Figura 12. Carbono Organico (A) e Nitrogénio total (B) por peso seco de
Anabaena sp. nos tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN°) e = 30

(ASNZ®) ..o eeee e s e e e st s e s er e 110

14



Figura 13. Nitrogénio total do peso seco da cultura de Anabaena sp. nos
tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN°) e = 30 (ASN3°). Dados

calculados com base no Nitrogénio total do 30° dia de experimento.............cccceveneee. 111

15



Lista de Tabelas

Capitulo 1: Revisdo Bibliografica

Capitulo 2: Tapetes Microbianos da Lagoa dos Patos: primeira
ocorréncia, composicao e estruturas erosionais

Tabela 1. Relacdo de locais de coleta, nimero de amostras e analises nas fases 1 e
2 de coleta de tapetes microbianos na Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre Novembro de

2012 @ JUINO A8 2014ttt et nnnnnn 54

Tabela 2. Lista de espécies de cianobactérias e microalgas encontradas em tapetes

microbianos no estuario da Lagoa dos Patos (RS — Brasil).........ccccoeeviveveiiciieincnee, 62

Capitulo 3: Tapetes Microbianos da Lagoa dos Patos (RS — Brasil):
Sazonalidade e importancia de fatores meteorologicos

Tabela 1. Ocorréncia de Tapetes Microbianos e dados de vento, temperatura,
precipitacdo, salinidade e nivel da &gua (WL) na Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre
Novembro de 2011 e Dezembro de 2012. Linhas em cinza escura evidenciam a

ocorréncia de tapetes na zona intermareal mediana...........ccocevvreereeiesieencesre e 84

16



Capitulo 1: Revisdo Bibliogréafica

1. Tapetes Microbianos

Tapetes microbianos sdo densas comunidades bénticas de microrganismos (Stal,
1995) que existem na superficie da Terra a milhGes de anos. Esta estrutura proporciona
um habitat tridimensional onde uma populacdo microbiana metabolicamente diversa
coexiste e interage (Paerl & Yannarell, 2010). Uma propriedade tipica de tapetes
microbianos é sua estrutura disposta em camadas estratificadas, onde diferentes grupos
de organismos ocorrem nas diferentes camadas. Os organismos que compdem cada uma
destas camadas produzem diferentes pigmentos, que diferenciam uma camada da outra
(Stal, 1995).

Existem varias definicdes para tapetes microbianos (Gerdes, 2010), entre elas:

- Comunidades estratificadas que se desenvolvem em microgradientes ambientais
estabelecidos pela interface da agua e substratos solidos. Eles formam estruturas
multilaminares de biofilme que altera 0os microgradientes ambientais em sua interface
como resultado de seu proprio metabolismo (Cohen, 1989).

- Estruturas bénticas laminares, frequentemente construidas por cianobactérias
guando ocorrem na zona fética (Wachendorfer et al., 1994).

- No lato sensu, sdo comunidades microbianas predominantemente compostas por
procariotos que colonizam superficies. Implicito nesta definicdo estad entendido que
ocorre uma interacdo intima entre os microorganismos, a superficie colonizada, e o

ambiente que os circunda (Stolz, 2000).
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- Ocorrem comumente na superficie de sedimentos e detritos particulados, e
rapidamente é formada uma nova superficie sobre o sedimento (Decho, 2000).

- Tapetes microbianos sdo comunidades microbianas intimamente entrelacadas,
incluindo estruturas laminadas, concéntricas e padrfes de crescimento em rede, que
devido o seu crescimento em espessura para cima, gradientes fisico-quimicos, barreiras
e a matriz pegajosa de exopolissacarideos (EPS) que captura grdos minerais, produz
novos minerais, e finalmente, forma estruturas sedimentares rochosas esferulitica e
laminada (Krumbein, 1983; Krumbein et al., 2003).

Apesar do reconhecimento destas vérias definicGes é comum a confusdo entre o0s
termos “tapete microbiano” e “biofilme”. Por defini¢do um tapete microbiano ¢ um
biofilme, considerando o compartilhamento de diversas caracteristicas entre ambos
(Neu, 1994): (1) cooperatividade fisioldgica de organismos; (2) presenca de uma matriz
de exopolissacarideos (EPS) e outros compostos organicos e inorganicos associados ao
substrato; (3) a propriedade adesiva dos EPSs; (4) a afinidade por interfaces e
substratos; (5) agregacdo de microorganismos; e (6) o alto conteldo de 4gua em sua
estrutura (Gerdes, 2010). No entanto outras caracteristicas distinguem estes dois termos,
pois tapetes microbianos sdo freqlientemente formados por organismos capazes de se
locomover (e.g. diatoméceas e cianobactérias); e tapetes microbianos formam estruturas
sobre o sedimento, enquanto biofilme pode consistir em laminas soterradas (Gerdes,
2010). Desta forma, tapetes microbianos podem ser considerados biofilmes na zona
intermareal em estagio avancado formando Iaminas ou manchas sobre o sedimento, que
refletem lacunas na sedimentagéo e erosdo, ou em outras palavras, onde ha tempo para
crescimento da comunidade, concentracdo de biomassa e sucessdo ecoldgica (Gerdes,

2010).
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Nos tapetes microbianos as cianobactérias, que geralmente estdo associadas as
camadas mais superiores, podem ser 0s organismos chave, iniciando a colonizac¢do do
sedimento, e permitindo a coexisténcia de diversos microrganismos e Seus
metabolismos (Stal, 1995). Tapetes microbianos podem ser compostos por diatoméceas,
bactérias autotroficas e heterotroficas, metanogénicos e outros grupos. Além disso, a
quantidade de metabolismos diferenciados chama a atencdo, podendo incluir
organismos tanto aerdbicos quanto anaerdbicos, ou mesmo organismos que apresentem
estes dois metabolismos, separados por uma escala temporal e/ou espacial (Stal, 1995).

Os tapetes microbianos sdo observados em diversos ambientes aquaticos ou
terrestres: (I) planicies costeiras e arenosas, onde vastas areas da zona intermareal s&o
cobertas e onde ocorrem flutuagBes no nivel de agua, salinidade e temperatura; (I1)
ambientes hipersalinos que podem ocorrer em lagoas costeiras rasas e abrigadas com
alta taxa de evaporacédo e pouca precipitacdo, como na costa do Mar Vermelho (Paerl &
Yannarell, 2010); (I1l) Fontes termais, onde a combinacdo de alta temperatura com
disponibilidade de H,S ou condi¢cbes acidas diminui a biodiversidade, mas
principalmente em fontes termais em condi¢es alcalinas ou quase neutras e
caracterizadas por temperaturas acima de 70°C; (IV) Ambientes terrestres que vao
desde dunas costeiras a desertos e superficies rochosas onde as cianobactérias possam
criar uma crosta ou camadas. Estes ambientes exigem resisténcia a ciclos de
dessecacdo/reidratacdo e altas temperaturas. Devido a grande variedade estrutural entre
os tapetes e os diferentes fatores que podem influencié-lo, nesta revisdo trataremos
apenas dos tapetes que ocorrem em zonas intertidais e dos fatores que influenciam sua

ocorréncia.
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2. Formacao dos Tapetes Microbianos

A estrutura dos tapetes microbianos sé é possivel devido a determinadas
caracteristicas ambientais e o fluxo de energia quimica entre as diferentes populacées.
Inicialmente, o desenvolvimento dos tapetes depende de um substrato estavel como
rochas, solo argiloso ou ndo exposto a erosdo (Stock & Ward, 1991; Schieber et al.,
2007). Este substrato deve se apresentar estavel por tempo suficiente para que uma
comunidade se consolide. Apds a consolidacdo de uma comunidade, os préprios
organismos colaboram com a estabilizacdo do substrato, principalmente por meio da

producdo de metabolitos secundérios (Riding, 2000).

2.1. A Colonizagéo do Sedimento

A colonizagdo do sedimento no estagio inicial da formagdo de um tapete
microbiano depende fundamentalmente da estabilidade do sedimento. Esta estabilidade
pode ser determinada pela resisténcia do sedimento a erosdo e ressuspensédo, ou pela
hidrodinamica local. De acordo com o Diagrama de Hjulstrom (Fig.1), sedimentos
como silte e argila (até 0,1 mm) tém uma grande resisténcia a erosao, e a velocidade de
fluxo de &gua deve ser alta para que o sedimento seja ressuspenso. Por outro lado,
sedimentos arenosos (de 0,1 a 1,0 mm) apresentam maior sensibilidade a erosao. Estes
ambientes sdo passiveis de serem colonizados por tapetes microbianos quando as
condi¢des de hidrodinamica assim permitirem, mas ambientes com sedimentos mais
grossos estdo associados a ambientes de alta energia de onda, onde ndo é possivel

ocorrer a colonizacdo do sedimento.
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Figura 1. Diagrama de Hjulstrom e a relagéo entre velocidade de fluxo e tamanho do
sedimento na eroséo, transporte e sedimentagdo (Nichols, 2009).

Diversos fatores podem alterar a hidrodinamica local, entre eles os fatores
meteoroldgicos possuem importante papel especialmente para zonas intertidais de
estuarios. A maioria dos artigos tém relacionado eroséo de sedimentos colonizados por
comunidades microbianas em zonas intertidais com variagdes de maré, altura de onda,
fluxo de energia, transporte de sedimento e freqiiéncia de chuva (Eckman et al., 2008,
Lamote et al., 2012, Cuadrado et al., 2013, Fagherazzi et al., 2014, Gladis-Schmacka et
al., 2014), mas também mostram relagdes com outros fatores importantes, tais como
dessecacéo, evaporacao, umidade, radiacdo solar e temperatura do sedimento (Coelhoet
al. 2009, Pan et al., 2013). Descreveremos a importancia de cada um destes fatores mais
adiante.

O tipo de sedimento pode determinar o microrganismo colonizador em reflexo da

disponibilidade de nutrientes. De acordo com Stal (2010) sedimentos como silte e argila
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estdo associados a maior disponibilidade de nutrientes, e sdo freqientemente
colonizados por tapetes formados por diatomaceas, enquanto sedimentos arenosos, com
menor aporte de nutrientes, sdo frequentemente dominados por cianobactérias. No
entanto esta relacdo nem sempre € muito clara, e alguns trabalhos mostram relacéo
inversa do sedimento e composi¢do dos tapetes (Pan et al., 2013).

O conjunto de caracteristicas ambientais e as relacdes entre elas e 0s componentes
bioldgicos determinam as superficies sedimentares colonizadas. Esta premissa é valida
mesmo em pequena escala, pois freqlientemente sdo observadas grandes areas cobertas
por tapetes extremamente estratificados, apresentando de pequenas manchas a grandes
bolsdes de eroséo que podem ser explicados por erosdo em pequena escala (Stal, 2010)

Foram definidas ao menos cinco fases de desenvolvimento de um biofilme
(Stoodley et al., 2002), que segundo Noffke (2010) sdo 0s mesmos para tapetes
microbianos (Fig.2). No estagio inicial o tapete ¢ um simples biofilme que comega a
liberar EPS, mas a camada colonizada ndo é macroscopicamente visivel e pode ser
facilmente erodida pelo fluxo de agua. Seu desenvolvimento leva a formagdo de uma
lamina continua macroscopicamente visivel e que responde imediatamente a mudancas
ambientais, o tapete propriamente dito. O desenvolvimento de estagios mais avangados
dependera da disponibilidade de nutrientes e substrato, levando a formacdo de uma
comunidade espessa, multiestratificada, e colorida pela ocorréncia de a0 menos trés
diferentes grupos de microrganismos em diferentes camadas. Este é o estagio maximo
atingido por um tapete, e o estagio final é a dispersdo de células isoladas ou a destruicao
do tapete, onde ele é erodido em pequenos fragmentos e transportado pelo fluxo de
agua, servindo como novos nucleos de colonizagdo de sedimento (Noffke 2010). Em
tapetes intertidais de praias arenosas 0s microbiologistas focam especialmente em

tapetes do estagio trés e quatro.
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Figura 2. Formacao de um biofilme em cinco estagios. Estagio (1) células se aderem a
superficie sedimentar; (2) producéo e liberacdo de EPS resulta em uma maior adesdo
irreversivel ao substrato; (3) desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme ou
tapete microbiano; (4) maturacdo da estrutura de biofilme e formacdo de estrutura
multilaminar em tapetes microbianos; (5) dispersdo de células livres ou fragmentos do
biofilme e tapete microbiano (Adaptado de Stoodley et al., 2002).

Uma vez colonizado, o sedimento passa a apresentar maior resisténcia a erosdo,
especialmente devido a formacdo de redes de filamentos e liberagdo de
exopolissacarideos (EPS), que nivelam a superficie sedimentar e a tornam mais coesa,
diminuindo assim o atrito na interface &gua-sedimento. Embora mais estavel, a
manutencdo da comunidade de tapete depende do equilibrio entre forcantes fisicas e a
resisténcia do sedimento a erosdo. Quando a quebra deste equilibrio resulta em erosao, é
possivel observar na superficie do sedimento registros deste evento (Noffke et al, 2001).
O nivel de estresse para 0 ponto de erosao incipiente, quando a erosdo passa a afetar a
estrutura do tapete microbiano, € chamado Ponto de Corte Critico (Critical Shear
Stress), e qualquer aumento deste ponto critico causado pela comunidade de tapete é
denominado bioestabilizacdo (Nofke, 2010).A tendéncia é de que quanto mais velha for

a comunidade de tapete, maior serd o Ponto de Corte Critico (Cuadrado et al., 2014).
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Na ultima década diversos estudos tém focado na geobiologia para a maior
compreensdo da formacdo de um dos mais antigos registros de vida na Terra, 0s
estromatolitos. Os estromatdlitos sdo registros fosseis de tapetes microbianos e 0s mais
antigos datam entre 3,4 e 3,5 milhGes de anos. Os estudos das formagOes destes
registros fésseis e a comparagcdo com a estutura de tapetes microbianos atuais colaboram
para a compreensdo das condigdes ambientais pelas quais estas comunidades foram
expostas (Brendan et al., 2009). O termo Estruturas Sedimentares Induzidas por
Microorganismos (do inglés, Microbially Induced Sedimentar Structures — MISS) foi
proposto por Noffke et al. (2001) para definir como a comunidade microbiana pode
interferir na estabilizacdo do sedimento e ser afetada pelas condi¢cdes ambientais. O
termo inclui o nivelamento (leveling), a bioestabilizagdo, a impressdo, separacdo de

grdos e aprisionamento (baffling/trapping e biding) do sedimento.
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Figura 3. Bioestabilizacdo do sedimento por cianobactérias bénticas. Bioestabilizacao
do Tipo I (BSI) ocorre em funcéo do efeito de fixacdo do sedimento por EPS e da coesa
rede de feixes de filamentos espessos do tapete microbianos epibentonico.
Biestabilizagdo do Tipo Il (BSII) ocorre em fungédo do efeito da fixagcdo do sedimento
por tricomas simples que entrelacam as particulas da superficie do sedimento (tapete
microbiano endobentdnico). Bioestabilizacdo do Tipo Il (BSIII) ocorre em funcéo de
biofilmes que envelopam os grdos de sedimento formando agregados bidtico-minerais.
Estes agregados flutuam facilmente e permanecem em suspensdo até serem depositados
na superficie intermareal (adaptado de Noffke 2010)

No nivelamento os microrganismos preenchem depressdes no substrato, como por
exemplo, em ripples. A bioestabilizacdo pode ocorrer de trés formas distintas: (1) pela
fixacdo do sedimento a partir da liberacdo de EPS e formacgdo de feixes grossos de
filamentos de cianobactérias; (2) fixa¢do dos sedimentos por tricomas individuais que se
entrelacam com as particulas de sedimento da camada de superficie; e (3) pela formacéo

de agregados bidticos-abidticos pelo revestimento de grédos por metabdlitos do tapete
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(Fig. 3). As impressdes sdo marcas deixadas por tapetes soterrados. A separacdo dos
grdos é causada pela comunidade perifitica que vai formando uma camada no entorno
dos grédos afastando um do outro. Por fim, o aprisionamento se d& por uma sequéncia de
eventos. No primeiro (baffling) os filamentos orientam-se perpendicularmente em
direcdo ao substrato, formando uma rede que captura o sedimento. No segundo evento
(Trapping) os grdos sdo capturados por esta rede devido a reducéo do fluxo que passa
por estes filamentos. E por fim, no dltimo evento (Bidding) os grdos sédo encobertos por
polissacarideos que formam aglomerados compostos por sedimento e microorganismos.
A partir deste momento, 0 tapete pode passar a apresentar diferentes horizontes
estratificados (Noffke, 2010).

Atualmente MISS consiste em cinco categorias de estruturas sedimentares
(crescimento, bioestabilizacdo, captura de grdos depositados sobre o tapete com ou sem
producdo de EPS) que incluem 17 estruturas caracteristicas de diferentes fases do

desenvolvimento de tapetes microbianos, resumidas no diagrama abaixo:
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Figura 4. Classificacdo das Estruturas Sedimentares Induzidas por Microrganismos
(MISS). O diagrama mostra a relacdo de formacao de todos os MISS. As estruturas sao
induzidas por crescimento, bioestabiliza¢do, abafamento, aprisionamento, ou coesdo. O
centro do diagrama inclui MISS formadas pela interferéncia de todas as interacdes
fisico-bidticas (Noffke 2010).

3. Estrutura dos Tapetes Microbianos
A espessura de um tapete pode ir desde alguns milimetros até centimetros,
enquanto o comprimento pode variar em uma escala ainda maior. Quando atingem
grandes espessuras, 0s tapetes podem sofrer poucas modificagdes por anos,
permanecendo em estado estacionario, onde o continuo crescimento € equilibrado pela
morte celular e decomposicdo (Doemel & Brock, 1977; Franks & Stolz, 2009). Estes

tapetes podem apresentar uma estratificacdo visivel a partir de diferentes gradientes. Os
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gradientes podem ser fisicos (ex: luz, temperatura, salinidade e etc.) ou quimicos (ex:
oxigénio, gas carbonico, sulfato e etc.).

Na Laguna Figueroa (Baja Califérnia, México) existem tapetes que sd@o bons
exemplos de comunidade estratificada. Nestes tapetes podem ser encontradas até sete
camadas e uma grande diversidade de organismos e metabolismos diferentes. Na
camada mais superficial, de cor amarela, foram encontradas diversas diatoméaceas cuja
cor se dava pelo acimulo de determinado tipo de carotendides. Na camada seguinte,
verde, foram encontradas cianobactérias principalmente as dos géneros Lyngbya e
Oscillatoria. A camada abaixo, e ultima com presenca de oxigénio tem coloracao rosa
devido a presenca de bactérias sulfdricas pdrpuras. Todas as camadas a seguir sdo
dominadas por bactérias anaerdbicas. As camadas a seguir apresentavam coloracdo
salmé&o, devido a presenca de bactérias roxas sulfaricas e bacterioclorofila b, oliva, com
bactericlorofila ¢ e bactérias verdes sulfdricas e por fim uma camada sulfurosa preta
(Franks & Stolz, 2009). Naturalmente esta estrutura ndo sera encontrada em todos os
tapetes, mas apenas por alguns daqueles que atingirem o0 quarto estagio de
desenvolvimento de um tapete (descrito anteriormente), mas sua alta estratificagéo serve
como exemplo para a grande diversidade que pode ser abrigada neste tipo de
comunidade.

De modo geral, estas camadas podem ser agrupadas em duas regides de acordo
com a fonte de energia que utiliza. A primeira e mais superficial € chamada zona fética,
agrupa as duas primeiras camadas, onde a fotossintese € a principal fonte de energia.
Segundo Doemel & Brock (1977), tapetes microbianos de fontes em Yellowstone
teriam se formado a partir de cianobactérias bentbnicas que cresceram até atingir uma
espessura em que a luz ndo conseguisse mais atingir niveis inferiores. A partir deste

momento, passava a ocorrer um equilibrio entre crescimento e decomposi¢do, pois

28



sempre que havia o crescimento na superficie do tapete, as cianobactérias das camadas
mais inferiores deixavam de receber luz, morriam e sofriam lise celular. Desta forma,
por mais que crescesse 0 tapete, a zona fética permanecia com 0 mesmo tamanho. A
segunda zona é conhecida como zona afética, onde a decomposi¢cdo é o processo
dominante, e ndo mais a fotossintese.

Além disso, o tapete também pode ser dividido em zona Oxica e anoxica. Na zona
fética existe uma por¢do superior oxigénica, onde ha disponibilidade de oxigénio, e uma
por¢do mais inferior andxica, onde o oxigénio passa a ser um fator limitante. A zona

afética é toda andxica (Baumgartner et al., 2006).

4. Organismos formadores de Tapetes
Partindo do principio que as condicOes fisicas e quimicas de uma determinada
superficie sedimentar sdo ideais, um organismo pioneiro comeca a colonizagdo, cujo
desenvolvimento estabiliza a superficie sedimentar evitando a ressuspensdo (Decho,
2000). A sobreposicdo de individuos vivos desta espécie sobre individuos mortos cria
gradientes de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (Stock & Ward, 1991). De forma
geral, quatro diferentes organismos formam os tapetes, que normalmente coexistem,
podendo ou ndo haver dominancia de algum destes grupos. De acordo com o organismo
dominante os tapetes podem ser denominados cianobacterianos (Zehr et al., 1995; Ward
et al. 1998); tapetes de diatoméaceas (Underwood et al., 1999; Sundbéck et al. 1997),
tapetes algais, referindo-se geralmente as algas verdes (Sundback, 1996; Vazquez,
2004); ou tapetes bacterianos (Prieur, 1997).
Diatomaceas
Sao muitas vezes responsaveis pela colonizagdo e construgdo da comunidade de
tapete e sdo freqlentemente os organismos mais diversos entre 0S o0rganismos

fotossintetizantes. A maioria das diatomaceas de tapetes sdo penadas (Vinocur &
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Pizarro, 2000; Woelfel et al., 2007), que sdo representadas principalmente por
organismos bentdnicos.

