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RESUMO

A bioincrustacao representa um grave problema econémico devido aos danos causados
a substratos consolidados artificiais (embarcagdes, plataformas e dutos de petréleo). O
processo consiste na adesdo de varios organismos, iniciando pelo biofilme bacteriano,
seguido do perifiton e terminando na colonizacdo do metazooplancton (invertebrados).
No entanto, os fatores que influenciam esta colonizacdo ainda ndo sdo bem explicados,
sendo as caracteristicas da superficie, a comunidade bacteriana associada ao substrato e
a disponibilidade de larvas de invertebrados no plancton fatores em potencial. Por este
motivo, a presente Tese teve como objetivo principal avaliar a influéncia de diferentes
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (textura, composicdo, material, posicao,
orientacdo, exposi¢do ao meio, cor e tamanho do substrato, bem como densidade de
bactérias do biofilme, idade e composicdo do biofilme microbiano, potencial de
colonizacdo do metazooplancton e presenca de tinta anti-incrustante) para a colonizagéo
de bactérias, perifiton e zooplancton em substratos consolidados, caracterizando a
sucessdo ecologica inicial associada ao processo de bioincrustacdo. Entretanto, para isso
era necessario obter, através de comparacgdes entre metodologias, um protocolo para o
estudo de bactérias marinhas, possibilitando a analise eficiente, rapida e econdmica
desta comunidade. Desta forma, foi realizado um cultivo laboratorial, sendo analisada a
densidade e o tamanho celular de bactérias marinhas tanto plancténicas quanto
associadas ao biofilme com 6 e 12 dias de exposicdo, sendo os resultados comparados
entre o citdmetro de fluxo (utilizando diferentes técnicas de marcagdo), microscopia de
epifluorescéncia (amostras marcadas com laranja de acridina) e microscopia eletrénica
de varredura. Apds identificar a metodologia de melhor custo-beneficio, foi avaliada de
forma piloto a influéncia de diferentes fatores fisicos, quimicos e biolégicos, incluindo a
densidade de bactérias do biofilme, para a colonizacdo de invertebrados em conchas de
moluscos vazias (substrato modelo), através de experimentos e observacfes de campo
(Praia dos Concheiros, RS, Brasil). Posteriormente a identificacdo dos principais fatores
de influéncia para o processo de bioincrustacdo, foram avaliados/selecionados
antimicrobianos com o objetivo de inibir as bactérias e fungos em cultivos marinhos de
forma atoxica para os demais componentes do plancton (fitoplancton e zooplancton),
sendo o tratamento selecionado utilizado para testar a relacdo entre a densidade de
bactérias do biofilme e a sucessdo ecoldgica no substrato consolidado através de um
experimento laboratorial marinho, onde substratos de acrilico expostos a diferentes
situacOes, texturas e orientacdes estiveram em contato com plancton por até 12 dias. Em
seguida, para investigar os efeitos do biofilme microbiano (idade e composicao) e do
material do substrato na colonizacdo do metazooplancton foram realizados um
experimento laboratorial e um experimento de campo (Mar Mediterraneo, Génova,
Italia). Com relacdo aos resultados, a citometria de fluxo (sem marcador) promoveu
uma quantificagcdo de bactérias tanto planctonicas quanto associadas ao biofilme de
forma eficiente, rapida e econdbmica quando comparada ao uso de marcadores € as
técnicas de microscopias (eletrénica de varredura e epifluorescéncia); em contrapartida,
ambas as técnicas de microscopia apresentam dados mais precisos de tamanho celular.
A textura (alta ornamentagdo, > 20um), a cor (ocre), o tamanho (<50 mm?2 ou >1.351
mm?2), a composi¢do (calcitica ou biominerélica), a orientacdo (horizontal) e o material
(madeira e fibra de concreto) do substrato desempenharam um importante papel no
estabelecimento do metazooplancton. A pintura anti-incrustante ndo inibiu a
colonizacdo de bactérias no substrato, entretanto o perifiton/protozooplancton e o
metazooplancton foram parcialmente inibidos. O potencial metazooplancténico é
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importante, principalmente em termos de taxa, embora a colonizagdo ndo seja
necessariamente proporcional, no tempo e no espaco, a disponibilidade/quantidade
destes organismos na coluna d’adgua. O tempo também exerceu um papel fundamental
na composic¢do da comunidade, embora uma maior densidade de bactérias associada a
biofilmes maduros seja o principal fator de influéncia para o desencadeamento da
sucessao ecoldgica, principalmente para o assentamento de invertebrados com ciclo de
vida meroplanctonico. Esta hipotese foi testada de forma eficaz pela utilizagdo da
combinagio de antimicrobianos (g L™): 0,025 de penicilina + 0,08 de estreptomicina +
0,04 de neomicina + 0,005 de nistatina que se mostrou eficiente na inibicdo de bactérias
tanto plancténicas (92 %) quanto associadas ao biofilme (93 %). Embora as
cianobactérias (perifiton) associadas ao biofilme exercam um papel secundéario para o
assentamento do meroplancton e priméario para a colonizacdo do ticoplancton e do
holoplancton. Dentre os fatores testados para a ocorréncia da bioincrustacdo, a
densidade de bacterias heterotroficas associadas ao biofilme exerceu o efeito mais
significativo, o que pode ser ainda intensificado dependendo dos fatores fisicos (textura,
orientacdo, tamanho do substrato) e quimicos (material, composi¢do, cor do substrato)
que estdo interagindo conjuntamente.

Palavras-chave: bactéria, meroplancton, substrato consolidado, perifiton, zooplancton.
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ABSTRACT

Biofouling represents a serious economic problem due to damage on artificial hard
substrates (vessels, platforms and oil pipelines). The process consists of the adhesion of
several organisms, beginning with the bacterial biofilm, followed by the periphyton and
ending in the metazooplankton colonization (invertebrates). However, the factors that
influence this settlement are still not well explained, being the characteristics of the
surfaces, the bacterial community associated to the substrate, and the availability of
invertebrate larvae in the plankton are potential features. For this reason, the main
objective of this thesis was to evaluate the influence of different physical, chemical and
biological factors (substrates texture, composition, material, position, orientation,
medium exposure, color and size, as well as biofilm bacteria density, microbial biofilm
age and composition, metazooplankton colonization potential, and presence of
antifouling paint) for the colonization of bacteria, periphyton and zooplankton on hard
substrates, characterizing the initial ecological succession associated to the biofouling
process. However, it was necessary to obtain, through comparisons between
methodologies, a protocol for the study of marine bacteria, allowing the efficient, fast
and economic analysis of this community. In this way, a laboratory culture was
performed, analyzing the density and cellular size of both planktonic and biofilm-
associated marine bacteria at 6 and 12 days of exposure, and the results were compared
between the flow cytometer (using different stain techniques), epifluorescence (samples
stained with acridine orange) and scanning electron microscopy. After identifying the
most cost benefit methodology, the influence of different physical, chemical and
biological factors, including biofilm bacteria density, for the colonization of
invertebrates on mollusks empty shells (model substrate) was evaluated in a pilot way,
through of experiments and field observations (Concheiros Beach, RS, Brazil). After the
identification of the main influencing factors for the biofouling process, antimicrobials
were evaluated/selected to inhibit bacteria and fungi in marine cultures in a non-toxic
way to the other plankton components (phytoplankton and zooplankton). The selected
treatment was used to test the relationship between the biofilm bacteria density and the
ecological succession on hard substrate through a marine laboratory experiment where
acrylic substrates were exposed to different situations, textures and orientations in
contact with plankton for up to 12 days. Afterwards, a laboratory experiment and a field
experiment (Mediterranean Sea, Genoa, Italy) were carried out to investigate the effects
of microbial biofilm (age and composition) and substrate material on colonization of
metazooplankton. About the results, flow cytometry (unstained) promoted a
quantification of planktonic and associated-biofilm bacteria in an efficient, fast and
economical way when compared to the use of stains and scanning and epifluorescence
microscopies; in contrast, both microscopy techniques present more accurate data of
cell size. The substrate texture (high ornamentation, > 20 um), color (ocher), size (<50
mm2 or > 1,351 mm?), composition (calcitic or biomineral), orientation (horizontal) and
material (wood and concrete fiber) played an important role in the establishment of
metazooplankton. The antifouling paint did not inhibit the colonization of bacteria on
the substrate, however the periphyton/protozooplankton and the metazooplankton were
partially inhibited. The metazooplankton potential is important, especially in terms of
taxa, although colonization is not necessarily proportional, in time and space, to the
availability/quantity of these organisms in the water column. The time also played a
fundamental role in the composition of the community, although a higher density of
bacteria associated with mature biofilms was the main influence factor for the activation



XV

of the ecological succession, mainly for the invertebrates’ settlement with
meroplanktonic life cycle. This hypothesis was effectively tested by the use of the
antimicrobials combination (g L™?): 0.025 penicillin + 0.08 streptomycin + 0.04
neomycin + 0.005 nystatin which proved to be efficient in inhibiting both planktonic
(92 %) and biofilm-associated (93 %) bacteria. Although the biofilm-associated
cyanobacteria (periphyton) play a secondary role for the meroplankton settlement and
primary for tycoplankton and holoplankton colonization. Among the factors tested for
the occurrence of biofouling, the density of heterotrophic bacteria associated with
biofilm had the most significant effect, which may be further intensified depending on
the physical (texture, orientation, substrate size) and chemical factors (material,
composition, color of the substrate) that are interacting together.

Keywords: bacteria, meroplankton, hard substrate, periphyton, zooplankton.
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1. PREFACIO

A presente Tese de Doutorado é um aprofundamento dos resultados da Dissertacao
de Mestrado intitulada “Avaliacdo dos efeitos do uso de antimicrobianos em cultivos de
plancton marinho” que objetivou avaliar e selecionar antibidticos para viabilizar testes de
hipoteses ecoldgicas envolvendo a comunidade planctonica. O objetivo especifico era
utilizar esta ferramenta para testar o papel da comunidade bacteriana na sucessao ecoldgica
durante o processo de bioincrustacdo. Objetivo este, testado na presente Tese,
conjuntamente com outros fatores fisicos, quimicos e bioldgicos.

Além disso, durante o desenvolvimento da Dissertacéo, foi verificada a necessidade
de se ter uma metodologia rapida, econdmica e confiavel para estimativas da comunidade
bacteriana, ja que a microscopia de epifluorescéncia (MEF), utilizada até 0 momento, era
demorada e cara, 0 que desencadeou a inclusdo do objetivo de desenvolvimento de um
novo protocolo ndo dependente da microscopia, no caso o uso da citometria de fluxo.

O presente estudo foi desenvolvido em forma de experimentos cientificos
laboratoriais e de campo, envolvendo os Laboratérios de Zooplancton do Instituto de
Oceanografia (10) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), de Biofilmes e
Diversidade Microbiana da Faculdade da Farmécia e de Microfdsseis Calcareos do Instituto
de Geociéncias (IG) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), bem como
do Istituto di Scienze Marine (ISMAR) do Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR),
Génova, Italia. As analises de bactérias foram realizadas em parceria com os Laboratérios
de Fitoplancton e Microrganismos Marinhos do 10-FURG e de Biofilmes e Diversidade
Microbiana e contou com a equipe técnica do Centro de Microscopia Eletronica do Sul
(CEME-SUL/FURG) para as analises em microscopia eletrénica de varredura (MEV) e em
microscopia confocal (MC). J& o levantamento de invertebrados bentonicos associados ao
navio encalhado Altair foi realizado em parceria com o Laboratério de Ecologia de
Invertebrados Bentbnicos também do 10-FURG.

Os antimicrobianos utilizados na atual pesquisa serviram apenas para o teste de
hipGtese em ambiente controlado (laboratério), o que pode auxiliar na busca por respostas
sobre 0 estabelecimento da bioincrustacdo. A pesquisa ndo visa a aplicacdo destas

substéncias diretamente no meio marinho natural. Apés a sua utilizacdo, os antimicrobianos
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foram guardados em recipientes fechados, sendo coletados pela empresa de Servigos de
Engenharia e Ambiental, SANIPLAN®,

A presente Tese sera apresentada em forma de cinco Capitulos, a fim de facilitar o
entendimento dos assuntos abordados (ver Organograma 1). Cada capitulo responderd uma
parte dos objetivos e apresentard uma Introducdo, uma sintese da Metodologia, bem como
uma sintese dos Resultados e uma Concluséo. Os artigos cientificos publicados, bem como
0S resumos em portugués dos artigos submetidos ou em processo de finalizacdo referentes a
cada Capitulo estardo inseridos em forma de APENDICES ao final da Tese. Diferente da
versdao digital, a versdo impressa apresenta os artigos em formato completo,
independentemente da prévia publicacdo ou ndo. Posteriormente a exposicdo de cada
Capitulo, serdo apresentadas a Discussao, as Consideracdes Finais e a Conclusao geral.

O CAPITULO 1 abordara o protocolo para uso de citdmetro de fluxo (CF) para
estudos envolvendo bactérias marinhas plancténicas e associadas a biofilme, bem como a
comparagdo com dados das microscopias de epifluorescéncia (MEF) e eletronica de
varredura (MEV). O artigo completo encontra-se no Apéndice | e esta sob revisdo no
periodico Progress in Oceanography.

O CAPITULO 1l abordara a investigagio piloto dos principais fatores fisicos,
quimicos e bioldgicos de substratos consolidados, usando conchas de moluscos como
modelo a colonizacdo do metazooplancton, bem como a comparacdo entre o padrdo de
colonizacdo observado experimentalmente e o preservado em assembleias de conchas ao
longo do tempo. O artigo completo encontra-se no Apéndice Il e estd publicado no
periodico PLoS ONE.

O CAPITULO 11 apresentara os experimentos para selecdo e avaliacdo dos
antimicrobianos para inibicdo de bactérias e fungos em cultivos marinhos controlados a fim
de testar o papel de bactérias para a sucessao ecolégica em substratos consolidados. Os
artigos completos e drafts encontram-se entre os Apéndices I11-1X, estando um sob reviséo
no periddico Latin American Journal of Aquatic Research (Apéndice I11), um publicado no
periddico Anais da Académia Brasileira de Ciéncias (Apéndice IV), um submetido ao
periédico International Aquatic Research (Apéndice V), um em processo de finalizagédo
para submissé@o ao periédico Journal of Applied Phycology (Apéndice VIX). um submetido

ao periodico Marine Ecology (Apéndice VII), um em processo de finalizacdo para
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submissdo ao periddico Chemistry and Ecology (Apéndice VIII) e um em processo de
finalizacdo para submisséo ao periodico Methods in Ecology and Evolution (Apéndice IX).

O CAPITULO IV abordara o teste relacdo entre as bactérias do biofilme e a
sucessdo ecoldgica no substrato consolidado durante o processo de bioincrustacéo,
utilizando o tratamento de antimicrobianos e a metodologia de aplicacdo selecionados no
Capitulo 11l. O artigo completo encontra-se no Apéndice X e estd em preparacdo para
submissao ao periodico Marine Ecology Progress Series.

O CAPITULO V apresentara os experimentos referentes aos efeitos da idade do
biofilme microbiano, material do substrato e composi¢cdo da comunidade microbiana na
colonizagdo do metazooplancton durante o processo de bioincrustagdo. O artigo completo
encontra-se no Apéndice XI e estd em preparacdo para submissdo ao periédico Marine

Ecology Progress Series.



19

Organograma 1. Apresentacdo da Tese de forma esquematica e resumida, enfatizando os principais objetivos, experimentos e resultados esperados.
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2. INTRODUCAO GERAL

A Dbioincrustagdo — biofouling — refere-se ao processo de acumulagdo de
depdsitos bioldgicos associados direta ou indiretamente a substratos consolidados
(Scheer 1945, Epstein 1981, Wahl 1989, Characklis 1990).

O processo consiste na adsorcdo de moléculas organicas na superficie submersa,
seja ela natural (i.e., rochas, conchas, organismos) ou artificial (i.e., quebra-mares,
embarcacdes, dutos) e na colonizacdo desta por espécies pioneiras de micro-organismos
que formam um biofilme e, com a progressdo da sucessao, ocorre o estabelecimento das
larvas meroplanctonicas incrustantes e sedentéarias (Quaid & Miller 2010, Martin-
Rodriguez et al. 2015).

Este processo inicia com uma fina pelicula, logo apds a exposicdo do substrato
ao meio, com cerca de 20-80 nm de espessura, formada através da deposicdo de ions
inorganicos e compostos organicos de massa molecular relativamente elevada. Este
filme pode alterar as cargas eletrostéticas e a superficie do material, facilitando a sua
colonizacdo por organismos, ocasionando assim a aceleracdo ou intensificacdo do
processo corrosivo (Epstein 1981, Characklis 1990, Videla 2002, Beech et al. 2005)
(Figura 1A).

A pelicula inicial formada disponibiliza nutrientes e através de interagdes fisico-
quimicas ocorre a adesdo das bactérias, as quais se agregam por fibras (pili) e formam
uma matriz de material polimérico extracelular (MPE) (Videla 2002, Flemming 2011)
(Figura 1B). Esta matriz, composta por biomoléculas e &dgua, permite que a comunidade
regule vérias atividades metabdlicas a seu favor, bem como resista a condicdes
ambientais adversas, como dessecacdo, choque osmotico e acdo de antimicrobianos
(Flemming & Wingender 2010, Vasudevan 2014). Este biofilme pode ainda apresentar
associacao de virus e fungos.

Envolvidas pela MPE, as bactérias estdo arranjadas de forma organizada, sendo
reguladas por genes que resultam na formacdo, multiplicacdo e espalhamento do
biofilme maduro, o qual neste estagio inicia os processos de desprendimento e de
disperséo (Bridier et al. 2014) (Figura 1C).

Estes micro-organismos possuem uma grande importancia para a area clinica
(Hosein et al. 2002, Boyles et al. 2015), industrial (Coenye & Nelis 2010, AlAbbas et
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al. 2013) e ambiental (Hoorman 2011, Céline et al. 2014), sendo o desenvolvimento de
protocolos rapidos, confidveis e econdémicos, para estimativas de sua abundancia e
biomassa, importantes para varias areas da microbiologia (Alsharif & Godfrey 2002). O
que nos leva a pergunta: qual seria a melhor metodologia para analisar a comunidade
bacteriana marinha de uma forma eficiente, rapida e econémica?

No ambiente marinho, ap6s o desenvolvimento do biofilme inicial, microalgas,
alveolados autotroficos e heterotroficos e esporos de macroalgas comecam a aderir-se a
superficie (Figura 1D). Posteriormente, ocorre o estabelecimento dos invertebrados,
colonizadores terciarios, acarretando a sobreposicdo dos estdgios micro e
macrobiol6gicos (esclerobiontes) (Abarzua & Jakubowski 1995) (Figura 1E).

Filme inicial Colonizadores primarios Colonizadores secundarios Colonizadores terciarios
{9) adesao do
{8) lons {b) adesdo {c) consohdacao (d) formacio  (e) produgao {f) Bichime perditon (h) asseatamento do

moléculas bacteriana bacteriana ge agrogados da MPE maduro protozooplancion meroplancton
€sporos de macroalgas

Dispersdo
Célules planctisicus / \ Desprendimento colular
, - L ]
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Figura 1. Processo de bioincrustagcdo. A: Acumulacdo quimica e adesdo bacteriana; B:
reproducdo bacteriana e formacdo de agregados; C: producdo da Matriz Polimérica
Extracelular (MPE); D: Adesdo de microalgas, protozooplancton e esporos de
macroalgas; E: assentamento do meroplancton (modificado de Agostini et al. 2017).

A maior parte dos invertebrados associados a substratos consolidados
apresentam parte do seu ciclo de vida no plancton como parte do zooplancton
(metazooplancton), em sua maioria representados por organismos com ciclo de vida
meroplancténico, onde passam parte de suas vidas como larvas, a deriva nas correntes
oceénicas, e parte como adultos, no ambiente benténico (Lopez & Coutinho 2008,
Pineda et al. 2010), sendo na maioria da vezes representados por organismos adultos
sedentarios (e.g., gastropodes) e incrustantes (e.g., cirripédios) (Figura 2). Uma vez

liberadas na coluna d’agua, as larvas podem ser transportadas para regides afastadas da
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costa e, quando competentes, devem encontrar um substrato com as condigdes ideais
para realizar o assentamento (L6pez & Coutinho 2008, Quaid & Miller 2010).

Entende-se por assentamento o fendmeno bioldgico que compreende duas fases:
a primeira inclui o comportamento de busca do local e a segunda trata da ocupagéo
permanente no substrato, envolvendo metamorfose (Rodriguez et al. 1993).

a

1035

Figura 2. Organismos meroplanctonicos. A: Ciclo de vida de um cirripédio (Crustacea:
Hexanauplia), enfatizando a colonizagcdo pela larva cypris plancténica no ambiente
bentdnico e sua metamorfose até a forma adulta (modificado de Agostini et al. 2017); B:
mexilhdes (Mollusca: Bivalvia); C: lepas (Crustacea: Hexanauplia); D: caranguejo
(Crustacea: Malacostraca) e chapéu-chinés (Mollusca: Gastropoda); E: cirripédio
(Crustacea: Hexanauplia); F: ostra (Mollusca: Bivalvia); G: anémona-do-mar (Cnidaria:
Anthozoa).

O holoplancton e o ticoplancton sdo classificacbes dadas aos organismos
metazooplanctonicos, também baseadas no tempo de permanéncia no ambiente
planctdnico durante o seu ciclo de vida. O holoplancton é caracterizado por um ciclo de
vida inteiramente no ambiente plancténico (e.g., copépodos Calanoida, eufausiaceos,
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apendiculérias), enquanto o segundo compreende organismos que alternam
periodicamente entre os ambientes planctdnico e bentbnico, ativamente (i.e., nado) ou
passivamente (i.e., suspensdo por ondas e correntes) (e.g., misideos, foraminiferos,
ostracodes, anfipodas, copépodos harpacticoidas) (Lalli & Parsons 1997, Lenz 2000).
Alguns destes organismos, podem ser registrados associados a substratos consolidados e
a bioincrustacdo (Gollner et al. 2006, Sarmento et al. 2012), sendo classificados como
metazooplancton vagil, fauna vagil ou fauna acompanhante.

Os fatores que influenciam o assentamento de invertebrados em substratos
consolidados ainda ndo sdo bem explicados. Alguns autores atribuem a capacidade de
desenvolvimento da comunidade a qualidade fisiologica da larva (contetdo energético,
competéncia, adaptacdes fisiologicas, potencial larval) (Toonen & Pawlikc 2001, Jarret
2003, Gribben et al. 2006, Pineda et al. 2010), enquanto outros ao comportamento
frente a estimulos especificos (material, textura, tamanho e cor do substrato, fluxo
d’agua, sinais quimicos, presenca e idade do biofilme, composicdo da comunidade
residente, presenca de coespecifico, interacBes ecoldgicas, espaco no substrato) (Hills &
Thomason 1998, Connell 1999, Glasby 2000, Steinberg et al. 2002, Todd 2003,
Thyjagarran et al. 2006, Bumbeer & Rocha 2012, Dobretsov et al. 2013a). Desta forma,
0 organismo reagiria de forma positiva (afinidade) ou negativa (inibicdo) a um ou mais
destes fatores (Figura 3). O que nos leva a pergunta: Quais sdo os principais fatores
fisicos, quimicos e biolégicos associados a substratos consolidados que levam um
determinado organismo a colonizar uma determinada superficie?

O fendmeno da bioincrustacdo contribui para a diversidade e produtividade
bioldgica local e fornece recursos valiosos explorados pela pesca e pelo turismo. Além
disso, contribui significativamente para o fluxo vertical de energia em zonas costeiras,
através do acoplamento benténico-pelagico (Schnack-Schiel & Isla 2005, Griffiths et al.
2017). No entanto, este fenébmeno também representa um grande problema econémico,
principalmente quando associado a colonizacgdo de cirripédios e mexilhGes, devido aos
danos causados as estruturas oceénicas como embarcaces, piers e plataformas (Azis et
al. 2001, Gama et al. 2009, Murthy & Venkatesan 2009, ACT 2011, Flemming 2011,
Carl et al. 2012, Fitridge et al. 2012, Ozkan & Berberoglu 2013).
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Figura 3. Fatores fisicos, quimicos e biolégicos com potencial de inibir ou propiciar o
assentamento de organismos em substratos consolidados marinhos (Agostini et al. 2017).

Em embarcacGes, aumentam o peso e diminuem a flutuabilidade e o
hidrodinamismo, causando maior consumo de combustivel e, consequentemente, maior
poluicdo ambiental (Younglood et al. 2003, Callow & Callow 2011, Fitridge et al.
2012). Esta fauna pode ainda causar entupimento, maximizacéo do desgaste pela erosao
em tubulagbes maritimas, e também deixar os cabos submarinos quebradi¢os, reduzindo
sua durabilidade (Landoulsi et al. 2011, Ozkan & Berberoglu 2013). Conforme Videla
(2002) e Messano et al. (2008), o desenvolvimento da bioincrustacdo € um dos fatores
que tornam a &gua do mar um meio mais corrosivo (biocorrosdo), promovendo a
deterioracdo acelerada de estruturas. As instalages fixas como plataformas, pieres e
docas, sdo grandemente prejudicadas por este fendbmeno (Gama et al. 2009). Estima-se
que, em escala global, os prejuizos anuais com a bioincrustacdo sejam na ordem de
quinze bilhdes de dolares, incluindo gastos com a prevencdo, manutencdo e consumo de
combustivel (Azis et al. 2001).

Muitas tintas anti-incrustantes foram desenvolvidas para tentar diminuir os

problemas gerados por este fendmeno. Ndo obstante, atualmente, ainda ndo existe uma
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alternativa anti-incrustante ecologicamente segura que seja satisfatoria (Konstantinou &
Albanis 2004). Uma grande preocupacdo tem sido a real eficiéncia das substancias anti-
incrustantes que vem sendo descobertas, uma vez que elas atuam em organismos em
etapa sucessional avangada, mas ndo garantem a eficiéncia em todo o processo (Molino
& Wetherbee 2008, Teixeira 2010). Em outras palavras, se o estabelecimento de
cirripedios for bloqueado, por exemplo, outro organismo pode causar 0 mMesmo
problema. Por esse motivo, acredita-se que substancias que impecam a instalacdo de
et al. 2004, Teixeira 2010), ja& que esta inibicdo poderia ser uma barreira para o
estabelecimento de outros organismos no processo de sucessao ecologica.

O modelo de facilitacdo supde que apenas certas espéecies de "sucessdo precoce”
sdo capazes de colonizar o substrato virgem, devido as suas caracteristicas particulares.
Estes colonizadores iniciais modificam o ambiente de modo a torna-lo mais adequado
para outras espécies de "sucessao tardia" (Jenkins & Martins 2010).

A Figura 4 apresenta um esquema mostrando a sucessdo ecologica ao longo do
tempo em substratos consolidados marinhos (Figura 4A), bem como uma reflexdo sobre
a consequéncia da retirada dos colonizadores primarios (precoce), bactérias formadoras
de biofilme, para a colonizagao secundaria e terciaria do substrato (tardia) (Figura 4B).

Tempo » Tempo »

Figura 4. Sucessdo ecoldgica em substratos consolidados ao longo do tempo. A: sucessdo
ecoldgica esperada; B: remocédo dos colonizadores primarios e reflexdo sobre a possivel
influéncia no estabelecimento de outros colonizadores.

Fukami et al. (1997) e Sekar et al. (2004) observaram que a colonizacdo de
diatoméaceas no substrato € estimulada pelo biofilme bacteriano. Da mesma forma que
estudos de Unabia & Hadfield (1999) e Dobretsov & Qian (2006) verificaram a
importancia do biofilme para o assentamento de poliquetas Hydroides elegans (Haswell,

1883) e de briozoarios Bugula neritina (Linnaeus, 1758), respectivamente, enquanto
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que Bao et al. (2007) observaram que larvas de bivalves Mytilus galloprovincialis
(Lamarck, 1819) assentam e realizam a sua metamorfose em resposta a um estimulo
produzido por bactérias presentes no biofilme.

Da mesma forma, as larvas do mexilhdo M. edulis Linnaeus, 1758 respondem a
sinais quimicos da comunidade bacteriana presente tanto na superficie do substrato
quanto na coluna d’agua circundante (Ganesan et al. 2010, Toupoint et al. 2012), e as
larvas da espécie M. coruscus Gould, 1861 tém o seu assentamento e metamorfose
aumentados em resposta a idade do biofilme (Wang et al. 2012). O biofilme esta
associado positivamente ao assentamento e metamorfose das ostras Pinctada maxima
(Jameson, 1901) e P. fucata (Gould, 1850), respectivamente (Zhao et al. 2003, Yu et al.
2010). O mesmo padrao também é observado para cirripédios (O Connor & Richardson
1996, Thiyagarajan et al. 1999, Freckelton et al. 2017), copépodos Harpacticoida
(Dahms et al. 2007), poriferos (Whalan & Webester 2014) e corais (Erwin et al. 2008,
Sneed et al. 2014), apesar de ndo haver concenso sobre qual a caracteristica do biofilme
estaria realmente afetando a colonizacdo. O que nos leva a pergunta: quais sdo as
caracteristicas em potencial do biofilme (densidade de bactérias, idade, composicao)
que poderiam estar afetando a colonizacdo do metazooplancton em substratos
consolidados?

Em todos os trabalhos supracitados as espécies foram estudadas separadamente,
ndo havendo interacdo em termos de comunidade, excluindo da pesquisa as relacbes
ecoldgicas de facilitacdo, tolerancia e inibicdo entre individuos, as quais sao
responsaveis pela estruturacdo da comunidade (Absaldo 1993). Estas interacdes
representam a relacdo e a dependéncia de espécies para com outras especies.

Além disso, as condicdes de orientacdo (Acs & Kiss 1991a, b, Connell 1999,
Glasby 2000, Somsueb 2000, Glasby & Connell 2001, Kralj et al. 2006), textura (Hills
& Thomason 1998, Berntsson et al. 2000a, 2000b, Bers & Wahl 2004, Scardino et al.
2008, Munroe et al. 2010, Carl et al. 2012) e material do substrato (O Connor &
Richardson 1994, Glasby 2000, Su et al. 2007; Burt et al. 2009; Cangussu et al. 2010,
Chung et al. 2010, Vedaprakash et al. 2013) ndo sdo, na maioria das vezes,
consideradas como fatores de influéncia para o assentamento das larvas. Entretanto,

estas muitas vezes sdo decisivas para a colonizacao de algumas espécies.
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Trabalhos com tal abordagem néo foram realizados até 0 momento pela falta de
alternativas de excluséo de bactérias associadas ao biofilme do meio, a fim de se testar a
interacdo entre estes micro-organismos e 0s demais componentes associados a
substratos consolidados. O que nos leva a pergunta: como seria possivel obter um
substrato sem bactérias marinhas associadas ao biofilme sem afetar a comunidade néo
alvo?

Por meio de pesquisas prévias, Agostini (2014) verificou o potencial de
aplicacdo de uma combinacéo de antibioticos de amplo espectro em cultivos marinhos
laboratoriais, com o intuito de avaliar a contribuicdo de bactérias na comunidade, sendo
considerada uma ferramenta para a investigagdo das interagdes ecoldgicas supracitadas.

A partir do ano de 2000, houve um crescente aumento de estudos ecologicos
aquaticos envolvendo a contribuicdo do bacterioplancton na comunidade, sendo
utilizados antimicrobianos em meios controlados como ferramenta para investigar a
funcdo ecoldgica de uma determinada comunidade, simulando ambientes naturais
(DeLorenzo et al. 2001, Bidle et al. 2003, Veuger et al. 2004, Cozzi & Cantoni 2006,
Tang et al. 2006a, 2006b, Fouilland et al. 2007, Hamdan & Jonas 2007, Pringault et al.
2009, Tartarotti & Torres 2009, Trottet et al. 2011). Embora a utilizacdo de antibidticos
para este fim tenha sido empregado pela primeira vez por Yetka & Wiebe (1974) sem
sucesso, esta tentativa incentivou novos estudos.

Alguns dos trabalhos que utilizaram antimicrobianos com sucesso como
procedimento para o investigacGes ecoldgicas avaliaram (i) o papel das bactérias na
producdo de metabolitos (Ringelberg & Van Gool 1998), (ii) o papel de micro-
organismos no processo de decomposicdo (Tang et al. 2006a, 2006b), (iii) interacdes
entre fitoplancton e bactérias (Hamdan & Jonas 2007, Pringault et al. 2009), (iv)
competicdo por nitrogénio dissolvido (Veuger et al. 2004, Cozzi & Cantoni 2006,
Fouilland et al. 2007), (v) influéncia da atividade do bacterioplancton na entrada de
nitrogénio no sistema (Middelburg & Nieuwenhuize 2000a, 2000b; Tungaraza et al.
2003), (vi) interacBes no processo de assentamento de meroplancton (Bao et al. 2007,
Roberts et al. 2007, Wang et al. 2012, Yang et al. 2013), e (vii) o potencial de sintese de
proteinas por bactérias (Tartarotti & Torres 2009), existindo desta forma, o potencial de

aplicacdo de antimicrobianos em experimento laboratorial para testar a relagdo entre a
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presenca de bactérias associadas ao biofilme e a sucessdo ecoldgica em substrato
consolidado durante o processo de bioincrustagéo.

A manipulacdo experimental em substratos consolidados propicia a
compreensdo mais detalhada dos mecanismos e processos que determinam a intensidade
de interacGes entre as espécies (Coutinho 1995), permitindo caracterizar e avaliar uma
comunidade, além da obtencao de resultados que auxiliem na pesquisa de solucgdes para
os problemas gerados pelo fenbmeno da bioincrustagdo as estruturas oceanicas, sem

causar danos ambientais.

2.1 HipoOteses

Hi) O citbmetro de fluxo permitird a anélise de bactérias tanto planctdnicas quanto
associadas ao biofilme de uma forma mais répida e eficiente que as microscopias
de epifluorescéncia e eletronica de varredura, garantindo o melhor custo-
beneficio;

H2) A textura (fisica), a composic¢do (quimica) e a densidade de bactérias do biofilme
(bioldgica) serdo os fatores mais correlacionados a colonizagdo do
metazooplancton em substratos consolidados;

Hs) A utilizagdo da combinacdo de antimicrobianos (antibidticos e antifingico) ndo
causara danos agudos aos organismos ndo alvo, permitindo a sua utilizacdo para
investigar a relacdo entre a densidade de bactérias do biofilme e a sucesséo
ecoldgica em substratos consolidados durante o processo de bioincrustacao;

Hs) Existira uma relacdo positiva entre as bactérias associadas ao biofilme e a sucessao
ecologica em substratos consolidados;

Hs) A densidade de bactérias do biofilme sera o fator biolégico mais relevante para a

colonizacdo do metazooplancton em substratos consolidados.
2.2 Objetivos
O objetivo principal da presente Tese é avaliar a influéncia de diferentes fatores

fisicos, quimicos e bioldgicos: textura, composi¢do, material, posi¢do, orientagdo,

exposicdo ao meio, cor e tamanho dos substratos, bem como presenca, densidade de
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bactérias do biofilme, idade e composicdo do biofilme microbiano, potencial de
colonizacdo do zooplancton e presenca/auséncia de tinta anti-incrustante para a
colonizacdo de organismos (bactérias, perifiton e zooplancton) em substratos
consolidados, caracterizando a sucessdo ecoldgica inicial associada ao processo de

bioincrustacéo.

2.2.1 Objetivos especificos

1- Avaliar diferentes técnicas (microscopia de epifluorescéncia, microscopia eletronica de
varredura e citdbmetro de fluxo) para realizar estimativas de abundéncia e de tamanho
celular de bactérias tanto planctonicas quanto associadas ao biofilme, a fim de
desenvolver um protocolo de melhor custo-beneficio para estudos envolvendo bactérias
marinhas;

2- Investigar de forma piloto os principais fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (textura,
posic¢do, tamanho, cor, composicdo e exposicdo do substrato, bem como densidade de
bactérias do biofilme e potencial zooplanctonico de colonizacdo) que levam ao
estabelecimento do metazooplancton em substratos consolidados;

3- Selecionar/avaliar antimicrobianos (antibi6ticos + antifingico) para ser usado como
ferramenta para a investigacao do papel das bactérias do biofilme na sucessao ecoldgica
em substratos consolidados, abordando o seu potencial de utilizacdo, o seu efeito na
comunidade ndo alvo, a sua eficiéncia na inibicdo de bactérias e fungos tanto
planctonicos quanto associados ao biofilme e a sua metodologia de aplicagdo em meio
marinho controlado;

4-Testar a relacdo entre as bactérias do biofilme e a sucessdo ecoldgica ao longo do tempo
em substratos consolidados caracterizados por diferentes situacdes (natural, tinta anti-
incrustante, antimicrobianos), texturas (liso, texturizado) e orientagbes (vertical,
horizontal);

5-Investigar os efeitos da idade do biofilme microbiano (0, 5, 10, 20 dias), do material do
substrato (madeira, aco, fibra de concreto, acrilico) e da composicdo da comunidade
microbiana (bactérias, perifiton, protozoopléncton) na colonizacdo do metazooplancton

em substratos consolidados.
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2.3 Justificativa

Com o conhecimento adquirido com o atual trabalho, serd possivel entender de
uma forma mais ampla através da avaliacdo de diferentes fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos e a nivel de comunidade o que leva um determinado organismo, seja ele uma
bactéria, perifiton ou zooplancton a colonizar um determinado substrato, bem como
como se da a interacdo entre estes organismos.

Em carater ecologico, o presente estudo contribuira com informacgdes sobre o
processo de acoplamento pelagico-bentdnico em ambientes marinhos. J& em caréater
aplicado, este conhecimento trard contribuicdes para diferentes areas, que poderdo ser
utilizados para o estabelecimento de recifes artificiais, cultivos intensivos de
invertebrados incrustantes (mexilhdes, ostras, cirripédios) e formacdo biofilmes para
serem usados como filtros bioldgicos. A presente Tese contribuira também com a
comparagdo entre metodologias para estudos envolvendo a comunidade bacteriana
aquatica, seja relacionada a estimativas de densidade e tamanho celular bacteriano seja
utilizando antimicrobianos em ambientes controlados para o teste de hipdteses
ecoldgicas, as quais poderao ser utilizados em outros estudos.

Além disso, as pesquisas referentes a colonizacdo de superficies, a fim de
solucionar o problema da bioincrustacdo, poderdo voltar-se aos fatores condicionantes
ao estabelecimento de diferentes comunidades nos substratos em relacdo a estruturas
oceanicas especificas. Caso comprovada a hipétese de que had uma relagdo positiva entre
as bactérias associadas ao biofilme e a sucessdo ecoldgica, serd possivel direcionar
testes e técnicas anti-incrustantes em bactericidas, impedindo a progressao da sucessdo

ecologica através da inibicdo dos colonizadores primarios.



31

3 CAPITULO I

“Uso de citometro de fluxo para estudos envolvendo
bactérias plancténicas e bactérias do biofilme:

comparacao com dados de microscopia”

Objetivo 1
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3.1 Introducgéo

Bactérias sdo organismos unicelulares microscopicos com um tamanho médio
entre 0,2 e 2,0 um, embora algumas possam ser maiores (1-10 pm), presentes em todos
0s ambientes (Hoorman 2011).

No caso de ambientes aquaticos, as bactérias representam o segundo maior
componente, atras dos virus, e estudos envolvendo a sua abundancia e biomassa séo
fundamentais para entender o papel ecoldgico destes organismos dentro da cadeia
tréfica (Cho & Azam, 1988, Bouvier et al. 2001, Gurung et al. 2001, Farjalla et al.
2005, Sjostedt et al. 2014, Burrell et al. 2015). Nestes ecossistemas, as bactérias podem
estar livres na coluna d’agua como parte do plancton ou aderidas a superficies vivas
(i.e., organismos) ou amorfas (i.e., detritos, substratos consolidados) envoltas por uma
matriz polimérica extracelular (MPE), sendo chamadas de agregado ou biofilme
bacteriano (Lalli & Parson 1997, Kerstens et al. 2015).

Véarios métodos tém sido propostos como alternativas para quantificar e medir as
bactérias planctonicas (BP) e as associadas ao biofilme (BB) em ambientes aquaticos
naturais e ensaios laboratoriais (Boulos et al. 1999), como a utilizacdo de placas de
contagem (Simu et al. 2005), coloragcdo com cristal de violeta (Mampel et al. 2006),
microscopias (Heidelberg et al. 2002, Mudryk & Podgorska 2006), e citometria de fluxo
(Bouvier et al. 2001, Kerstens et al. 2015).

Embora a microscopia tenha nos feito conscientes sobre existéncia das bactérias
no século XVII, somente com o surgimento do citdmetro de fluxo no século XX tornou-
se possivel a implementacdo de estudos detalhados de micro-organismos em nivel
unicelular (Shapiro & Gerhard Nebe-von-Caron 2004). Além disso, de acordo com
Felip et al. (2007), contagens em microscopio ainda consomem tempo e requerem um
consideravel esforco para obter estimativas acuradas. Assim, a partir da década de 1990,
o citdbmetro de fluxo (CF) tem se tornado uma alternativa Gtil para a avaliagdo de células
bacterianas em amostras aquaticas, comparado ao microscopio (Bouvier et al. 2001).
Esta técnica consiste em um sistema de acoplamento Optico-eletrénico que registra uma
célula ou particula dispersa em contato com a luz incidente de um laser, permitindo a
avaliacdo de medidas simultaneamente as caracteristicas fisicas multiplas de uma Unica

célula (tamanho, granulometria, complexidade) em suspensao (Figura 5A), usando um
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controle/padrdo com caracteristicas conhecidas (i.e., beads) (Figura 5B). No entanto,

para o uso correto do CF existe a necessidade de calibracdo desta metodologia.
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Figura 5. A: Componentes da técnica de citometria de fluxo para analisar as
caracteristicas de particulas, usando um B: controle/padrao (adaptado de BD FacsVerse
2011e Yang et al. 2012).

Conforme Steen & Lindmo (1979), Gant et al. (1993), Walberg et al. (1996),
Jochem (2000) e Ambriz-Avifia et al. (2014), as bactérias podem ser analisadas por CF
guando em suspensao sem um marcador fluorescente, detectado pela dispersdo da luz,
embora estudos com marcadores sejam importantes para distinguir células de outras
particulas (i.e., detritos) (Steen & Lindmo 1979, Davey & Kell 1997).

Existem muitos marcadores para aplicagédo em citdbmetro de fluxo, bem como em
analises em microscopia, e estas substancias podem corar células lisadas ou ndo lisadas,
ou ambas. No caso do biofilme, existem marcadores que coram também a MPE.