A maioria dos trabalhos referentes diatomaceas formadoras de tapetes estdo
associados a duas caracteristicas deste tdxon: capacidade de locomocéo e producéo de
polissacarideos. Como as diatomaceas colonizam as camadas mais superiores do tapete,
sua locomocdo esta principalmente associada a intensidade da radiagdo solar e variagdes
de maré (Sundbéck et al., 1996b; Sundback et al., 1997; Underwood et al., 1999). A
producdo de polissacarideos por sua vez esta associada a fixacdo do substrato, essencial
para a formacdo do tapete, e protecdo contra a dessecacao quando, por exemplo, a maré

baixa expde o tapete.

Bactérias

Em tapetes microbianos podemos observar a grande versatilidade nutricional e
diversidade metabdlica das bactérias. Isso porque em tapetes microbianos podemos
encontrar bactérias autotroficas e heterotroficas que utilizam as mais variadas fontes de
energia. As Autotroficas podem ser representadas pelas
quimiotréficas/quimiolitotroficas, fotossintetizantes aerdbicas e fotossintetizantes
anaerdbicas. Ja as heterotroficas podem ser representadas pelas que fazem respiracédo
aerobica ou anaerdbica e fermentacéo.

Os procariontes autétrofos fotossintetizantes transformam energia luminosa em
energia quimica. A fotossintese aerobica é feita pelas cianobactérias, engquanto a
anaerdbica, além de ser feita por cianobactérias, também ¢é realizada por bactérias
parpuras e verdes. As quimiolitotroficas, na presenca de oxigénio reoxidam diversos
produtos liberados por outras bactérias para a producdo de ATP.

Os procariontes heterotrofos aerébicos utilizam O, como aceptor final de elétrons

para a formacdo de ATP. Os anaerobicos utilizam NO;, NOs’, SO e HCOs5'.
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Apesar da grande diversidade metabdlica que existem entre 0s organismos
procariontes de tapetes, apenas as cianobactérias serdo discutidas mais profundamente,
pois sdo as principais formadoras de tapetes, e principal foco deste trabalho.

As cianobactérias sdo uma das formas de vida mais antigas do planeta. Elas ndo
sO transformaram as condicGes da Terra, como também precisaram se readaptar as
condigdes que elas mesmas ajudaram a criar. Um exemplo foi a variacdo nas
concentracfes de CO, e O,. Inicialmente, quando as primeiras cianobactérias surgiram
ha pelo menos 3,5 bilhdes de anos, as concentra¢des de CO, eram pelo menos 100 vezes
maiores que as encontradas hoje. H& 400 milhdes de anos atras, as condicGes ja haviam
mudado bastante, o nivel de oxigénio cresceu significativamente, principalmente devido
a fotossintese das cianobactérias, e os niveis de CO, decairam a concentracdes
semelhantes as encontradas atualmente. Essas mudancas podem ter criado uma pressao
que levou ao aperfeicoamento do mecanismo de fixacdo de CO, (CCM) em
cianobactérias (Badger & Price, 2003).

Entre os organismos autotroficos, as cianobactérias estdo entre as que ocupam a
maior diversidade de ambientes, sejam eles locais quentes ou frios; acidos ou alcalinos;
marinhos, de agua doce, salinos ou terrestres; e em simbiose. Esta adaptabilidade se
deve em parte ao fato de terem resistido a diversas mudangas ambientais ao longo de
sua evolucdo (Giordano et al., 2005). Esta variacéo temporal e espacial tem direcionado
as forcas evolutivas e a aquisicdo de alguns genes e propriedades fisiolégicas que
permitem o crescimento com sucesso de cianobactérias em diversos ambientes nos
quais elas sdo encontradas hoje em dia (Badger et al., 2006). Desta forma, cada situagédo
extrema na qual as cianobactérias sdo capazes de obter sucesso esta relacionada a uma

adaptacéo.
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Tais adaptacbes somadas a versatilidade metabdlica apresentada pelas
cianobactérias fazem com que elas sejam amplamente distribuidas. Elas podem viver
em ambientes anoxicos fazendo fotossintese andxica, utilizando sulfeto como doador de
elétron (Shahak & Hauska 2008); assimilando agUcar e outros compostos organicos sob
luz pela fotoheterotrofia (Nold & Ward, 1996); e respirando carboidrato endégeno no
escuro (Mur et al., 1999). Em condigdes andxicas sdo capazes de se manter fazendo
fermentagdo (Stal & Moezelaar, 1997) e quimioorganotrofia.

Além de toda adaptabilidade citada, principalmente ligada ao CCM, algumas
cianobactérias filamentosas também possuem células diferenciadas em relacdo as
vegetativas conhecidas como heterocitos. Nesta célula especializada ocorre a fixacao de
nitrogénio, cujos mecanismos serdo discutidos mais adiante no ciclo do nitrogénio.
Algumas destas cianobactérias fixadores de nitrogénio também podem apresentar
formas de resisténcia conhecidas como acinetos. Quando as condi¢fes ambientais s&o
inapropriadas para a sobrevivéncia, algumas cianobactérias produzem acinetos, de
modo que o material genético seja preservado para 0 momento em que as condi¢Bes
ambientais voltem a ser propicias a manutenc¢do da vida. Desta forma, quanto maior for
a densidade de acinetos menos propicias sdo as condi¢cdes para o crescimento desta

cianobactéria (Stal, 1995; Kaplan-Levy et al., 2010; Komareék, 2013).

5. Fatores Fisicos, quimicos e bioldgicos

A ocorréncia no tempo ou espaco de tapetes microbianos é reflexo das interacdes
que ocorrem entre os componentes fisicos, quimicos e bioldgicos da comunidade de
tapete e do ambiente ao seu redor. O modelo conceitual da Fig. 5 sumariza a
importancia de alguns destes fatores para a distribuicdo de tapetes.

Os fatores fisicos e quimicos sdo especialmente moduladores espaciais e

temporais. As condi¢des de hidrodinamica, que influenciam na erosdo e deposi¢édo de
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sedimentos, temperatura, insolagdo, dessecacdo, pH e oxigénio determinam onde e
quando os tapetes ocorrerdo e que organismos serdo formadores da comunidade.

Entre os fatores bioldgicos estdo os controles “Top-down” e “Bottom-up”. O
controle Top-down, exercido por predadores de topo ou intermediario, levou a reducéo
da ocorréncia de tapetes apds um periodo de dominancia no Pré-Cambriano (Brendan et
al., 2009), e é um dos principais fatores que atualmente limitam a ocorréncia de
comunidades de tapetes em ambientes estressantes como a zona intermareal. Por outro
lado, fatores de controle Bottom-up, sdo aqueles limitantes a producdo de energia e
biomassa, tais como disponibilidade de nutrientes e luz, sejam eles por competicédo ou

por questdo ambiental (Thompson et al., 2004).
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Figura 5. Modelo conceitual do papel do estresse fisico operando lateralmente em
todos os niveis troficos (setas laterais), das forcantes “bottom-up” (fatores limitantes
fisico quimicos - setas superiores) e “top-down” (predagdo e pastejo — setas inferiores)
na regulacdo da estrutura da comunidade de tapete. Adaptado de Thompson et al.
(2004).
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5.1.Modificadores Laterais (tempo e espago)
5.1.1. Hidrodindmica
As comunidades de tapetes freqlientemente ocorrem associadas a zona
mesomareal, onde 0 sedimento estd constantemente exposto a eventos de erosdo e
deposicdo, ou superior, mais afetada durante eventos de maré alta ou tempestades.
Muitos estudos tém mostrado a importancia de comunidades microbianas psamicas na
bioestabilizacdo de sedimentos e registro de eventos de erosdo (Noffke and Petterson,

2008; Noffke, 2010; Pan et al. 2013).

A maioria dos artigos tem relacionado erosdo de sedimentos colonizados por
comunidades microbianas em zonas intertidais com variacdes de maré, altura de onda,
fluxo de energia, transporte de sedimento e freqiiéncia de chuva (Eckman et al., 2008,
Lamote et al., 2012, Cuadrado et al., 2013, Fagherazzi et al., 2014, Gladis-Schmacka et

al., 2014).

5.1.2. Dessecacao
Diversos trabalhos relatam o estresse gerado pela dessecacdo em ambientes
intertidais, especialmente quando associada a variacdes de maré, exposicdo a radiacao
solar e vento. Tapetes se correlacionam negativamente com condicGes que favorecem a
evaporacdo de agua do sedimento, como alta temperatura e radiacdo solar (Pan et al.,
2013). A dessecacdo leva a reducdo da atividade fotossintética, refletindo na

produtividade primaria da biomassa (Coelho et al., 2009).

A dessecacdo obriga 0s organismos a entrarem em um estdgio de anidrobiose, na
qual apresentam pouca agua intracelular e baixa taxa metabdlica. Entre o0s
microrganismos que sdo capazes de permanecer em anidrobiose estdo as bactérias,

leveduras e fungos. No entanto, este estadgio pode levar a morte quando os lipidios
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chegam a uma fase de mudangas irreversiveis. As proteinas e &cidos nucleicos
desnaturam e quebram-se ocorrendo acimulo de espécies reativas de oxigénio (Dose et
al., 1995).

Os mecanismos para evitar a morte pela dessecagao tém os mesmos principios dos
mecanismos de resisténcia a salinidade, pois ambos afetam o equilibrio osmoético das
células. Inclusive o estresse salino ¢ muitas vezes chamado de “seca fisiologica”. As
estratégias de resisténcia consistem no acimulo de K*, glutamato, glutamina, prolina,

glicina-betaina, sacarose e trealose (Crowe et al., 1992; Potts, 1994).

5.1.3. Temperatura

Tapetes microbianos sdo encontrados da Antértica (Priscu et al., 1998; Taton et
al., 2003) a nascentes de dgua quente (Ward et al., 1998; Roeselers et al., 2007) e fontes
hidrotermais (Alain et al., 2004; Nakagawa et al., 2005). Os tapetes podem ocorrer nas
mais diversas temperaturas devido a versatilidade dos organismos que compdem estas
comunidades. Organismos psicrofilos, que sdo adaptados a vida em ambientes
extremamente gelados, muitas vezes oligotréficos, vivem com tracos de nutrientes e tem
um longo tempo de geracdo. Ja a temperatura da agua em fontes hidrotermais de
oceanos profundos, além de estar sob alta pressao, pode exceder 400°C, e mesmo assim
tapetes microbianos podem se desenvolver neles e se manter por quimiolitotrofia
(Zierenberg et al., 2000). Organismos associados as nascentes de agua quente e fontes
hidrotermais se distribuem conforme sua temperatura 6tima de crescimento, e ecotipos
de uma mesma espécie podem viver em diferentes intervalos deste gradiente.

Em zonas intertidais de regides estuarinas a temperatura flutua entre valores mais
intermediarios, de proximo a zero até 45 °C, quando exposto na maré baixa. Em tapetes
microbianos na Bahia Blanca (Argentina), a ocorréncia destes pode ser parcialmente

explicada pela temperatura do sedimento, com o desenvolvimento 6timo de tapetes de
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cianobactéria e diatomaceas entre 10 e 15 °C, especialmente durante o inverno. Este
resultado contrasta com outros de ambientes temperados, que encontraram maior

biomassa durante o verdo (Noffke & Krumbein 1999, Solé et al. 2001)

5.1.4. Salinidade

Organismos vivem em ambientes com agua desde essencialmente destilada até
saturada (Rothschild & Mancinelli 2001). No entanto, o problema da salinidade néo
reside no fato de o ambiente ser ou ndo salino, pois 0s organismos estdo adaptados a
estas condi¢des. O problema se da quando ha hipersalinidade ou sua concentracdo varia
drasticamente em um curto periodo de tempo. Tais condi¢des podem afetar a
diversidade microbiana, fotossintese, respiracdo e fixacdo de nitrogénio (Fernandes et
al., 1993; Abed et al., 2007). Sendo assim, a resiliéncia de um tapete microbiano a
diferentes regimes de salinidade esta ligada ao ajustamento da diversidade e
funcionalidade das comunidades microbianas (Abed et al., 2007).

Os aspectos osmoticos para a vida em concentragdes altas de sal é conhecida
como osmofilia, enquanto halofilia s&0 os requerimentos ibnicos para a vida nas
mesmas condi¢cOes. Embora sejam coisas distintas, estas duas definicdes estdo
intimamente ligadas. Existem organismos adaptados a grande concentragao de sais que
véo desde microbios, Archaea, cianobactérias até algas verdes (Rothschild & Mancinelli
2001).

A presenca de sal soluvel dissolvido afeta a densidade e atividade quimica da
agua, e sob a perspectiva bioldgica, sua influéncia no equilibrio osmotico é
particularmente importante. Os organismos apresentam diferentes adaptacOes para as
diferentes salinidades as quais eles estdo expostos. Em ambientes marinhos, a
concentracédo de solutos € maior fora das células do que dentro, 0 que torna o organismo

hipoténico em relagdo ao seu meio. Em uma situagcdo como esta a tendéncia é de que a
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célula perca agua para 0 meio até atingir o equilibrio osmético entre o citoplasma e o
ambiente. Para evitar a perda de &gua, a célula utiliza compostos como o glicerol e a
glicina-betaina como solUveis compativeis para atingir um potencial osmotico aparente.
Ja em ambientes de agua doce o problema é o inverso, ou seja, a célula é hipertébnica em
relacdo ao meio e sua tendéncia é a de receber 4gua até atingir o equilibrio osmotico ou
lise celular. Como solucdo encontrada, a célula faz difusdo ativa, liberando a 4gua em

excesso para 0 meio (Franks e Stolz, 2009).

Os efeitos da salinidade sobre comunidades de tapete podem variar
significativamente, pois depende do qudo adaptada esta comunidade estd a estas
variagdes. Entre os efeitos relatados estdo o aumento da fixagdo de N, e CO, (Pinckney
et al., 1995), aumento da concentracdo intracelular de compostos para regulacédo
osmatica, como por exemplo, glicina (Reed et al.,1984), alteracdo de caracteristicas
morfolégicas de algumas espécies (Shafik et al., 2003), altera¢cdes na composicdo da
comunidade (Underwood et al., 1998; Bolhuis et al., 2013) e menor ocorréncia de

cianobactérias heterocitadas (Stal, 2009)

5.2.Controle Top-down
5.2.1. Influéncia dos Predadores
A relacdo entre tapetes microbianos e predadores, principalmente copépodes,
ostracodes, chironomidae, poliquetos e oligoquetos (Pinckney et al., 2003) nos leva aos
mais remotos tempos do planeta Terra. Os tapetes microbianos mais antigos datam do
Pré-cambriano, 3500 milhdes de anos atrés, e até 600 milhGes de anos atras eram nestas
comunidades que se encontravam 0s organismos mais abundantes da Terra e formavam
recifes tdo grandes quanto os recifes de corais que atualmente se formam. Os fatores
que levaram a diminuicdo da abundancia e diversidade destas comunidades apos este

periodo ainda sdo controversos. A quimica dos mares mudou e os tapetes microbianos
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podem ter sido superados por algas macroscopicas e/ou predados por metazoarios.
Embora ambas as hipdteses possam estar corretas, existem evidéncias baseadas em
estromatolitos que corroboram com a segunda opgé&o.

O periodo quando ocorreu a reducdo na quantidade de estromatolitos coincide
com aumento de registros fosseis de metozoarios. ApOs 0 surgimento destes
organismos, estromatolitos passaram a colonizar ambientes extremos, hipersalinos,
quentes ou exdticos, onde existem poucos predadores (Brendan et al., 2009).

Fenchel et al. (1998) utilizou experimentos com tapetes microbianos artificiais
para demonstrar os efeitos da predacdo sobre a estrutura da comunidade de tapete, que
na presenca dos predadores foi destruida em duas semanas. A destruicdo se deu pela
injestdo e bioturbacdo, que altera sua estrutura e integridade funcional. A mesma
concluséo pode ser alcancada pela observacdo de tapetes microbianos dominados por
diatomaceas no estuario Westerschelde (Holanda), onde a presenca de predadores

colapsou a comunidade de tapete (Sahan et al., 2007).

5.3.Controle Bottom-up
5.3.1. Disponibilidade de Luz

A radiacdo solar € de extrema importancia ndo s6 para a maioria dos tapetes
microbianos, mas para a grande maioria das comunidades dos mais diversos ambientes
a luz é a base energética que sustenta toda a teia alimentar, influenciando na
diversidade, estrutura e bioenergética de tapetes.

Comunidades fotoautotroficas dependem tanto da quantidade de luz propriamente
dita (radiacdo solar quantitativa) quanto de determinados comprimentos de onda
(radiacdo solar qualitativa) que podem ser usados por pigmentos e fotossistemas
captadores de luz. A quantidade média de luz que ilumina uma superficie em um dia de

sol é de 1000 a 2000 pE/m%s. No entanto, dependendo do ambiente a absorcéo e
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reflexdo da radiacdo podem ser significativas. A propria agua é um atenuante natural da
luz, absorvendo a maioria dos comprimentos de onda infravermelha nos primeiros
metros (Jergensen et al., 1987; Polerecky et al., 2007). Particulas e populacbes de
organismos também podem atenuar a luz na camada da &gua. O tipo de sedimento pode
influenciar na profundidade que a luz penetra no solo (Des Marais, 2003).

O fluxo de luz que penetra em um tapete pode ser medido de duas formas: (1)
Irradidncia descendente, que € luz total que passa por um determinado plano horizontal
e pela (2) irradiancia escalar, que é a soma de toda a luz que converge para um
determinado ponto dentro do tapete (Des Marais, 2003). Devido a presenca de
organismos fotossintéticos, mucilagem e particulas minerais dentro do tapete, ha uma
grande absorcéo e reflexdo da radiagcéo ao longo das camadas do tapete. Devido a estes
dois fatores, absorcao e reflex&o, a irradiancia descendente pode diferir muito da escalar
(Jargensen & Des Marais, 1988).

A maioria dos fototréficos é adaptada a baixa intensidade de luz e freqlientemente
sdo fotoinibidos pela forte radiacdo. A intensidade 6tima de luz para cianobactérias nos
tapetes microbianos na Ilha Mellum no Mar do Norte é 50 a 150 uE/m?/s. Para bactérias
sulfricas roxas do mesmo tapete fica entre 5 e 10 uE/m?/s (Stal et al., 1985). As
comunidades dos tapetes apresentam diversas estratégias para obter a quantidade 6tima
de radiacdo. Algumas cianobactérias sdo capazes de produzir carotendides e outros
produtos atenuantes de luz, ou mesmo permanecer abaixo de uma camada de
sedimentos (Quesada & Vincent, 1997). Da mesma forma, muitos fototréficos sdo
extremamente adaptados para capturar fétons raros em ambientes com limitacdo de luz
(Manske et al. 2005, Jochum et al. 2008). A localizacdo geogréafica € importante no que
diz respeito ao crescimento sazonal dos tapetes. Enquanto que em tapetes microbianos

tropicais poucas mudancas séo observadas ao longo do ano, em latitudes mais ao sul e
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a0 norte 0s tapetes estdo mais suscetiveis a sazonalidade. No Artico e na Antartica a
comunidade esta exposta a grandes periodos de constante luz e escuro.

Os organismos fototroficos podem utilizar diferentes comprimentos de ondas
dependendo do fotossistema que cada um desenvolveu, 0 que permite que uma
variedade de microrganismos fototroficos coexista, formando diferentes guildas ou
assembléias. As cianobactérias tém tilacoides com clorofila a (adaptados a absor¢do em
680 nm) e ficobilinas (Ex: ficoeritrina e ficocianinas), fototréficos verdes tém
clorosomos com bacterioclorofila ¢ (740 nm), d (725 nm), ou e (714 nm), e fototréficos
roxos tém membranas intracitoplasmaticas com bacterioclorofila a (800-890 nm) ou
Bacterioclorofila b (1015 nm) (Stolz, 2007).

A producdo de O, pode ser influenciada pela radiagé@o solar, pois 0 aumento da
penetracdo da luz, principalmente proximo ao meio dia, tem por consequéncia o
aumento da fotossintese nas camadas mais profundas do tapete. Estruturalmente, o
tapete microbiano tem sua zona aerdbica aumentada verticalmente em decorréncia da
producdo de O, em camadas mais profundas. A producdo liquida de oxigénio
(fotossintese menos o consumo do oxigénio) é dependente da profundidade em que
determinado ponto se encontra no tapete, pois quanto mais profunda é a camada, maior
tende a ser a taxa de respiracdo e menor a de fotossintese (Epping et al., 1999; Wieland
& Kihl, 2006).

Niveis de radiacdo altos o suficiente para classificar um ambiente como extremo
raramente ocorrem de forma natural na Terra. No entanto, a radiacdo UV e ionizante
podem afetar o maquinario fotossintético ou mesmo os acidos nucleicos. No DNA, o
risco pode ser direto ou através da producdo de espécies reagentes de oxigénio. A
producdo de antioxidantes e enzimas detoxificantes, mecanismos de reparo ou mesmo

comportamento de fuga atenuam os riscos da radiagéo.
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5.3.2. Nutrientes

A ocorréncia de todos os organismos de um tapete pode ser afetada pela falta de
nutrientes essenciais. A mudanca de um meio ambiente com baixo aporte de nitrogénio
para um meio sem limitacdo de nitrogénio, por exemplo, pode aumentar em até 34% a
dominéncia de diatoméceas, enquanto a falta de nitrogénio pode aumentar em 75% a
atividade da enzima nitrogenase de cianobactérias e outras bactérias (Pinckney et al.,
1995).

A disposicdo de comunidades microbianas sobre o sedimento pode incluir alguns
fatores interessantes no que diz respeito a disponibilidade de nutrientes, tais como:
difusdo dos nutrientes da coluna d’agua; adveccdo de nutrientes do sedimento; e
regeneracdo de nutrientes ja incorporados a comunidade.

Comunidades de tapetes sdo densas comunidades com alguns milimetros de
espessura que colonizam a superficie do sedimento. Naturalmente, esta disposi¢cdo da
comunidade dificulta a distribuicdo homogénea de nutrientes para a comunidade. Ainda
que esta limitagdo possa criar microgradientes que aumentam a disponibilidade de
nichos dentro do tapete, a distribuicdo de nutrientes essenciais deve chegar a todos os
organismos. Entre os principais mecanismos que aumentam a eficiéncia de captura e
distribuicdo de nutrientes para 0 tapete estdo 0s mecanismos de captura e
armazenamento de nutrientes pelos EPS produzidos pela propria comunidade (Decho,
1994) e formacédo de diversos microcanais de agua cujo fluxo atravessa a comunidade
(Stolz, 2000).