Apesar do grande nimero de técnicas disponiveis para o estudo de bactérias
aquaticas planctonicas e associadas ao biofilme, ainda ndo h& consenso sobre a
metodologia mais eficaz para quantificar e caracterizar esses organismos de forma
rapida, eficiente e econébmica.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar diferentes técnicas: Microscopia de
Epifluorescéncia (MEF), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Citometria de
Fluxo (CF) para estimativas numéricas e de tamanho de bactérias marinhas tanto
plancténicas (BP) quanto associadas ao biofilme (BB) com diferentes tempos de
exposicdes/idade e selecionar o melhor protocolo e custo-beneficio para estudos com

bactérias em amostras marinhas.


http://www.hindawi.com/26304795/
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3.2. Sintese da Metodologia

Agua marinha natural (500 mL) com salinidade 25 foi coletada na Praia do
Cassino, Rio Grande, Brasil e foi incubada a 20° C por 12 dias em fotoperiodo 12h:12h
(claro:escuro). Dez substratos de madeira (30 x 20 mm) foram depositados no meio de
cultivo para o crescimento do biofilme. A madeira foi selecionada, por ser um dos
substratos mais utilizados para contrugao de embarcages e piers.

No sexto e décimo segundo dia de exposicdo, foram retiradas aliquotas (1 mL) e
substratos para avaliar a eficiéncia do ultra-som (3 pseudoréplicas para cada tratamento)
em desprender e desassociar o biofilme do substrato; para a comparacao da eficiéncia
dos diferentes marcadores em CF (10 pseudoréplicados para cada tratamento e
comunidade); e para a comparacdo entre as metodologias CF, MEF e MEV
respectivamente (10 pseudoréplicados para cada tratamento e comunidade), estimando o
tamanho celular e a densidade bacteriana planctonica (BP) (org mL™) e associada ao
biofilme (BB) (org cm™).

Tabela 1. Sumario de cada tratamento utilizado para avaliar a eficiéncia do citbmetro de
fluxo (CF) e técnicas de microscopia (MEF e MEV) para quantificar e medir tanto as
bactérias marinhas plancténicas quanto as associadas ao biofilme. Marcadores: 4',6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI), Laranja de Acridina (AO), lodeto de Propidium (PI),
acido nucleico fluorescente verde (SYTO9).

Abreviacéo Tratamentos

CF (sem marcador) citometria de fluxo sem marcador

CF (DAPI) citometria de fluxo com 4'-6-diamidino-2-fenilidole
CF (AO) citometria de fluxo laranja de acridina

CF (P1) citometria de fluxo iodeto de propidium

CF (SYTO9) citometria de fluxo acido nucleico fluorescente verde
MEF (AO) microscopia de epifluorescéncia com marcador AO
MEV microscopia eletronico de varredura

As BP foram imediatamente depositadas em tubos de reagdo, enquanto oS
substratos foram colocados individualmente em 50 mL de solucdo salina estéril em tubo

falcon para desprendimento do biofilme do substrato usando trés pulsos de 20 kHz por
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15 segundos em cada lado do substrato (Oliveira et al. 2006) em ultra-som Cole-
Parmer® (series 4710 - ultrasonic homogenizer), com excecio dos substratos utilizados
como controle na avaliacdo de eficiéncia de ultra-som e para avaliacdo de BB em MEV.
Apo0s o desprendimento, as amostras foram fixadas com formaldeido estéril a 4 % para
anélise em MEF e CF e em glutaraldeido estéril a 1 % para analise em MEV (Figura 6).
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Figura 6 — Design do experimento realizado para definir o protocolo para estimativas de
densidade e tamanho de bactérias marinhas planctonicas e associadas ao biofilme.

3.2.1 Procedimento em ultra-som

Foram analisados os substratos em MEV, com biofilme intacto, representando o
biofilme antes do procedimento de ultra-som, e o biofilme desprendido ap6s ultra-som.
O procedimento de observacdo em MEV seguiu o protocolo de Freitas et al. (2010).

Para calcular a densidade bacteriana do biofilme (org cm™) antes e ap6s o
procedimento de ultra-som, as bactérias presentes no substrato foram contadas a partir

de dez fotos, usando uma ampliacdo de 11.000x (97 um? de area).
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3.2.2 Procedimento em citdbmetro de fluxo

O material bacteriano presente nas amostras foi corado com laranja de acridina
(AO - Merck™) e DAPI (Sigma-Aldrich™) seguindo o protocolo de Kepner & Pratt
(1994). Para corar bactérias em cada tratamento, foram adicionados 100 pL. de solucao-
estoque de AO (1 g L) ou DAPI (0,01 g L) em 1 mL de amostra (atingindo 100 pg
mL* de concentragio final para AO e 1 ug mL* para DAPI), sendo incubada durante 15
min em temperatura ambiente no escuro (Porter & Feig, 1980).

Para o iodeto de propidio (PI) (solugdo de 20 mM em DMSO - Molecular
Probes™) e acido nucléico fluorescente verde (SYTO9) (solugdo 3,34 mM em DMSO -
Molecular Probes™) foram adicionados 1,5 uL de marcador para cada 998,5 uL da
suspensdo bacteriana, sendo incubadas em temperatura ambiente no escuro durante 15
minutos (Kepner & Pratt 1994, Shapiro & Nebe-Von-Caron 2004, Ophus 2014).

A densidade de BP (org mL™) e de BB (org cm™) foi estimada por citdmetro de
fluxo (BD FACSVerse™) na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), usando o software BD FACSuite™ para analise. O tempo de
aquisicdo foi de 60 segundos por amostra, sendo as populacdes de bactérias avaliadas
como percentagem pela escala logaritmica. A Tabela 2 apresenta as caracteristicas dos

marcadores mencionados acima, em relacao ao seu potencial de marcacéo.

Tabela 2. Potencial dos marcadores de bactérias em corar células, MPE e detritos.

Células ndo- Células

Marcador MPE Detritos Referéncia
lisadas lisadas

AO ° ° ° ° Harrison et al. 2006

DAPI ° ° ° ° Neu et al. 2002

SYTO9 ° ° Zhang et al. 2015

Pl ° Jin et al. 2005

O tamanho (um) das células foi estimado usando o parametro Forward Light
Scatter (FSC-A) com beads de latex de 6 pm (Molecular Probes™) como padrio
(Herzenberg et al. 2006, Bouvier et al. 2011, Picot et al. 2012). O biovolume celular

(um3) foi estimado e convertido para biomassa celular bacteriana (pg C cell) usando o
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fator de conversdo alométrico (0,09*biovolume®®) de Sun & Liu (2003) e Norland

(1993), respectivamente.

3.2.3 Procedimento em microscépio de epifluorescéncia

A suspensdo bacteriana presente em amostras de dgua e substratos foi filtrada (1
mL) em filtros de policarbonato de 0,2 pum (Whatman @25mm) escurecidos com Irgalan
Black, corados com Laranja Acridina (1 %) e observados sob microscopio de
epifluorescéncia (Zeiss Axioplan) em aumento de 100x.

Para calcular a densidade de BP (org mL™?) e de BB (org cm™) foram contadas
todas as bactérias encontradas dentro de um grid (100 um2?) em 50 fotos, sendo
realizada a média entre cada cinco fotos (totalizando 10 pseudoréplicas).

O tamanho das células (um) foi também estimado em fotos, procedendo as
medidas de 100 bactérias manualmente. O biovolume celular (um3), bem como a
conversdo para biomassa celular (pg C cell’?) foram realizadas pela mesma metodologia

descrita na secédo 3.2.2.

3.2.4 Procedimento em microscopio eletronico de varredura

As amostras de BP foram filtradas (1 mL) em filtros de policarbonato de 0,2 pm
(Whatman @25mm) escurecidas com Irgalan Black, enquanto as amostras de BB foram
desidratadas diretamente com concentragdes crescentes de etanol (50, 70, 80, 95 e 100
%) (20 min cada), seco adicionando uma gota de acetona a 100 % e fixado em uma
plataforma de aluminio. Ambas as amostras foram cobertas com filme de ouro e
examinadas em um microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-6060 conforme
Freitas et al. (2010).

Para estimar a densidade de BP (org mL™), nos filtros de policarbonato, e de BB
(org cm™), nos substratos de madeira, foram tiradas 50 fotos em aumento de 11.000x
(97 pum?2 de area), sendo realizada a media para cada cinco fotos (totalizando 10
peseudoréplicas).

O tamanho das células (um) foi também estimado em fotos, procedendo as

medidas de 100 bactérias manualmente. O biovolume celular (um3), bem como a
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conversdo para biomassa celular (pg C cell) foram realizadas pela mesma metodologia

descrita na secédo 3.2.1.

3.2.5 Andlises estatisticas

O Modelo Linear Generalizado (GLM) foi usado para avaliar as possiveis
diferencas na densidade de bactérias do biofilme antes e depois do procedimento do
ultra-som com 6 e 12 dias de exposicdo. A ANOVA one-way foi usada para testar as
possiveis diferengas na percentagem de marcacdo de células bacterianas entre 0s
diferentes marcadores no CF. Para avaliar as possiveis diferencas na densidade de
bactérias entre as metodologias de CF, MEF e MEV foi utilizado a analise GLM para
cada tempo de exposicdo. Para as analises GLM, o modelo utilizado foi adaptado aos
dados com distribuicdo de Poisson com funcdo de ligacdo "log" utilizando o software
livre R (2016). As analises foram seguidas do teste a post-hoc Tukey. Uma Correlagdo
foi aplicada para avaliar a relacdo entre das medidas das bactérias entre as metodologias

de CF, MEF e MEV, sendo seguida de uma Regressao.

3.3 Sintese dos Resultados

Quando analisada a eficiéncia da metodologia do ultra-som para o
desprendimento de bactérias associadas ao biofilme do substrato, foi possivel observar
uma remocao de 94 % e 93 % da densidade bacteriana com 6 (p<0,001) e 12 dias
(p<0,001) de idade, respectivamente.

Em relacdo ao desempenho do citbmetro de fluxo em contar bactérias por
diferentes métodos de marcacdo, foi observado que para BP com 6 (Fu45=0,041;
p=0,997) ou 12 dias de exposi¢cdo (Fa45=0,009; p=1,000), os tratamentos n&o
apresentaram diferengas significativas. Entretanto, para as BB, foi verificado um alto
namero de particulas ndo marcadas pelo tratamento com o marcador Pl (6,63 %)
comparado ao ndo marcado (0,00 %), AO (1,02 %) e SYTQO9 (0,26 %) com 6 dias de
idade (F@45=5.675; p<0.009) e pelo tratamento Pl (10,64 %) em relacdo aos
tratamentos ndao marcado (0,00 %), AO (1,04 %), DAPI (1,02 %) e SYTO9 (0,56 %)
com 12 dias de idade (F45=4,798; p<0,02).
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Quando comparada as metodologias CF (ndo marcado) e as microscopias MEF e
MEV para estimar a densidade de bactérias, foram observados resultados similares entre
as metodologias tanto para as BP (p=0,094 com 6 dias de exposi¢do) quanto para as BB
(p=0,058 com 6 e p=0,051 12 dias de idade). No entanto, com 12 dias de exposicao, a
densidade de BP estimada pela MEF foi diferente da estimativa do CF (p<0,001),
embora similar ao MEV (p=0,316). Para todas as observac6es, a metodologia de MEF
apresentou uma maior estimativa de densidade média de bactérias quando comparada ao
MEYV e ao CF.

Sobre as medidas, a técnica de CF superestimou o tamanho (um), o biovolume
(um3), e a biomassa (pg C cell’!) de BP e de BB, quando comparada as metodologias
MEV e MEF com 6 e 12 dias de exposi¢do/idade. Entretanto, existe uma correlacao
positiva (r=0,972; p<0,001) entre as trés metodologias, que permite a correcdo para 0s
dados do CF.

3.4 Concluséao

(i) O ultra-som (trés pulsos de 15 s, 20 kHz, em cada lado do substrato) é uma
eficiente ferramenta para a remocdo de bactérias associadas ao biofilme

marinho em substratos de madeira (area de 12 cm2 em 50 mL de soluc¢éo);

(i) Analises em CF (sem marcador) promovem uma quantificacdo eficiente de
bactérias marinhas planctonicas e associadas ao biofilme quando comparadas a

mesma técnica com uso de marcadores ou as microscopias MEF e MEV;

(iii) As microscopias (MEF e MEV) propiciam uma estimativa mais precisa do
tamanho de BP e de BB comparado ao CF. No entanto, as medidas obtidas pelo
CF apresentam uma correlacéo positiva e significativa com as técnicas de MEF
e MEV, desta forma, as medidas (tamanho, biovolume e biomassa) obtidas no
CF permitem inferir de maneira segura se uma determinada amostra possui
bactérias menores ou maiores que outra, comparando o FSC-A e podem ser
corrigidas através do uso de equacdes:
MEF Log(x+1)=-0,3412+0,61044*CFog(x+1)
MEV Log(x+1)=-0,3115+0,60696*CFLog(x+1)
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(iv) O CF pode ser usado como ferramenta para estudos de bactérias aquaticas
planctonicas e associadas ao biofilme. As analises sdo rapidas e o custo de
preparacdo das amostras, quando sem marcador, é baixo, permitindo o uso de

um numero maior de réplicas no estudo.

(ver resumo referente ao artigo completo submetido ao periédico Progress in
Oceanography no APENDICE I, pagina 142)
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4 CAPITULO II

“Investigacdo piloto dos principais fatores fisicos,
guimicos e biologicos que afetam a colonizacéo de

invertebrados em substratos consolidados”

Objetivo 2
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4.1 Introducgéo

A relacdo entre a colonizacgéo de esclerobiontes (organismos epi- e endobiontes
(Taylor & Wilson 2003)) e as caracteristicas do substrato tem sido amplamente debatida
por vérios estudos sobre os ambientes marinhos modernos, bem como relacionados ao
registro fossil (Rodland et al. 2004, Bromley & Heinberg 2006).

Existem muitos estudos que compararam o0s padrdes de colonizagdo de
esclerobiontes entre diferentes substratos (Freckelton et al. 2017). No entanto, ainda ndo
hd consenso sobre os principais fatores que podem afetar a colonizagdo destes
organimos em restos biologicos de invertebrados e vertebrados (e.g., conchas,
carapagcas, esqueletos e 0ss0s), 0s quais podem atuar como superficies de colonizagédo
para o zooplancton, especialmente em plataformas continentais cobertas por substratos
ndo consolidados. Embora, em superficies consolidadas ndo bioldgicas, a textura seja
frequentemente citada (Hills & Thomason 1998, Carl et al. 2012, Whalan et al. 2015)
juntamente com fatores bioldgicos, como competicdo por recursos (Agostini & Ozorio
2016), presenca de coespecifico (Petrone et al. 2015) e interagdes ecoldgicas inter-
especificas (Cangussu et al. 2010, Chung et al. 2010, Freckelton et al. 2017), que
podem induzir ou repelir a colonizagéo.

Experimentos realizados em substratos consolidados ndo biol6gicos, como aco,
madeira e concreto, demonstraram que o0 assentamento de invertebrados pode ser
positivamente (Hadfield et al. 2011) ou negativamente (Faimali et al. 2004) influenciado
pelo biofilme bacteriano. Esses biofilmes sdo compostos por multiplas espécies de
bactérias envoltas por uma matriz polimérica extracelular, e seu desenvolvimento pode
alterar a atratividade de um substrato consolidado para o perifiton, protozooplancton,
macroalgas e invertebrados (Freckelton et al. 2017).

Desta forma, o objetivo do presente capitulo foi avaliar a colonizacdo do
metazooplancton em conchas vazias de moluscos com diferentes caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas (textura, posicdo, tamanho, cor, composi¢cdo e exposi¢do do
substrato, bem como densidade de bactérias do biofilme e potencial metazooplancténico) a
fim de investigar de forma piloto quais sdo os principais fatores que levam ao

estabelecimento de organismos nestes substratos consolidados e mensurar o quanto do
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padrdo observado experimentalmente é preservado em assembleias de conchas ao longo

do tempo.

4.2 Sintese da Metodologia

4.2.1 Observacao experimental: colonizagcdo do zooplancton

Conchas de Anadara brasiliana (Lamarck, 1819), Mactra isabelleana
d’Orbigny 1846 e Amarilladesma mactroides (Reeve, 1854) foram utilizadas para os
experimentos, uma vez que sdo abundantes e possuem texturas externas distintas e cores
semelhantes (branco = cor natural ou reduzida). Todas as conchas (36 espécimes, 12 de
cada espécie) foram coletadas na Praia dos Concheiros, RS, Brasil (Figura 7B). Cada
concha foi previamente observada sob um microscopio (Olympus BH-2) para garantir
que ndo haviam injurias (i.e., predacdo, bioerosdo, incrustacdo, fragmentacdo) e
categorizadas usando sua textura (ornamentacdo) externa (0=A. mactroides; 2=M.
isabelleana; 3=A. brasiliana).

Posteriormente, as conchas foram depositadas em seis aquarios (20 cm de
diametro, 18 cm de altura) com agua estuarina (filtrada atraves de uma malha de 20 um)
e mantidas a uma salinidade (23 % 2), temperatura (25 °C) e fotoperiodo 14h:10h
(claro:escuro) constantes. As conchas foram depositadas nos aquarios de forma que
permitiu que os lados internos (concavos) ou externos (convexos) ficassem expostos
com seis réplicas. Uma vez por semana, a agua foi parcialmente renovada (50 %), e a
comunidade de zooplancton também foi substituida. O suprimento de plancton foi
coletado no canal do estuario da Lagoa de Patos, localizado em Rio Grande, no sul do
Brasil (Figura 7A). Em cada reposi¢éo, duas amostras foram coletadas usando uma rede
de plancton conica (200 pm de malha) equipada com um fluxdmetro (Hydro-Bios®).
Apos a coleta, as amostras de plancton foram filtradas em malha de 500 pum para
remover 0s principais predadores. Uma amostra foi dividida em seis partes iguais
(quarteador Motoda) e colocada nos aquarios, enquanto a outra amostra foi fixada
(formaldeido a 4 %) para analisar o potencial do zooplancton em colonizar as conchas.
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4.2.2 Observagéo experimental: colonizagéo do biofilme microbiano

Para avaliar a colonizacdo das conchas por biofilmes bacterianos, cinco conchas
de cada espécie (A. brasiliana, M. isabelleana e A. mactroides) foram processadas em
ultrasom (Oliveira et al. 2006) para o desprendimento de bactérias previamente
aderidas, e fixadas a um cais localizado no canal do estuério da Lagoa de Patos (Figura
7B) durante o verdo austral de 2014 (salinidade 23 + 2, temperatura 25 ° C). Os
tamanhos das conchas foram os mesmos que 0s usados no experimento laboratorial. As
conchas foram recuperadas ap6s cinco semanas de exposicao e imersas em uma solucéao
estéril de formaldeido a 4 % (50 mL). No laboratério, o biofilme foi destacado das
superficies usando trés pulsos de 20 kHz por 15 segundos em cada lado das conchas
com auxilio de um ultra-som Cole-Parmer® (series 4710 - ultrasonic homogenizer)
(Oliveira et al. 2006).

A densidade de bactérias do biofilme (bact cm?) foi estimada através do
citometro de fluxo (BDFACSVerse™). No entanto, o tamanho das bactérias foi
estimado usando microscopia de epifluorescéncia. O biovolume celular (ums3) foi
estimado e convertido para biomassa celular bacteriana (pg C cell’) usando o fator de
conversdo alométrico (0,09*biovolume®®) de Sun & Liu (2003) e Norland (1993),
respectivamente.

Para avaliar a comunidade microbiana, o material bioldgico em suspensdo
obtido de cada concha foi filtrado (1 mL) através de filtros de policarbonato
(escurecidos com Irgalan Black), corados com Laranja de Acridina (1 %) e observados

em microscopio de epifluorescéncia (Zeiss Axioplan) sob aumento de 1000x.

4.2.3 Observagéo de campo: assembleia de moluscos

Para quantificar os esclerobiontes em conchas de moluscos, as amostras foram
coletadas da Praia dos Concheiros (Figura 7B) na regido costeira do sul do Brasil em
dezembro de 2013. Esta localidade € conhecida por ter concentracdes densas de
bioclastos formadas por conchas transportadas a partir da plataforma continental interna

durante eventos de tempestade. Cinco a sete quadrados (300 x 300 cm) foram
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delimitados por transectos, sendo coletada uma camada de 5 cm. Um total de 11

transectos foram amostrados (Figura 7C).

América do Sul

Figura 7. Area de estudo na costa do sul do Brasil. A: estuario da Lagoa dos Patos.
Onde o experimento foi conduzido B: Praia dos Concheiros onde as amostras de
conchas foram coletadas.