Especialmente para estuarios, a adveccdo de agua subterranea pode incrementar a
disponibilidade de nutrientes, especialmente nas camadas mais profundas do tapete. A

propria entrada da cunha salina em estuarios pode biodisponibilizar nutrientes antes
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aprisionados no sedimento, e a disposicdo do tapete na interface dgua-sedimento pode
favorecer a captura destes pela comunidade de tapete.

De acordo com Wetzel (1993), comunidades de tapetes, por serem pouco
permeéveis e ocorrerem em locais de pouco fluxo e conseqliente baixa renovacao de
nutrientes, dependem em parte da regeneracdo de nutrientes j& incorporados a
comunidade. Isto diminui a importancia do fluxo de &gua através dos tapetes, e aumenta
importancia do mutualismo dentro da comunidade através de uma répida e intensiva
reciclagem de carbono e nutrientes.

Tapetes Microbianos e o Ciclo do Nitrogénio

O Nitrogénio é de grande importancia biol6gica na producao de biomassa, embora
possa ser um dos fatores mais limitantes em muitos ecossistemas (Steppe et al., 2001).
Dentro de um tapete microbiano as concentragdes de nitrogénio sdo determinadas pelo
balango entre fonte e sumidouro de nitrogénio (Paerl et al., 1996; Graco et al., 2001).
Existem trés principais fontes de nitrogénio das quais um tapete pode se beneficiar:
nitrogénio dissolvido da camada d’agua, oriundo da mineralizacdo e biologicamente
fixado. Os tapetes sdo capazes de se estabelecer em ambientes com limitagdo de
nitrogénio principalmente devido a ultima fonte citada, a fixagdo de nitrogénio
atmosférico (N2) por organismos diazotroficos. Ela é um processo exclusivo de
procariontes de algumas espécies de eubactérias e cianobactérias (Steppe et al. 2001;
Steppe & Paerls 2002). O complexo enzimatico responsavel pela conversdo de N, em
NH,", a nitrogenase, funciona apenas em condi¢des microanoxicas, sendo desta forma
exclusiva de anaerdbicos obrigatorios, microaerofilos ou cianobactérias aerobicas com
heterocitos. Além da inibicdo pelo oxigénio, outros fatores ambientais como radiacao,

temperatura, limitacdo de nutrientes, pH, salinidade e supressdo de produtos finais pelo
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amonio podem interferir na fixagdo (Paerl et al., 2000; Steppe et al. 2001; Staal et al.,
2003a; Staal et al., 2003b; Staal et al., 2007; Severin & Stal, 2008; Severin et al., 2012).

Os heterocitos sdo células modificadas com espaco intracelular microandxico que
permite a fixacdo de nitrogénio ainda que o ambiente externo seja aerdbico. Estas
células sdo envoltas por um envelope especializado composto por duas camadas que
limita o fluxo de gases. A primeira é composta de um glicolipideo hidroxilado e a outra
de polissacarideo. O pouco de oxigénio que consegue ultrapassar esta barreira ou entra
pelos nddulos polares que conectam o heterocito as células adjacentes é consumido pela
alta atividade da oxidase (Peterson & Burris, 1976; Walsby 2007).

O espacamento entre os heterocitos de uma cianobactéria filamentosa como
Nostoc e Anabaena néo é randémico. Em uma cianobactéria diazotrofica exposta a um
ambiente sem reservas de nitrogénio organico, e que, portanto necessita do metabolismo
fixador de nitrogénio para sobreviver, a probabilidade de uma célula se diferenciar em
heterocito € de 10%. Desta forma, em média para cada nove células vegetativas sera
encontrado um heterocito. De acordo com esta razdo, cianobactérias heterocitadas que
apresentem um heterocito para cada nove células vegetativas estariam crescendo na
dependéncia do nitrogénio fixado. No entanto, esta razdo pode variar conforme a
espécie fixadora ou as condi¢des ambientais onde se encontra.

Entre os modelos propostos para explicar o espagcamento dos heterocitos e a
defini¢do da célula que se diferenciard estdo o modelo de um estagio e de dois estagios.
O primeiro propde que qualquer célula do filamento pode se transformar em heterocito
na auséncia de nitrogénio organico, mas que a partir do momento em que uma celula
comeca a diferenciacao ela inibe o processo das células proximas a ela pela sintese de
compostos inibidores. Para 0 segundo modelo, nem todas as celulas séo aptas a

diferenciar-se. Na auséncia de nitrogénio organico estas células poderéo se diferenciar
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ou ndo, o que é definido pelas concentracfes de genes hetR e patS, respectivamente. O
hetR é sintetizado no inicio da diferenciacdo, e seu acimulo estimula uma producao
ainda maior (feedback positivo), estimulando assim a diferenciagdo. A célula
diferenciada passa a produzir PatS, que é transportado para as células adjacentes
inibindo a diferenciacdo (Meeks & Elhai, 2002).

A fixacdo biologica de N, é um processo que converte N, atmosférico em amonia
e é 0 Unico processo que compensa a perda de nitrogénio para biosfera causada pela
denitrificacdo (Gallon 1980). A nitrogenase € o complexo enzimético que cataliza a
reducdo de N, em NHs, e posteriormente em glutamina, retornando a célula vegetativa
na forma de aminoécido. Este é um processo energeticamente dispendioso, uma vez que
envolve o gasto de 16 ATPs , 8 H" e 8 e (Flores & Herrero 1994, Meeks & Elhai,
2002).

Os principais sumidouros de nitrogénio em tapetes sdo o soterramento, refluxo e
denitrificacdo. Como é possivel perceber, ndo existem perdas significativas de
nitrogénio para a camada d’agua, de forma que o tapete se torna um sumidouro de
nitrogénio para o ambiente aquéatico, oferecendo pouco retorno de compostos
nitrogenados (Bebout et al., 1994). No entanto, segundo Graco et al. (2001), o NH,"

pode colaborar com a produtividade priméria da zona pelagica.

6. Delineamento da Tese de Doutorado

Embora diversos estudos ja tenham sido feitos acerca da ocorréncia de tapetes
microbianos, pouco se produziu até 0 momento no hemisfério Sul. Destacamos aqui 0s
trabalhos de dois dos principais grupos de pesquisa na América do Sul:

Os trabalhos produzidos na Bahia Blanca (Argentina) focam na caracterizacéo de

tapetes microbianos intertidais (Pan et al., 2013"), influéncia de forcantes fisicas
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promotoras de erosdo (Pan et al., 2013?), bioestabilizacdo (Cuadrado et al., 2011) e na
formagéo de MISS (Cuadrado e Pizani, 2007; Cuadrado et al., 2013; Cuadrado et al.,
2014). No Brasil os estudos tém focado especialmente na composicdo de tapetes
microbianos e formacdo de MISS (Silva et al., 2004; Silva, et al., 2005; Silva et al.,
2006; Silva et al., 2007). Estes trabalhos tém mostrado a sensibilidade destas
comunidades a forcantes que geram erosdo, mas também sua importdncia para a
bioestabilizacéo.

De acordo com Severin & Stal (2010) o maior nimero de artigos de tapetes do
Hemisfério Norte ocorre pela falta de estudos na América do Sul, e ndo devido a
auséncia de tapetes microbianos. Nossas observacfes em campo mostram que a
ocorréncia para o estuario da Lagoa dos Patos (RS — Brasil) € mais freqliente do que se
pensava.

Dentro deste cenario de conhecimento dos tapetes microbianos da América do Sul,
esta tese comeca no Capitulo 2 descrevendo de uma forma geral os tapetes encontrados
na Lagoa dos Patos quanto as espécies que os compdem e sua distribuicdo na zona
intermareal. A partir destas observacdes foi possivel ver as relagdes de curto prazo
destes tapetes com variaveis fisicas que levam a erosao e deposicdo de sedimentos na
zona intermareal, que séo discutidos no Capitulo 3.

O Jultimo capitulo surge do esforco em isolar espécies de cianobactérias
importantes na formacdo dos tapetes microbianos, que resultou no isolamento de uma
cepa de Anabaena sp. Esta espécie foi, ao longo da tese, a principal formadora de
tapetes microbianos da Lagoa dos Patos. Tendo em vista a grande importancia de
especies heterocitadas na fixagdo de nitrogénio, conduziram-se experimentos na

tentativa de entender a influéncia da salinidade, um dos principais fatores

45



determinadores de comunidades em estuarios, sobre a atividade diazotrofica de
Anabaena sp..

Os objetivos principais desta tese séo registrar e caracterizar a ocorréncia das
comunidades de tapetes microbianos na Lagoa dos Patos (RS — Brasil), (2) relacionar a
ocorréncia e composicdo de tapetes microbianos com fatores meteoroldgicos
importantes na hidrodindmica do estuario; e (3) estudar o estresse e aclimatacdo a
diferentes salinidades de Anabaena sp., uma cepa de cianobactéria heterocitada isolada

de um tapete microbianos da regido estuarina da Lagoa dos Patos (RS — Brasil).

A tese aborda fatores que sdo determinantes para ocorréncia e distribuicdo de
comunidades intertidais de estuarios, tais como hidrodindmica, dessecacdo, temperatura
e salinidade. Estes fatores s&o promotores de erosdo nas margens ou afetam o
metabolismo dos organismos expostos aos mesmos. No entanto, por se tratar de uma
comunidade adaptada a tal exposicdo nossa hipotese leva a crer que (1) os tapetes
microbianos sdo formados por organismos adaptados as variagbes ambientais
intrinsecas a uma regido estuarina; (2) que apesar de sensiveis a erosdo, 0s tapetes
colaboram para a bioestabilizacdo do sedimento; e (3) que uma cepa de uma espécie que
ocorre ao longo de todo ano no estudrio da Lagoa dos Patos deve estar adaptada a

grande variacdo de salinidade.
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Capitulo 2: Tapetes Microbianos da
Lagoa dos Patos: primeira ocorréncia,
composicao e estruturas erosionais

Resumo — Nas Ultimas décadas comunidades de tapetes microbianos tém sido
descritas nos mais diversos ambientes do hemisfério Norte, enquanto que a escassez de
relatos para o hemisfério Sul reflete a falta de estudos e grupos dedicados a este tipo de
comunidade. O presente trabalho objetiva descrever comunidades de tapetes do estuario
da Lagoa dos Partos (RS — Brasil) de acordo com seu local de ocorréncia na zona
intermareal, composicéo e estrutura, bem como o efeito de forcantes fisicas na erosao
destes. Foi utilizada microscopia 6ptica, Microscopia Eletrénica de Varredura e anélise
molecular para acessar a composi¢do das comunidades, bem como analises de teor de
clorofila-a, carboidrato e proteina, metabolitos que ao serem liberados pela comunidade
aumentam a estabilidade do sedimento. Os tapetes microbianos ocorreram nas zonas
supra e meso intermareal onde o sedimento era composto por mais de 90% de areia fina.
Os efeitos da erosdo foram observados através de registros erosionais nas estruturas
sedimentares induzidas por microorganismos, especialmente observados na zona
mesointermareal. Os tapetes microbianos apresentaram dominancia principalmente de
cianobactérias filamentosas heterocitadas ou ndo, e diatomaceas penadas. Ao todo 11
espécies apresentaram eventos de dominancia, com destaque para Anabaena sp., que
apresentou 20 eventos de dominancia e esteve presente em cerca de 90% das amostras.
A composicdo do tapete foi afetada pela zona intermareal onde ele ocupa. Na zona
intermareal superior os tapetes ficam menos expostos a erosdo, e frequentemente
associados a fanerégamas, possibilitando a ocorréncia de comunidades mais complexas,
estaveis e com maior teor de clorofila e proteina. Na zona intermareal mediana a
comunidade de tapete fica exposta a forcantes fisicas que aumentam a erosdo,
evidenciada pela observacdo das estruturas sedimentares induzidas por
microorganismos e devido a maior influéncia espacial e temporal de agua doce,
apresentou maior abundancia relativa de espécies de cianobactérias heterocitadas.

Palavras-chave: Tapetes Microbianos; Cianobactérias; Diatomaceas; Zona

Intermareal; Erosao.

1. Introducéo
Tapetes microbianos sdo comunidades bénticas tridimensionais, formadas por
uma populagdo microbiana metabolicamente diversa que coexiste e interage (Stal, 1995;
Paerl & Yannarell, 2010). Cianobactérias e diatoméaceas, que geralmente estdo
associadas as camadas mais superiores foticas, sdo 0s principais grupos formadores e

dominantes nestas comunidades. Ap6s a colonizacdo do tapete, estes organismos
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permitem o surgimento e coexisténcia de outros microrganismos e seus metabolismos

(Stal, 1995).

Os organismos que coexistem nestes tapetes sdo metabolicamente diversos e
coexistem em poucos centimetros devido a separagdo fisica (tapetes que apresentam
camadas distintas) ou temporal (ciclos metabdlicos que funcionam somente durante o
dia ou noite). Além das diatomaceas e cianobactérias, entre as quais algumas
cianobactérias diazotroficas, os tapetes também abrigam bactérias autotroficas e

heterotroficas, metanogénicas entre outros grupos (Stal, 1995).

A estrutura dos tapetes microbianos s6 € possivel devido a caracteristicas
ambientais e o fluxo de energia entre as diferentes populacdes que compdem o tapete. O
desenvolvimento inicial dos tapetes depende de um substrato estavel e de um tempo
suficiente para a comunidade se consolidar, que pode ser por volta de duas semanas
(Stock & Ward, 1991; Schieber et al., 2007; Stal, 2010). Apds a consolidacdo de uma
comunidade, a resisténcia do tapete a erosdo aumenta devido a producdo de
exopolissacarideos (EPS) ou pela formacdo de aglomerados de filamentos que
aprisionam os graos de sedimento (Riding, 2000; Noffke, 2001).

No entanto, condi¢cdes ambientais extremas ou a intensa flutuacdo das condicdes
meteoroldgicas também sdo importantes para a ocorréncia de tapetes microbianos,
geralmente associados a regides intertidais (Stal et al., 1985). As variacGes de
intensidade de luz, temperatura, salinidade e disponibilidade de agua geram condicbes
extremas suficientes para evitar a herbivoria, fator limitante nos sedimentos inframareal
ou mesmo no supramareal inferior (Thompson et al., 2004; Stal, 2010).

Devido a este cenario de interacbes com fatores bioldgicos e fisicos, os tapetes
freqlentemente apresentam estruturas sedimentares caracteristicas chamadas de

Estruturas Sedimentares Microbialmente Induzidas (MISS) (Noffke et al., 2001), que
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sdo registros da interacdo dos tapetes microbianos com os eventos meteoroldgicos

recentes (Pan et al., 2013).

Os tapetes microbianos véem sendo exaustivamente estudados nas Gltimas
décadas principalmente na Europa e América do Norte, mas estudos na America do Sul
sdo ainda escassos (Severin & Stal, 2010). Nos ultimos anos alguns trabalhos com
tapetes microbianos na América do Sul tém sido publicados (Cuadrado & Pizani, 2007,
Cuadrado et al.,, 2011; Pan et al., 2013; Cuadrado et al., 2013), descrevendo
comunidades que apesar de ocorrerem ao longo de todo ano, sdo sensiveis a processos
meteoroldgicos, e atuam na bioestabilizacdo do sedimento.

Segundo Severin et al. (2012) a analise molecular das sequencias 16S e nifH de
comunidades microbianas € uma importante ferramente de observacdo da composi¢do
de organismos procariontes e fixadores de nitrogénio. Com esta ferramenta ndo so é
possivel observar a composi¢do da comunidade (Severin et al., 2010) como também o
efeito de gradientes como o de salinidade (Severin et al., 2012).

A Lagoa dos Patos (RS — Brasil) é a maior laguna estrangulada do mundo (10360
km?) e esta localizada sob o predominio do clima temperado do Sul do Brasil. Seu eixo
principal esta coincidentemente orientado com o regime de vento dominante. Ventos
nordeste dominam durante todo ano, mas com marcante ocorréncia de vento leste
durante o verao e sudoeste durante o inverno (Tomazelli, 1993). A bacia hidrogréafica da
Lagoa dos Patos compreende uma area de 200 km2, com alta descarga pluvial durante o
inverno e inicio da primavera e baixa descarga durante verdo/outono, embora a variacao
de descarga de ano para ano possa variar consideravelmente.

Na regido o vento nordeste domina durante todo ano, verdo e primavera sdo
caracterizados pela presenca do vento leste enquanto inverno e outono apresentam

ventos sudoeste. A média de vento se encontra entre 3 e 5 m s (Tomazelli, 1993). O
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aporte de agua dos efluentes estd associado a precipitacdo em toda sua bacia
hidrografica, com maior descarga no fim do inverno, muito embora valores de
precipitacdo possam apresentar grandes flutuagdes de um ano para outro (Mdéller et al.
2001; Marques & Moller 2008). A salinidade varia de 0 a 34 (Baumgarten 1987)
principalmente influenciada pelo aporte de efluentes e acdo dos ventos (Moller &
Castaing 1999).

Apesar das variacGes de fatores quimicos, fisicos e geoldgicos do estuario da
Lagoa dos Patos permitirem a ocorréncia dos tapetes microbianos, estes ainda nao
foram descritos para a regido. Portanto, o objetivo deste trabalho é registrar e
caracterizar a ocorréncia das comunidades de tapetes microbianos na Lagoa dos Patos

(RS — Brasil).

2. Materiais e Métodos

=" Patos I,
Lagoon

= -32°S

Rjo Grande
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Figura 1. Mapa do Estuério da Lagoa dos Patos (RS-Brasil), com a localizagéo
dos pontos de coleta e da estacdo meteorologica. A, B, C e D: pontos e area de coleta.
Escala =5 km
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2.1.Amostragem e Analises de Campo

A amostragem dos tapetes microbianos foi feita por busca visual na zona
intermareal entre os pontos A e C, no estuario da Lagoa dos Patos (Fig.1l) entre
Novembro de 2012 e Julho de 2014. Durante este periodo a coleta procedeu de duas
formas. A primeira foi de Novembro de 2012 até Janeiro de 2014, quando o0s tapetes
foram coletados nos pontos A, B e C, selecionados por observagdes prévias pela
acessibilidade e ocorréncia de tapetes microbianos.

O segundo método de amostragem ocorreu de Janeiro de 2014 a Julho de 2014,
quando os tapetes foram amostrados em intervalos varidveis ao longo de trés
quilémetros e meio na regido D (Fig. 1). Toda esta regido € caracterizada por pequenas
baias de praia intercaladas por sedimento colonizado por fanerégamas, A vegetacdo
superiore a qual os tapetes estavam associados eram principalmente Cyperus cf. minus,
Cyperus cf. obtusatus, Bacopa monnieri, Hidrocotilis boraniensis e Juncus sp., comuns

em locais frequentemente alagados e com exposicdo a variagdo salina..

Durante este periodo amostras foram coletadas para analise de (1) composicdo da
comunidade; (2) teor de clorofila a, carboidrato e proteina; (3) composicdo da

comunidade de acordo com analises moleculares de sequémcias 16S e nifH.

Todas as amostras para analise da comunidade foram coletadas usando tubos
Falcon® de 50 mL com boca de 2,8 cm de didmetro. Para analise de granulometria
foram coletadas amostras de 5 cm de profundidade junto ao tapete microbiano usando

tubo acrilico com 15 cm de diametro.

A éarea de cobertura dos tapetes foi estimada utilizando fita métrica. Foram
também analisadas salinidade, com refratdmetro (Meji, Japan), e temperatura da agua,

com termometro de mercurio (Incoterm, Brazil). As amostras foram devidamente
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processadas e conservadas dependendo da sua finalidade. Para contagem e identificacdo
foi utilizada 0,5 cm superficiais das amostras, e fixados com 5 mL de solugdo Transeau
(6:3:1 de agua destilada, &lcool e formalina). Os valores de area amostrada e volume de
fixador foram utilizados para converter as contagens em células por centimetro

quadrado (cel.cm™@).

Foram coletadas 93 amostras de tapete na Lagoa dos Patos, sendo que de
Novembro de 2012 até Janeiro de 2014 (fase 1) foram coletadas 54 amostras em 10
saidas de campo e de Janeiro de 2014 a Julho de 2014 (fase 2) foram coletadas 39
amostras em 7 saidas de campo. A relacdo de saidas de campo e numero de amostras
esta detalhada na Tabela 1. Para as anélises de clorofila a, carboidrato, proteina foram
utilizadas 15 amostras da zona mesomareal, 5 de zona supramareal e 6amostras de
sedimento sem tapete para utilizar como referéncia. Durante a segunda fase os tapetes
associados a agua de afloramento subterraneo foram encontardos apenas uma vez, e,

portanto ndo foram considerados para as analises de clorofila a, carboidrato e proteina.

Durante as coletas foram observadas estruturas sedimentares microbianamente
induzidas (MISS) que incluem caracteristicas da superficie como superficies
deposicionais niveladas, estruturas em rugas, fragmentos de tapete e remanescentes

erosionais (Noffke, 2001).

Para determinar teor de clorofila-a, proteina e carboidrato as amostras coletadas
foram analisadas em trés diferentes profundidades, com 0,5 cm de espessura cada uma,
e foram chamadas de: L1, a camada superficial; L2, a camada intermediaria; e L3, a
camada mais profunda. Apoés coletadas as amostras foram mantidas a -20 °C até analise.

As amostras para analise molecular foram mantidas a -80 °C até a analise no
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Departamento de Microbiologia Marinha do Royal Netherlands Institute for Sea

Research (NIOZ — Yerseke - Zeeland).

2.2.Andlises de Laboratério
2.2.1. Composicdo da comunidade por Microscopia Optica e
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras fixadas em solugdo Transeau foram igualmente agitadas e
quantificadas em campos aleatérios em camara Utermohl 2 mL com aumento de 400x
de acordo com Edler e Elbrachter (2010) e o resultado da contagem convertido para
cél.cm™. Para identificacdo das diatoméceas foram preparadas laminas permanentes
segundo o método de Simonsen (1974) para observacdo e contagem de 200 valvas por
amostra em 1000x. Foram consideradas dominantes aquelas espécies que apresentaram
contagens de individuos (filamento, célula ou coldnia) acima de 50 % de toda a

comunidade.

A identificacdo dos taxons foi feita baseada em bibliografia especializada (Prescott et
al., 1975; Croasdale et al., 1983; Komarek, 1983; Komarek and Fott, 1983; Parra et al.,
1983; Round 1990; Komarek and Anagnostidis, 1998; Komarek and Anagnostidis,
2005; Bicudo e Menezes, 2006; Komarek, 2013; Talgatti, 2014). Todos 0s taxons estdo
organizados de acordo com duas classificacfes. A abordagem Filogenética para algas
eucariontes (Van den Hoek et al., 1995) e cianobactérias (Komarek, 2005) foi usada
para analises qualitativas e quantitativas. A segunda classificacdo aplicada foi a
abordagem de Grupos Morfo-Funcionais (MFG) adaptada de Salmaso & Padisak (2007)
descrita em Guimardes et al. (2013), e foi utilizada apenas para analises quantitativas.

Na abordagem MFG todos os organismos flagelados estdo divididos em quatro grupos
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Tabela 1. Relacdo de locais de coleta, nUmero de amostras e analises nas fases 1 e 2 de coleta de tapetes microbianos na Lagoa dos Patos
(RS — Brasil) entre Novembro de 2012 e Julho de 2014.

Amostragem Andlises Amostragem Andlises
Data Fase 1 Fase 2
A B C D
5012 Nov 1 2 3 Contagens e granulometria
Dez 3 3 1 Contagens e granulometria
Jan Contagens e granulometria
Fev Contagens e granulometria
Mar Contagens e granulometria
Abr 3 3 3 Contagens e granulometria
Mai 2 Contagens e granulometria
2013 Jun 3 3 3 Contagens e granulometria
Jul 3 Contagens e granulometria
Ago 3 Contagens e granulometria
Set 3 Contagens e granulometria
Out Contagens e granulometria
Nov Contagens e granulometria
Dez 3 Contagens e granulometria
Jan 3 3 3 Contagens e granulometria 16 Contagens, andlise molecular, Clorofila a, proteina e carboidrato
Fev 4 Contagens, andlise molecular, Clorofila a, proteina e carboidrato
Mar 8 Contagens, andlise molecular, Clorofila a, proteina e carboidrato
2014 Abr 5 Contagens, Clorofila a, proteina e carboidrato
Mai 3 Contagens, Clorofila a, proteina e carboidrato
Jun 2 Contagens, Clorofila a, proteina e carboidrato

Jul 1 Contagens, Clorofila a, proteina e carboidrato

Fase 1: Novembro de 2012 até Janeiro de 2014; Fase 2: Janeiro de 2014 a Julho de 2014; A, B, C e D: pontos de Coleta.



i) flagelados mixotréficos coloniais (CMF); ii) flagelados mixotroficos unicelulares
(UMF); iii) flagelados autotréficos unicelulares (UAF); e iv) flagelados autotroficos
coloniais (CAF). As cianobactérias estdo divididas em heterocitadas (HCY),
filamentosas ndo heterocitadas (FCY) e coloniais (CCY), enquanto as diatomaceas
foram divididas em céntricas (CDI) e penadas (PDI). As algas verdes autotroficas estéo
divididas em trés grupos distintos: i) algas verdes cocoides e espécies unicelulares
(GCU); algas verdes coloniais ou cenobiais (GCC); e iii) algas verdes filamentosas
(GFI).

O MEV foi utilizado para auxiliar na identificagdo dos taxons e visualizacdo da
estrutura das comunidades. As amostras foram preparadas por filtragdo em filtro
Nucleopore 25 mm (Whatman Inc., New Jersey, USA) seguido pela desidratacdo pela
filtracdo em série de &lcool em concentraces cada vez maiores (25%, 50%, 75%, 95%,
100% v/v) de acordo com Percopo et al. (2011). As amostras foram observadas em
MEV Jeol JSM 6610LV, com cobertura de ouro (DentonVacuum DESK V), distancia
de trabalho 11 mm e Kv 20 no CEME-SUL da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG — Brasil).

2.2.2. Andlises do Teor de Clorofila-a, Proteina e Carboidrato

As amostras para teor de clorofila-a, proteinas e carboidratos foram analisadas por
métodos colorimétricos utilizando um Espectrofotémetro UV-Visible Cary 50 (Varian,
Austrdlia). Clorofila-a foi analisada de acordo com Mackinney (1940), utilizando
metanol para extracdo por 24 h a 5 °C no escuro. Apos a extracdo as amostras foram
centrifugadas (10.000 g) e o sobrenadante analisado em 665 nm e 750 nm.

A andlise de proteina foi feita de acordo com Bradford (1976), utilizando NaOH
0,1 M para extragdo de proteinas durante 12 h a temperatura ambiente. As amostras

extraidas foram centrifugadas, o reagente Bradford adicionado ao sobrenadante e



imediatamente analisado a 595 nm. Uma curva padrdo de albumina foi utilizada para
obter resultados em pg.mL™,

A anélise de carboidrato foi feita de acordo com o método do Fenol-Acido
Sulfarico (Dubois et al., 1956) utilizando Acido Sulfirico 1 M para extracdo de
carboidratos em banho-maria por 1 h. as amostras extraidas foram centrifugadas e ao
sobrenadante foi adicionado Fenol 0,5 % e acido Sulfarico concentrado. Apds 30 min as
amostras foram quantificadas colorimetricamente a 485 nm. Foi utilizada uma curva
padréo de D(+) - glucose para obter resultados em mg. mL™.

2.2.3. Granulometria

O tamanho dos grdos de sedimento foi medido pelo método de peneiragem de
material seco (Suguiu, 1973). Os resultados foram expressos em percentual de

intervalos de tamanho do gréo de sedimento.
2.2.4. Analise Molecular

Para Eletroforese em Gel com Gradiente de Temperatura (DGGE) foram
utilizados 0,5 g de sedimento de amostras coletadas no Verao de 2014. O DNA de cada
amostra foi isolado utilizando o Kit de Isolamento de DNA MO BIO PowerSoil® (MO-
BI1O Laboratories Inc., Carlsbad, CA) de acordo com as instrucdes de uso. A qualidade
e quantidade de DNA extraido foi verificada em eletroforese com gel 2% Agarose e
utilizando espectrofotobmetro NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies Inc.,

Wilmington, DE).

Para 0 DNA extraido das amostras de tapete a sequiéncia do gene 16S rRNA foi
amplificada utilizando os primers 8F (5’-AGA GTT TGATCM TGG CTC AG-3’)
/1492R (5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3°) (Weisburg et al., 1991). Para a

amplificagéo do nifH foi realizado um PCR em nuvem com os primers internos nifH-for
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A (5-GCI ATI TAC GGC AAA GGT GG -3’) e nifH-rev (5’-GCG TAI ACG GCC
ATC ATC TC-3’) (Zehr & McReynolds, 1989) e os primers externos nifH-for B (5’- G
Gl TGT GAT CCT AAA GCC GA-3’) e nifH-rev (0 mesmo usado na primeira reacao).
As condicdes do PCR e processo da DGGE foram realizados de acordo com Severin et
al. (2010). Os resultados foram obtidos em Unidades Operacionais Taxondmicas

(OTUs).
2.2.5. Analise Estatistica

Os indices de diversidade foram calculados usando Past 3.x, e foram utilizados
para comparar os tapetes microbianos de acordo com a densidade, abundancia, indice
Shannon e Riqueza.

Os resultados de teor de clorofila a, carboidratos e proteinas nas trés diferentes
profundidades foram analisados estatisticamente de duas formas. Primeiramente
comparando os resultados de cada analise nas diferentes profundidades e posteriormente
comparando a mesma camada em tapetes associados a fanerdgamas, sedimento
colonizado apenas pelo tapete e sedimento ndo colonizado pelo tapete.Para isto foram
feitas ANOVA com teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com nivel de significancia
de 5%.

Para comparar a composicdo de diferentes amostras de tapetes microbianos
durante Janeiro de 2014 foi feita uma Analise Cluster usando Método ndo-ponderado de
agrupamento aos pares (UPGMA) e indice de Jaccard no Past 3.x. Para a Analise
Cluster dos resultados de anélise molecular foi também utilizado UPMGA mas com
Correlagédo de Pearson no Bio Numerics 6.6.

3. Resultados

Nos pontos A e B 0s tapetes ocorrem principalmente associados a fanerégamas.

No ponto C os tapetes ocorreram associados ao sedimento com ou sem fanerégamas. As
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amostras deste ponto foram utilizadas para analisar composicdo da comunidade e
granulometria do sedimento. Quando encontrados, foi possivel classificar os tapetes
microbianos em: (I) associados ao sedimento na zona mesomareal; e (1) associados as
fanerégamas ou (I11) & 4gua de afloramento subterrdneo na zona supramareal. (Fig. 2).
A andlise dos resultados, bem como a discussdo foram escritas com foco na comparacgao
entre estes trés tipos de tapetes resgistrados.

Os tapetes microbianos foram encontrados na zona intermareal mediana e superior
cobrindo desde poucos metros quadrados até 3400 m2. Na zona intermareal mediana 0s
tapetes microbianos ocorreram principalmente associados ao sedimento ndo colonizado
por faner6gamas. Na zona intermareal superior ele ocorreu associado ao sedimento
colonizado por fanerégamas ou ao afloramento de agua subterranea, com salinidade
proxima a zero (Fig. 2). A analise de granulometria mostra que o sedimento na zona

intermareal apresenta mais de 96 % de sedimento arenoso fino a médio (Fig. 3).

Figura 2. Distribuigdo dos tapetes microbianos na zona intermareal da Lagoa dos
Patos (RS — Brasil). Adaptado de Abed et al. (2010)
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Figura 3. Granulometria dos pontos de coleta A (n=11), B (n=11) e C (n=11) na
Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre Novembro de 2012 e Julho de 2014.

Os tapetes microbianos se apresentaram como uma rede intrincada de filamentos
que por vezes ndao permitia a visualizacdo do sedimento ou formando uma matriz de
metabolitos na qual os grdos de sedimento estavam emersos. As MISS relacionadas a
bioestabilizacdo foram observadas exclusivamente nos tapetes associados a regido
intermareal mediana, onde a exposicdo a erosdo foi maior, e incluiram estruturas
deposicionais niveladas, remanescentes erosionais, fragmentos de tapetes flutuando na
coluna d’agua, bem como bolhas fotossintéticas (Fig. 4).

Foram identificadas 103 espécies de algas e cianobactérias compondo as
comunidades de tapetes (Tab. 2). O grupo taxonémico com maior nimero de espécies
foi Bacillariophyceae (39,8 %), seguido por Cyanobacteria (24,27 %), Chlorophyceae
(19,41 %), Zygnematophyceae (12,62 %) e outros (3,8 %). De acordo com a
classificagdo morfofuncional, as diatoméceas penadas foram o grupo com o maior
namero de espécies, com 30,1 %; seguido de algas verdes coloniais (14,56 %);

diatoméaceas céntricas (9,71 %); cianobactérias filamentosas, cianobactérias coloniais e
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algas verdes cocdides (8,73 % cada); algas verdes filamentosas (7,76 %); cianobactérias
heterocitadas (6,78 %); e outros (4,9 %).

Entre as espécies mais freqiientes em todas as amostras coletadas entre Novembro
de 2012 e Julho de 2014 nos trés pontos de coleta (n:54) estd Anabaena sp., uma
cianobactéria heterocitada que ocorreu em 91,49 % das amostras, seguida por Nitzschia
palea (86,17 %), Pinnularia gibba (64,89 %), Planktolyngbya limnetica (62,77 %),
Eunotia cf. bilunaris (57,45 %), Nitzschia adamata (50%). Onze espécies apresentaram
eventos de dominédncia numérica (Tab. 2), dentre estas Anabaena sp. apresentou vinte
eventos de dominancia, atingindo abundancia relativa maxima de 90,22 % em um
destes eventos. As outras espécies que também apresentaram eventos de abundéncia
foram: Cylindrospermum licheniforme (80,23 %), Planktolyngbya limnetica (89,76 %),
Quadrigula sp. (77,6 %), Oscillatoria cf. princeps (75,47 %), Pinnularia gibba (74,68
%), Pseudanabaena catenata (67,09 %), Geminella interrupta (64,46 %), Nitzschia

palea (56,89 %), Cosmarium sp.2 (51,96 %) e Cryptomonas sp. (51,41 %).
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Figura 4. Detalhe da superficie do sedimento colonizado por um tapete
microbiano (A); Microscopia eletrnica de varredura da comunidade de tapete aderida a
um grdo de sedimento (B). Tipos de tapetes encontrados na Lagoa dos Patos: associado
ao sedimento na zona intermareal mediana (C), associado as fanerogamas (D) e ao
afloramento de agua subterrdnea (E) na zona intermareal superior.  Estruturas
sedimentares induzidas por microorganismos (MISS) observadas em tapetes da Lagoa
dos patos: superficie deposicional nivelada fragmentada por bolsGes de erosdo (F),
fragmentos de tapete microbiano flutuando apds evento de erosdo (G), remanescentes
erosionais (H) e superficie marcada por pequenas cavidades formadas por bolhas
fotossintéticas.
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Tabela 2. Lista de espécies de cianobactérias e microalgas encontradas em tapetes microbianos no estuario da Lagoa dos Patos (RS —
Brasil)

MFG CYANOBACTERIA Freq. (%) ED ARM Pontos de Coleta
Chroococcales A B C D
CCY Aphanocapsa cf. grevillei (Berkeley) Rabenhorst 23,40 0 3378 x x X
CCY Aphanothece stagnina (Sprengel) Braun 23,40 0 328 x x X X
CCY Chroococcus minor (Kutzing) Néageli 9,57 0 0,92 X
CCY Chroococcus turgidus (Ktzing) Néageli 21,28 0 854 x x X X
CCY Chroococcus dispersus (Keissler) Lemmermann 1,06 0 0,43 X
CCY Merismopedia glauca (Ehrenberg) Kiitzing 47,87 0 2243 x x Xx X
CCY Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kutzing 10,64 0 4,93 X X
CCY Microcystis sp. 3,19 0 0,37 X X
CCY Microcrocis pulchella (Buell) Geitler 11,70 0 0,69 X X X
Nostocales
HCY Cylindrospermum licheniforme Kiitzing ex Bornet & Flahault 13,83 5 8023 x x X
HCY Gloeotrichia natans Rabenhorst ex Bornet et Flahault 22,34 0 2065 x X X X
HCY Hapalosiphon cf. arboreus West & West 4,26 0 455 x x X
HCY Mastigocladus sp. 4,26 0 3,57 x X
HCY Mastigocladus sp2 10,64 0 7500 x x X
HCY Scytonema cf. coactile Montagne ex Bornet & Flahault 8,51 0 1325 x x X
HCY Anabaena sp. 91,49 20 90,22 x x X X
Oscillatoriales
FCY Leptolyngbya cebennensis (Gomont) I.Umezaki & M.Watanabe 19,15 0 4935 x x x X
FCY Oscillatoria cf. princeps Vaucher ex Gomont 48,94 7 7547 x X X X
FCY Phormidium natans (Gomont) Senna & Compere 6,38 0 4883 «x X X
FCY Planktolyngbya contorta (Lemmermann) Anagnostidis & Komarek 4,26 0 7,61 x X



Continuagao:

FCY Planktolyngbya limnetica (Lemmermann) Komarkova-Legnerova & Cronberg 62,77 1 8977 «x X X
FCY Spirulina laxissima West 2,13 0 1,13 x
Pseudanabaenales
FCY Geitlerinema amphibium (Agardh ex Gomont) Anagnostidis 3,19 0 1,50 x X
FCY Pseudanabaena catenata Lauterborn 39,36 2 67,10 x X X
FCY Pseudanabaena sp. 3,19 0 872 X
BACILLARIOPHYCEAE
Centrales
CDI  Amphiprora sp. 5,32 0 1,78 X
CDI Aulacoseira granulata var. angustissima (O.F.Mdiller) Simonsen 1,06 0 1,02 X
CDI  Cerataulina bergonii (H.Peragallo) Schiitt 10,64 0 4,36 X
CDI  Chaetocerus sp. 1,06 0 0,75 X
CDI  Cyclotella meneghiniana Kitzing 19,15 0 3,44 X X
CDI  Melosira varians C.Agardh 47,87 0 8,05 X X X
CDI  Melosira moniliformis (Muller) Agardh 4,26 0 1,91 X X
CDI  Pleurosigma sp. 4,26 0 0,82 X
CDI  Skeletonema sp. 23,40 0 10,68 X
CDI  Terpsinoé americana (Bailey) Grunow 4,26 0 0,79  x X X
Pennales
PDI  Achnanthidium minutissimum (Kitzing) Czarnecki 1,06 0 1,09 x X
PDI  Amphora veneta Kiitzing 4,26 0 2,67 X
PDI  Capartogramma crucicula (Grunow) Ross 41,49 0 2659 «x X X
PDI  Diadesmis confervacea Kiitzing 36,17 0 949 «x X X
PDI  Encyonema silesiacum (Bleisch) Mann 34,04 0 831  x X X
PDI  Encyonema sp. 21,28 0 4,45 X X
PDI  Eunotia cf. bilunaris (Ehrenberg) Schaarschmidt 57,45 0 911 «x X X
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PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI
PDI

Continuagao:

Fallacia sp.

Fragillaria sp.

Gomphonema gracile Ehrenberg
Gomphonema parvulum (Kutzing) Kutzing
Hantzschya sp.

Hippodonta sp.

Navicula cryptotenella Lange-Bertalot
Navicula sp.

Navicula sp. 2

Nitzschia adamata Hustedt

Nitzschia clausii Hantzsch

Nitzschia frustulum (Kutzing) Grunow
Nitzschia gandersheimiensis Krasske
Nitzschia palea (Kitzing) Smith
Nitzschia reversa Smith

Pinnularia acrosphaeria Smith
Pinnularia gibba Ehrenberg

Placoneis abundans Metzeltin, Lange-Bertalot & Garcia-Rodriguez
Planothidium frequentissimum (Lange-Bertalot) Lange-Bertalot

Pleurosira laevis (Ehrenberg) Compére

Rhopalodia brebissonii Krammer in Lange-Bertalot & Krammer

Rhopalodia gibba (Ehrenberg) Miiller
Trepidoneis lepidoptera var. minor Cleve
Ulnaria ulna (Nitzsch) P.Compere

20,21
30,85
5,32
4,26
1,06
8,51
40,43
46,81
4,26
50,00
5,32
11,70
3,19
86,17
13,83
20,21
64,89
2,13
4,26
15,96
17,02
4,26
2,13
28,72

O OO OO OO MNOONMNOODODODOOOOOOOoO oo

3,32
24,63
1,47
1,47
0,69
1,45
26,47
30,27
11,00
14,24
7,33
10,44
2,90
56,89
9,04
7,92
74,69
1,59
0,75
4,31
2,89
1,70
4,83
7,11

x

X X X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X X X X X X X

X X X X X X X X
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Continuagao:

CHLOROPHYTA

Chlorophyceae

Chaetophorales

GFl  Binuclearia sp. 1,06 0 3,57  x

GFl  Geminella interrupta Turpin 13,83 1 6446 x x X

GCU Schroederia cf. setigera (Schréder) Lemmermann 3,19 0 2,56 x X

GFl  Ulothrix zonata (Weber & Mohr) Kiitzing 15,96 0 1808 x x X
Chlamydomodales

CAF Volvox sp. 6,38 0 0,37 X X
Sphaeropleales

GCC Ankistrodesmus fusiformis Corda sensu Kors. 7,45 0 4,16 X X X

GCC Asterococcus limneticus Smith 2,13 0 23,86 X X

GCC Coelastrum sphaericum Nageli 3,19 0 1,25  x X

GCC Coelastrum sp. 3,19 0 0,44 X X

GCC Crucigenia sp. 4,26 0 417 x X

GCC Desmodesmus cf. quadricauda (Turpin) Hegewald 6,38 0 2,24 X X

GCC Dictyosphaerium elongatum Hindak 15,96 0 2450 x x X

GCC Dimorphococcus lunatus Braun 1,06 0 0,30 X

GCC Eutetramorus fotti (Hindak) Komarek 15,96 0 458 x X x X

GCC Gloeocystis sp. 10,64 0O 168 x x x X

GCC Quadrigula sp. 11,70 2 77,60 X X X

GCC Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat 47,87 0 2638 x x x X

GCC Scenedesmus sp. 14,89 0 5,98 X X X

GCC Westella botryoides (West) De Wildeman 5,32 0 5812 X
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Continuagao:

Ulvophyceae

GFl  Ulva sp. 4,26 0 1,57 X X
Zygnematophyceae
Desmidiales
GCU Closterium cf. libellula Focke ex Nordstedt 7,45 0 13,76 x X
GCU Closterium cf. parvulum Nageli 22,34 0 1784 x x x X
GCU Closterium setaceum Ehrenberg ex Ralfs 4,26 0 354 x x X
GCU Cosmarium cf. margaritatum (Lundell) J.Roy & Bisset 10,64 0 981 x X X
GCU Cosmarium sp. 19,15 0 506 x X X X
GCU Cosmarium sp. 2 26,60 1 519 x x x X
GCU Euastrum sp. 15,96 0 152 x x x X
GCU Staurastrum cf. dilatatum Ehrenberg ex Ralfs 2,13 0 0,30 x X
Zygnematales
GFl  Mougeotia sp. 3,19 0 17,25 X
GFl  Oedogonium sp. 28,72 0 407 x x X
GFI  Onychonema sp. 1,06 0 0,58 X
GFl  Spondylosium sp. 1,06 0 0,53  x
GCC Zygnema sp. 6,38 0 1959 «x X X
CRYPTOPHYTA
UMF Cryptomonas sp. 4,26 1 51,42 «x X
EUGLENOPHYTA
UMF Euglena sp. 29,79 0 2273 «x X X X
UMF Phacus sp. 3,19 0 052 x X X
UMF Trachelomonas sp. 8,51 0 1,57 x  x

Freq (%): percentual de amostras nas quais cada taxon ocorreu; ED: nimero de amostras nas quais cada taxon apresentou-se como dominante;
ARM: Abundancia Relativa Maéaxima; A, B, C e D: pontos de amostragem; X: locais onde a espécie ocorreu.
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Os trés diferentes tipos de tapetes apresentaram composicGes taxondmicas
semelhantes, com mais de 95% da comunidade representada por Cyanobacteria e
Bacillariophyceae (Fig. 5-A). As cianobactérias foram representadas principalmente por
filamentosas heterocitadas ou ndo, mas com maior percentual de heterocitadas em
tapetes associados ao afloramento de &gua subterranea. As diatomaceas penadas
representam a maioria das Bacillariophyceae, e as algas verdes cocoides sdo as

principais representantes de Chlorophyceae (Fig.5-B).
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Figura 5. Abundancia Relativa das cinco principais taxons e de seus grupos
morfofuncionais nos tapetes microbianos associados ao sedimento na regido intermareal
mediana (Sand; n=12), a vegetacédo rasteira de margem (Grass n=13) e ao afloramento
de agua subterrdnea (Groundwater; n=3) na zona intermareal superior do estuario da
Lagoa dos Patos (RS — Brasil) de acordo com a abordagem Filogenética (A) e de
Grupos Morfo-Funcionais (B). flagelados mixotréficos unicelulares (UMF); flagelados
autotroficos coloniais (CAF); cianobactérias filamentosas (FCY), heterocitadas (HCY) e
coloniais (CCY); diatomaceas céntricas (CDI) e penadas (PDI); algas verdes cocoides e
unicelulares (GCU); algas verdes coloniais ou cenobiais (GCC); e algas verdes
filamentosas (GFI).