Todo o material coletado de cada quadrado foi identificado e armazenado em
sacos de plastico e levados ao laboratério, onde foram lavados com agua doce e
peneirados com malhas de 500 pm. Os esclerobiontes, bem como as conchas foram
identificados ao menor nivel taxondmico possivel. Além disso, as conchas foram
caracterizadas de acordo com seu (i) modo de vida (infaunal profundo, infaunal sub-
superficial, epifaunal de vida livre ou epifaunal incrustante), (ii) complexidade de
ornamentacgdo, interna (presente ou ausente) e externa (complexidade variando de
ausente, pouca, média e alta), (iii) mineralogia predominante (aragonita, calcita,
biomineralica) e (iv) cor (natural, reduzida, oxidada). As marcas deixadas pelos
organismos colonizadores também foram consideradas (bioerosdo); sendo identificadas
e quantificadas sob um microscopio estereoscopico (Olympus BH-2) para determinar a
presenca ou auséncia, porcentagem de cobertura e a localizacdo da colonizagdo na

concha (parte interna ou externa).
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4.2.4 Andlises estatisticas

Para avaliar o potencial do zooplancton (a relacdo entre os metazoarios presentes
na coluna de &gua e os colonizadores nos substratos disponiveis), a composi¢cdo em cada
amostra de zooplancton foi estimada a partir de aliquotas (1-5% da amostra) e
analisadas em camara de Bogorov em microscopio estereoscopico (Wild Heerbrugg),
sendo os resultados comparados a ocorréncia nas conchas. O Modelo Linear
Generalizado (GLM) foi utilizado para testar as diferencas entre a densidade e 0 numero
de taxa do zooplancton estabelecido nas conchas e o lado da concha exposta (interno e
externo). A anélise GLM foi também aplicada para avaliar a densidade bacteriana do
biofilme nas diferentes conchas de bivalves. O modelo foi adaptado a distribuicdo de
Poisson com uma funcao de link "log". Os dados coletados da assembleia de moluscos
foram transformados em variaveis categéricas usadas para observar a frequéncia de
ocorréncia de esclerobiontes (%) (bioerosdo + incrustacdo) entre diferentes modos de
vida, tamanhos das conchas, cor, ornamentacfes e mineralogias. A analise GLM foi
utilizada para testar as possiveis diferencas. O modelo foi adaptado aos dados usando
uma distribuicdo Binomial/Multinomial com uma funcéo de link "logit". O teste a post
hoc Tukey seguiu as analises. Foram aplicadas correlacdes para avaliar a relagdo entre a
densidade de metazooplancton estabelecida, a densidade de bactérias do biofilme e as
diferentes ornamentacdes (textura) das conchas. Além de verificar a relacdo entre as
diferentes varidveis categoricas e identificar possiveis covariancias entre elas. Todas as

analises foram realizadas no software R (2016).

4.3 Sintese dos Resultados

4.3.1 Observagéo experimental: colonizagé@o do zooplancton

Os taxa meroplanctnicos representaram 25 % (3.434 organismos m™) do
zooplancton coletado no canal no estuario da Lagoa de Patos, enquanto o holoplancton
74 % e o ticoplancton 1 %. No entanto, o0 meroplancton continha um maior numero de
taxa. Os organismos meroplancténicos dominantes foram gastrépodes (339 + 426 org

m3), seguidos de bivalves (190 + 228 org m?), cirripédios (139 + 87 org m™),
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hidromedusas (29 + 36 org m=), poliquetas (22 + 22 org m=) e decapodes (10 + 17 org
m=3). Com relacdo aos colonizadores, bivalves, gastropodes e cirripédios estiveram
presentes em todas as conchas. No entanto, os decapodes foram registrados apenas em
Anadara brasiliana, enquanto os copépodos somente nas conchas de A. brasiliana e
Mactra isabelleana, e os polipos de hidrozoarios somente em Amariladesma
mactroides.

Foram observadas diferencas significativas na densidade de colonizacdo do
zooplancton em relacdo as conchas (p<0,001). No entanto, 0 nimero de taxa ndo foi
alterado (p=0,243). N&o foram observadas diferengas de colonizagcdo entre o lado
interno e externo das conchas (densidade p=0,280; nimero de taxa p=0,111), embora
este fator possa afetar a densidade de assentamento de invertebrados ao interagir com o
substrato (p<0,041). A superficie interna apresentou o maior nimero de taxa médio, e
foi composta principalmente de invertebrados sedentarios e véageis. A. brasiliana,
seguida por M. isabelleana, apresentou a maior densidade e 0 maior nimero de taxa
estabelecido em comparacdo com A. mactroides. Foi observada uma correlacao positiva
(r=0,806) e significativa (F,13=24,131; p<0,001) entre a densidade de colonizacéo do
metazooplancton e a textura (ornamentacdo) externa, sendo superficies mais

heterogéneas mais atrativas.

4.3.2 Observacao experimental: colonizacdo do biofilme microbiano

Foram observadas diferencgas significativas (p<0,001) na densidade bacteriana
(bact cm™) entre as conchas avaliadas: A. brasiliana apresentou a maior densidade de
bactérias associadas ao biofilme (16,3x10° + 2.885) seguida de M. isabelleana (4,6x10°
+ 32.951) e A. mactroides (1,2x10° + 473.448). Observou-se uma correlacdo positiva
(r=0,896) e significativa (F(,13=49,278; p<0,001) entre a densidade das bactérias do
biofilme e 0 grau de ornamentagéo externa das conchas.

Amarilladesma mactroides apresentou células bacterianas maiores (~0,7 um) do
que as demais conchas e consequentemente um maior biovolume e biomassa, 13,18 um?3
e 0.114 pg C* célula?, respectivamente. No entanto, uma comunidade microbiana mais
complexa foi registrada para M. isabelleana e A. brasiliana, com a presenca de

diatomaceas e fungos. Observou-se uma correlagdo positiva (r=0,878) e significativa
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(F2n=28,352; p<0,001) entre a densidade de metazooplancton estabelecido, a

densidade de bactéria do biofilme e o grau de ornamentacao externa das conchas.

4.3.3 Observacgao de campo: assembleia de moluscos

Das 1.965 conchas de moluscos (58 gastrépodes e 1.907 bivalves) coletadas na
Praia dos Concheiros, apenas 828 apresentaram esclerobiontes (incrustacdo ou
bioerosao). Organismos incrustantes foram registrados em apenas 87 conchas, embora
0s vestigios desses organismos foram observados em 741 conchas. Observou-se
diferenga significativa na colonizagéo total de esclerobiontes entre as classes Bivalvia e
Gastropoda (p<0,001).

A colonizacdo do esclerobiontes também foi significativamente diferente entre
as espécies (p<0,001) de ambas as classes. As conchas de Crepidula spp. e Glycymeris
spp. exibiram o maior nimero de esclerobiontes entre os Gastropoda e Bivalvia,
respectivamente. Conchas dos gastrépodes Epitonium sp. e Sinum sp., bem como 0s
bivalves Amarilladesma mactroides, Brachidontes sp., Laevicardium sp., e Perna
perna, ndo apresentaram organismos incrustantes ou bioeroséo.

Os modos de vida e os tamanhos das conchas influenciaram na ocorréncia de
colonizacdo de esclerobiontes em gastropodes (p<0,048) e bivalves (p<0,001). Os
moluscos epifaunais e infaunais rasos apresentaram maiores niveis de colonizacéo.
Aparentemente, a alteracdo da cor do substrato afeta a colonizacao de esclerobiontes nas
conchas de gastrépodes (p<0,050) e bivalves (p<0,001), ja que as conchas oxidadas
(com coloracdo creme, amarelo, ocre ou vermelho) foram colonizadas
preferencialmente.

Os niveis variados de ornamentacdo externa em Gastropoda ndo mostraram
influéncia sobre a colonizagdo do esclerobionte (p=0,581). Em contraste, a
ornamentacao de conchas de bivalves parece ser um fator-chave que controla o processo
de colonizacdo. As conchas com graus médios e altos de complexidade de
ornamentacao externa tém significativamente (p<0,001) mais esclerobiontes do que as
conchas de bivalves com baixo grau de ornamentacao, e 0 mesmo padrdo foi observado

para as superficies internas das conchas (p<0,001). A mineralogia da concha também
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influenciou a colonizagdo, com significativamente mais incrustacdo e bioeroséo,
ocorrendo em conchas de bivalves compostas predominantemente por calcita (p<0,001).

A maioria dos fatores analisados sdo covariaveis. O tamanho é um fator-chave,
que esta significativamente correlacionado com todas as varidveis. O tamanho esta
positivamente correlacionado com a cor e dano tafondmico, enquanto esta
negativamente correlacionado com ornamentacdo externa e mineralogia. Assim, tanto
para 0s gastropodes quanto para os bivalves, observou-se uma maior colonizagdo media
em conchas maiores que 1.351 mm2 (gastrépodes p<0,037; bivalves p<0,019), enquanto
ndo foram observadas diferencgas significativas nas classes menores (51-150 mm? para
gastrépodes e <50 mm2 para bivalves). Quando a bioeroséao foi analisada separadamente
da incrustagdo, esse padrdo permaneceu 0 mesmo. No entanto, a incrustagcdo ocorreu
preferencialmente em gastropodes >1.351 mm? (p<0,001), enquanto nenhuma diferenca

foi observada para os bivalves (p=0,876).

4.4 Concluséao

(1) O metazooplancton coloniza diferentes tipos de substratos (conchas), mas a
densidade e o nimero de taxa sdo afetados pelas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas do substrato. Além disso, a fauna incrustante estd mais
associada ao lado externo das conchas (maior heterogeneidade), enquanto a

fauna vagil e sedentéria estd mais associada ao lado interno;

(i) A textura externa das conchas influencia diretamente a densidade de
bactérias do biofilme, enquanto a colonizacdo do zooplancton responde
diretamente a densidade das bactérias do biofilme e a biofilmes mais
complexos, e consequentemente a textura (ornamentacdo) externa das

conchas;

(i) O tamanho da concha é uma das variaveis mais significativas em relagéo a
colonizacdo dos invertebrados (esclerobiontes). A ornamentacdo externa

também influencia a colonizagdo, como demonstrado experimentalmente.
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(v)
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No entanto, todos os fatores podem ter um efeito covariavel, afetando uns

ao0s outros;

Os padrdes de ocorréncia de colonizagdo observadas para as conchas de
bivalves ndo se aplicam da mesma maneira as conchas de gastrépodes
(ornamentacdo externa e modo de vida/ exposicdo ao meio), 0 que

provavelmente esté relacionado a outros fatores que ndo foram avaliados;

Padrbes semelhantes de ocorréncia de colonizagdo foram observadas entre 0s
dados experimentais e deposicionais (assembleia de conchas), apesar do viés
tafomonémico, mostrando um padrdo de colonizacdo. Essas observacdes
permitem inferir que um experimento pode ser usado para explicar padrdes

paleontoldgicos.

(ver artigo completo publicado no periédico Plos One no APENDICE I,

pagina 144)
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5 CAPITULO Il

“Selecao e avaliagao de antimicrobianos para inibicéo
de bactérias e fungos em cultivos marinhos
controlados: potencial, efeito, eficiéncia e metodologia

de aplicagao”

Objetivo 3
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5.1 Introducéo

Experimentos cientificos laboratoriais envolvendo popula¢ées ou comunidades
aquaticas sdo muitas vezes prejudicados pela presenca de bactérias no meio de cultivo,
que podem ser responsadveis por camuflar os resultados, devido ao papel que
desempenham dentro da comunidade (Spencer 1952). Embora, a real interferéncia
destes micro-organismos em sistemas aquaticos, mesmo laboratoriais, seja dificil de ser
mensurada, pois condicdes, total (axénicas) ou parcialmente (semi-axénicas) livres de
bactérias, sdo dificilmente atingiveis por longos periodos (Trottet et al. 2011). Neste
contexto, um método eficiente para a inibicdo de bactérias, que ndo prejudique os
organismos nao-alvo, é necessario para permitir o estabelecimento de cultivos sem a sua
influéncia, bem como, para a execucdo de testes de hipdteses que avaliem e
quantifiqguem o real papel destes micro-organismos na comunidade (Agostini 2014).

Yetka & Wiebe (1974) propuseram a utilizagdo de inibidores procaridticos, tais
como antibioticos, como uma ferramenta para inibir bactérias aquéticas e, assim,
permitir a execucdo de experimentos cientificos de cunho ecoldgico. Posteriormente,
varios autores relataram sucesso no uso dessas substancias para quantificar a respiragao
bacteriana (Pringault et al. 2009), crescimento bacteriano (Wheeler & Kirchmann 1986)
e assimilacdo de nitrogénio (Fouilland et al. 2007), bem como para compreender as
interacdes troficas aquaticas (DelLorenzo et al. 2001).

Estes inibidores também podem excluir a competicdo entre grupos, beneficiando
0 crescimento de um grupo particular, como as microalgas (Droop 1967, Hamdan &
Jonas 2007, Creswell 2010, Molina-Cardenas et al. 2016), ou acelerar o
desenvolvimento de espécies aquéticas tais como invertebrados e larvas de peixe
(Conover 1967, Tighe-Ford et al. 1970, Verner-Jeffreys et al. 2004, Roberts et al. 2007,
Agostini 2014, Howes et al. 2014).

Antimicrobianos tém sido usados h& muito tempo para controlar doencas
bacterianas e fungicas na aquicultura, mas o uso macigo dessas substancias sem cuidado
ou controle resultou em uma limitacdo/proibicdo dessas substancias em alguns paises
onde a producdo era destinada ao consumo humano (Defoirdt et al. 2007). No entanto,
com o devido cuidado, este procedimento pode ser utilizado em experimentos

cientificos dirigidos a obtengdo de sistemas sem ou com o minimo de contaminagéo
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microbiana. Em contrapartida, para o uso de antimicrobianos em experimentos
cientificos, é necessario estimar a eficiéncia real dessas substancias nas populagdes alvo
(i.e., bacteriana), e avaliar o seu efeito em diferentes niveis da comunidade, utilizando
organismos ndo-alvo como bioindicadores (Agostini 2014, Agostini et al. 2016).

A aplicacdo da combinacéo de antibidticos: 0,025 g L™ de penicilina G potéassica
+ 0,08 g L* de sulfato de estreptomicina + 0,04 g L™ de sulfato de neomicina proposta
por Agostini (2014) em ensaios laboratoriais com a comunidade plancténica marinha
resultou em uma inibicdo de até 95 % de bactérias associadas ao biofilme, bem como
ndo causou mortalidade a organismos nédo alvo, apresentando potencial de utilizacdo
para o teste de hipdteses envolvendo a comunidade aquatica. No entanto, este
tratamento apresentou crescimento de fungos, sendo necessario a inclusdo de um
antifngico e consequentemente testes para o desenvolvimento de um protocolo eficaz e
seguro.

Desta forma, os objetivos deste capitulo sdo: (i) confirmar o potencial de
utilizacdo da combinacgdo de antibidticos: 0,025 g L™ de penicilina + 0,08 g L™ de
estreptomicina + 0,04 g L™ de neomicina e o crescimento de fungos, caso confirmado,
(if) incluir o antifdngico nistatina (Finley 2012) a esta combinagdo, determinando a sua
concentracéo ideal para inibicdo de fungos (iii) sem afetar de modo agudo organismos
plancténicos ndo-alvo (i.e., holoplancton, meroplancton, bentos e fitoplancton), (iv)
determinar a Clsg, CLso e CEso de cada antimicrobiano, (v) verificar o efeito do
tratamento de antimicrobianos selecionado na inibicdo de micro-organismos
plancténicos e associados ao biofilme e (vi) avaliar métodos de manuseio e aplicagdo
que garantam uma maior eficiéncia, a fim de utilizar os antimicrobianos como

ferramenta para o teste de hipoteses em meio marinho laboratorial.
5.2 Sintese da Metodologia
5.2.1 Confirmacé&o do potencial da combinagéo de antibioticos
Foi realizado um experimento para avaliar o real potencial do uso da

combinacdo de antibidticos proposto por Agostini (2014) em comparagdo a outros

tratamentos, envolvendo os antibidticos mais citados na literatura para uso em cultivos
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de plancton marinho (ver resumo referente a reviséo sobre antimicrobianos
submetida ao periddico Latin American Journal of Aquatic Research no
APENDICE Ill, pagina 178).

Para avaliar o efeito de diferentes combinagdes de antibiéticos na comunidade
planctonica marinha foram utilizados cinco tratamentos com doze repeticdes com trés
copépodos da espécie Acartia tonsa Dana 1849, sugerida pela ISO (ISO 14669 1999)
como sensivel, com 1 organismo 20 mL™, sendo contabilizada a sua sobrevivéncia a
cada 24 h durante 72 h (Delupis et al. 1992). O meio de cultivo foi semi-estatico, sendo
completamente renovado a cada 24 horas para assegurar o efeito dos agentes
antimicrobianos utilizados. A Tabela 3 apresenta os tratamentos utilizados para
realizacdo do experimento.

Posteriormente, um segundo experimento foi realizado para avaliar os efeitos
iniciais do tratamento de antibidticos na comunidade bacteriana, com os melhores
resultados de sobrevivéncia obtidos no primeiro experimento, bem como a sua meia-

vida em meio marinho laboratorial.

Tabela 3. Apresentacdo dos tratamentos avaliados.

Abreviacédo Composicédo

Controle Sem antimicrobianos

0,75 g L penicilina G potéassica + 0,75 g L™ sulfato de estreptomicina

T (modificado de Spencer 1952)

- 0,025 g L™ penicilina G potassica + 0,08 g L™ sulfato de estreptomicina
+ 0,04 g L? sulfato de neomicina (Agostini 2014)

T3 0,63 g L penicilina G potassica + 0,3 g L™ sulfato de estreptomicina +
0,05 g.L* sulfato de neomicina + 0,01 g L™ cloranfenicol (Droop 1967)

T4 0,02 g L™ cloridrato de oxitetraciclina (Pereira Jr et al. 2006)

O experimento foi estatico e representado por dois tratamentos contendo o meio
de cultivo (120 mL) e seis substratos de madeira para o crescimento do biofilme. Para
estimar a densidade de bactérias tanto planctonicas quanto associadas ao biofilme,
foram retiradas aliquotas do meio (1 mL) e substratos apds 6, 12, 24, 72, 120 e 168

horas de exposicdo de tratamento, em tréplicas (Figura 8).
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Experimento 1

5 tratamenios > sobrevivéncia de Acartia tonsa (24-72 h) ' semi-estatico
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Figura 8. Desenho esquematico dos experimentos da se¢do 5.2.1 para confirmacdo do
potencial dos antibidticos.

5.2.2 Inclusdo do antifungico e avalia¢ao dos efeitos na comunidade plancténica

A partir dos resultados obtidos na secdo 5.2.1, foram realizados experimentos
para avaliar a sobrevivéncia do copépodo Acartia tonsa (holoplancton), do cirripédio
Amphibalanus improvisus (Darwin, 1854) (meroplancton) e da microalga Conticribra
weissflogii Stachura-Suchoples e Williams 2009 (fitoplancton) expostos a combinacéao
de antibidticos (penicilina, estreptomicina e neomicina) propostos, em diferentes
concentracgdes, por Agostini et al. (2016) e DeLorenzo et al. (2001) (Tabela 4), somado
a concentracao de nistatina proposta por Finley (2012).

Dois copépodos, um macho e uma fémea, foram colocados em unidades
experimentais (UE) (1 organismo 25 mL™), um volume maior que o experimento
anterior devido ao uso de uma malha de 140 pm para separar 0S copépodos dos ovos e
pellets fecais produzidos (Runge & Roff 2000), com oito réplicas. Os copépodos foram
expostos a diferentes cenarios de aplicacdo dos antimicrobianos: no meio de cultivo e
no alimento (MF), somente no meio de cultivo (M) e somente no alimento (F).
Enquanto as cipris dos cirripédios foram depositadas em outras UE (similares a placas
multipogos) individualmente (1 organismo mL™) com seis réplicas por tratamento. Os
experimentos foram estaticos e cada UE foi observada a cada 24 horas durante 96 horas

(Resgalla & Laitano 2002). Os ovos e as pelotas fecais produzidas pelos copépodos
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foram contabilizadas apenas ao final do experimento (96 horas) para avaliar os efeitos

dos tratamentos na alimentacao e na reproducéo.

Tabela 4. Apresentacdo dos tratamentos utilizados para avaliar o potencial de incluséo
do antifingico nistatina (0,05 g L) proposto por Finley (2012) & combinagdo de
antibiodticos proposto por DeLorenzo et al. (2001) e Agostini et al. (2016).

Abreviacgéo Composicéo

Controle  Sem antimicrobianos

- 0,025 g L™ de penicilina G potassica + 0,08 g L™ de sulfato de estreptomicina
A
+ 0,04 g L* de sulfato de neomicina (Agostini et al. 2016)

- 0,025 g L™ de penicilina G potassica + 0,08 g L™! de sulfato de estreptomicina
A+nistatina
+ 0,04 g L sulfato de neomicina + 0,05 g L* de nistatina

- 0,025 g L de penicilina G potassica + 0,04 g L™ de sulfato de estreptomicina
D
+ 0,08 g L de sulfato de neomicina (DeLorenzo et al. 2001)

- 0,025 g L™ de penicilina G potassica + 0,04 g L™ de sulfato de estreptomicina
D+nistatina
+ 0,08 g L de sulfato de neomicina + 0,05 g L de nistatina

Para o experimento com Conticribra weissflogii, foi utilizada a concentragéo
inicial de 31 células mL™, mantidas em 200 mL de meio, com seis repeticdes para cada
tratamento. O experimento foi estatico. Para acompanhar o aumento da densidade
celular, foram amostrados 2 mL de cada UE (200 mL) com 24, 96, 168 horas de
exposicao, no mesmo horério e ap6s a homogeneizacdo. O material foi depositado em
tubos de reacdo e fixado com lugol (1 %) (Throndsen 1978). As contagens de células
foram realizadas em camaras de Neubauer sob um microscépio (40x - Olympus BH-2)
(Figura 9).

A partir dos resultados obtidos, um quarto experimento foi realizado a fim de
avaliar a sobrevivéncia do copépodo Acartia tonsa em contato com o tratamento de
antibidticos que apresentou a maior sobrevivéncia nos experimentos anteriores com
diferentes concentragfes de nistatina, sendo dois individuos, sem distin¢do de sexo,
depositados em cada UE (1 organismo 20 mL™), com dez réplicas por tratamento. O
experimento foi semi-estatico. Para avaliar o impacto dos tratamentos sobre a
sobrevivéncia do copépodo, cada UE foi observada a cada 24 horas durante 96 horas

(Resgalla & Laitano 2002). A Tabela 5 apresenta os tratamentos testados.
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Experimento 1 d Q

sobravivéncia de Acartia tonsa (24-96 h) ’

tratamentos . . :
5 tratamento producdo de ovos e pelotas fecais (96 h)
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Experimento 3

5 tratamentos > crescimento de Conticribra weissflogii (24, 96, 168 h) @ estilco

Figura 9. Desenho esquematico dos experimentos da secdo 5.2.2 para inclusdo do
antifungico a combinacdo de antibidticos e avaliacdo dos efeitos na comunidade
planctdnica ndo alvo.