O tapete mesomareal apresentou maior variagdo da densidade celular do que os
tapetes associados a vegetacdo. A média da densidade dos tapetes intertidais ficou

préxima de 160.000 cél.cm?, mas chegou a atingir valores proximos a 400.000

células.cm? (Fig. 6-A). Os valores de dominancia e indice Shannon foram semelhantes



(Fig. 6-B e 6-C). Ponderando-se o tempo de estudo, tapetes associados a faner6gamas
apresentaram maior riqueza de taxons, enquanto tapetes associados a areia apresentaram

maior amplitude de variagdo, com eventos pontuais de alta e baixa riqueza (Fig. 6-D).
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Figura 6. Densidade celular (A), indices de dominancia (B), Shannon (C) e Numero de
taxons da camada superficial (5mm) dos tapetes microbianos associados ao sedimento
na zona intermareal mediana (Sand; n=15) e a vegetacdo na zona intermareal superior
(Grass; n=5) sedimento no estuario da Lagoa dos Patos (RS - Brasil) de Janeiro a Julho
de 2014.

A Anélise de Similaridade entre tapetes coletados em um mesmo dia em janeiro
de 2014 agrupou a abundancia e composicdao das comunidades de acordo com a
distribuicdo destes na zona intermareal. A composicdo da comunidade dos tapetes
intertidais apresentou similaridade menor que 0,48 em relacdo aos tapetes associados as
faner6gamas. Tapetes microbianos associados ao sedimento apresentaram maior
similaridade entre si (Fig. 7-C), bem como uma maior dominancia de 3 a 4 espécies,
Anabaena sp., P. limnetica, N. palea e Navicula sp. (Fig. 7-B). Em tapetes associados a
faner6gamas € possivel perceber um pequeno aumento da riqueza (Fig. 7-A),
principalmente com outras espécies de cianobactérias (e.g. Lyngbya cabennensis),
diatoméaceas (Pinnularia gibba, P. catennata e Skeletonema sp.) e algas verdes

(Scenedesmus accuminatus).
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Os perfis de clorofila a, carboidrato e proteina para os tapetes intertidais
associados ou ndo a vegetagdo (Grass) e sedimento (Sand) e sem comunidades em geral
(No Mat) apresentaram valores medios maiores na camada mais superficial de
sedimento do que nas camadas inferiores (Fig. 8). Os tapetes microbianos apresentaram
valores de clorofila a, proteina e carboidrato na camada superficial significativamente
maiores do que na segunda e terceira camada (Fig. 8-A, B, C, D, E e F). Considerando
os valores de médios de clorofila e proteina no sedimento, com tapete e sem tapete,
apenas a camada superficial dos tapetes foi significativamente maior do que no
sedimento sem tapete (Fig. 8-A, B, D, E, G e H). As andlises de carboidrato nédo

apresentaram diferencas significativas entre sedimento com ou sem tapete (Fig. 8-C, F e

).
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Figura 7. Riqueza (A), abundancia relativa de espécies (B) e analise de
similaridade (C) de tapetes microbianos coletados em janeiro de 2014 no estuério da

Lagoa dos Patos (RS-Brasil).
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Figura 8. Anélise do teor de clorofila a, proteina e carboidratos em trés diferentes
camadas dos tapetes microbianos do Estuario da Lagoa dos Patos (RS — Brasil)
associados ao sedimento na zona mesomareal (sand; n=15), asscoaidos a fanerégamas
na zona supramareal (Grass; n=5) e do sedimento ndo colonizado pela comunidade de
tapete (No Mate; n=6). L1: camada superior entre 0 e 0,5 cm; L2: camada intermediaria
entre 0,5 e 1 cm; L3: camada inferior entre 1 e 1,5 cm. ANOVA com teste de Kruskal-
Wallis (letra maiscula para comparacdo entre tipos de tapete e letra minuscula para
comparacéo entre camadas; p<0,05)
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Figura 9. Analise DGGE para genes 16S de amostras de tapetes microbianos coletadas
durante o verdo de 2014 na Lagoa dos Patos (Brasil — RS). MI: tapetes da zona
mesomareal; Ul: tapetes da zona supramareal.
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Figura 10. Analise DGGE para genes nifH de amostras de tapetes microbianos
coletadas durante o verdo de 2014 na Lagoa dos Patos (Brasil — RS). MI: tapetes da
zona mesomareal; Ul: tapetes da zona supramareal.

As analises DGGE para os genes 16S (Fig. 9) e nifH (Fig. 10) resultaram no
agrupamento das amostras de acordo com o tapete onde foram coletadas. Apenas uma
amostra da zona intermareal inferior mostrou maior similaridade com os tapetes da zona
intermareal superior tanto para gene 16S quanto para nifH. As anélises de diversidade
utilizando as unidades taxondmicas operacionais ndo demonstraram nenhuma diferenca

significativa entre 0s grupos.
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4. Discusséo

A ocorréncia de tapetes microbianos na Lagoa dos Patos esta diretamente
relacionada a hidrodindmica local. Os tapetes encontrados durante o periodo de estudo
ocorreram principalmente na zona intermareal mediana e superior, que apesar da grande
exposicao as condi¢Bes meteoroldgicas, sdo locais de preferéncia dos tapetes devido ao
menor impacto por organismos herbivoros (Stal, 2010). Na zona intermareal as
flutuacGes de pardmetros ambientais sdo freqlientemente ainda maiores do que na
atmosfera ou na zona subtidal, criando fatores extremos multiplos como
hipersalinidade, temperaturas altas, exposicdo ao UV, dessecacdo e erosdo (Abed et al.,
2008). Portanto, para formacdo dos tapetes microbianos as cianobactérias e algas
eucaridticas necessitam apresentar grande flexibilidade quanto a flutuacdo de
parametros ambientais.

As diatomaceas penadas foram o grupo que apresentou maior riqueza, enquanto as
cianobactérias filamentosas foram dominantes. A maioria dos estudos com tapetes
microbianos descreve estes dois grupos como 0s principais organismos colonizadores e
formadores de tapetes para a maioria dos ambientes (Golubic et al., 2000; Woelfel et
al., 2007; Cuadrado et al., 2011), principalmente devido a capacidade de locomocao,
producdo de EPS e outros fatores associados a estabilizagdo do sedimento (Noffke et
al., 2001). Os tapetes ocorreram associados ao sedimento arenoso fino, o que explica a
alta abundéncia relativa de cianobactérias, pois costumam apresentar menor
disponibilidade de nutriente, condi¢fes as quais cianobactérias estdo bem adaptadas
(Stal, 2010).

Apbs a colonizacdo e estabilizacdo do sedimento, organismos fotossintetizantes
incapazes de se locomover comegcam a surgir, tal como cianobactérias cocoides e

filametosas fixadoras de nitrogénio, e algas verdes (Golubic et al., 2000). No estuario da
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Lagoa dos Patos esta sucessdo ecoldgica reflete na maior dominancia de cianobactérias
filamentosas e diatomaceas penadas, apesar da grande riqueza de organismos sem
motilidade, como as cianobactérias coloniais, diatomaceas céntricas e algas verdes.

Foi possivel observar um aumento gradual de cianobactérias heterocitadas nos
tapetes da zona intermareal média para aqueles da zona intermareal superior. Alguns
estudos mostram que 0 aumento da exposicdo a dgua salgada diminui a ocorréncia de
cianobactérias heterocitadas (Stal, 2009) e, portanto, dois fatores podem explicar a
maior ocorréncia de espécies heterocitadas na zona intermareal superior: (1) tapetes da
zona intermareal média foram mais frequentes no verdo, quando ocorre a entrada de
agua salgada no estuario (como sera discutido no préximo capitulo), e ficam mais
expostos a agua do estuario; e (2) tapetes da zona intermareal superior ocorrem durante
todo o ano e recebem maior influéncia de &gua doce do estuario (especialmente nos
meses mais frios), pluvial ou subterranea.

Estes mesmos fatores influenciam também na ocorréncia de algas verdes nos
tapetes da zona intermareal superior, uma vez que as principais espécies de algas verdes
com eventos de dominéncia s&o cocdides ou filamentosas sem locomogdo e comuns em
agua doce (e.g. Geminella interrupta e Cosmarium sp.). A presenca de espécies
céntricas de diatoméaceas deve estar relacionada a colaboracdo da comunidade pelégica,
pela deposi¢do de organismo do fitoplancton e adesdo destes a matriz polissacaridica
formada pelo tapete.

A zona intermareal superior caracterizou-se por fornecer menor exposi¢do a agua
salgada e maior estabilidade aos tapetes, devido a protecdo fornecida por fanerégamas
(Gemerden, 1993; Grootjans et al., 1997; Woelfel et al., 2007; Stal 2010). Por outro
lado, na zona intermareal mediana os tapetes estiveram mais expostos a erosdo, de

acordo com os registros de MISS, e variacdo de salinidade, uma vez que a regido

74



supramareal costuma receber maior aporte pluvial. Isto refletiu na maior ocorréncia de
registros de erosdo na zona intermareal mediana. Estes tapetes apresentaram-se
frequentemente fragmentados com bolsdes erodidos onde o sedimento ndo coberto pelo
tapete apresentava formacdo de ripples. Esta distribuicdo heterogénea esta relacionada
com a hidrodinamica em pequena escala, que permite ou ndo que sedimentos t&o
proximos possam ser colonizados (Noffke et al.,2001; Stal, 2010; Cuadadro et al.,
2013). O sedimento colonizado pelo tapete apresenta-se elevado em relagdo aos bolsoes
de erosdo devido a maior estabilidade do sedimento e captura de gréos de sedimentos
em suspensdo, que se aderem ao material viscoso produzido pela comunidade
(Valentine et al., 2014). Nestes tapetes foi possivel observar MISS como remanescentes
erosionais; pequenos fragmentos flutuando e domos fotossintéticos.

A presenca da comunidade de tapetes altera a dindmica do sedimento. Entre os
fatores considerados 0s maiores preditores de resisténcia a erosdo estdo teor de
clorofila-a , carboidrato e quantidade de &gua (Yallop et al. 2000). Os resultados de
clorofila, carboidrato e proteina mostram a influéncia que a comunidade de tapetes
apresenta especialmente nos 5 mm superiores do sedimento. De acordo com Fenchel
(2002) a profundidade a qual o tapete atinge no sedimento é determinada pela difusdo
de gradientes, metabolitos e rapida atenuacdo da luz através da comunidade. Uma vez
formado o tapete, o sedimento colonizado apresenta 5 a 10 vezes maior resisténcia do
que sedimentos ndo colonizados (Neumeier et al., 2006), especialmente devido a
producdo destes metabolitos.

A riqueza de espécies para a maioria dos tapetes foi baixa, em média 20 espécies
por amostra, 0 que corrobora com o fato de que comunidades com grande densidade de
organismos costumam apresentar grande abundéncia de uma a trés espécies, como

também encontrado neste estudo (Colijn & Dijkema, 1981; Underwood, 1994; Thornton
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et al., 2002; Forster et al., 2006). Os tapetes associados & vegetacdo apresentaram maior
riqueza média em decorréncia da maior estabilidade do sedimento, que leva a formagao
de comunidades mais complexas, e pela disponibilidade de mais nichos, uma vez que a
zona fotica destes tapetes pode ser mais profunda e sua superficie mais
heterogenicamente diversa devido ao sombreamento parcial pelas fanerégamas.

A densidade celular dos tapetes coletados nédo reflete necessariamente a extensao
destes, visto que por vezes pequenas manchas apresentaram grandes densidades por
estarem protegidas da erosdo. Neste estudo a densidade teve maior variacdo dos
resultados nos tapetes mais expostos do que naqueles associados a vegetacdo, mas
sempre acima de 10.000 cél.cm, no qual a comunidade pode ser considerada um tapete
microbiano (Underwood et al., 1998). A densidade, riqueza e complexidade de tapetes
microbianos estdo diretamente relacionadas ao tempo que esta comunidade tem para se
estabelecer no sedimento. Quando expostas a hidrodinamica em sedimentos na regiéo
intermareal estas comunidades estdo mais suscetiveis a erosdo e sua densidade vai
depender de quanto tempo este tapete teve para crescer antes de ser coletado. Por outro
lado, os tapetes protegidos por vegetacao apresentam maior estabilidade e sua densidade
tende a flutuar menos.

A comparacdo da riqueza e abundéncia relativa de espécies em tapetes em um
mesmo dia de amostragem mostra que a comunidade responde aos fatores ambientais
associados a regido intermareal mediana e superior, tais como erosdo, exposicao a
dessecacdo, salinidade e temperatura. A ocorréncia da vegetacdo na regido intermareal
superior oferece maior estabilidade, levando ao aumento da riqueza, enquanto tapetes
mais expostos na regido intermareal mediana apresentam dominancia de poucas

espécies.
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Por outro lado, de acordo com a diversidade de genes 16S e nifH, a zona onde o
tapete é formado influencia na composicdo de OTUs, mas ndo necessariamente na
riqueza. A diferenca na composicdo de OTUs nos diferentes tipos de tapete tém sido
relacionada com as variagbes ambientais de cada local, tais como disponibilidade de
agua, salinidade e temperatura (Severin et al., 2010).

5. Concluséo

Os tapetes microbianos da Lagoa dos Patos sdo principalmente dominados por
cianobactérias filamentosas, heterocitadas ou ndo e diatomaceas penadas. Apenas onze
espécies apresentaram eventos de dominancia, mas a estabilizacdo do sedimento
fornecida por estas poucas espécies permite que outras espéecies também colonizem o
sedimento, como por exemplo, as algas verdes. A composi¢do do tapete é afetada pela
zona intermareal onde ele ocupa. Na zona intermareal superior os tapetes ficam menos
expostos a erosdo, e frequentemente associados a fanerdgamas, possibilitando a
ocorréncia de comunidades mais complexas, estaveis e com maior teor de clorofila e
proteina. Na zona intermareal mediana a comunidade de tapete fica exposta a forgantes
fisicas que aumentam a erosdo, evidenciada pela observacdo de MISS. As comunidades
de tapetes microbianos no hemisfério Sul deveriam ser foco de mais estudos, tendo em
vista seu papel ecoldgico e geoldgico em processos de bioestabilizacdo de sedimentos e
fixacdo de nitrogénio. Uma vez relatada & ocorréncia de mais tapetes microbianos na
América do Sul, espera-se que estudos focados na importancia ecoldgica destas

comunidades comecem também a surgir.

77



Capitulo 3: Tapetes Microbianos da
Lagoa dos Patos (RS — Brasil):
Sazonalidade e importancia de fatores
meteoroldgicos

Resumo - As comunidades de tapetes freqlientemente ocorrem associadas a zona
intermareal mediana, onde o sedimento esta constantemente exposto a eventos de erosao
e deposicdo, ou superior, mais afetada durante eventos de maré alta ou tempestades. O
objetivo deste trabalho é relacionar a ocorréncia e composi¢do de tapetes microbianos
na Lagoa dos Patos com fatores meteorolégicos importantes na hidrodindmica do
estuario. A amostragem dos tapetes microbianos foi feita por busca visual na zona
intermareal do Saco do Mendanha, no estuério da Lagoa dos Patos entre Novembro de
2012 e Julho de 2014. Fatores meteorologicos como direcdo e forca do vento,
precipitacdo, umidade relativa do ar e nivel da dgua do estuério foram correlacionados
com a ocorréncia de tapetes através de uma Analise de Componentes Principais (PCA)
ap6s normalizacdo dos resultados utilizando Escore-Z. De acordo com nossos
resultados, o nivel da &gua no estuario, principalmente determinado pela direcdo do
vento e pelo aporte de &gua doce, € um dos principais fatores determinantes da
ocorréncia e composicdo de tapetes na Lagoa dos Patos. Durante as estacGes de outono
e inverno, quando o nivel da 4gua costuma aumentar e a salinidade fica baixa, os tapetes
ocorreram apenas na zona supramareal, enquanto que na primavera e verdo, com nivel
de agua mais baixo e frequentemente salobra, os tapetes ocorrem também na zona
mesomareal. A presenca da agua salgada nos meses mais quentes também diminuiu a
ocorréncia de algas verdes. Nossos resultados sustentam a hipotese de que a ocorréncia
e distribuicdo de tapetes microbianos na Lagoa dos Patos esta associada a condigdes que
favorecem a maior umidade no sedimento, especialmente para aqueles tapetes que
ocorrem na zona intermareal superior, e as condi¢cGes em que a direcdo e intensidade do
vento ndo levam a erosdo da margem colonizada, para tapetes que ocorrem na zona
intermareal mediana.

Palavras-chave: tapetes microbianos; ocorréncia; composicdo; fatores

meteoroldgicos; zona intermareal; estuario

1. Introducéo
Tapetes microbianos sdo densas comunidades bénticas de microrganismos (Stal,
1995). Esta estrutura proporciona um habitat tridimensional onde uma populacéo

microbiana metabolicamente diversa coexiste e interage (Paerl & Yannarell, 2010). Em
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tapetes microbianos as cianobactérias e diatomaceas, que geralmente estdo associadas as
camadas mais superiores, sdo normalmente os organismos chave. Apos a colonizagao
do sedimento por estes organismos, torna-se possivel o surgimento e coexisténcia de

diversos microrganismos e seus metabolismos (Stal, 1995).

As comunidades de tapetes frequientemente ocorrem associadas a zona intermareal
mediana, onde o sedimento estd constantemente exposto a eventos de erosdo e
deposicdo, ou superior, mais afetada durante eventos de maré alta ou tempestades.
Muitos estudos tém mostrado a importancia de comunidades microbianas psamicas na
bioestabilizacdo de sedimentos e registro de eventos de erosdo (Noffke and Petterson,

2008; Noffke, 2010; Pan et al. 2013).

A maioria dos artigos tem relacionado erosdo de sedimentos colonizados por
comunidades microbianas em zonas intertidais com variacdes de maré, altura de onda,
fluxo de energia, transporte de sedimento e freqiéncia de chuva (Eckman et al., 2008;
Lamote et al., 2012; Cuadrado et al., 2013; Fagherazzi et al., 2014; Gladis-Schmacka et
al., 2014), mas também mostram relagdes com outros fatores importantes, tais como
dessecacdo, evapora¢do, umidade, radiacdo solar e temperatura do sedimento (Coelho &

Serddio, 2009; Pan et al., 2013)

Estudos de comunidades de tapetes na América do Sul ainda sdo escassos
(Severin & Stal, 2010) muito embora alguns destes trabalhos ja venham mostrando as
relacfes destas comunidades com forgantes meteorolédgicas (Cuadrado et al., 2013; Pan
et al., 2013). Para a Lagoa dos Patos (RS — Brasil), a maior laguna estrangulada do
mundo (10360 km?), ndo existem relatos cientificos de tapetes microbianos, muito

embora estes possam ser observados ao longo de todas as estacoes.
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A Lagoa dos Patos estd localizada ao Sul do Brasil e, portanto sob clima
temperado. Seu eixo principal esta coincidentemente orientado com o regime de vento
dominante. Ventos nordeste dominam durante todo ano, mas com marcante ocorréncia
de vento leste durante o verdo e sudoeste durante o inverno. A bacia hidrografica da
Lagoa dos Patos compreende uma &rea de 200 km?, com altas descargas durante o
inverno e inicio da primavera e baixa descarga durante verdo outono, embora a variacéo
de descarga de ano para ano possa variar consideravelmente (Tomazelli, 1993).

O vento nordeste domina durante todo ano, verdo e primavera sdo caracterizados
também pela presenca do vento leste enquanto inverno e outono apresentam ventos
sudoeste. A média de vento se encontra entre 3 e 5 m s™ (Tomazelli, 1993). O aporte de
agua dos afluentes esta associado a precipitacdo em toda sua bacia hidrogréfica, com
maior descarga no fim do inverno, muito embora valores de precipitagdo possam
apresentar grandes flutuacbes de um ano para outro (Moller et al., 2001; Marques &
Moller, 2008). A salinidade varia de 0 a 34 (Baumgarten, 1987), principalmente
influenciada pelo aporte de afluentes e a¢do dos ventos que determinam nivel de maré e
entrada da cunha salina (Moller & Castaing, 1999).

Apesar das variacdes de fatores quimicos, fisicos e geoldgicos do estuario da
Lagoa dos Patos permitirem a ocorréncia dos tapetes microbianos, estes ainda néo
foram descritos para a regido. Portanto, o objetivo deste trabalho é relacionar a
ocorréncia e composicdo de tapetes microbianos na Lagoa dos Patos com fatores

meteoroldgicos importantes na hidrodindmica do estuario.