Posteriormente, foi realizada a avaliagdo da eficAcia e da meia-vida da
combinacdo de antibidticos na inibicdo de bactérias e fungos aderidos, com o0s

tratamentos que apresentaram a maior sobrevivéncia de Acartia tonsa, em tréplicas.

Tabela 5. Apresentacdo dos tratamentos utilizados para avaliar o potencial de incluséo
de diferentes concentracdes de nistatina a combinacdo de antibidticos proposta por
Agostini et al. (2016).

Abreviacédo Composicédo
Controle Sem antimicrobianos
T 0,025 g L penicilina G potassica + 0,08 g L™ sulfato de estreptomicina
A
+ 0,04 g L sulfato de neomicina (Agostini et al. 2016)
Ta+n; Ta +0,0025 g L nistatina
Ta+n; Ta + 0,005 g L nistatina
Tatns Ta + 0,01 g L7 nistatina
Tatns Ta + 0,015 g L nistatina

Tatns Ta+ 0,02 g L7 nistatina
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Para tal, foram depositados seis substratos de madeira em novas UE (120 mL).
Para estimar a densidade de bactérias do biofilme, os substratos foram retirados apos 3,
6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 48 e 168 horas de exposicdo aos tratamentos, sendo o

experimento estatico (Figura 10).

\/ melhores resultados + [ ] nistatina

Experimento 4
7 tratamentos > sobrevivéncia de Acartia tonsa (24-96 h) I semi-estatico
Experimento 5 4 tratamentos \/ maior sobrevivécia
—
//\ -
.- - - - - ciarias db biol me asiatico
L B R N
- - L = Lt
‘TN gy - ~|'.‘:‘

3.6 8,12, 15,18, 21, 24, 480 168 1

‘Figura 10. Desenho esquematico dos experimentos da sec¢do 5.2.2 para inclusdao do
antifungico a combinacdo de antibidticos e avaliacdo dos efeitos na comunidade
bacteriana.

5.2.3 Influéncia da salinidade e da contaminagao via ar

Apbs selecionar o tratamento composto por antibidticos e antifungico nos
experimentos da secdo 5.2.2, realizou-se um experimento dividido em cinco etapas.
Primeiramente, foi avaliada a sobrevivéncia e o assentamento do cirripédio
Amphibalanus improvisus em meio de cultivo com a combinagdo selecionada de
antimicrobianos: 0,025 g L™ de penicilina G potassica + 0,08 g L de sulfato de
estreptomicina + 0,04 g L™ de sulfato de neomicina + 0,005 g L de nistatina, exposta a
diferentes salinidades (Tabela 6). O experimento foi conduzido com dois individuos
(cipris) em cada UE (1 organismo 20 mL™*) com oito réplicas por tratamento e foi semi-
estatico. A segunda etapa consistiu na avaliacdo, com 24 horas de exposi¢cdo em meio
estatico, da inibicdo das bactérias planctdnicas e das bactérias associadas ao biofilme

com cinco réplicas (volume 100 mL) para cada um dos seis tratamentos (Figura 11).
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Experimento 1
6 tratamentos > (controle e antimicrobianos em 3 salinidades)

sobrevivéncia de Amphibalanus improvisus (24-72 h) Q
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Figura 11. Desenho esquematico dos experimentos da secdo 5.2.3 para avaliar a
influéncia da salinidade na eficiéncia dos antimicrobianos.

Tabela 6. Apresentacdo dos tratamentos utilizados nos seis tratamentos em trés
salinidades para avaliar a resisténcia de Amphibalanus improvisus e a inibicdo de
bactérias planctdnicas e de bactérias associadas ao biofilme.

Abreviagao Composigéo
Ca1 Sem antimicrobianos em salinidade 1
Tasnst Antimicrobianos na salinidade 1
Csis Sem antimicrobianos em salinidade 15
Tasnsis Antimicrobianos na salinidade 15
Cs2s Sem antimicrobianos em salinidade 25
Ta+Ns25 Antimicrobianos na salinidade 25

Os cirripédios utilizados no experimento foram obtidos a partir de amostras de
zooplancton coletadas sob um evento El Nifio (dezembro de 2014) (Australian
Government Bureau of Meteorology 2015) no estuario interno (salinidade 1) e canal
(salinidade 15) da Lagoa dos Patos, e na Praia do Cassino (salinidade 25), Rio Grande,
RS (Figura 12). Para avaliar o impacto dos tratamentos sobre a sobrevivéncia e
assentamento dos cirripédios, os cultivos foram observados a cada 24 horas durante 72
horas (Piazza et al. 2012).
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Figura 12. Mapa com localizacdo dos pontos de coleta no municipio de Rio Grande no
Rio Grande do Sul, Brasil.

A terceira etapa consistiu na avaliacdo da sobrevivéncia e do assentamento do
cirripédio Amphibalanus improvisus em salinidade 25, exposto a tratamentos com
antimicrobianos em cultivos abertos (sem cobertura, permitindo a contaminacéo via ar)
e fechados (cobertos com filme PVC, evitando a contaminacdo via ar), com oito
réplicas. Para avaliar o impacto dos tratamentos sobre a sobrevivéncia e assentamento
dos cirripédios, os cultivos foram observados com 72 horas de exposi¢&o.

A quarta e a quinta etapa consistiram na estimativa da inibicdo de micro-
organismos planctdnicos e associados ao biofilme. Para isso, dois e quatro substratos de
madeira foram depositados em distintas UE (40 e 80 mL, respectivamente), e retirados
em tréplica. Foram avaliados os efeitos iniciais (12 e 24 horas) (quarta etapa) e tardios
(7, 14, 21 e 28 dias) (quinta etapa) dos antimicrobianos em meio de cultivo, sendo o
experimento estatico (Figure 12).

A Tabela 7 apresenta os tratamentos testados para avaliar a contaminacao do ar
na sobrevivéncia de A. improvisus e na comunidade bacteriana inicial e na comunidade

de micro-organismos tardia.
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Figure 13. Desenho esquematico dos experimentos da secdo 5.2.3 para avaliar a
influéncia da contaminagdo via ar na eficiéncia dos antimicrobianos.

Tabela 7. Apresentacdo dos tratamentos utilizados para avaliar a contaminacdo do ar na
sobrevivéncia de Amphibalanus improvisus e na comunidade bacteriana inicial (%) e na
comunidade de micro-organismos tardia (°).

Abreviacgédo Composicédo

Controle Sem antimicrobianos - aberto &P

T 0,025 g L™ penicilina G potassica + 0,08 g L™ sulfato de estreptomicina +
A

0,04 g L sulfato de neomicina — aberto °
. 0,025 g L* penicilina G potassica + 0,08 g L™ sulfato de estreptomicina +
A+N
' 0,04 g L! sulfato de neomicina + 0.005 g L™ nistatina — aberto &P

Controle*  Sem antimicrobianos - fechado 2P

T 0,025 g L™ penicilina G potassica + 0,08 g L™ sulfato de estreptomicina +
A
0,04 g L'! sulfato de neomicina - fechado

T 0,025 g L* penicilina G potassica + 0,08 g L™ sulfato de estreptomicina +
A+N

0,04 g L* sulfato de neomicina + 0.005 g L™* nistatina - fechado 2
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5.2.4 Avaliagéao dos efeitos no fitoplancton, micoplancton e bacterioplancton

Este experimento foi conduzido durante sete dias, usando -cultivos de
fitoplancton das espécies Isochrysis galbana Parke, 1949, Conticribra weissflogii e
Prorocentrum micans Ehrenberg, 1834 como bioindicadores. As culturas foram
inoculadas em frascos Erlenmeyer (200 mL) previamente autoclavados, contendo 100
mL de meio e indculo, representando trés tratamentos (Tabela 8) com quatro repeticbes
cada.

As espécies foram cultivadas em diferentes meios de cultivo. Para C. weissflogii
foi usado o meio F/2+silica (Guillard 1975), para I. galbana, o meio F/2 (Guillard,
1975), e para P. micans, o0 meio L1 (Guillard & Hargraves, 1993). Todos os cultivos
foram mantidos na temperatura de 25 + 1 °C, salinidade 30 e fotoperiodo 12h:12h

(claro:escuro) com luz artificial 3.780 lux em incubadora tipo DBO (Marconi 403).

Tabela 8. Apresentacdo dos tratamentos utilizados nos cultivos de Conticribra
weissflogii, Isochrysis galbana e Prorocentrum micans.

Abreviacéo Composicéo

Controle* Sem antimicrobianos

0,025 g L penicilina G potassica + 0.08 g L sulfato de estreptomicina

Tax
+ 0,04 g L sulfato de neomicina (Agostini et al. 2016)
- 0,025 g L™ penicilina G potassica + 0.08 g L* sulfato de estreptomicina
A+N*
+ 0,04 g L sulfato de neomicina + 0,005 g L nistatina
A concentragdo inicial de C. weissflogii, I. galbana, e P. micans usadas no

experimento foram 600, 800 e 100 células mL™, respectivamente. Em cada UE, cobertas
com filme PVC, foram depositados quatro substratos de madeira para avaliar a
comunidade associada ao biofilme.

Para verificar as alteragdes no biovolume e na densidade das celulas das
microalgas, foram removidas diariamente amostras de 2 mL de cada cultivo apés
homogeneizacdo manual. O material coletado foi depositado em tubos de reagdo e
fixado com lugol (1 %) (Throndsen 1978).

As contagens de células foram feitas em cadmara de Neubauer utilizando um

microscopio optico (Olympus CH2) com uma amplia¢do final de 40x. A densidade
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celular, o rendimento (NtNo) e as taxas de crescimento especifico () foram estimados
(Wood et al. 2005).

A estimativa do biovolume (um3) das microalgas foi analisada através dos
modelos geométricos de Sun & Liu (2003), relacionando a forma das células (25 células
por réplica).

Para estimar a densidade bacteriana plancténica (org mL™) e do biofilme (org
cm2), foram retiradas aliquotas do sobrenadante do meio (1 mL) apds centrifugacdo, e
substratos, os quais foram imersos em agua salina estéril, para o desprendimento de

bactérias por ultra-som (Oliveira et al. 2006) (Figure 14).

Experimento 1 T
p S & L
3 tratamentos Conticribra weissflogii, Isochysis galbana, Prorocentrum micans  estatico

crescimento e biovolume (24-168 h)

\\
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U
3 v

24,772,120, 168 h

.Figure 14. Desenho esquematico dos experimentos da se¢do 5.2.4 para avaliacdo 0s
efeitos dos antimicrobianos no fitoplancton, micoplancton e bacterioplancton.

5.2.5 Determinagéo da Clso, CLso e CEso

Para a determinacdo de possiveis efeitos toxicos dos antimicrobianos (penicilina
G potassica, sulfato de estreptomicina, sulfato de neomicina e nistatina) em diferentes
organismos marinhos (Dunaliella tertiolecta Butcher 1959, Amphibalanus amphitrite
(Darwin 1854), Tigriopus fulvus fulvus (Fischer 1860)) foram realizados experimentos
laboratoriais no lIstituto de Scienze Marine (ISMAR), ltalia, sendo primeiramente
testada a toxicidade da seguinte faixa de concentragdo: 0; 0,1; 1; 10; 100 mg L™ para
cada substancia individualmente em meio natural estéril com salinidade 37.
Posteriormente, selecionou-se uma segunda faixa de concentragcbes baseada nos
resultados obtidos (Figura 15). A Tabela 9 apresenta as concentragcoes (mg L)

selecionadas para cada substancia.
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O potencial dos antimicrobianos para inibir o crescimento de algas foi avaliado
utilizando a alga verde Dunaliella tertiolecta, representando o fitoplancton. As algas
foram obtidas da colecdo do CNR ISMAR (Genova, Itdlia). As células de algas foram
cultivadas em agua do mar artificial Instant Ocean® com meio de cultura F/2 completo
(Guillard & Ryther, 1962) a 20 + 0,5 °C com um fotoperiodo de 12h:12h (claro:escuro)

e intensidade de luz de 6.000 e 10.000 lux (Sbrilli et al. 1998).

Tabela 9. Tipo de substancia e faixa de concentracéo

antimicrobiano.

selecionada para cada

Antimicrobianos Substancia Caracteristica Concentragdes (mg L)
Penicilina G potassica antibiético inibidor de procarionte  0; 25; 50; 100; 250; 500
Sulfato de estreptomicina antibiético inibidor de procarionte  0; 25; 50; 100; 250; 500
Sulfato de neomicina antibiotico inibidor de procarionte  0; 25; 50; 100; 250; 500
Nistatina antifungico inibidor de eucarionte 0; 1; 5; 10; 50; 100

Os testes de toxicidade foram estaticos e realizados de acordo com o método
ISO (1SO 10253 2006), modificado conforme relatado na ICRAM (2001) e Costa et al.
(2016) usando placas de 24 pocos em substituicdo aos frascos de vidro. Foram
preparadas quatro repeticbes para cada concentracdo antimicrobiana, incluindo o
controle. A concentragéo inicial utilizada no ensaio foi de 1x10* células mL™. Ap6s 72
h, o crescimento da cultura foi interrompido usando a solu¢do de Lugol (Throndsen
1978, ICRAM 2001) e a inibicdo do crescimento de algas (% IC) foi avaliada em
camara de Neubauer, usando um microscopio invertido Leitz Diavert (Leitz,
Alemanha).

Os sacos ovigeros do copépode benténico Tigriopus fulvus fulvus foram
coletados e separados de fémeas do cultivo pré-estabelecidos no CNR ISMAR. Apos 24
horas a 20 + 2 °C com fotoperiodo de 16h:8h (claro:escuro), os nauplius Il disponiveis
apos a eclosdo dos ovos foram utilizados. Os testes foram realizados em condicdes
determinadas pelo método UNICHIM 2396 (UNICHIM 2014) e Faraponova et al.
(2016). Os testes de exposicdo aguda foram realizados em placas de 24 pogos com
inspecdes da mortalidade (M%) a cada 24 h. Os organismos foram considerados mortos
quando incapazes de mover qualquer apéndice, mesmo apos o estimulo fisico. Quinze
individuos para cada tratamento em tréplica foram imersos em 2 mL de solugéo (Tabela
9).
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Os nauplios Il de Amphibalanus amphitrite foram obtidos em condicGes
laboratoriais, conforme protocolo de Piazza et al. (2012). Para a configuracdo dos
bioensaios, foram colocados entre 15-20 organismos em placas de 24 pocos de
poliestireno contendo 2 mL de diluigbes de antimicrobianos em diferentes
concentragoes (Tabela 9). Os organimos foram incubados a 20 + 0,5 °C no escuro. Cada
tratamento foi preparado com quatro repeticdes e o ensaio foi estatico. Apos 24 e 48 h,
as porcentagens de mortalidade (%M) e alteracdo da natacdo (%SSA) foram avaliadas
sob estereomicroscopio (Leica MZ6). O nimero de imobilidade foi calculado por larvas
mortas (considerando como mortas as larvas que ndo movem os apéndices durante 10 s)
e as larvas "ndo natantes™ (larvas que ndo movimentam o centro do corpo, mas movem

seus apéndices) (Gambardella et al. 2015).

Experimento 1

5 tratamentos

naca ) 3 estatic
(cada antimicrobland) > determinagdo da faixa de concentragdo (24 h) estatico
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Experimento 2 determinac¢ao da Clso, CL50 e CE50 estatico

(cada antimicrobiano) Amphibalanaus amphitrite (24-48 h)
Tigriopus fulvus (24-48 h)

penicilina: 0-25-50-100-250-100 mg L v
estreptomicina: 0-25-50-100-250-100 mg L ’ ' 3
neomicina: 0-25-50-100-250-100 mg L S
nistatina; 0-1-5-10-50-100 mg L"
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Figure 15. Desenho esquematico dos experimentos da secdo 5.2.5 para avaliacdo 0s
efeitos toxocologicos dos antimicrobianos no fitoplancton e zooplancton.

Os testes de mortalidade e/ou imobilidade foram considerados validos quando a
mortalidade/imobilidade no controle foi inferior a 10 % (US EPA 2002). Os testes de
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inibicdo de crescimento de algas foram considerados validos se a densidade celular do
controle aumentasse por um fator de mais de 16x com 72 h de exposi¢do (ISO 10253
2006) em relacdo a cada tratamento. Para cada teste, os valores médios de Clso, CLso,
CEsp e intervalos de confianca de 95 % foram calculados usando a analise de Spearman
e Karber (Finney 1978). Os valores médios foram expressos como Clso para o teste de
inibicdo do crescimento de algas (concentracdo capaz de inibir o crescimento em 50 %
em comparagdo com o controle) (Finney 1971), CLso para a mortalidade de crustaceos
(a concentracdo capaz de causar a mortalidade de 50 % da populacéo testada) e CEso
para A. amphitrite (a concentracdo capaz de causar a mortalidade + alteracdo na natagédo
de 50 % da populacdo testada).

5.2.6 Metodologia de aplicacdo de antimicrobianos em meio marinho laboratorial

Este estudo foi dividido em cinco experimentos: o primeiro teve como objetivo
avaliar a eficiéncia individual de cada agente antimicrobiano que compdem a
combinacdo proposta na sec¢do 5.2.4, em suas respectivas concentragcfes, na inibicao de
micro-organismos planctonicos e associados ao biofilme. O experimento teve duragao
de 24 horas, sendo avaliada a densidade bacteriana com 6, 12, 18 e 24 horas de
exposicao e foi representado por cinco tratamentos, dispostos em UE de 80 mL, com
cinco repeticdes (Figura 16). A Tabela 10 apresenta os tratamentos testados para avaliar

a eficiéncia individual de cada agente antimicrobiano.

Experimento 1

5 tratamentos ( | A‘, Baclérias plancionicas s\
(antimicrobianos > ;,f\ estatico
separados) e ™ L Bl Bactérias do biofilme

6,12, 18e24h

'Figura 16. Desenho esquematico dos experimentos da secdo 5.2.5 avaliando 0s efeitos
individuais dos antimicrobianos na comunidade bacteriana.
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Tabela 10. Apresentacdo dos tratamentos utilizados para avaliar a eficiéncia individual
de cada agente antimicrobiano na inibicdo de bactérias plancténicas e de bactérias do
biofilme.

Abreviacgéo Composicéo
Controle Sem antimicrobianos
Penicilina 0,25 g L* penicilina G potassica
Streptomicina 0,08 g L sulfato de estreptomicina
Neomicina 0,04 g L! sulfato de neomicina
Nistatina 0,005 g L nistatina

O segundo experimento avaliou a sobrevivéncia do copépodo Acartia tonsa, e 0
terceiro a inibicdo de micro-organismos plancténicos e associados ao biofilme expostos
a diferentes tempos de reposi¢do da combinagdo de antimicrobianos: 0,025 g L* de
penicilina G potassica + 0.08 g L™ de sulfato de estreptomicina + 0,04 g L de sulfato
de neomicina + 0,005 g L™ de nistatina no meio de cultivo (Tabela 11). O antifiingico
nistatina foi aplicado apenas no inicio do experimento. Os cultivos foram mantidos
cobertos (filme PVC) e em salinidade 25.

Para avaliar o impacto dos tratamentos na sobrevivéncia de A. tonsa, foram
utilizados seis tratamentos com quatro repeticdes com oito individuos adultos cada (1
organismo 20 mL1), sem distingdo de sexo. A sobrevivéncia foi observada a cada 24
horas durante 72 horas (Delupis et al. 1992).

O terceiro experimento teve duracdo de 10 dias (240 horas) e contou com cinco
réplicas, em 100 mL de meio, por tratamento. Para a estimativa da densidade bacteriana,
foram coletadas aliquotas (1 mL) e substratos de madeira apds 12, 48, 102, 144, 204 e
240 horas de exposicao.

No quarto experimento, foi avaliado o efeito de antimicrobianos na qualidade da
agua. Para isso, foram colhidas amostras de agua de 100 mL de cada tratamento que
continha 500 mL de volume em cada réplica (Tabela 11) com 72 e 240 horas de
exposicdo para determinar a quantidade de sdlidos totais (mg L), ortofosfato (POa)
(mg L), nitrito (NO2) (mg L) e sulfato (SO42) (mg L), sendo analisados seguindo a
metodologia descrita por APHA (2012).



68

Tabela 11. Apresentacdo dos tratamentos utilizados para avaliar a sobrevivéncia do
copépodo Acartia tonsa e a inibicdo de micro-organismos planctdnicos e associados ao
biofilme expostos a diferentes tempos de reposicdo da combinagdo antimicrobiana:
0,025 g L™ de penicilina G potassica + 0,08 g L™ de sulfato de estreptomicina + 0,04 g
L de sulfato de neomicina + 0,005 g L™ de nistatina.

Abreviacgédo Composicédo
Controle Sem antimicrobianos
Ti2x12 Reposicao a cada 12 horas
T2ax24 Reposicdo a cada 24 horas
T36x36 Reposicdo a cada 36 horas
Tagxas Reposigéo a cada 48 horas
T72x72 Reposicao a cada 72 horas

O quinto experimento avaliou a erradicacdo do biofilme, ou seja, a capacidade
da combinagdo de antimicrobianos para erradicar um biofilme bacteriano marinho ja
consolidado, utilizando o ensaio de cristal violeta adaptado de Antunes et al. (2010),

que avalia a biomassa do biofilme em espectrofotometro (Figure 17).
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Figure 17. Desenho esquematico dos experimentos da se¢do 5.2.5 para desenvolvimento
da metodologia de aplicacédo de antimicrobianos em meio marinho laboratorial.
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5.2.7 Metodologia geral e analises estatisticas

Todos os organismos do metazooplancton, com excegéo dos utilizados na segéo
5.2.5 (determinagdo da Clso, CLso e CEsp), foram coletados com uma rede de plancton
cilindro-conica de 30 cm, equipada com uma malha de 200 um. No laboratério, 0s
espécimes foram identificados e separados do resto da comunidade, com o auxilio de
pipetas Pasteur sob microscdpio estereoscopico (Olympus SZ40) (Lopes et al. 2017).
Posteriormente, foram aclimatados para eliminar os organismos debilitados pelo
estresse gerado na coleta.

As condicdes (temperatura, salinidade e fotoperiodo) dos experimentos foram as
mesmas das observadas em campo durante as respectivas coletas. Os copépodos foram
alimentados diariamente com a diatoméacea Conticribra weissflogii a uma concentragédo
de 20.000 células mL* (Teixeira et al. 2010).

As bactérias plancténicas coletadas das UE foram depositadas diretamente em
tubos de reacdo e preservadas com formaldeido estéril a 4 %. O biofilme foi
desprendido das superficies de madeira usando trés pulsos de 20 kHz de 15 s em cada
lado dos substratos (Oliveira et al. 2006) com o auxilio de um ultra-som Cole-Parmer®
(series 4710 - ultrasonic homogenizer). O material biolégico foi entdo depositado em
tubos de reacdo e armazenado no escuro a 8 °C até a analise. A densidade bacteriana
planctonica (org mL™) e do biofilme (org cm™) foi estimada com um citdmetro de fluxo
(BD FACSVerse™).

Para a avaliacdo da comunidade microbiana, o material bioldgico (da dgua e do
substrato) obtido a partir dos tubos de reacdo foi filtrado em filtros de policarbonato
(escurecido com Irgalan Black), corado com Laranja de Acridina (1 %) e observado sob
microscopio de epifluorescéncia (Zeiss Axioplan) em aumento de 1000x. A presenca ou
auséncia de fungos também foi observada. Os morfotipos bacterianos foram
classificados de acordo com Zaritsky (1975). O tamanho (um) e a complexidade das
celulas foram avaliados utilizando os parametros de Forward Light Scatter (FSC-A) e
Light Side Scatter (SSC-A) e microesferas de latex de 6 um (Molecular Probes™) como
padrdo (Herzenberg et al. 2006, Bouvier et al. 2011, Picot et al. 2012). O tamanho das
bactérias obtido no citbmetro de fluxo foi comparado as medidas obtidas em
microscopia de epifluorescéncia (medida de 100 bactérias). A estimativa e conversdo de
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biovolume (um3) para biomassa de células bacterianas (pg C cell?) foi feita usando o
fator de conversdo alométrica (0.09*biovolume®®) de Sun & Liu (2003) e Norland
(1993), respectivamente.

A andlise dos Modelos Lineares Generalizados (GLM) foi aplicada aos dados,
utilizando o software livre R (2016). O modelo utilizado foi adaptado aos dados com
distribuicdo Binomial/Multinomial (sobrevivéncia e assentamento) com funcéo de link
"logit" e com distribuicdo de Poisson (crescimento, rendimento e producdo) com funcao
de link "log". O teste a post-hoc Tukey seguiu as analises. A funcdo de ligacdo inversa
também foi usada para calcular as probabilidades estimadas. A analise de variancia
(ANOVA one-way), seguida de uma comparacdo de pares de Tukey foi utilizada para

os dados toxicologicos.

5.3 Sintese dos Resultados

5.3.1 Confirmacao do potencial dos antibidticos

Foram observadas diferencas significativas na sobrevivéncia do copépodo
Acartia tonsa entre os tratamentos (p<0,001). Os tratamentos T1 e T3 causaram a
mortalidade de todos o0s organismos nas primeiras 24 horas de exposicdo. Em
contapartida, os tratamentos T2 e T4 apresentaram 0 mesmo resultado que o controle
(100 % de sobrevivéncia) no mesmo periodo de observagéo.

Apoés 48 horas, 8, 17 e 25 % de mortalidade de A. tonsa foram observados no
controle, T2 e T4, respectivamente, mas sem diferencas significativas entre eles. No
final do experimento (72 horas de exposicdo), ndo houve diferenca estatistica nos
resultados entre o controle, T2 e T4. No entanto, o tratamento T2 foi selecionado para o
teste do potencial de inibicdo de bactérias tanto planctonicas quanto associadas ao
biofilme, por se tratar de uma combinagdo de antibidticos, garantindo um amplo
espectro de acao.

O tratamento T2 apresentou uma menor densidade de bactérias planctnicas (org
mL1) em comparagéo ao controle, sendo observadas diferencas significativas com 6 e
12 horas de exposicdo (p<0,001). Para as bactérias associadas ao biofilme (org cm?),

observou-se que o tratamento de antibi6ticos selecionado inibiu significativamente a
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colonizacdo bacteriana nos substratos com 12, 24 e 120 horas (p<0,001), com uma
reducdo bacteriana média de 78 % ao longo do experimento.

O maior efeito inibitorio de bactérias planctdnicas e de bactérias do biofilme em
relagdo ao controle ocorreu com 6 (88 %) e 12 horas (93 %) de exposicéo,
respectivamente.

Com 72 horas, os fungos do grupo Deuteromycota foram observados no
substrato (esporos), enquanto na coluna de agua sua presenca foi menos significativa.
Os fungos tanto livres quanto aderidos ndo foram observados no controle em qualquer

tempo de exposic¢do ou no T2 com 6, 12 ou 24 horas.

5.3.2 Incluséo do antifungico e avaliacdo dos efeitos na comunidade planctonica

Nos testes de resisténcia com Acartia tonsa (copépodo), Amphibalanus
improvisus (cirripédio) e Conticribra weissflogii (microalga) foram observados que 0s
tratamentos com antifingico nistatina (0,5 g L™?) foram os mais prejudiciais para
organismos ndo-alvo, bem como a concentracdo de antibioticos proposta por DeLorenzo
et al. (2001). Dentre os trés organismos avaliados, o copépodo A. tonsa foi o que
apresentou maior sensibilidade, principalmente na situacdo M (antimicrobianos somente
no meio de cultivo). Para este copépodo, o tratamento Ta apresentou a maior producao
média de ovos (63 + 25) e pelotas fecais (60 + 16) na situacdo MF (antimicrobianos no
meio de cultivo e no alimento), apresentando um maior desempenho que o controle.

No segundo experimento, foram observadas diferencas significativas na
sobrevivéncia do copépodo Acartia tonsa entre os tratamentos a partir de 48 h de
exposicdo. Onde o Ta+ns e Ta+ns foram letais para copépodos (sobrevivéncia de 0 %),
diferentemente do controle e dos outros tratamentos com antimicrobianos (>90 % de
sobrevivéncia) (p<0,003). A mesma situagdo ocorreu com 72 h de exposicao.
Entretanto, a sobrevivéncia no controle foi de 80 %. Com 96 h ndo foram observadas
diferengas entre o controle (sobrevivéncia de 80 %) e os tratamentos Ta (Sobrevivéncia
de 100 %), Ta+n; (70 % de sobrevivéncia), Ta+n2 (sobrevivéncia de 65 %) (p>0,960).
Embora, tenham sido observadas diferencas (p<0,009) entre o controle e 0 Ta+ns

(sobrevivéncia de 20 %).
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Em relacdo a densidade bacteriana, observou-se uma diminuicdo das bactérias
associadas ao biofilme nos tratamentos com antimicrobianos (Ta, Ta+ni e Ta+nz) em
relacdo ao controle com 3, 6, 9, 12 e 15 horas de exposic¢éo (p<0,001).

A partir das trés primeiras horas do experimento, observou-se redugdo na
densidade bacteriana (>30 %), embora com 12 horas tenha sido registrada a maior
inibicdo (95 %) em comparacao ao controle. A partir de 15 horas de exposicdo, ocorreu
um aumento de densidade bacteriana em todos os tratamentos com antimicrobianos.

Em relacdo ao tamanho celular, todos os tratamentos com antimicrobianos
apresentaram 0s mesmos valores que o controle com 12 horas de exposi¢do, bem como
apenas uma populacdo, sendo a forma bacteriana cocoide predominante.

Todos os tratamentos com antimicrobianos testados foram eficazes na reducgéo
da densidade bacteriana, entretanto para a presenca de fungos somente o tratamento
Ta+n2 impediu a colonizacdo destes eucariotos. Fungos ndo foram registrados no

controle.

5.3.3 Influéncia da salinidade e da contaminacao via ar

N&o foram encontradas diferencas significativas na sobrevivéncia do cirripédio
Amphibalanus improvisus entre os tratamentos (p>0,732). Em qualquer salinidade, com ou
sem a aplicacdo de antimicrobianos, a sobrevivéncia foi equivalente. Em contraste, para o
assentamento foram observadas diferengas a partir de 24 horas de exposigéo (p<0,024).

Na Salinidade 1 ndo houve assentamento no controle nem nos tratamentos com
antimicrobianos. Para as salinidades 15 e 25, a taxa de assentamento aumentou em relacéo
ao tempo de exposicdo, independentemente do meio. A maior taxa de assentamento
ocorreu na salinidade 15 com 72 h de exposigéo (75 %).

As bactérias planctonicas apresentaram maior densidade (org mL™) no Cszs, sendo
significativamente diferente do tratamento Ta+ns2s, que apresentou uma densidade 95 %
menor (p<0,001). Na salinidade 15 (canal), observou-se 0 mesmo padrdao (p<0,001),
porém com menor percentual de reducéo bacteriana (74 %). Para a salinidade 1 (estuario
interno), ndo houve diferencas significativas entre o controle e o tratamento com
antimicrobianos, embora a média de densidade bacteriana plancténica do Cs; (16x10° +
4.260.000) tenha sido 36 % menor que no Tasnst (27x10° + 5.000.000).
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As bactérias do biofilme mostraram diferencas significativas na densidade (org cm’
2) entre 0 controle e o tratamento com antimicrobianos somente na salinidade 25
(p<0,001), sendo verificada uma diminuigdo (77 %) das bactérias no Ta+ns2s comparado ao
Cszs. Na salinidade 15, a densidade média foi menor para Tasnsis (20x10° + 6.465.135),
com uma reducdo de 39 % em relagdo a densidade média das bactérias do Csis (33x10° +
6.984.127). Quanto a salinidade 1, foi observado o inverso, sendo 0 Ta+ns1 O detentor da
maior densidade de bactérias (41x108 + 105.24.793), quando comparado ao Cs; (25x10° +
2.388.571), com 37 % menos bactérias do que o tratamento com antimicrobianos.

Tanto na comunidade plancténica quanto na do biofilme, a forma bacteriana
dominante foi cocoides, sendo observada apenas uma populagdo. Nenhum fungo foi
observado.

No experimento realizado para avaliar a influéncia da contaminagdo microbiana via
ar no cultivo do cirripédio Amphibalanus improvisus, ndo houve diferenga significativa na
sobrevivéncia das cipris entre os tratamentos (p=0,726). No entanto, diferencas
significativas foram observadas para a comunidade bacteriana planctonica (p<0,001) e
associada ao biofilme (p<0,001). Com 12 horas de exposicao, tanto a condicdo fechada
quanto a aberta ndo interferiram na densidade bacteriana. Por outro lado, com 24 horas, as
UE abertas apresentaram maior densidade média de bactérias planctonicas: C24h (6x10° +
4.550.175), Tasn24h (0,2x10° + 54.629) do que as UE cobertas com filme PVC: C24h*
(5x10° + 1.866.498), Ta«n24h* (0,1x10° + 28.181). Ja as bactérias de biofilme
apresentaram o mesmo padrdo entre as UE abertas: C24h (22x10° + 4.645.833), Ta+n24h
(9%x10° + 4.788.059) e fechadas: C24h* (16x10° + 6.065.476), Tan24h* (6x10° +
4.611.719).

Assim, quando combinamos o0 uso de antimicrobianos em UE cobertas com filme
PVC a inibicdo bacteriana foi de 98 % para bactérias planctonicas e de 72 % para bactérias
associadas ao biofilme com 24 horas de exposicdo (p<0,001), comparando ao controle
aberto.

Em um periodo maior de cultivo, verificou-se que as UE fechadas apresentaram
menores densidades bacterianas plancténicas (p<0,001) e associadas ao biofilme (p<0,001)
do que as UE abertas, com as menores densidades em cultivos tratados com
antimicrobianos. Através de um comparativo entre 0 C e 0 Tasn* com 7, 14, 21 e 28 dias

de exposi¢do, é possivel observar uma redugdo na densidade de bactérias planctonicas de
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57, 55, 63 e 92 %, respectivamente, e uma reducgdo na densidade de bactérias do biofilme
de 77,94,92 e 76 %.

Em ambos os tratamentos e comunidades a forma cocdide das bactérias foi
predominante, sendo observada apenas uma populacao de bactérias plancténicas e duas de
bactérias do biofilme tanto de UE abertas quanto fechadas.

Nos tratamentos com antimicrobianos, observou-se tamanhos de células menores
de bactérias plancténicas quando comparado ao controle. O mesmo foi observado para
todos os tratamentos da comunidade do biofilme. O tratamento Ta+ne Ta+«n*, bem como

o0 controle ndo apresentaram fungos, diferentemente do Tae Ta*.

5.3.4 Avaliacéo dos efeitos no fitoplancton, micoplancton e bacterioplancton

As espécies de fitoplanton Conticribra weissflogii e Prorocentrum micans ndo
apresentaram diferencas (p>0,318) em suas densidades celulares médias (células mL™?)
entre os tratamentos, desde o inicio (24 h) até o final do experimento (168 h).

Isochrysis galabana apresentou diferencas na densidade celular entre
tratamentos com 24 e 120 horas de exposicao (p<0,004). Com 24 h, os tratamentos Ta*
(11.725 + 1.075 células mL™) e Tasn* (11.650 + 1.350 células mL™) apresentaram uma
maior densidade que o controle* (7.800 + 500 células mL™). Por outro lado, com 120 h,
0 Ta* (25.600 + 3.550 cél mL™?) apresentou uma menor densidade (64.500 + 10.250
células mL™Y).

Houve um aumento continuo na densidade celular nos tratamentos controle* e
Ta+n* porém o Ta* apresentou oscilacdo na densidade de microalgas entre os tempos
de exposicdo. Em relacdo ao rendimento das espécies de fitoplancton, ndo foram
observadas diferencas entre os tratamentos (p>0,085). Embora, o biovolume das células
das microalgas (umd®) tenha apresentado variagdo entre o0s tratamentos com
antimicrobianos comparados ao controle* para todas as espécies (p<0,001), sendo o
controle* detentor dos maiores biovolumes.

Em média, os tratamentos Ta* e Ta+n* reduziram 75 e 67 % da densidade de
bacterias planctonicas dos cultivos de C. weissflogii; 48 e 58 % de 1. galbana; e 25 e 29

% de P. micans, respectivamente, enquanto que estes mesmos tratamentos reduziram 26
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e 15 % do biofilme dos cultivos de C. weissflogii; 6 € 19 % de I. galbana; e 6 e 37 % de
P. micans, respectivamente.

Com relacdo a comunidade bacteriana dos cultivos de microalgas com 168 horas
de exposi¢do, observou-se que as bactérias planctdnicas tendem a apresentar mais de
uma populagéo, diferentemente do biofilme bacteriano que apresentou apenas uma
populacdo, independentemente do tratamento. As bactérias planctdnicas apresentaram
um maior tamanho celular do que as do biofilme. Houve um aumento no tamanho
celular entre 24 e 168 h. Além disso, os tratamentos com antimicrobianos apresentaram
células bacterianas maiores que o controle*.

Quanto a presenca de fungos, observou-se que o tratamento controle* ndo
apresentou contaminacao em qualquer momento. O mesmo foi verificado para todos 0s
tratamentos de Conticribra weissflogii. Por outro lado, fungos foram registrados no
tratamento Ta* e Ta+n* para Prorocentrum micans com 168 h e para Isochrysis galbana
apenas no Ta* com 168 h de exposicéo.

5.3.5 Determinacdo da Clsg, CLsg e CExso

Os antibidticos penicilina, estreptomicina e neomicina ndo apresentaram efeitos
toxicos, mesmo em alta concentragdo (500 mg L™1). Por outro lado, para o antifiingico
nistatina foi possivel calcular o Clso, CLso € CE=o, 0 qual deve ser aplicado em baixas
concentragdes (<10 mg L) em cultivos de organismos. Os resultados mostraram que
CEsop48h do cirripédio Amphibalanus amphitrite € o pardmetro mais sensivel para
estimar a toxicidade de antimicrobianos quando comparado ao Clso72h da microalga
Dunaliella tertiolecta e ao CLso48h do copépodo Tigriopus fulvus fulvus. Embora, todos

tenham sido capazes de identificar um efeito dose-dependente para a nistatina.
5.3.6 Metodologia de aplicagdo de antimicrobianos em meio marinho laboratorial
Ao analisar a eficiéncia individual de cada antimicrobiano, verificou-se diferencas

significativas entre tratamentos na inibicdo de bactérias planctonicas (p<0,002) e do
biofilme (p<0,002).
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A maior inibicdo bacteriana ocorreu com 24 h de exposicdo para as bactérias
plancténicas, sendo representada pela penicilina (86 %) e com 12 h para as bactérias de
biofilme, sendo representada pela neomicina (66 %) quando comparadas ao controle.

Todos os antibioticos iniciaram a agdo entre 6 e 12 horas de exposi¢do. Para
penicilina, neomicina e estreptomicina, a inibicdo de bactérias plancténicas mais elevada
em comparacéo ao controle ocorreu entre 19 e 24 horas de exposi¢do. Por outro lado, para
as bactérias de biofilme a maior inibicdo ocorreu com12 horas.

Os antimicrobianos tém uma inibicdo média mais elevada para as bactérias
presentes na coluna de &gua em comparacdo com as associadas ao substrato. Para ambas as
comunidades, plancténica e do biofilme, a penicilina apresentou a menor densidade
bacteriana média em comparacgéo ao controle.

Quanto ao segundo experimento, envolvendo a combinacdo de antimicrobianos,
observou-se que o copépodo Acartia tonsa foi resistente a todas as frequéncias de
reposicao (p>0,059), sendo observadas diferencas significativas na densidade bacteriana
planctbénica (p<0,001) e do biofilme (p<0,001) entre os tratamentos. Para bactérias
plancténicas, de 12 a 240 horas de exposi¢do, todos os tratamentos com antimicrobianos
mostraram menos bactérias do que o controle (p<0,001). Para a comunidade de biofilme,
observou-se 0 mesmo, no entanto com 240 horas apenas 0 T1ox12 apresentou diferenca em
relacdo ao controle (p<0,040).

A maior inibicdo bacteriana ocorreu no tratamento Tixxi2 com 12 horas de
exposicdo para as bactérias planctonicas (92 %) e associadas ao biofilme (93 %) em
comparacao ao controle. Por outro lado, observou-se que hd uma perda de eficiéncia dos
antimicrobianos ao longo do tempo. Com 48 horas, a inibicdo foi de 89 e 78 %, com 102 h
de 85 e 77 %, com 144 h de 71 e 85 %, com 204 h de 72 e 70 %, com 240 h de 67 e 71 %
para bactérias planctdnicas e para as associadas ao biofilme, respectivamente.