2. Material e Métodos
2.1.Amostragem e Analises de campo
A amostragem dos tapetes microbianos foi feita por busca visual na zona

intermareal do Saco do Mendanha, no estudrio da Lagoa dos Patos (Fig.1l) entre
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Novembro de 2012 e Julho de 2014. Durante este periodo a coleta procedeu de duas
formas. A primeira foi de novembro de 2011 a dezembro de 2012, com buscas com
barco por toda a regido entre o ponto A e C. A segunda metodologia de coleta foi entre
Novembro de 2012 até Janeiro de 2014, quando os tapetes foram coletados nos pontos
A, B e C, selecionados por observacdes prévias pela acessibilidade e ocorréncia de

tapetes microbianos.

= -32°S

= Ri6 Grande

Meboagog ol g
Byton . e

Atlantic
Ocean

| |

Figura 1. Mapa do Estuério da Lagoa dos Patos (RS-Brasil), com a localizacao

dos pontos de coleta e da estacdo meteoroldgica. Escala 5km.

Quando encontrados, os tapetes microbianos foram classificados quanto a regido
da zona intermareal em que ocorriam (superior, mediana ou inferior) e em duas
diferentes categorias, associados a areia ou fanerogamas. Durante este periodo amostras
foram coletadas para analise de composi¢do da comunidade, coletadas usando tubos

Falcon® de 50 mL com boca de 2,8 cm de didmetro.
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A éarea de cobertura dos tapetes foi estimada utilizando fita métrica. Foram
também analisadas salinidade, com refratdmetro (Meji, Japan), e temperatura da agua,
com termdmetro de mercurio (Incoterm, Brazil). As amostras foram devidamente
processadas e conservadas dependendo da sua finalidade. Para contagem e identificacdo
das algas eucariontes e cianobactérias foram utilizados os primeiros 0,5 cm das
amostras, e fixados com 5 mL de Transeau solution (6:3:1 de &gua destilada, alcool e
formalina). Os valores de &rea amostrada e volume de conservante foram utilizados para

converter as contagens em células por centimetro quadrado (cel.cm@).

2.2.Anélises de Laboratorio
2.2.1. Composicdo da comunidade de Tapete

As amostras fixadas em solugdo Transeau foram igualmente agitadas e
quantificadas em campos aleatérios em camara Utermohl 2 mL com aumento de 400x
de acordo com Edler e Elbrachter (2010) e o resultado da contagem convertido para
cél.cm™. Para identificacdo das diatomaceas foram preparadas laminas permanentes
segundo o0 método de Simonsen (1974) para observacao e contagem de 200 valvas por
amostra em 1000x. Foram consideradas dominantes aquelas espécies que apresentaram
contagens de individuos (filamento, célula ou coldnia) acima de 50 % de toda a

comunidade.

A identificacdo dos taxons foi feita baseada em bibliografia especializada
(Prescott et al., 1975; Croasdale et al., 1983; Komarek, 1983; Komarek and Fott, 1983;
Parra et al., 1983; Round 1990; Komarek and Anagnostidis, 1998; Komarek and
Anagnostidis, 2005; Bicudo e Menezes, 2006; Komarek, 2013; Talgatti, 2014).. Todos
os taxons estdo organizados de acordo com duas classificacbes. A abordagem
Filogenética para algas eucariontes (Van den Hoek et al., 1995) e cianobactérias

(Komaérek, 2005) foi usada para analises qualitativas e quantitativas. A segunda
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classificacdo aplicada foi a abordagem de Grupos Morfo-Funcionais (MFG) adaptada de
Salmaso & Padisak (2007) descrita em Guimardes et al. (2013), e foi utilizada apenas
para anélises quantitativas. Na abordagem MFG todos os organismos flagelados estéo
divididos em quatro grupos baseados em seu potencial mixotrofico ou autotréfico e suas
caracteristicas estruturais: i) flagelados mixotréficos coloniais (CMF); ii) flagelados
mixotréficos unicelulares (UMPF); iii) flagelados autotroficos unicelulares (UAF); e iv)
flagelados autotréficos coloniais (CAF). As cianobactérias estdo divididas em
heterocitadas (HCY), filamentosas ndo heterocitadas (FCY) e coloniais (CCY),
enquanto as diatoméaceas foram divididas em céntricas (CDI) e penadas (PDI). As algas
verdes autotréficas estdo divididas em trés grupos distintos: i) algas verdes cocdides e
espécies unicelulares (GCU); algas verdes coloniais ou cenobiais (GCC); e iii) algas
verdes filamentosas (GFI).
2.2.2. Dados Meteoroldgicos

Dados meteoroldgicos de todo periodo amostral foram obtidos do Banco de
Dados do Nucleo de Fisica Ambiental da FURG (Rio Grande — RS - Brasil), localizado
entre 15 e 20 Km do ponto de amostragem (Fig.1). Fatores meteorol6gicos como
direcdo e forca do vento, precipitacdo e umidade relativa do ar foram correlacionados
com ocorréncia de tapetes. Dados de varia¢do do nivel da dgua dentro do estuario foram

obtidos junto a Praticagem do Porto de Rio Grande.

2.2.3. Anaélise Estatistica

As correlacGes entre fatores fisico, quimicos e bioldgicos (abundancia absoluta)
foram feitas através de uma Analise de Componentes Principais (PCA) no software
PAST 3x (Hammer et al., 2001) apds normalizagdo dos resultados utilizando Escore-Z

(Bini, 2007; Mann, 2003).
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3. Resultados

Durante o primeiro periodo de amostragem foram encontrados em todas as coletas
tapetes microbianos na zona intermareal superior, sempre associados a fanerégamas.
Por outro lado, os tapetes microbianos da zona intermareal mediana, associados ao
sedimento, ocorreram de novembro de 2011 & marco de 2012 e em novembro de 2012,
quando os ventos eram frequentementes mais fortes (média entre 3,43 e 5,10 na escala
Baufort) e de predominéncia Leste e Nordeste e nivel da agua abaixo de 33,2 cm. Nas
coletas com tapetes microbianos na zona intermareal mediana os ventos foram mais
intensos, e de predominancia Leste e Noroeste, as temperaturas foram superiores e

apresentaram niveis mais baixos de agua (Tab. 1).

Tabela 1. Ocorréncia de Tapetes Microbianos e dados de vento, temperatura, precipitacdo, salinidade
e nivel da 4gua (WL) na Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre Novembro de 2011 e Dezembro de
2012. Linhas em cinza escura evidenciam a ocorréncia de tapetes na zona intermareal mediana.

Intermareal Wind o
Samples Zone Beaufort Scale Temperature Precipitation  Sal. WL
Year Date Upper Middle Mean Min Max Vi::ld Mean Min Max Mean Min Max

26/13 Yes No 19 O 5 Sw 2300 186 33 194 0 294 10 46,9

2012 2/4 Yes No 257 O 5 NE 19,00 14 248 O 0 0 34 438

94 Yes No 238 1 5 S 2228 154 292 063 0 128 20 419

12/12 Yes No 324 O 9 SW 2584 216 314 226 O 27,8 28 393




A PCA dos resultados da Tabela 1 apresentou explicacdo da distribuicdo dos
resultados de 54,7% para o componente 1 e de 22,7% para o componente 2. O
componente 1 apresentou correlacdo positiva com precipitacdo, nivel da agua e meses
sem ocorréncia de tapetes e correlacdo negativa com vento e meses com ocorréncia de
tapetes. O componente 2 apresentou correlagcdo positiva com salinidade, precipitacdo e
temperatura, bem como com meses com ou sem ocorréncia de tapetes na zona
intermareal mediana, e negativa para trés meses de ocorréncia dos mesmos tapetes

(Fig.2).
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Figura 2. Andlise dos Componentes Principais (PCA) da ocorréncia de tapetes
microbianos na zona intermareal mediana, intensidade do vento, precipitacdo total,
temperatura do ar, salinidade e nivel da 4gua no Estuario da Lagoa dos Patos (RS —
Brasil) entre Novembro de 2011 e Dezembro de 2012. Ocorréncia de tapetes (0);
tapetes ndo detectados (x).

Os tapetes microbianos ocorreram durante grande parte do segundo periodo de

amostragem, com densidades variando principalmente entre 5 x 10* e 2 x 10° ind. cm?,

mas com um evento com densidade de mais de 4 x 10° ind. cm (Fig. 3-A). Durante 0s
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meses quentes (dezembro a margo), quando houve ocorréncia de tapetes na zona
intermareal mediana, estes apresentaram maior dominancia percentual de cianobactérias
filamentosas e diatomaceas penadas (Fig. 3-A). Com a queda de temperatura entre 0s
meses de abril e outubro aumenta o percentual de ocorréncia de algas verdes cocdides,
filamentosas e unicelulares (Fig. 3-A). Durante 0os meses com ocorréncia de tapetes na
zona inframareal o nivel de agua ficou abaixo de 33,2 cm.

Entre os fatores meteoroldgicos a intensidade dos ventos (Fig. 3-B) e temperatura
(Fig. 3-C) apresentaram um perfil similar, com valores menores entre o final do outono
e inicio da primavera, mas contrario ao de umidade relativa do ar (Fig. 3-E). A
precipitacdo apresentou grande variagdo, mas os maiores valores foram entre novembro
e abril (fim da primavera e inicio do outono) (Fig.3-D).

A PCA do primeiro periodo de amostragem (novembro de 2011 até dezembro de
2012) apresentou explicacdo da distribuicdo dos resultados de 27,53% para o
componente 1 e de 19,23% para o componente 2 (Fig. 4). O componente 1 apresentou
correlagdo negativa com vento, temperatura, tapetes que ocorreram durante 0 verdo e
com 0s meses onde ndo houve ocorréncia de tapetes, e correlacdo positiva com umidade
relativa do ar, a maioria dos grupos morfo-funcionais e tapetes microbianos de
ocorréncia nos meses frios (Fig.4). O componente 2 apresentou correlagdo positiva com
tapetes que ocorreram durante 0S meses quentes, e com 0S principais grupos que
ocorreram nestes meses, como cianobactérias filamentosas e coloniais, diatomaceas
(Fig.4). Também apresentaram correlagdo positiva com o componente 2 0s meses de
abril e maio, que apresentaram duas das maiores densidades, e as algas verdes
cenociticas e coloniais, que apresentaram grande percentual durante estes dois meses

(Fig. 3-A e Fig. 4). Correlacionaram-se negativamente com o componente 2 a umidade
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relativa do ar, os tapetes que ocorreram entre junho e setembro e algas verdes cocoides

unicelulares e filamentosas (Fig. 4).
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Figura 3. Ocorréncia de Tapetes e composicdo de acordo com Grupos
Morfofuncionais (A), intensidade do vento (B), temperatura do ar (C), precipitacéo total
(D) e umidade relativa do ar (E) da Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre Novembro de

2012 e janeiro de 2014. Flagelados mixotroficos unicelulares (UMF); flagelados
autotrdficos coloniais (CAF); cianobactérias filamentosas (FCY) e coloniais (CCY);
diatoméaceas céntricas (CDI) e penadas (PDI); algas verdes cocoides e unicelulares

(GCU); algas verdes coloniais ou cenobiais (GCC); e algas verdes filamentosas (GFI).
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Figura 4. Analise de Componentes Principais (PCA) da ocorréncia de tapetes,
composicao de acordo com Grupos Morfofuncionais, intensidade do vento, temperatura,
precipitacdo total e umidade relativa do ar da Lagoa dos Patos (RS — Brasil) entre
Novembro de 2012 e janeiro de 2014. Ocorréncia de tapetes (®); tapetes ndo observados
(x); flagelados mixotroficos unicelulares (UMF); flagelados autotroficos coloniais
(CAF); cianobactérias filamentosas (FCY), heterocitadas (HCY) e coloniais (CCY);
diatomaceas céntricas (CDI) e penadas (PDI); algas verdes cocdides e unicelulares
(GCU); algas verdes coloniais ou cenobiais (GCC); e algas verdes filamentosas (GFI).

Durante o periodo de coleta foram também observados eventos isolados de erosao
e soterramento de tapetes microbianos. No evento de erosdo, um tapete foi observado
antes e depois de uma tempestade. Este cobria, antes da tempestade, cerca de 3.400 m?
na zona intermareal, e apds a tempestade apenas 290 m?, cerca de 8,5% da cobertura
inicial. No evento de deposicdo, apds uma tempestade onde a hidrodindmica da Lagoa

gerou deposicdo de sedimento, este ficou soterrado por cerca de 0,5 cm de sedimento.

4. Discussao

Embora poucos trabalhos tenham descrito comunidades de tapetes microbianos na
América do Sul, e, até 0 momento, nenhum trabalho tenha sido publicado para a Lagoa

dos Patos, nossos resultados sustentam que a ocorréncia destas comunidades é fregiiente
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e tem sua importancia para a produtividade local. A zona intermareal de praias arenosas
da regido estuarina é, ao longo de quase todo ano, coberta por comunidades de tapete,
que eventualmente atingem grandes extensfes. Estas comunidades sdo importantes
como produtores priméarios, no ciclo do nitrogénio, estabilidade do sedimento e etc.
(Stal, 2010; Severin & Stal, 2010), mas por se encontrarem na zona intermareal, sdo
sensiveis a eventos meteoroldgicos que levem a erosdo, soterramento e dessecacdo
(Noffke et al., 2002; Eckman et al., 2008; Coelho et al., 2009; Pan et al., 2013). Desta
forma a ocorréncia dos tapetes na zona intermareal apresentou correlagdo com nivel da
agua, precipitacdo, vento e umidade relativa do ar, fatores relacionados com eroséao e

dessecacdo, dois dos principais elementos de estresse da zona intermareal.

Na Lagoa dos Patos foram observados tapetes microbianos que ocorriam na zona
intermareal superior, associado a fanerdgamas costeiras (Cyperus cf. minus, Cyperus cf.
obtusatus, Bacopa monnieri, Hidrocotilis boraniensis e Juncus sp.), onde ficava mais
protegido da erosdo, e na zona intermareal mediana, onde estava mais exposto a
hidrodinamica da lagoa e sua ocorréncia ficou restrita a condicdes meteorologicas
favoraveis. Tapetes da zona intermareal superior sdo mais influenciados por fatores
climaticos, enquanto os tapetes da zona intermareal inferior ficam mais expostos as

variacOes de maré (Brotas et al., 1995).

Embora os tapetes ndo tenham sido observados em algumas saidas de campo, eles
ocorreram em todas as estacdes do ano. No entanto, quando feita a correlacdo entre
tapetes microbianos da zona intermareal média e fatores meteoroldgicos, foi possivel
perceber que estes ocorrem em periodos do ano com ventos mais intensos. Embora este
resultado pareca contraditorio, pois os tapetes da zona intermareal média ficam mais
expostos a erosdo gerada pelo vento (Eckman et al., 2008), ele é explicado pela

dindmica da lagoa dos Patos. Os ventos mais intensos neste periodo foram de
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predominancia Leste e Nordeste, 0 que é caracteristico da regido. Estes ventos
favoreceram a ocorréncia de tapetes na margem leste da Lagoa dos Patos por dois
motivos: (1) estes tapetes ficam abrigados da a¢do do vento por uma estreita faixa que
separa o estuario do oceano, como consequéncia a formagdo de ondas gera maior erosao
na margem oeste do estuério, e ndo na margem leste colonizada; e (2) ventos de leste e
nordeste estiveram associados com maré baixa, 0 que aumenta a zona de praia e diminui
o efeito da intensidade dos eventos de erosdo. A maior ocorréncia de cianobactérias
filamentosas e diatoméceas penadas durante o mesmo periodo na zona intermareal
média esta provavelmente relacionada ao fato de que estes grupos sdo mais eficientes na
colonizacdo e bioestabilizagdo de sedimentos pela formacdo de redes de filamentos e

liberacdo de exopolissacarideos que formam aglomerados mais estaveis.

Por outro lado, periodos de maré alta, limitaram a ocorréncia dos tapetes a zona
intermareal superior, onde as fanerégamas ajudam na estabilizacdo do sedimento.
Nestes eventos a predominancia de diatomaceas e cianobactérias foi reduzida, e um
maior percentual de algas verdes cenociticas, cocoides, coloniais e filamentosas foi
observado. Estes tapetes ocorreram em todos os periodos do ano, mas especialmente
durante o inverno, quando a agua do estuario esta predominantemente doce, 0 que pode
ter levado a mudanca da composicdo da comunidade, com maior freqliéncia de algas
verdes. Além disso, estas comunidades estdo sob maior influéncia de chuva e agua doce
de afloramento por terem ocorrido ao longo de todo ano, inclusive nos meses mais
chuvosos. Alguns trabalhos relatam que tapetes microbianos podem ser importantes na
sucessdo ecoldgica em zonas intertidais ou dunas, iniciando a estabilizacdo do
sedimento, permitindo inicialmente a formacdo de uma comunidade microbiana mais
complexa e posteriormente permitindo a germinacdo de plantas vasculares (Grootjans et

al., 1997).
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A hidrodindmica é um importante fator para ocorréncia de tapetes microbianos
especialmente na zona intermareal. Experimentos com tapetes microbianos crescendo
em tanques de onda mostram que tapetes microbianos se desenvolvem onde o
movimento de sedimento é negligenciado (Mariotti et al., 2014). Ondas e marés afetam
a distribuicdo do sedimento, inviabilizando sua ocorréncia de tapetes ou apenas
alterando a composi¢do da comunidade (Eckman et al., 2008; Fagherazzi et al., 2014).
No estudrio de Baia Blanca (Argentina), alguns trabalhos foram feitos em tapetes
microbianos que ocorrem protegidos por fragmentos de vegetacdo de ervas marinhas
(Cuadrado et al., 2014), de forma muito parecida com o que ocorre no estuério da Lagoa
dos Patos. Embora a formacdo de um tapete microbiano possa ser relativamente rapida,

ela ocorrera apenas onde a hidrodindmica em pequena escala permitir (Stal, 2010).

Diversos trabalhos relatam o estresse gerado pela dessecacdo em ambientes
intertidais, especialmente quando associada a variacGes de maré, exposi¢cdo a radiacao
solar e vento. Em nosso trabalho correlacionamos a umidade relativa do ar com a
ocorréncia de tapetes. A umidade relativa do ar foi maior durante os meses mais frios,
qguando os tapetes ocorreram associados a zona intermareal superior, associado a
vegetacdo, onde ficam também mais abrigados do vento e radiacdo solar. Tapetes se
correlacionam negativamente com condicdes que favorecem a evaporacdo de agua do
sedimento, como alta temperatura e radiacdo solar (Pan et al., 2013). A dessecacdo leva
a reducdo da atividade fotossintética, refletindo na produtividade priméaria da biomassa

(Coelho et al., 2009).

Por fim a composicdo dos tapetes microbianos apresentou correlagdo com o0s
fatores meteoroldgicos. A ocorréncia de cianobactérias e diatomaceas estiveram
relacionadas positivamente com alta temperatura e precipitacdo, caracteristicas mais

comuns no verdo. Estes tapetes ocorreram especialmente na zona intermareal mediana.
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Por outro lado, algas verdes foram mais freqiientes na zona intermareal superior quando
a umidade relativa do ar esteve alta, especialmente nos meses mais frios do ano.
Cianobactérias e diatomaceas sdo frequentemente relacionadas com temperatura altas
em estuarios (Underwood, 1994; Thornton et al., 2002; Pan et al.,2013), quando sua
ocorréncia fique limitada também a disponibilidade de &gua, pois a influéncia da

dessecacdo tende a aumentar com a temperatura (Pan et al.,2013).

Neste trabalho analisamos especialmente a influéncia de fatores meteorolégicos
na ocorréncia e composicdo de tapetes microbianos. Existem, além destes, diversos
fatores quimicos, tais como variacdo sazonal da concentracdo de nutrientes e salinidade,
que também influenciam na ocorréncia de comunidades de tapetes (Pinckney et al.,
1995% Pinckney et al., 1995°; Underwood et al., 1998). A salinidade, embora
considerada neste trabalho, é de dificil correlacdo, pois em um estuario como a Lagoa
dos Patos é dificil definir o tempo ao qual a comunidade amostrada ficou exposta a
salinidade, e provavelmente por isso as correlacdes das comunidades com salinidade

ndo foram muito fortes.

Quando ocorre uma tempestade ap0s a formacdo dos tapetes microbianos a
comunidade pode ser erodida ou soterrada. Na Lagoa dos Patos a erosdo pdde ser
observada por registros de padrdes erosivos na superficie do tapete, e a formacdo de
diversos fragmentos que se soltam do tapete (Noffke et al., 2001; Cuadrado & Pizani,
2007). Por outro lado, o soterramento pode ser suficiente para inibir a fotossintese da
comunidade (Noffke et al., 2002). No entanto, muitas cianobactérias filamentosas e
diatoméaceas penadas sdo capazes de deslizar verticalmente, voltando a cobrir a
superficie do sedimento apds algumas horas, contanto que as condi¢des hidrodinamicas

permitam.
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5. Conclusao

Nossos resultados sustentam a hipdtese de que a ocorréncia de tapetes
microbianos na Lagoa dos Patos esta associada a condi¢Bes que favorecem a maior
umidade no sedimento, especialmente para aqueles tapetes que ocorrem na zona
intermareal superior, e a condi¢cbes em que a direcéo e intensidade do vento ndo levam a
erosdo da margem colonizada, para tapetes que ocorrem na zona intermareal mediana.
Estas condic¢des influenciam também na composicdo dos tapetes microbianos, mais
colonizados por cianobactérias filamentosas e diatomaceas penadas na regido
inframareal. Os resultados mostram a importancia das variaveis fisicas ambientais,
especialmente de forga e intensidade de vento, para a ocorréncia de tapetes microbianos,

tal como a importancia destes na bioestabilizacdo do sedimento.
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Capitulo 4: Efeito da Aclimatacéao e

Estresse Salino em Anabaena sp.