Quanto a qualidade da agua, observou-se que a aplicacdo de antimicrobianos afeta
a acumulacdo de amdnia, nitrito e ortofosfato ao longo do tempo, sendo registrados valores
mais elevados que o controle. O padrdo de acumulagdo é proporcional a frequéncia de
reposi¢do dos antimicrobianos no sistema. O total de sélidos e o sulfato ndo sofreram
modificagOes. Baseado no método de cristal de violeta, observou-se que o tratamento com

antimicrobianos inibe, mas ndo erradica o biofilme.
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5.4 Conclusao

(i)

(i)

(iii)

(iv)

A combinagio de antibidticos: 0,025 g L™ de penicilina G potassica + 0,08 g L-
! de sulfato de estreptomicina + 0,04 g L™ de sulfato de neomicina (secéo
5.3.1) ndo apresenta efeitos letais sobre o organismo ndo-alvo testado, e ao
mesmo tempo, foi eficiente na inibicdo de bactérias tanto planctonicas quanto
associadas ao biofilme. No entanto, a presenca de fungos em excesso foi
observada (ver artigo completo publicado no periddico Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias no APENDICE 1V, pagina 180);

A combinagdo de antibidticos + 0,005 g L™ do antifingico nistatina (se¢do
5.3.2) ndo causou efeitos negativos sobre os organismos nao-alvo testados e
mostrou-se eficiente na inibicdo de bactérias e fungos associados ao biofilme
(ver resumo referente ao artigo completo submetido ao periddico
International Aquatic Research no APENDICE V, pagina 195);

A combinac&o de antimicrobianos: 0,025 g L de penicilina G potassica+ 0,08
g L™ de sulfato de estreptomicina + 0,04 g L™ de sulfato de neomicina + 0,005
g L de nistatina (secdo 5.3.3) é uma solugdo para evitar o crescimento
bacteriano e fangico planctonico e associado ao biofilme de meios de cultivo
marinhos com salinidade superior a 25, e sua eficicia é consideravelmente
reforgada pelo uso de UE cobertas com filme PVC (ver resumo referente ao
artigo completo submetido ao periddico Marine Ecology no APENDICE
VI, pagina 197);

O tratamento com antimicrobianos (com e sem antifingico) (secdo 5.3.4)
apresentou grande potencial para remogdo da contaminagdo bacteriana
planctonica e aderida em cultivos de fitoplancton de trés filogenias distintas
sem afetar o crescimento das microalgas, embora o seu biovolume seja afetado
(ver resumo referente ao artigo completo em processo de finalizacao para
submissdo ao periodico Journal of Applied Phycology no APENDICE VII,
pagina 199);



(v)

(vi)
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Os antibioticos penicilina, estreptomicina e neomicina (sec¢do 5.3.5) podem ser
aplicados em cultivos marinhos laboratoriais individualmente ou em
combinacdo, sem efeitos toxicos inibitérios (Clso), letais (CLso) ou
comportamentais (CEso) aos organismos considerados bioindicadores
(concentragéo final <500 mg L1). No entanto, o antifingico nistatina s deve
ser aplicado em baixas concentragdes (<10 mg L) (ver resumo referente ao
artigo completo em processo de finalizacdo para submissdo ao periodico
Chemistry and Ecology no APENDICE VII1, pagina 201);

No tratamento composto por 0,025 g L de penicilina G potassica + 0,08 g L™
de sulfato de estreptomicina + 0,04 g L de sulfato de neomicina + 0,005 g L*
de nistatina (se¢do 5.3.6), 0 antibidtico penicilina (0,025 g L) é a substancia
que mais contribui para a acdo inibitéria de bactérias planctdnicas e de
bactérias associadas ao biofilme. A reposicdo da combinacdo de
antimicrobianos no sistema a partir de 12 horas ndo causa mortalidade ao
copépodo bioindicador Acartia tonsa. No entanto, afeta a qualidade da dgua ao
longo do tempo, sendo necessarias renovacdes do meio de cultivo. Este
tratamento, quando reaplicado a cada 12 horas (antibidticos), é eficaz na
inibicdo de bactérias (até 95 %) e fungos planctonicos e associados ao biofilme
durante 240 horas de observagdo, contudo a inibi¢cdo diminui ao longo do
tempo. O tratamento inibe, mas ndo erradica o biofilme ja formado (ver
resumo referente ao artigo completo em processo de finalizacdo para
submiss&o ao periddico Methods in Ecology and Evolution no APENDICE
IX, pagina 203).
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6 CAPITULO IV

“Relacao entre as bactérias do biofilme e a sucessao
ecologica em substratos consolidados durante o

processo de bioincrustacao”

Objetivo 5
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6.1 Introducao

Qualquer substrato consolidado natural ou artificial, quando imerso em agua do
mar ndo esterilizada, rapidamente é colonizado por organismos, diretamente (i.e.,
incrustantes e sedentarios) ou indiretamente (i.e., vageis), sendo este processo chamado
de bioincrustacdo (Scheer 1945, Wahl 1989).

O processo consiste na adsorcdo de moléculas organicas na superficie submersa
e na colonizacdo desta por bactérias, envoltas por uma Matriz Polimérica Extracelular
(MPE), que formardo um biofilme. Com a progressao da sucessao ecoldgica, microalgas
(perifiton), alveolados heterotr6ficos ou mixotroficos (protozooplancton) e esporos de
macroalgas comecardo a aderir-se a superficie. Por fim, ocorrera o estabelecimento dos
invertebrados, colonizadores terciarios, acarretando a sobreposicdo dos estagios micro e
macrobiol6gicos (Abarzua & Jakubowski 1995, Quaid & Miller 2010, Dobretsov et al
2013) (ver Figura 1).

Este processo afeta seriamente as estruturas maritimas (e.g. biocorrosao,
aumento de peso de embarcacdes, entupimento de dutos), levando a sérias
consequéncias econémicas (Yebra et al. 2004, Callow & Callow 2011, Fitridge et al.
2012, Ozkan & Berberoglu 2013). Devido ao papel das comunidades marinhas
bentbnicas na area naval, pesquisas para evitar o assentamento de organismos nestas
estruturas tém atraido grande interesse (Callow 2000, Gupta et al. 2009, Fitridge et al.
2012, Carl et al. 2012, Hadfield et al. 2014). Embora, informac6es sobre os fatores que
influenciam a colonizacdo dos organismos ainda sejam restritas.

Muitos fatores influenciam na selecdo do substrato pelos organismos,
relacionados principalmente as caracteristicas da superficie do substrato, como textura
(Hills & Thomason 1998, Berntsson et al. 2000a, 2000b, Bers & Wahl 2004; Scardino
et al. 2008, Munroe et al. 2010, Carl et al. 2012), orientacdo (Connell 1999, Glashy
2000, Somsueb et al. 2000), bem como presenca de biofilme microbiano (Satuito et al.
1997, Lau et al. 2005, Bao et al. 2007, Dworjanyn & Pirozzi 2008, Anderson &
Epifanio 2009, Tebben et al. 2011, Toupoint et al. 2012, Sneed et al. 2014). Desta
forma, o organismo reagiria de forma positiva (afinidade) ou negativa (inibicdo) ao

assentamento, dependendo da situagdo encontrada.
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N&o obstante, na maioria dos trabalhos desenvolvidos até o momento, as
espéecies foram estudadas separadamente, ndo havendo interacdo em nivel de
comunidade, excluindo da pesquisa as relagdes ecoldgicas de facilitacdo e inibicao
entre individuos, as quais sdo responsaveis pela estruturacdo da comunidade (Absaldo
1993).

Desta forma, o objetivo do atual trabalho foi testar se existe uma relacdo entre a
colonizacdo do perifiton, protozooplancton e zooplancton e a presenca de bactérias
associadas ao biofilme em substratos consolidados expostos a diferentes texturas e

orientagdes, bem como presenca/auséncia de tinta anti-incrustante.

6.2 Sintese da Metodologia

6.2.1 Avaliacdo da comunidade marinha residente

Primeiramente, trés anos de amostras de zooplancton da Praia do Cassino, Rio
Grande, Brasil (Figura 18A) vinculadas ao Projeto Ecologico de Longa Duracgdo
(PELD, sitio 8, estuario da Lagoa dos Patos e costa adjacente) foram analisadas para
estipular o melhor periodo para realizacdo do experimento de colonizacdo, em relagdo a
presenca de invertebrados com potencial de colonizagdo (meroplancton). As coletas de
zooplancton do PELD foram realizadas mensalmente entre o periodo de novembro de
2009 e dezembro de 2012.

Posteriormente, foram analisadas sete amostras de meroplancton no periodo de
um més (novembro), no ano de 2014, do entorno do navio encalhado Altair (Figura
18B). Todas as coletas foram realizadas com rede de plancton cilindro-cénica (200 um
de malha) através de arrastos horizontais na subsuperficie do mar. Um fluxémetro
(TSK) foi acoplado a boca da rede para permitir a estimativa de densidade de
organismos. Dados de temperatura, salinidade, pluviosidade e clorofila-a também foram
obtidos para o periodo.

Ainda, um levantamento de espécies bentdnicas associadas ao navio encalhado
Altair (Figura 18B) foi realizado durante o inverno e o verdo de 2012 para facilitar a

posterior identificacdo dos recrutas colonizadores dos substratos durante o experimento.
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Figura 18. A: Mapa com a localizacdo dos pontos de coleta de zooplancton (PELD) e
B: levantamento de espécies associada ao navio Altair: (1) casco esquerdo, (2) lado
esquerdo interno, (3) cabine externa, (4) cabine interna, (5) lado direito interno, (6)
casco direito, (7) mastro.

6.2.2 Experimento de colonizagio

O experimento de sucessdo ecoldgica foi desenvolvido durante 12 dias, na
primavera de 17 a 29 de novembro de 2015. Para tal, foram empregados 720 corpos de
prova de acrilico retangulares (25 cm2?) em 18 aquarios (20 L), cada seis aquarios
representaram uma detenminada situagdo combinada com diferentes texturas e
orientacOes do substrato, totalizando 12 tratamentos (Tabela 12).

Nos tratamentos com tinta anti-incrustante, foi utilizada a tinta Supermarine
ABC 095 (Renner) a base de éxido cuproso, regularmente utilizada no Porto de Rio
Grande. Os tratamentos com o minimo de biofilme foram realizados com uma
combinacdo de antimicrobianos: 0,025 g L de penicilina G potassica + 0,08 g L™ de
sulfato de estreptomicina + 0,04 g L™ de sulfato de neomicina + 0,005 g L de nistatina
(Agostini 2014, Capitulo 111, Agostini et al. 2016), a qual foi reposta no meio de cultivo
a cada 12 horas para os antibiéticos e a cada 5 dias para a nistatina (Capitulo I11).
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Para acompanhar o processo de colonizacdo e de sucessdo ecolégica houve
retiradas de acordo com as seguintes horas de exposi¢cdo ao plancton: 12 (1/2 dia), 72 (3
dias), 144 (6 dias), 216 (9 dias) e 288 (12 dias). Em todas as etapas do experimento, 144
corpos de prova foram destinados a andlise de bactérias do biofilme, perifiton,
protozoopléancton e metazooplancton assentados.

Tabela 12. Tratamentos utilizados para avaliar o processo inicial de colonizagdo em
substrato consolidado

Situagdo Textura Orientagéo
S liso \Y Ve_rtlcal
N natural H Horizontal
T com \Y Vertical
textura H Horizontal
S liso \Y Ve_rtlcal
P com tinta anti-incrustante H Horizontal
T com \Y Vertical
textura H Horizontal
com antimicrobianos S liso \ Vertical
A (minimo de bactérias H Horizontal
. L T com \Y Vertical
associadas ao biofilme) -
textura H Horizontal

Houve renovacao de 25 % da agua dos aquérios, posteriormente a sifonagem do
fundo, juntamente com a reposicao de plancton com 0, 48, 96, 144, 192 e 240 horas,
com excecdo do primeiro dia que o abastecimento de agua foi total. O plancton marinho
foi coletado horizontalmente (rede de plancton de 200 pum) na Praia do Cassino, no
entorno do navio encalhado Altair (Figura 18). Houve reposicdo do plancton, dia sim
dia ndo. O material amostrado foi filtrado em rede de 550 um a fim de eliminar os
principais predadores. Amostras foram também destinadas ao acompanhamento do
potencial de colonizagdo do zooplancton e outras misturadas e quarteadas (quarteador
Motoda) em 18 partes iguais para a deposicdo nos aquarios (Figura 19). Os cultivos
foram cobertos com filme PVC. Os organismos foram mantidos na temperatura (20° C)
e no fotoperiodo 14h:10h (claro:escuro) simulando as condic¢Ges de coleta e aeradores
com filtros de 0,2 pum (Satorius stedim Minisart®) na saida para os aquarios garantindo

0 aporte de ar.
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Durante o experimento houve medi¢do das variaveis: temperatura, salinidade —
potencial de hidrogénio (pH), Oxigénio Dissolvido (OD) e turbidez com auxilio do
equipamento multiparametro (Hanna HI9828), além da clorofila-a, nitrogénio-
amoniacal (N-NHs), nitrito (NO2), ortofosfato (PO43), sulfato (SO4?) e solidos totais
(ST), analisados segundo APHA (2012). Durante o experimento, também foram
coletadas amostras da coluna d’agua dos aquarios para quantificacdo das bactérias
planctonicas e da clorofila-a em cada situacéo.

Para a realizacdo da quantificacdo e identificacdo de micro-organismos aderidos
foram utilizados, em cada retirada, seis substratos (25 cm?) de cada tratamento, os quais
foram imersos em 60 mL de solucdo salina (salinidade 25) estéril, procedendo-se o
desprendimento no ultra-som Cole-Parmer® (series 4710 - ultrasonic homogenizer)
(Oliveira et al. 2006). Ap6s homogeneizacdo, uma aliquota de 2 mL de cada réplica foi
fixada com formaldeido estéril a 4 %, sendo armazenada no escuro sob refrigeracéo (8°
C) para a quantificacdo de bactérias. Uma aliquota de 10 mL de cada tratamento, em
tréplica, também foi removida para a quantificacdo e identificacdo do perifiton e do
protozooplancton. Além de 20 mL para a quantificacdo de clorofila-a, seguindo a
metodologia de Ballester & Luiz (2003).

A densidade de bactérias planctonicas (org mL™) e associadas ao biofilme (org
cm?) foi estimada por citdmetro de fluxo (BD FACSVerse™), enquanto que a
espessura do biofilme foi mensurada no software LAS AF em microscopia confocal
(Leica, TCS SP8) através da marcacdo do material bioldgico do substrato com Laranja
de Acridina (1 %) (amostras processadas segundo Fox et al. 1985, Overholtzer et al.
2007 e Harrison et al. 2006). Enquanto o tamanho (um) das bactérias foi estimado em
MEV (JSM - 6610LV) (amostras processadas segundo Freitas et al. 2010), através da
medicdo de 100 bactérias por tratamento. J& a contagem e identificacdo do perifiton e do
protozooplancton se deram em camara de Sedgwick-Rafter sob microscépio (Olympus
IX51) com camera acoplada (software DP2 — BSW).

Em relacdo aos macro-organismos, seis substratos (25 cm?) de cada tratamento
foram raspados com auxilio de uma espatula e em seguida o material foi fixado em
formaldeido tamponado a 4 %. O material fixado foi analisado em camera de Bogorov

sob microscopio estereoscopico (Wild Heerbrugg).
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A navio encalhado Altair, Praia do Cassino, RS, Brasil
. : . ’ & - e - ) G Ly S
TR BT
= mH{ B & e —an B4
n o P oo o 7§ #
B
,e— "0‘ ) 'c's“.e.
u‘ ’ ! @ ‘
; g " -~ evitar
c a4 ” ¢ predadores
060m - l 550 pm
e | o O~
P | o —a—a —a— dividido em 18
] s Bt o s e T (S e partes iguais
= ol | ot |
@ e | e e | B e
4 ~,E: D= ggﬁ»—m— = e ST R Legenda
2 e L TORORORORY [ e
S < [ l' ! ! I! ' !! ¢
<°-m e e | e Do [l il " " 1 . E] i i i — po—
Q===
© e T | (e | (S e
% E@umgg ! !' !l ¢ l-I] é tg] é
5 |l “”H!“”!:'I'!F!; '—?Dﬂﬂﬂgﬂgﬂg EDEEEDQEEE
= e T L R L e
Antimicrobianos (A) Tinta anti-incrustante (P) Natural (N) | l -
honzontal (H) vertical (V)

Figura 19. Design esquematico do experimento de sucessdo ecoldgica. A: coleta de zooplancton de subsuperficie nas proximidades do
navio Altair com rede de plancton de 200 um de malha; B: filtracdo do material coletado em rede de 550 um para eliminar os predadores
e posterior quarteamento em 18 parte iguais para deposicdo nos aquarios; C: tratamentos utilizados em cada unidade experimental com 6
réplicas para cada tratamento.
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6.2.3 Andlises estatisticas

O Modelo Linear Generalizado (GLM) foi utilizado para comparar o potencial
meroplanctonico entre as estages do ano, meses, bem como entre os tratamentos no
experimento de colonizacao, avaliando a densidade de organismos assentados e 0s parametros
fisico-quimicos durante o tempo de experimento, utilizando o software livre R (2016). O teste
a post-hoc Tukey seguiu as andlises. A correlacdo foi aplicada para avaliar a relacao entre
densidade de bactérias do biofilme, concentracdo de clorofila-a e o assentamento do
meroplancton. O Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico (MDS) foi escolhido para a
ordenacdo dos dados de comunidade. Para a deteccdo de diferencas entre os dados de
composicao do perifiton, protozooplankton e meroplancton, foram aplicadas Anélises de
Variancia Multivariada com Permutacdes (PERMANOVA).

6.3 Sintese dos Resultados

Por meio da avaliacdo do meroplancton nas amostras do PELD entre 2009 e
2012 foi verificado que a primavera apresentou a maior densidade de organismos e o
maior nimero de taxa, bem como verificou-se que dentre 0s meses de primavera,
novembro foi o detentor dos maiores valores. Quando avaliada a composicdo
meroplancténica de novembro de 2014 no entorno do navio encalhado Altair, verificou-
se que a segunda quinzena apresentou mais organismos com potencial de colonizagéo
nos substratos consolidados. J& o levantamento das espécies associadas ao navio Altair
apresentou 38 taxa, sendo 14 incrustantes, 5 sedentarias e 19 vageis.

Durante o experimento de colonizacdo verificou-se que a densidade bacteriana
do biofilme (org cm), perifiton (org cm-2), protozooplancton (org cm2) e meroplancton
(org m) apresentaram diferencas entre os tratamentos em todos os tempos avaliados
(p<0,001). Para ambas as comunidades, a situa¢do do substrato afetou a colonizagéo,
sendo as superficies expostas a situacdo natural detentoras da maior densidade de
organismos, seguida das com tinta anti-incrustante. A situacdo com antimicrobianos
apresentou a menor densidade de organismos assentados. A orientacdo afetou a
colonizagdo do perifiton, consequentemente a concentragdo de clorofila-a (ug m?)

associada ao biofilme, e do meroplancton, sendo as superficies horizontais mais
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atrativas (p<0,001). Enquanto a textura ndo foi um fator importante para a colonizagéo
dos organismos.

A tinta anti-incrustante ndo afetou negativamente a comunidade bacteriana.
Houve um aumento na densidade de bactérias em relacdo ao tempo nos substratos
naturais e com tinta anti-incrustantes. Em contrapartida, os substratos imersos em meio
com antimicrobianos mantiveram-se com a mesma densidade bacteriana associada ao
biofilme do inicio ao final do experimento, comprovando que o uso de antimicrobianos
foi uma ferramenta eficiente para a inibicdo do biofilme microbiano nos substratos, o
que foi confirmado pela microscopia confocal e pela microscopia eletrénica de
varredura.

Uma correlacdo positiva (0,914) e significativa (p<0,001) entre a densidade de
bactérias do biofilme, a concentracdo de clorofila-a do biofilme e a densidade do
meroplancton assentado foi observada.

Em relacdo a composicdo de perifiton/protozooplancton e meropléncton, foi
possivel observar diferencas em relacio ao tempo de exposicdo (F=13,47; r’=0,235;
p<0,001 e F=2,31; r’=0,025; p<0,022, respectivamente), sendo registradas diferentes
espécies em relacdo ao tempo. As diatoméaceas colonizaram os substratos de forma mais
representativa a partir de 144 horas. Enquanto, o protozooplancton representado por
Strombidium sp., Acineta sp., Prorocentrum scutellum e Ciliophora estiveram
associados a uma colonizacdo representativa tardia (apds 216 horas).

A espécie de poliqueto Phragmatopoma caudata esteve associada a uma
colonizagdo inicial e sem um padrdo de colonizacdo especifico relacionado ao perifiton
ou ao protozooplancton. As espécies de bivalve, Brachidontes sp., e o cirripédio,
Amphibalanus improvisus, estiveram associadas a uma colonizacdo em maiores
densidades entre 72 e 144 horas, relacionada principalmente a ocorréncia de Charophyta
e Ochorophyta, com tamanho inferior a 5 um. J& o gastropode Littorinidade apresentou
maior densidade apds 216 horas de experimento, estando associado principalmente a
diatoméaceas céntricas (Baciollariophyceae) e espécies de perifiton e protozooplancton,
entre 5 e 100 pum.

Diferencas na composicdo da comunidade (perifiton, protozooplancton e
meroplancton) foram observadas entre as diferentes situagbes do substrato (F=12,15;

r’=0,217; p<0,001), apresentando um agrupamento diferenciado referente ao uso de
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antimicrobianos com diatomaceas com tamanho entre 5 e 20 um. Enquanto os
substratos com tinta anti-incrustante e naturais somente apresentaram uma composi¢do
diferente quando avaliadas diferentes escalas de tamanho do perifiton e do
protozooplancton (F=13,93; r?=0,241; p<0,001). A ocorréncia do protozooplancton foi
mais correlacionado com superficies naturais. A orientagdo do substrato influenciou na
composicdo do perifiton e do meroplancton assentado (F=2,45; r?=0,036; p<0,023 e
F=5,74; r’=0,016; p<0,005; respectivamente), sendo as superficies horizontais mais
atrativas a colonizacdo. Em contrapartida, para o protozooplancton este fator nédo
influenciou na colonizagdo (F=1,02; r?>=0,006; p=0,388). A textura nio apresentou
diferenga na composicdo da comunidade (perifiton, protozooplancton e meroplancton).

Para a fauna vagil associada a bioincrustacdo, somente o fator situacdo do
substrato apresentou diferencas com 12 (p<0,044), 216 (p<0,024) e 288 (p<0,038) horas
de exposicdo, no entanto ndo foi observado um padréo de preferéncia dos organismos
por um dos tratamentos.

Observou-se que o numero de taxa assentado foi maior nos substratos na
situacdo natural, seguido daqueles com tinta anti-incrustante e posteriormente com o
minimo de biofilme. Em relacdo ao potencial do zooplancton, foi verificado que a
segunda e a quinta reposicdo de zooplancton foram as que mais contribuiram para o0s
organismos colonizadores. Os parametros fisico-quimicos-biolégicos do meio de cultivo

avaliados praticamente ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.