Isolada de um Tapete Microbiano
Estuarino

Resumo - Poucos estudos tém focado em espécies de microalgas ou
cianobactérias isoladas de tapetes microbianos no hemisfério Sul. O objetivo principal
deste artigo é estudar o estresse e aclimatagdo de Anabaena sp. a diferentes salinidades,
uma cepa de cianobactéria heterocitada isolada de tapetes microbianos de uma regido
estuarina. O experimento foi planejado em trés diferentes tratamentos em triplicata que
simulassem condicdes naturais de agua doce, salgada e a mistura destas. Para isto foram
utilizados os meios BG11° (salinidade =0) BSN° (= 15) e ASN3° (=30). As culturas
foram amostradas a cada 48h por 38 dias, as taxas de crescimento foram calculadas por
meio de contagens celulares (células vegetativas, heterocitos e acinetos) andlises de teor
de clorofila-a, enquanto que a fixacdo de nitrogénio foi estimada pelo método da
Reducdo do Acetileno (ARA). Os resultados mostram que os tratamentos com
diferentes salinidades ndo afetaram as taxas de crescimento de Anabaena sp., que
apresentou um lento crescimento para todos os tratamentos. No entanto, reduziram as
contagens de acinetos e heterocitos nos tratamentos com salinidade. Por outro lado,
apesar do menor numero de heterocitos, os resultados de ARA se apresentaram
inicialmente maiores em alta salinidade e posteriormente inalterados. Os resultados de
contagem de acinetos mostram que a cepa estd mais adaptada ao meio com alta
salinidade, enquanto que as contagens de heterocitos indicam que estes sdo mais
eficientes na fixacdo de nitrogénio em alta salinidade, pois foram capazes de atingir a
mesma taxa de fixacdo de nitrogénio no diferentes tratamentos, apesar da diferenca nas
contagens de heterocitos.

Palavras-chave: Fixacdo de Nitrogénio; Cianobactéria; Salinidade; Taxas de

Crescimento

1. Introducéo

A salinidade € um dos principais fatores ambientais determinantes da composicao
de comunidades de microorganismos em ambientes estuarinos e costeiros (Fernandes et
al., 1993; Severin et al., 2001; Bolhuis et al., 2013). Comunidades de tapetes costumam

ocorrer em zonas intertidais onde freqlentemente sdo expostas a dessecagdo e

hipersalinidade (Abed et al., 2008). Organismos que vivem neste tipo de ambiente
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necessitam ter uma grande adaptabilidade ao estresse gerado pela salinidade,
especialmente produzindo osmolitos intracelulares em ambientes hipertonicos e
liberando &gua ativamente em ambientes hipotdnicos (Franks e Stolz, 2009).

A salinidade, por estresse osmotico ou idnico (Fernandes et al., 1993), afeta o
metabolismo de cianobactérias, alterando taxas de crescimento, formacao e germinacgao
de acinetos, taxas fotossintéticas e fixacdo de nitrogénio (Blackburn et al., 1996;
Fernandes et al., 1993; Baker & Bellifemine, 2000; Moisander et al., 2002; Faithfull &
Burns, 2006). As respostas ao estresse salino variam com a espécie exposta e 0
ambiente de onde foi isolada (Fernandes et al., 1993; Moisander et al., 2002). Entre 0s
géneros que tem apresentado grande flexibilidade ao gradiente de salinidade e que tém
sido alvo de estudos estd Anabaena (Rhe & Lederman, 1983; Layzel et al., 1985;

Turpin et al., 1985; Lee & Rhee, 1997; Shafik et al., 2003).

O género Anabaena caracteriza-se por espécies filamentosas (tricomas) livre
flutuantes, plancténicos, solitarias, frouxamente ou estritamente associadas, com células
cilindricas, constrictas ou quase incosntrictas a parede celular, células terminais nédo
estreitadas ou muito pouco estreitadas, as vezes sem bainha ou com indistinto envelope
mucilaginoso sem cor. Células sempre distintamente mais longas do que largas,
frequentemente  cilindricas, = menos  frequentemente  elipsoidal  alongada,
obrigatériamente ou facultativamente com aerdtopos, raramente sem aerétopos; células
terminais frequentemente de mesmo tamanho e forma das outras células vegetativas e
envolta pelo &pice, ou menos frequentemente levemente atenuadas (conicas) e
excepcionalmente hialinas. Heterocitos solitarios (raramente em pares), intercalares,
mais ou menos esféricos, amplamente elipsoidal ou cilindrico. Acinetos solitarios,
usalmente distintos dos heterocitos. Reproducdo por fragmentacdo de tricomas e

acinetos (Komarek, 2013).
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Métodos para medir Fixacao de Nitrogénio

Apesar de haverem diversos métodos para medir fixacdo de nitrogénio, nesta tese
utilizamos o método da Reducdo do Acetileno (Acetylene Reduction Assay - ARA).
Este método é baseado na inespecificidade da enzima nitrogenase. Da mesma forma
com que ela reduz N, em duas moléculas de NH3, ela também reduz Acetileno (C,H,)
em Etileno (C,Hs). O que determinara a molécula a ser reduzida pela enzima é a
disponibilidade, de forma que acima de 20% de Acetileno é garantida a saturagdo da
enzima pelo mesmo, de forma que ocorrerd apenas redugdo de acetileno (Stal 1988).
Esta metodologia é geralmente aplicada em culturas ou amostras em frascos com tampa
de borracha onde o C;H; é injetado e apds um intervalo de tempo o gas no interior do
frasco é analisado por cromatografia gasosa (GC) para analise de C,H; e CoHj.

A desvantagem deste método € que ele ndo analisa diretamente o N, fixado, mas
sim o C,H, reduzido, que possui um comportamento parecido com o N,. No entanto,
com base na quantidade de C,H, reduzido para C,H, podemos inferir quanto de N, seria
fixado. O Fator de Conversdo Teoérica é 4, baseado no fato de que o nimero de
moléculas necessarias para reduzir N, é 4 vezes maior do que a necessaria para
converter C,H, (equacdes 1 e 2)

1) N+ 8[H] — 2 NH; + H,.
2)  CoHp+2[H] — CoHa
Alguns autores discutem ainda que este fator deveria ser 3, uma vez que 0

H, produzido com NHj3 pode ser reaproveitado na fixacdo de N», no entanto isso

ndo diminui a necessidade de 4 vezes mais Hidrogénio para fixar N, (Jensen e

Cox 1983b; Houchins 1984; Stal 1988; Staal 2003).

Outros métodos incluem método de anailse em tempo real de Reducdo do

Acetileno, que mede quase em tempo real a redugdo de Acetileno, e 0 °N,. No
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entanto, o *°N, analisa o quanto de N, fixado foi incorporado & biomassa do

microorganismo, enquanto o ARA analisa a atividade da enzima nitrogenase.

Tratam-se, portanto de dois resultados diferentes, pois entre a fixacdo e a

incorporacdo a biomassa pode haver perdas (Stal 1988).

Objetivo

O objetivo principal deste artigo é estudar o estresse e aclimatacdo a diferentes
salinidades de Anabaena sp., uma cepa de cianobactéria heterocitada isolada de um
tapete microbiano da regido estuarina da Lagoa dos Patos (RS-Brasil). Entre os
objetivos especificos estdo analisar os efeitos da salinidade na taxa de crescimento,
diferenciacéo de células vegetativas em heterocitos e acinetos e fixagao de nitrogénio.

2. Material e Métodos

2.1.Microorganismo Experimental

A cepa utilizada foi isolada de tapetes microbianos da Lagoa dos Patos (RS —
Brasil) em 2012 (Guimardes et al., dados ndo publicados), onde ocorrem
freqiientemente associadas ao sedimento na zona intermareal. A cepa foi identificada
com Anabaena sp., uma cianobactéria filamentosa heterocitada. Para identificacdo
foram feitas analises em microscopia éptica com bibliografia especializada e andlise
molecular pelo seqiienciamento de sequéncia 16S e nifH obtidos a partir de uma
biblioteca gendmica da cepa. A partir do sequenciamento do DNA ribossomal 16S foi
construida uma arvore filogenética (Fig. 1) comparando com a seqiiéncia de outras
cianobactérias. Para a reconstrucdo filogenética foi utilizado o método estatistico de
agrupamento de vizinhos, incluindo seqiiéncias da cepa de interesse, de outras 25
cianobactérias e uma bactéria (outgroup). Gloeobacter foi utilizada como espécie basal

entre as cianobactérias e Escherichia coli como outgroup (Hall, 2011; Schirrmeister et
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al., 2011). Tanto o método taxonébmico quanto o molecular levaram ao género
Anabaena, no entanto ndo foi possivel identifica-lo em nivel de espécie (Fig. 1).

Ap0s o isolamento da cepa (RS0112), esta foi mantida em meio de cultura BG11
(Rippka et al., 1979) no Banco de Cultivo de Cianobactérias do Laboratério de
Cianobactérias e Ficotoxinas (LCF) Instituto de Oceanografia da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG). Antes do inicio do experimento a cepa passou por um periodo
de aclimatacdo de trés meses em meio de cultura BG11° (BG11 modificado pela
remocao da fonte de nitrogénio) para estimular a atividade da enzima nitrogenase.

Nodularia harveyana

Trichormus sp.

Aphanizomenon flos-aquae
Nostoc punctiforme

Scytonema sp.

Stigonema mamillosum

Anabaena sp.

@ Anabaena sp. (RS0112)
Cylindrospermopsis raciborskii
Raphidiopsis curvata

Calothrix desertica

Mastigocladus sp.
Pseudanabaena sp.
Microcoleus vaginatus
Oscillatoria acuminata
Phormidium cf. terebriformis
Aphanocapsa cf. rivularis
Microcystis panniformis
Aphanothece sacrum
Chroococcus minutus

Limnothrix planktonica

Merismopedia tenuissima
Synechococcus elongatus

Geitlerinema sp.

Spirulina subsalsa var. salina

Gloeobacter violaceus

Escherichia coli

20

Figura 1. Arvore Filogenética de 26 espécies de cianobactérias. Arvore de
Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-joining Tree) baseado em seqiiéncias do DNA
ribossdmico 16S evidenciando a origem evolutiva de Anabaena sp. (e). Gloeobacter
violaceus foi considerada uma cianobactéria basal e E. coli foi utilizada como grupo
externo (outgroup).

2.2.Experimento 1

Uma cultura da cepa aclimatada ao meio BG11° e em fase estacionaria de
crescimento foi submetida a dois tratamentos. No primeiro diferentes volumes da
cultura (0,5; 1; 2; 4 e 6 mL) foram filtrados em filtro de fibra de vidro Whatman GF/F e

os filtros colocados em frascos Chrompack® 10 mL com 0,5 mL de meio BG11° para
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andlise da Reducdo do Acetileno. No segundo grupo, por centrifugacdo, as mesmas
concentrag0es de biomassa foram obtidas, mas ao serem adicionadas aos frascos
Chrompack 10 mL, estas foram diluidas em 2 mL de meio de cultura BG11°, sem
passar pelo processo de filtragao.

Apos a andlise de Redugdo de Acetileno, as amostras do tratamento 2 foram
filtradas para juntamente com os filtros do tratamento 1 serem analisadas quanto ao teor
de clorofila-a.

2.3.Experimento 2

O experimento foi planejado em trés diferentes tratamentos em triplicata que
simulassem condi¢Bes naturais de agua doce, salobra e salgada. Para isto foram
utilizados os meios BG11° (Rippka et al., 1979) e ASN3° (Rippka, 1988). O BG11° é
um meio cultura para cianobactérias de dgua doce, no qual os nutrientes, exceto a fonte
de nitrogénio, sdo diluidos em &gua destilada. No ASN3°, meio de cultura para
cianobactérias modificado pela remogdo das fontes de nitrogénio, os nutrientes séo
diluidos em agua do mar filtrada e esterilizada. No primeiro tratamento a cepa foi
mantida em meio BG11°, com salinidade 0,8 (que por convengdo chamaremos de zero);
no segundo tratamento a cepa foi mantida em uma mistura de partes iguais de BG11° e
ASN3°, obtendo salinidade 14,3 (que convencionalmente chamaremos BSN° ou
salinidade 15); e no terceiro grupo apenas em meio ASN3°, com salinidade 28,8 (que
chamaremos de salinidade 30). Para os trés tratamentos o indculo da cepa (5% v/v) foi
feito a partir de uma cepa aclimatada ao meio BG11°. Os meios de cultura foram
mantidos em uma incubadora DBO (Jumo dTrom 304) com temperatura de 25 °C,
irradiancia de 25 uE.m™.s™ e fotoperiodo 16 horas claro e 8 horas escuro.

A cada 48 horas foram coletadas amostras de 6 mL de cada réplica dos trés

tratamentos. Cada amostra de 6 mL foi dividida em 3 sub-amostras de 2 mL utilizadas

99



para diferentes andlises. A primeira foi fixada com lugol e mantida em tubo
Eppendorf® de 2 mL no escuro para contagem por microscopia Optica em camara de
Sedgewick-Rafter. As outras duas fracGes foram filtradas, utilizando um filtro de fibra
de vidro Whatman® GF/F para cada uma. Os dois filtros foram imediatamente
submetidos a anélise de Reducdo do Acetileno (ARA). Apbs anélise de reducdo de
acetileno os filtros foram imediatamente utilizados para anélise de clorofila-a.

Para ARA os filtros foram acomodados em frascos Chrompack 10 mL e a eles
adicionados 0,5 mL de meio de cultura estéril. Este volume de meio de cultura evitou a
dessecagé@o dos filtros durante o tempo de incubacdo e expds os mesmos a diferentes
condigBes de salinidade. Para cada tratamento os filtros foram expostos a duas
diferentes condi¢des. Na primeira adicionando 0,5 mL do mesmo meio de cultura na
qual foi incubada no inicio do experimento, e na segunda a um meio de cultura de
salinidade maior ou menor, para observar o efeito imediato do estresse salino na
atividade da nitrogenase (Fig. 2). Desta forma, para o meio de salinidade zero, um dos
filtros foi exposto ao BG11° (condicdo a qual a cepa ja estava aclimatada) e o segundo
ao BSN°® (caracterizando um estresse salino da menor para a maior salinidade). Para o
segundo tratamento, de salinidade 15, o primeiro filtro foi exposto ao meio BSN°
(condicéo de aclimatacdo) e o segundo ao meio BG11° (condicdo de estresse salino de
maior para menor salinidade). No terceiro tratamento, de salinidade 30, o primeiro filtro
foi exposto ao meio ASN3° (condicdo de aclimatacdo) e ao meio BG11° (condigédo de
estresse salino da maior para a menor salinidade). Desta forma foi possivel observar o
comportamento da cepa a uma condi¢do a qual ela ja esta adaptada (BG11°), bem como
sua adaptacdo aos meios com salinidade e o efeito do estresse salino ocorrido no

momento da incubacdo (Fig. 2).
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Treatments

A 4

1 2 3
BG11° BSN” ASN3®
Salinity =2 0 Salinity = 15 Salinity =2 30
Filter+ 2 mL Filter+2 mL Filter+ 2 mL Filter+ 2 mL Filter+ 2 mL Filter+2 mL
of filtered of filtered of filtered of filtered of filtered of filtered
culture from | | culture from culture from culture from | | culture from | | culture from
Treat. 1 Treat.1 Treat.2 Treat. 2 Treat.3 Treat.3
+ + + + + +
1 mLof 1mlLof 1 mLof 1 mLof 1 mLof 1mLof
BG11° BSN* BSN° BG11° ASN3® BG11°
L4 L4 A 4 A 4 L4 L4
Condition of | Saltstress | Acclimation | Saltstress | Acclimation | Saltstress |
acclimated to medium to high
culture salinity salinity

Figura 2. Desenho Experimental do ensaio de Reducdo de Acetileno (ARA)
usando filtros de fibra de vidro Whatman GF/F do Experimento 2.

2.4.Andlises

2.4.1. Contagem Celular

As contagens foram realizadas com camara Sedgwick-Rafter em Microscépio
Invertido Axio Vert Al (ZEISS, Alemanha) com aumento de 400x. Foram contadas
células vegetativas, heterocitos e acinetos. Para células vegetativas e acinetos os valores
de contagem foram convertidos para cél.mL™. Para heterocitos os valores foram
transformados em heterocitos por célula vegetativa (het.cél™).

Para o célculo do tempo de duplicacdo da biomassa (Guillard, 1973) baseado nas
contagens celulares foram considerados os intervalos de tempo de cada tratamento onde
era possivel observar crescimento, ainda que pequeno. A partir da equacgédo da reta foi

analisada a inclinacéo de cada curva de crescimento.
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2.4.2. Andlise da Reducéo do Acetileno (ARA)

Os frascos com filtro dos tratamentos e 0,5 mL de meio de cultura foram fechados
com tampa de borracha e com uma seringa foram injetados 1,5 mL de Acetileno.
Imediatamente ap6s a injecdo os frascos foram incubados em DBO nas mesmas
condicBes dos tratamentos por 60 min. Apds a incubagdo, com auxilio de uma seringa
0s gases dentro dos frascos foram homogeneizados e uma amostra de 1 mL dos mesmos
foi coletada com a mesma seringa. As concentracdes de Acetileno (C,H,) dentro dos
frascos foram calculadas para que mesmo apo6s trés horas de incubacéo o percentual de
Acetileno dentro do frasco mantivesse a enzima nitrogenase saturada (Stal, 1988).

As amostras de gas foram analisadas em um Cromatografo Gasoso (Global
Analyser Solutions) equipado com detector de chama ionizante (FID) de acordo com
Stal (1988). Para cada bateria de amostras foram também analisados padrdes de
Acetileno e Etileno (C,H,). O resultado é obtido em &rea dos picos de Acetileno e
Etileno nas amostras, e o calculo para obter os resultados em nmol de C,H, foi feito de
acordo com Stal (1988) considerando a area dos picos, volume de Acetileno injetado e
contaminagdo de Etileno no Acetileno injetado. Por fim os resultados foram
padronizados utilizando o teor de clorfila-a nos filtros incubados (nmol C,H, mg chl-a™
h™h.

Os resultados de acetileno reduzido para etileno pela enzima nitrogenase podem
ser convertidos para moléculas de Nitrogénio Atmosférico (N,) convertido para Amonio
(NHj3) dividindo o resultado por quatro de acordo com a reacdo estequiométrica (Staal et
al., 2001), que pode ainda ser multiplicado por dois para obter o resultado de moléculas
de nitrogénio (N) fixadas. No presente trabalho esta conversao foi feita para comparar

com os resultados de Nitrogénio total da biomassa seca da cultura.
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2.4.3. Teor de Clorofila-a

Os filtros foram mantidos nos frascos Chrompack para analise de teor de clorfila-
a, mas o meio de cultura foi transferido para tubos Eppendorf® e centrifugados a
10.000 rpm para precipitacdo de toda biomassa que possa ter entrado em suspensao
durante a incubagdo. O sobrenadante foi descartado e o precipitado devolvido ao frasco
Chrompack. Ao frasco foram adicionados 6 mL de Etanol 96% para extracdo por 24 h a
4 °C no escuro. Apds extracdo o volume foi novamente centrifugado para anélise a 665
nm em espectrofotdmetro de acordo com Ritchie (2006). Os resultados foram obtidos
em pg de clorofila-a (ug Chl-a) por filtro para o experimento 1, e em pg de clorofila-a
por mL (ug Chl-a mL™) para o experimento 2.

O tempo de duplicacdo da biomassa (Guillard, 1973) a partir da clorofila-a foi
calculado em intervalos de quatro dias, pois os resultados foram mais consistentes do
que para cada dois dias. Uma cultura apresenta crescimento exponencial quando o valor
de T, é menor ou igual ao intervalo utilizado para o célculo, no caso 4 dias.

2.4.4. Analise de Carbono e Nitrogénio Total

Para analise de carbono e nitrogénio total da biomassa seca, filtros de fibra de
vidro Whatman GF/F foram secos a 60 °C por 24 h e pesados. Amostras de 2 mL de
cada tratamento foram filtrados no 30° dia de experimento. Apds a filtragem os filtros
foram novamente secos a 60 °C por 24 h e pesados. O peso de biomassa seca foi
calculado pela subtracdo do filtro seco antes e depois da filtragem. Os filtros foram
posteriormente secos a frio antes de serem esfarelados para analise de carbono e
nitrogénio total em um Analisador Organico Elementar Interscience Flash 2000
(Nieuwenhuize et al., 1994).

A partir dos resultados de Nitrogénio total (nM) por ug de clorofila-a foi possivel

inferir o Nitrogénio total para cada dia de amostragem. Do nitrogénio total de cada
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amostra foi subtraido o montante da amostra anterior, e o resultado foi dividido por 48

(intervalo em horas entre cada amostra) para obter-se o Nitrogénio total incrementado a

biomassa (ug de Chl-a) por hora. Este resultado serd usado para conferir se 0s

resultados de atividade enzimatica da nitrogenase estdo corretos.

3. Resultados

3.1.Experimento 1

Tanto no tratamento com filtro (R? = 0,937, p<0,001) quanto no sem filtro (R? =

0,930, p<0,001) a reducdo de acetileno apresentou forte correlagdo com o teor de

clorofila (Fig.3 e 4). Por outro lado, os valores de ARA por teor de clorofila-a foram

maiores em baixos teores de clorofila-a (Fig.3 e 4). Apesar os teores de clorofila-a

obtidos no tratamento com filtro terem sido inferiores ao do tratamento sem filtro, os

valores de ARA para o primeiro tratamento foram um pouco maiores (Fig.3 e 4).
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0,034 -

L i
] y = 0,00039x + 0,02 .
00%21 R2=0,937 P
0,030 p<0.0001 o
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Chlorophyll-a (1)

Figura 3. Experimento 1 com filtro: etileno reduzido em diferentes concentracfes
de clorofila-a de Anabaena sp..
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Figura 4. Experimento 1 sem filtro: etileno reduzido em diferentes concentragdes
de clorofila-a de Anabaena sp..
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3.2.Experimento 2

As curvas de crescimento de Anabaena sp. nos trés tratamentos de salinidade néao
variou significativamente (Fig.5), bem como o tempo de duplicagdo da biomassa,
baseado na contagem celular. Para todos os tratamentos o dia 2 foi considerado o inicio
do crescimento, enquanto que o fim do crescimento, e inicio da fase estacionaria foi
considerado o dia 28 para BG11° (T,=5,6038 dias), 34 para BSN° (T,=6,1388 dias) e 32
para ASN3° (T,=5,1476 dias).

Assim como o crescimento celular, o teor de clorfila-a (Fig.6), e 0 tempo para
duplicacdo da biomassa, baseado no teor de clorofila a (Fig.7), também mostraram o
mesmo padréo de crescimento independente do tratamento. No entanto, diferente da
densidade celular, o teor de clorofila-a ndo evidenciou fase estacionaria no fim do
experimento (Fig. 6). Quanto ao T, apds o oitavo dia de experimento o tempo de
duplicacdo da biomassa ultrapassou quatro dias nos trés tratamentos, deixando de ser

um crescimento exponencial (Fig.7).

14 - —-—SGI:I’P I
e BSN® ,
% :z - A2N3° . IMAH
O
|
Joar?

2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
Time (day)

Figura 5. Contagem celular de culturas de Anabaena sp. nos tratamentos com
salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN°®) e = 30 (ASN3°).
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Figura 6. Teor de Clorofila-a de culturas de Anabaena sp. nos tratamentos com
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Figura 7. Tempo de duplicacdo da biomassa (T,) baseado no teor de clorofila-a

ao longo da curva de

crescimento de Anabaena sp. em trés salinidades diferentes

(BG11°=0; BSN°=15; e ASN3°=30)

Os tratamentos mostraram diferencas na formacdo de células diferenciadas em

heterocitos (Fig.9) e acinetos (Fig.8). Os trés tratamentos apresentaram valores similares

até o dia 10 (Fig.8). A partir do dia 10, os tratamentos com BG11° e BSN° apresentaram

aumento na densidade de acinetos, que estabilizou apenas entre os dias 30 e 32 (Fig.8).
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Por outro lado, ASN3° manteve seus valores baixos e estaveis ao longo dos 38 dias de

experimento (Fig.8).

A razdo de células vegetativas por heterocitos apresentou valores similares até o

dia 4, incluindo uma reducéo da razdo entre o dia O e o dia 2, e um aumento da mesma

do dia 2 ao 4. A partir do dia 4 houve um aumento da raz&o para os tratamentos com

salinidade (Fig.9). Os maiores valores de razdo entre células vegetativas e heterocitos

foram em ASN3°, onde aumentou gradativamente até o fim do experimento. Os valores

mais baixos foram observados em BG11°, onde os resultados foram estaveis a partir do

dia 10, e valores intermediarios foram observados em BSN°, com valores estaveis a

partir do dia 8 (Fig.9).
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Figura 8. Contagem de Acinetos de culturas de Anabaena sp. nos tratamentos

com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN®) e = 30 (ASN3°).
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Figura 9. Razdo de Células Vegetativas por Heterocitos de culturas de Anabaena
sp. nos tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN®) e = 30 (ASN3°).

Os resultados de ARA apresentaram valores maiores de Etileno reduzido no
primeiro dia para a cepa que estava crescendo em meio BG11° (Fig.10A-B), e no
segundo dia para as culturas com BSN° (Fig.10C-D) e ASN3° (Fig.10E-F). No entanto,
0s maiores valores foram observados para as culturas em ASN3°. Para o tratamento em
BG11°, a exposicdo ao meio de cultura BSN° por uma hora durante o ARA néo alterou
o resultado no dia 0 de crescimento, mas sustentou valores maiores no dia 2 (Fig.10A-
B). No tratamento com BSN°®, a exposi¢do ao meio BG11° durante 0 ARA ndo alterou
a producéode etileno (Fig.10C-D). Por outro lado, a exposicdo da cultura com ASN3° a
BG11° durante o ARA levou a valores menores de reducdo de acetileno no dia 2

(Fig.10E-F).
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Figura 10. Reducdo de Acetileno e Fixa¢do de moléculas de nitrogénio de
culturas de Anabaena sp. nos tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), com exposi¢do
de uma hora ao BG11° (BG11°/ BG11°) e ao BSN° (BG11°/ BSN°®); = 15 (BSN°), com
exposicdo de uma hora ao BSN° (BSN°/ BSN°) e ao BG11° (BSN°/BG11°); e = 30
(ASN3°), com exposicdo de uma hora aos ASN3° (ASN3°/ ASN3°) e ao BG11°
(ASN3°/BG11°).

O contetido de carbono organico e nitrogénio total da biomassa, ndo variaram
significativamente entre os tratamentos, flutuando por volta de 17 uM e 3 uM,
respectivamente (Fig. 11). No entanto, o resultado de peso seco de Anabaena sp. nos
tratamentos com diferentes salinidades foi significativamente diferente, aumentando
quatro vezes da salinidade zero para 15 e até 7 vezes da zero para 30 (Fig.11). Por outro
lado, quando comparados o conteido de carbono organico e nitrogénio total por peso
seco da cultura de Anabaena sp., € possivel perceber o aumento de conteido de carbono
organico e a reducédo do nitrogénio total nos tratamentos com maior salinidade (Fig. 12).
Os resultados de nitrogénio total incrementado ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos e apresentaram grande variagdo (Fig. 13A-C),

embora dentro do mesmo intervalo de variacdo dos resultados de moléculas de

nitrogénio fixadas pela enzima nitrogenase (Fig. 10).
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Figura 11. Analise de Carbono Organico e Nitrogénio total do peso seco de

Anabaena sp. nos tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN°) e = 30
(ASN3°).
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Figura 12. Carbono Organico (A) e Nitrogénio total (B) por peso seco de
Anabaena sp. nos tratamentos com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN°) e = 30
(ASN3°).
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Figura 13. Nitrogénio total do peso seco da cultura de Anabaena sp. nos tratamentos
com salinidade = 0 (BG11°), = 15 (BSN°) e = 30 (ASN3°). Dados calculados com base no
Nitrogénio total do 302 dia de experimento.

4. Discussao

4.1.Experimento 1

Embora os resultados do experimento 1 tenham mostrado valores similares, foi
possivel observar que em média, os valores de teor de clorofila-a para o tratamento com
filtro foram menores do que sem filtro. Isto pode ter ocorrido, pois para obter as devidas
concentracdes, foram utilizados processos diferentes de diluicdo e concentra¢do, como
descrito nos métodos. No entanto, o tratamento com filtro apresentou em média valores
de ARA por mg chl-a ‘maiores. Assim como observado por Staal et al. (2001), a
significante correlacdo entre Acetileno reduzido e teor de clorofila-a, indica que em
ambos 0s tratamentos 0 auto-sombreamento e outros fatores interferentes, como a

deplecéo de oxigénio acumulado, ndo estdo ocorrendo.
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De acordo com os resultados, ambos 0s métodos sdo validos, pois obtiveram alta
correlagdo entre ARA e teor de clorofila-a. No entanto, no tratamento sem filtro o
Acetileno demora mais a chegar até o heterocito, pois ha uma ldamina de meio de cultura
mais espessa por onde ele precisa difundir até chegar ao heterocito. Por outro lado, no
tratamento com filtro, foi utilizada uma quantidade menor de meio de cultura, apenas
para evitar a dessecacdo, o que facilita a difusdo de gases para o heterocito. Portanto,
para o experimento 2 optou-se por utilizar a metodologia do tratamento com filtro, pois
nele o efeito da difusdo dos gases pelo meio liquido é reduzido, e a disposi¢do das

células esta mais coerente com a sua ocorréncia natural, em tapetes microbianos.

4.2.Experimento 2

As curvas de crescimento, teor de clorofila e tempo de duplicacdo da biomassa
para os trés tratamentos indica que o crescimento néo foi limitado pela salinidade, ainda
que a cepa estivesse aclimatada ao meio com salinidade proxima a zero. Independente
da salinidade a cepa atingiu crescimento exponencial significativo apenas entre os dias 0
e 8, e assim como a lenta taxa de crescimento, foi provavelmente influenciada pela alta

demanda energética do metabolismo diazotrofico.

Ao fim do experimento a luz foi um dos fatores limitantes devido ao auto-
sombreamento. Culturas de cianobactéria em condi¢fes de competicdo por luz podem
aumentar o teor de clorofila por célula como estratégia competitiva (Nobel et al., 1998).
Diferente da curva de contagem celular, a curva de clorofila-a ndo apresentou fase
estacionaria, e o conseqlente aumento no teor de clorofila por célula ocorreu devido a

competicéo por luz.

O alto tempo necessario para a duplicacdo da biomassa pode estar relacionado ao

metabolismo do nitrogénio. A fixacdo de nitrogénio atmosférico tem um alto custo
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energético, especialmente no metabolismo deste nitrogénio, mas também na
diferenciacdo de células vegetativas em heterocito (Guerrero & Lara, 1987). As taxas de
crescimento em diferentes condigdes de disponibilidade de nitrogénio podem variar de
acordo com as espécies. Cylindrospermopsis raciborskii em meio de cultura continuo
ndo apresentou variagdes nas taxas de crescimento, mas sim variacbes morfoldgicas
(Sprober et al., 2003). No entanto a tolerancia a salinidade no género Anabaena tem
sido relatada (Moisander et al., 2002). Em uma série de experimentos com Anabaena
flos-aquae, esta apresentou variagGes no tamanho de células, contetdo de carbono, taxa
de crescimento, densidade e caracteristicas morfoldgicas (Rhe & Lederman, 1983;

Layzel et al., 1985; Turpin et al., 1985; Lee & Rhee, 1997; Shafik et al., 2003).

As principais diferencas no crescimento de Anabaena sp. nos trés tratamentos foi
quanto a densidade de acinetos e a razdo heterocitica. A presenca de acinetos é um
indicador de condic¢des ndo favoraveis de crescimento, sendo capazes de permanecer em
dorméncia por anos até que as condicGes de crescimento voltem a ser as ideais (Kaplan-
Levy et al., 2010; Komarek, 2013). Apesar de a cepa estar inicialmente aclimatada ao
meio com salinidade zero, esta ndo s6 apresentou rapida aclimatacdo ao meio salino,
evidenciada por curvas de crescimento similares, mas também apresentou preferéncia

pelo meio com maior salinidade, onde a densidade de acinetos foi menor.

Geralmente a ocorréncia e quantidade de heterocitos estdo associadas a diferentes
fatores ambientais (fixacdo aerdbica de nitrogénio, auséncia ou concentracdo
insuficiente de nitrato, compostos organicos, temperatura entre outros) (Komarek, 2013)
e as vezes a razdo heterocitica é usada como indicador se a cepa esta ou ndo utilizando o
metabolismo diazotrofico para promover crescimento. Dentre estes, o fator crucial € a
presenca de nitrogénio, mas nossos resultados também mostram outro fator importante,

a salinidade. Nos tratamento com salinidade, mas especialmente naquele com maior
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salinidade, a razdo entre células vegetativas e heterocitos foi menor. A frequéncia
heterocitica ndo pode ser utilizada para inferir se o crescimento da cepa é dependente ou
ndo da fixacdo de nitrogénio, uma vez que é determinada por fatores ambientais e
genéticos (Wolk et al., 2004). Em nosso tratamento com salinidade 30 a razdo
heterocitica foi menor que 20 apenas até o oitavo dia, aumentando gradativamente até o
fim do experimento, onde atingiu o valor de 60 células vegetativas para cada heterocito.
Neste experimento a Unica fonte de nitrogénio foi 0 N, assim como nos tratamentos
com menor salinidade, mas que durante todo o experimento apresentaram razéo

heterocitica menores que 30 para salinidade 15 e menores que 20 para salinidade zero.

Apesar da diferenca significativa em nimero de heterocitos, os resultados de ARA
apresentaram valores muito similares para os diferentes tratamentos. Isso indica que os
heterocitos no tratamento de baixa salinidade estdo trabalhando abaixo de sua
capacidade méxima. No tratamento com maior salinidade menos heterocitos foram
capazes de reduzir uma quantidade similar de Acetileno. Este resultado difere de alguns
artigos gque mostram que 0 estresse osmotico e idnico podem inibir a fixacdo de
nitrogénio com o aumento da salinidade (Fernandes et al., 1993). No entanto, alguns
experimentos mostram que a resposta varia com a espécie, e eventualmente com o
ambiente de onde esta foi isolada (Moisander et al., 2002). Os resultados de ARA foram
confirmados pelos valores de nitrogénio total incrementado por hora a biomassa da
cultura. Embora estes dois resultados ndo tenham apresentado o mesmo padrdo de

distribuicéo, eles tiveram valores similares.

Anabaena sp. foi isolada de um estuario cuja salinidade ao longo do ano pode
variar entre 0 e 34, o que justifica sua adaptabilidade a diferentes salinidades. No
entanto, para manter a fixacdo de nitrogénio em um ambiente microaerdbico espécies

heterocitadas possuem pelo menos duas estratégias: (1) o envoltério do heterocito serve

114



como barreira para evitar a difus@o dos gases (Wolk et al., 2004) e as principais trocas
sdo controladas por microplasmodesmas que conectam o heterocito as células
adjacentes (Walsby, 2007); e (2) o aparato respiratério dentro do heterocito reduz a
concentracdo de O, além de gerar energia para sustentar a alta demanda de ATP durante

a fixacéo de nitrogénio (Wolk et al., 2004).

Desta forma, a maior eficiéncia na fixagao de nitrogénio na maior salinidade pode
ser explicada por duas hipoteses, ou mesmo por ambas: (1) redugdo do coeficiente de
difusdo de gases na &gua em decorréncia do aumento da salinidade; e (2) maior
eficiéncia na remocdo de O, intracelular. De acordo com a primeira hipltese a
salinidade diminui a difusdo dos gases em meio liquido (Ramsing & Gundersen, 2013;
Garcia & Gordon, 1992), aumentando a eficiéncia da espessa parede celular em evitar a
entrada de O, no heterocito. Por outro lado, a eficiéncia desta barreira ndo pode ser téo
alta a ponto de impedir a entrada de N, em quantidade suficiente para saturar a
nitrogenase, pois o fluxo molar de N, para dentro do heterocito é similar ao de O,. O
que assegura que a concentracdo de N, seja maior que a de O, é a respiracao dentro do
heterocito (Walsby, 2007). Desta forma a menor difusdo dos gases, associado aos
mecanismos de remo¢do do O, de dentro do heterocito aumentaram a eficiéncia
heterocitica e diminui o custo energético da fixacdo de nitrogénio em condicdes de agua

salobra e salgada.

Os resultados de ARA mostraram 0 aumento da reducdo de acetileno durante a
aclimatacdo da cepa ao meio salino (entre o segundo e quarto dia de experimento), mas
também no estresse salino positivo, quando a cepa foi exposta por uma hora ao meio
com salinidade maior do que inoculo inicial. Segundo Walsby (2007) a difusdo de gases
para dentro de heterocitos pode ocorrer em questdo de segundos, € um heterocito com

vesiculas de gas colapsadas pode reconstrui-las rapidamente. Se a difusdo dos gases for
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reduzida, como por exemplo, pelo aumento da salinidade, possivelmente 0s mecanismos
de controle da concentracdo de O, dentro do heterocito se tornam mais efetivos, ainda

que a exposicdo a maior salinidade seja por apenas 1h.

De acordo com a segunda hipdtese, deve haver uma maior eficiéncia nos
mecanismos de remogédo de O, intracelular em contrapartida da maior eficiéncia das
barreiras heterociticas. Portanto, o acimulo de carboidratos intracelular como forma de
osmorregulacdo (Reed et al., 1984) pode ter aumentado a capacidade de respiracdo de
Anabaena sp.. Uma das estratégias para reduzir a concentracdo de oxigénio dentro dos
heterocitos é pela respiracdo, alimentada pela quebra de carboidratos. A respiracdo
dentro do heterocito assume dupla fungédo: reduzir a concentragéo de O; e produzir ATP
para sustentar a fixacdo de N, (Wolk et al., 2004). Consequientemente a efetiva criagcdo
de um ambiente microaerébico aumenta a capacidade da enzima nitrogenase. O peso
seco das culturas em maior salinidade foram de 3 a 7 vezes maiores, e apesar de nossas
analises ndo sustentarem esta afirmacdo, isto pode ter ocorrido devido ao maior
acumulo intracelular de osmolitos. O acimulo de compostos organicos ndo toxicos,
também chamados osmoprotetores ou solutos compativeis, € uma dos mecanismos mais
utilizados por cianobactérias contra o estresse salino. Estes compostos organicos sao
produzidos a partir do carbono fotossinteticamente fixado, fontes primarias de carbono e
glicogénino enddgeno, e ndo existe um composto universal, ou seja, 0 osmoprotetor
produzido depende de cada espécie (Reed et al.,1986; Bhargava e Srivastava, 2013).
Isto pode explicar os valores mais altos de carbono organico por peso seco ho meio
salobro e salino.

Por outro lado, meios de cultura com baixa salinidade aumentam a difusdo dos
gases, diminuindo a eficiéncia do envelope heterocitico em evitar a entrada de O, e

possivelmente a liberacdo de exopolissacarideos. Em tais condi¢cbes Anabaena sp.
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produziu mais heterocitos, e possivelmente nitrogenase, para compensar a baixa
eficiéncia heterocitica. Entre 0s possiveis gastos energéticos associados a estas
condigdes estdo o maior consumo de carboidratos na respiracdo dentro do heterocito (o
que justifica os resultados mais baixos de carbono orgéanico por peso seco) e o “custo
capital” da produgdo de heterocitos (Scherer & Boger, 1982; Ernst & Boger, 1985;
Wolk et al., 2004), que pode se aproximar da metade do fluxo de elétrons gerado pela
fotossintese em um tricoma (Turpin et al., 1985; Murry & Wolk, 1989). A respiracao
dentro de heterocitos é tdo necessaria que pode corresponder a mais da metade de toda
respiracdo feita em um tricoma, apesar do menor numero de heterocitos em relagdo a
células vegetativas (Murry & Wolk, 1989). A menor eficiéncia heterocitica em manter
um ambiente intracelular microanaerdbico leva a uma maior producdo de heterocitos
devido a necessidade de fixar nitrogénio diante da auséncia de fontes de amonio e
nitrato.

A salinidade é vista como um dos principais fatores limitantes de floracGes de
cianobactérias diazotroficas, especialmente em estuarios, levando ao estresse ibnico e
osmotico, que podem afetar de forma diferente o metabolismo de cianobactérias
(Fernandes et al. 1993). No entanto, como grupo de grande distribuicdo ambiental, as
cianobactérias apresentam diferentes resposta a salinidade, e algumas podem apresentar
alta adaptacdo a variagcdes de salinidade, especialmente pela producdo de osmdlitos

(Reed et al., 1984).

Artigos com comunidades de tapetes microbianos mostram que a salinidade pode
reduzir a ocorréncia de espécies diazotroficas (Severin et al., 2012; Bolhuis et al.,
2013). No entanto, a cepa utilizada em nosso experimento foi isolada de uma regido
estuarina, onde ela ocorre durante todo ano associada ao sedimento na zona intermareal.

Neste ambiente ela precisa estar apta a sobreviver em salinidades que variam de
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aproximadamente 0 até 30. Os resultados do experimento confirmam sua capacidade de
osmoregulacdo, e até mesmo uma preferéncia pelo meio salino, evidenciada pela

densidade de acinetos e maior eficiéncia na fixacao de nitrogénio.

5. Concluséo

A utilizacdo de uma cepa adaptada a variacdo de salinidade, ou seja, cujas taxas
de crescimento néo se alteraram com a variacdo de salinidade, permitiu a observacao de
um efeito secundario da salinidade sobre a atividade nitrogenase, diferente dos estresse
ibnico e osmotico comumente citados. A salinidade reduz a difusdo de gases para dentro
de heterocitos, permitindo assim uma maior eficiéncia da enzima nitrogenase. Como
conseqiiéncia, a cepa produz menos heterocitos, o que significa economia de energia

quimica.
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Consideracoes Finais

Os tapetes microbianos sdo comunidades que vém sendo estudada ao longo de
décadas especialmente no que diz respeito ao seu metabolismo e suas interagdes com o
ambiente fisico. No entanto, hd uma grande desproporcionalidade no esforgo de estudos
no hemisfério norte se comparado ao Sul. Os poucos estudos com tapetes da América
do Sul sdo da dltima década, e j& mostram algumas diferencas sazonais quando
comparados com tapetes do hemisfério Norte, que ocorrem freqlientemente apenas nos
meses mais quentes. Em nossos resultados a presenca dos tapetes foi observada em
todas as estacOes, e as maiores densidades ocorreram especialmente relacionadas a
maior umidade do ar e menor erosdo, promovida pela intensidade e direcdo dos ventos,
caracteristicas relacionadas as estacdes frias.

Naturalmente, outras caracteristicas assemelham com aquelas de tapetes do
Hemisfério Norte, tais como a composi¢cdo, principalmente dominados por
cianobactérias filamentosas, heterocitadas ou ndo e diatomaceas penadas. A composi¢do
do tapete € afetada pela zona intermareal onde ele ocupa. Na zona intermareal superior
o0s tapetes ficam menos expostos a erosdo, e freqiientemente associados a fanerégamas,
possibilitando a ocorréncia de comunidades mais complexas, estaveis e com maior teor
de clorofila e proteina. Na zona intermareal mediana a comunidade de tapete fica
exposta a forcantes fisicas que aumentam a erosdo, evidenciada pela observacdo de

MISS.

Por se tratar de uma comunidade exposta a condi¢des de estresse (e.g. variacdes
nas condicOes de dessecacdo, salinidade e erosao), 0os organismos que a compde devem
estar bem adaptados a estas condi¢des. Nossos experimentos utilizando uma cepa de

Anabaena sp. mostraram que esta ndo alterou sua taxa de crescimento em detrimento
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das variagbes de salinidade sem fonte de nitrogénio. Isto mostra uma adaptacdo as
condigdes de variacdo de salinidade, e a partir disto foi possivel observar um efeito
secundario da salinidade sobre a atividade nitrogenase, diferente dos estresse idnico e
osmatico comumente citados. A salinidade reduz a difusdo de gases para dentro de
heterocitos, permitindo assim uma maior eficiéncia da enzima nitrogenase. Como
conseqiiéncia, a cepa produz menos heterocitos, o que significa economia de energia

quimica.
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