6.4 Conclusao

(i)  As bactérias (colonizadores primarios) colonizam o substrato consolidado nas
primeiras 12 horas de exposicdo, conjuntamente com algumas espécies de
perifiton e de protozooplancton (colonizadores secundarios); embora o
perifiton e o protozooplancton tenham sido mais abundantes a partir de 72
horas e 216 horas, respectivamente, enquanto o assentamento do meroplancton

foi mais expressivo a partir de 144 horas (colonizadores terciarios);

(i) Quando avaliada a densidade média, a pintura anti-incrustante parece nao ter

afetado negativamente a densidade de bactérias do biofilme, em contrapartida,
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a densidade de perifiton, de protozooplancton, bem como de meroplancton
assentado apresentaram uma reducdo em relacdo aos substratos naturais,
embora o tratamento com antimicrobianos (com o minimo de bactérias) pareca
ser mais eficaz em inibir a colonizacdo de micro e macro-organismos nos

substratos consolidados;

(iii) Observou-se uma relacdo positiva e significativa entre a presenca/densidade de
bactérias do biofilme, a concentracdo de clorofila-a do biofilme e a densidade
de meroplancton assentado nos substratos consolidados; entretanto, para a
fauna vagil associada a bioincrustacdo (holoplancton e ticoplancton) ndo foi

observado 0 mesmo padréo;

(iv) Existe uma relagéo positiva entre o assentamento do meroplancton e o biofilme
microbiano durante a sucessdo ecoldgica no substrato, todavia nao esta claro se
a colonizacdo do meroplancton incrustante e sedentario depende diretamente
da densidade de bactérias do biofilme (colonizadores priméarios) ou da

densidade de perifiton (colonizadores secundarios);

(v) Os fatores que parecem estar influenciando a colonizacdo da comunidade
(perifiton, protozooplancton e meroplancton) no substrato consolidado sdo a
densidade de bactérias do biofilme, seguido da orientacdo (perifiton e
meroplancton), sendo as superficies horizontais mais atrativas. O potencial
zooplanctébnico ¢é importante em termos de numero de taxa, mas o
assentamento nao € proporcional, no tempo e no espaco, a disponibilidade do
meroplancton na coluna d’agua. Apenas porque as larvas estdo disponiveis em
um determinado tempo e lugar ndo significa que elas irdo assentar em um

substrato disponivel.

(ver resumo referente ao artigo completo em processo de finalizacdo para
submisséo ao periddico Marine Ecology Progress Series no APENDICE X, pégina
205).



7 CAPITULO V

“Efeito da idade do biofilme, tipo de substrato e
composicado da comunidade inicial na colonizacéo do

metazooplancton no processo de bioincrustacéao”

Objetivo 5

90
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7.1 Introducao

Invertebrados bentdnicos associados a substratos consolidados marinhos podem
contribuir para a diversidade e produtividade local, bem como para o fluxo vertical de
energia em zonas costeiras, atraves do acoplamento bentdnico-pelégico (Schnack-Schiel
& lIsla 2005). Em contrapartida, também estdo associados a prejuizos econdmicos a
estruturas oceédnicas como plataformas, embarcacbes e dutos, pois devido a sua
colonizacdo intensificam o processo corrosivo, aumentam o peso e causam entupimento
destas estruturas (Yebra et al. 2004, Leer-Andersen & Larsson 2003, Schultz 2007,
Schultz et al. 2011).

O assentamento destes invertebrados no substrato é subsequente a colonizagéo
de bactérias (colonizadoras primérias), que irdo formar um biofilme através da producéo
extracelular de uma Matriz Polimérica (MPE) complexa, bem como a adesdo do
perifiton, do protozooplancton e de esporos de macroalgas (colonizadores secundarios),
sendo este processo conhecido como bioincrustacéo (Scheer 1945, Wahl 1989, Quaid &
Miller 2010) (ver Figura 1 na Introducédo Geral).

Os invertebrados associados a este processo sdo representados em sua maioria
por organismos zooplancténicos com ciclo de vida meroplancténico (e.g., cirripédios)
(ver Figura 2). Embora organismos holoplanctdnicos (e.g., copépodos Calanoida) e
ticoplanctonicos (e.g., anfipodas) possam também ser registrados associados a
substratos consolidados (Gollner et al. 2006, Sarmento et al. 2012), sendo classificados
como fauna vagil ou acompanhante.

A escolha do local de assentamento pelo organismo é modulada por diferentes
fatores, podendo estar associada as caracteristicas da superficie do substrato
consolidado, como o tipo de material (O "Connor & Richardson 1996, Glasby 2000, Su
et al. 2007, Burt et al. 2009, Cangussu et al. 2010, Chung et al. 2010, Vedaprakash et
al. 2013), assim como as caracteristicas da comunidade residente, como a idade do
biofilme bacteriano (Keough & Raimondi 1995, Wieczorek et al. 1995, O Connor &
Richardson 1996, Wieczorek & Tood 1997, Thiyagarajan et al. 1999, Hamer et al.
2001, Dobretsov & Qian 2006, Anderson & Epifanio 2009, Chung et al. 2010, Toupoint
et al. 2012, Wang et al. 2012, Campbell et al. 2011, Sneed et al. 2014, Whalan &
Webster 2014), presenca de perifiton (Daume et al. 1999, Gallardo & Buen 2003,
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Dahms et al. 2004, Patil & Anil 2005, Ko & Hur 2011) e de protozoopléancton (Railkin
2004, Shimeta et al. 2012, Watson 2015), fatores estes que podem induzir ou inibir a
colonizacdo dos invertebrados.

Desta forma, o objetivo do atual trabalho foi testar se existe uma relagéo entre a
colonizagdo do zoopléancton e a idade do biofilme microbiano, bem como com a
presenca de diferentes comunidades de perifiton/protozooplancton em diferentes

materiais, expostos a condicOes laboratoriais e naturais subtropicais.

7.2 Sintese da Metodologia

7.2.1 Experimento laboratorial — Brasil

O experimento foi desenvolvido durante 21 dias na primavera (novembro de
2014). Primeiramente, induziu-se o crescimento do biofilme nos substratos em
diferentes tempos. Para isso, substratos (25 cm?2) orientados, devido a disponibilidade de
espaco, verticalmente, (substratos horizontais ocupam mais espacos), de madeira do tipo
compensado naval e de aco ASTM-36 (Figura 20) foram empregados alternadamente
em um aquario (50x40x40 cm) através da utilizacdo de suportes, o qual foi abastecido
com 60 L de agua do mar natural filtrada (20 um) coletada na Praia do Cassino, no
entorno do navio encalhado Altair (Figura 18), com salinidade de 25 e temperatura de
20° C. Em diferentes tempos (0, 5, 10 e 20 dias ap6s o inicio do experimento) foram
depositados 14 substratos de cada um dos materiais, de forma intercalada.

O cultivo foi mantido em sala climatizada nas mesmas condicdes de coleta com
fotoperiodo 12h:12h (claro:escuro) sem aeracdo, para facilitar o crescimento do
biofilme. Em cada um dos tempos, referente a cada idade do biofilme, foram retiradas
trés aliquotas do meio de cultivo, depositadas em tubos de reagcdo e fixadas com
formaldeido estéril (concentragdo final a 4 %), sendo mantidas no escuro sob
refrigeracéo (8° C) para quantificacdo de bactérias planctonicas (org mL™).

Posteriormente aos 20 dias de crescimento méximo do biofilme microbiano, sete
substratos de cada material e idade de biofilme foram removidos e lavados com solugéo
salina estéril (0,9 %). Um dos substratos foi fixado com glutaraldeido estéril (1 %)

(minimo 12 horas) para observacdo em microscopia eletronica de varredura (MEV), 0s
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demais foram depositados em 60 mL de solugdo salina estéril para o desprendimento do
biofilme dos substratos no ultra-som Cole-Parmer® (series 4710 - ultrasonic
homogenizer) (Oliveira et al. 2006). As amostras foram fixadas com formaldeido esteril
(concentracéo final a 4 %). Ap6s uma homogeneizagdo, uma aliquota de 2 mL de cada
réplica foi depositada em tubo de reacdo, sendo armazenada no escuro sob refrigeracdo

(8 °C) para quantificacio de bactérias associadas ao biofilme (org cm™).
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Figura 20. Substratos de madeira-compensado naval e aco-ASTM-36 utilizados no
experimento laboratorial.

Para a observagdo da comunidade associada as superficies em MEV, o material
bioldgico foi processado segundo Freitas et al. (2010) e examinados em um
microscopio eletronico de varredura JEOL, JSM - 6610LV.

Os demais substratos foram transferidos para um novo aquario com aeragao
onde o zooplancton coletado foi depositado e mantido em fotoperiodo 14h:10h
(claro:escuro) e na mesma temperatura do cultivo de biofilme. A coleta de zooplancton
foi realizada no entorno do navio encalhado Altair (24 de novembro de 2014) com rede
de plancton cilindro-cénica de 30 cm de didmetro e 200 um por trés minutos com duas
repetices, garantindo o aporte de todos os grupos de organismos com potencial de
colonizagdo nos substratos. Um fluxdmetro mecéanico (TSK) foi acoplado a boca da
rede a fim de se determinar o volume de &gua filtrado. O material amostrado foi filtrado
em rede de 550 um a fim de eliminar os principais predadores. Uma das amostras foi
destinada ao acompanhamento do potencial de colonizacdo, sendo analisada uma
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aliquota de 1 a 5 % em camara de Bogorov, feitas com sub-amostrador, enquanto a
outra amostra foi depositada no aquario.

Ap0s 24 horas de cultivo o experimento foi encerrado, procedendo-se a coleta
dos substratos, os quais foram imersos individualmente em 60 mL de solugéo salina
estéril (salinidade 25), sendo sete réplicas de cada material e idade do biofilme
destinadas a quantificacdo e identificacdo da fauna Vvagil, sedentaria e incrustante
associada aos substratos.

A densidade de bactérias livres (org mL™?) e associadas ao biofilme (org cm)
foi estimada por um citdmetro de fluxo (BD FACSVerse™). O tamanho (um) das
células foi estimado usando o parametro Forward Light Scatter (FSC-A) com beads de
latex (Molecular Probes™) como padrdo (Herzenberg et al. 2006, Bouvier et al. 2011,
Picot et al. 2012) e confirmado em MEV. O biovolume celular (um3) foi estimado e
convertido para biomassa celular bacteriana (pg C cell’) seguindo os trabalhos Sun &
Liu (2003) e Norland (1993), respectivamente.

Em relacdo aos macro-organismos assentados, procedeu-se a raspagem das
superficies com auxilio de uma espatula e em seguida foi realizada a fixacdo dos
organismos em formaldeido tamponado a 4 %. O material fixado foi analisado em
camera de Bogorov em microscépio estereoscdpico (Wild Heerbrugg).

7.2.2 Experimento de campo — Italia

Um segundo experimento de colonizacéo foi realizado em ambiente natural onde
placas de madeira, do tipo compensado naval, fibra de concreto e acrilico (25 cm?)
(Figura 21A) foram fixadas na Estacdo Marinha Experimental do Istituto di Scienze
Marine (CNR ISMAR), localizada no Porto de Génova, Itdlia (Mar Mediterraneo)
(Figura 21B), representando sete tratamentos com diferentes comunidades iniciais. Para
selecionar o crescimento de diferentes comunidades, os substratos foram envoltos por
redes com malhas especificas (7, 20 e 200 um) (Figura 22), totalizando 21 tratamentos
(Tabela 13).

Primeiramente, houve o estabelecimento da comunidade, com excecdo do
tratamento O dias, sendo 14 substratos de cada material e tratamentos (Tabela 13)

expostos verticalmente ao ambiente natural durante 20 dias, durante a primavera do
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hemisfério norte (23 de maio a 16 de junho de 2017). Apos este periodo, sete substratos
de cada tratamento foram removidos para avaliacdo da comunidade estabelecida. Ainda,
0S substratos representantes do tratamento sem comunidade associada (substratos
virgens) foram inseridos no ambiente e as redes foram removidas dos demais
tratamentos, permitindo a colonizagdo do metazooplancton por 96 horas. Somente um

dos lados do substrato foi analisado.
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Figura 21. A. Substratos de madeira-compensado naval, fibra de concreto e acrilico
utilizados no experimento de campo, realizado B: na Estacdo Marinha Experimental do
Istituto di Scienze Marine de Génova, Italia (Mar Mediterraneo).

Todos os substratos foram removidos entre as duas etapas do experimento,
sendo imediatamente imersos individualmente em 50 mL de solucdo salina estéril (0,9
%). Um substrato (antes e ap6s a remocdo das redes) foi destinado a avaliacdo da
comunidade em MEV, seguindo a metodologia de Freitas et al. (2010). Trés substratos
(antes e apo6s a remocdo das redes) foram destinados a avaliacdo dos micro-organismos
apos desprendimento do material da superficie em suspensdo em vortex (Cecchinato
meste — 414/20) por 30 s, seguido de banho de ultra-som (FALC LBS1) por 2 min e
novamente em vartex por 30 s.

Aliguotas de 2 mL da suspensdo foram fixadas com formaldeido estéril
(concentracéo final 4 %) e depositadas em tubo de reacdo, sendo armazenadas no escuro
sob refrigeracédo (8° C) para posterior contagem de bactérias em citémetro de fluxo (BD
FacsVerse™). Estimativas de tamanho (um), biovolume (um?) e biomassa (pg C cel™?)
bacteriana foram realizadas seguindo a metodologia ja descrita anteriormente no

Capitulo 1.
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Aliquotas de 20 mL foram filtradas em filtros (GF/F Watman), os quais foram
congelados e posteriormente imersos em 4,5 mL de acetona a 90 %, sendo realizada a
estimativa da concentracdo de clorofila-a em Espectrofotdmetro (Shimadzu UV-160A)
(metodologia adaptada de Ballester & Luiz 2003, APHA 2012). O restante da solucdo
foi fixado com lugol (1 %) para realizar a estimativa da densidade e identificagédo do
perifiton e do protozooplancton em cémera de Sedgwick-Rafter sob microscopio

estereoscopico (Olympus BX41).

Tabela 13. Tratamentos utilizados para avaliar o processo inicial de colonizagdo em
substrato consolidados.

Material do _ S Condigéo Idadeda  Tempo de colonizagéo
substrato Comunidade microbiana inicial de Luz/ comunlt_llade do zooplancton

Sombra  microbiana (horas)
FC  fibra de Clean  sem comnidade luz 0 (sem rede) 96

concreto Cs controle sombra sombra 20 (sem rede) 480 + 96

A acrilico CL controle luz luz 20 (sem rede) 480 + 96
M  madeira BB biofilme bacteriano < 7um sombra 20 (com rede) 96
BM<7  biofilme microbiano <7pum luz 20 (com rede) 96
BM<20 biofilme microbiano <20pum luz 20 (com rede) 96

BM<200 biofilme microbiano <200um luz 20 (com rede) 480 (restrito) + 96

Trés substratos (antes e apds a remocdo das redes) foram fixados com
formaldeido a 4 % e destinados a avaliacdo da colonizacdo do zooplancton.
Primeiramente, a comunidade incrustada foi identificada e contabilizada em
microscopio estereoscépico (Zeizz Discovery. V8), posteriormente os substratos em
suspensdo foram processados em voértex e ultra-som (mesma metodologia para
desprendimento de micro-organismos) a fim de suspender a fauna vagil e sedentaria,
sendo 10 mL da amostra analisadas em camara de Bogorov. Fotografias dos substratos
também foram tomadas em Microscopia Optica (Olympus BX41) e em MEV.

O potencial do zooplancton em colonizar as superficies foi estimado através de
coletas diérias apds a remocdo das redes de protegdo dos substratos. Para a coleta
utilizou-se uma bomba de succdo (OSIP SPA 5000) e uma rede de 80 um de malha,
sendo coletados 750 litros de agua por amostragem. Posteriormente, o material coletado
foi analisado (aliquotas de 1-5 % da amostra) em camara de Bogorov sob microscopio

estereoscopico.
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7.2.3 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados através de Modelos Lineares Generalizados (GLM)
para comparar a densidade das bactérias, a concentracéo de clorofila-a, a densidade de
perifiton/protozooplancton, bem como o assentamento do zooplancton entre os
diferentes substratos e as idades e composicdes do biofilme microbiano, utilizando o
software livre R (2017). O teste post-hoc Tukey seguiu as analises. O Escalonamento

Multidimensional N&o-métrico (MDS) foi realizado usando a similaridade de Bray-

Curtis para a ¥Densidade+1. Foram aplicadas Anélises de Variancia com Permutacéo
(PERMANOVA) usando a similaridade de Bray-Curtis (9999 permutagdes) para
detectar diferencas na composicdo da comunidade entre os tratamentos, enquanto o
indice de contribuicdo (IC) da espécie foi calculado pelo teste de Porcentagem de
Similaridade (SIMPER). Ja a diversidade de invertebrados assentados foi calculada pelo
indice de Shannon-Wiener (H'). Uma anélise de Correlagdo foi aplicada para avaliar a
relacdo entre a densidade de grupos microbianos e a densidade de meroplancton

estabelecido nos substratos.

7.3 Sintese dos Resultados

7.3.1 Experimento laboratorial — Brasil

A densidade de bactérias associadas ao biofilme (org cm2) aumentou em relagdo
a sua idade (p<0,001). Entre as idades, diferencas foram observadas entre 0, 5 e 20 dias.
Diferencas significativas (p<0,001) na densidade de bactérias foram também observadas
entre 0 aco e a madeira, sendo o segundo substrato detentor da maior densidade. A
interacdo entre os dois fatores também apresentou significancia (p<0,002). As bactérias
associadas ao substrato de madeira apresentaram um tamanho maior quando comparado
ao substrato de ago. Houve um aumento na densidade de bactérias plancténicas no meio
de cultivo em relacdo ao tempo de exposicao (p<0,001).

Para a comunidade de invertebrados, a idade do biofilme influenciou no
aumento do nimero de taxa (org 25cm™) e da densidade (org m), tanto para a fauna

vagil associada (p<0,002), quanto para o meroplancton (p<0,001). No entanto, para a
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fauna associada esta diferenca ndo apresentou um padrdo. O tipo de substrato nédo
influenciou na colonizacdo do metazooplancton.

Os organismos registrados foram bivalves (Brachidontes sp. e Cassostrea cf.
rhizophorae), gastrépodes (Littorinidade), cirripédios (Amphibalanus improvisus), e
copépodos (Paracalanus sp., Halicyclops sp., Euterpina acutifrons)

O potencial do zooplancton ndo refletiu na integra os invertebrados assentados.
A densidade de bivalves foi o que conferiu uma maior densidade de organismos com 20
dias de idade de biofilme. A idade do biofilme microbiano também resultou em uma

diferenca na composicgéo de invertebrados em ambos os tipos de substrato (p<0,001).

7.3.2 Experimento de campo — Italia

Os tratamentos estabelecidos foram representados por sete comunidades
microbianas iniciais distintas (p<0.001) (ver Figura 21, Tabela 13), sendo caracterizadas
por diferentes composicdes de organismos. Os Controles (CS e CL) foram
representados por bactérias, perifiton (principalmente cf. Aphanocapsa e Nitzschia
longissima), protozoopléancton (principalmente flagelados n&o identificados (NI) e
Mesosporos sp.), além de metazooplancton (principalmente Sepulidae - CS e Nematoda
- CL). A comunidade MB<200 foi representada por bactérias, perifiton (principalmente
penadas NI e Synechocystis sp.), protozooplancton (principalmente Prorocentrum
marinum, possivel mixotrofia Hoppenrath et al. (2013)) e zooplancton (principalmente
Euterpina acutifrons). MB<7 foi representado por bactérias e perifiton (principalmente
cf. Aphanocapsa e Leptocylindrus ssp.), enquanto MB<20 por bactérias, perifiton
(principalmente cf. Aphanocapsa e Leptocylindrus ssp.) e protozooplancton
(principalmente flagelados NI). O tratamento BB foi composto basicamente por
bactérias heterotroficas e cianobactérias (cf. Aphanocapsa). No entanto algumas
diatomaceas foram registradas (principalmente Leptocylindrus ssp.). Antes da remocéo
das redes ndo foram observadas diferengas na composicdo da comunidade entre os
substratos (p=0,295).

Ao final do experimento com 24 dias (ap6s a remocao das redes e mais 96 horas
de exposicdo), a densidade de bactérias do biofilme, bem como a densidade e o nimero

de taxa de perifiton e protozooplancton foram afetadas pela composi¢do da comunidade
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inicial e pelo tipo do substrato (p<0,001). Para as bactérias, as comunidades CL, CS,
MB<200 e BB apresentaram as maiores densidades, enquanto para o perifiton e
protozooplancton o CL, CS, MB<200 e MB<7. Os substratos de madeira e fibra de
concreto apresentaram a maior adesdo de organismos, no entanto as bactérias foram
mais abundantes no primeiro e o perifiton/protozooplancton no segundo substrato. A
concentracdo de clorofila-a do biofilme apresentou diferencas somente em relacdo a
comunidade (p<0,001), sendo os menores valores observados para os substratos Clean e
BB.

Baciolariophyta, Cyanophyceae e Flagelados NI apresentaram diferencas de
densidade em relacdo as comunidades microbianas iniciais (p<0.004), sendo 0s menores
valores médios registrados nos tratamentos Clean e BB, enquanto MB<20 e MB<200
apresentaram as maiores densidades de Baciolariophyta. J& os tratamentos CL, MB<7 e
MB<200 de Cyanophyceae, enquanto o CL e MB<20 de Flagelados NI. Os demais taxa
de perifiton e protozooplancton ndo apresentam diferencas em suas densidades em
relacdo a comunidade inicial (p>0,094).

Baciollariophyta apresentou uma maior colonizacdo em substratos de madeira
(p<0,016). Por outro lado, Cyanophyceae em substratos de fibra de concreto (p<0,001),
Flagelados NI e Chlorophyta em madeira e fibra de concreto, igualmente. Enquanto
Charophyta, Miozoa, Ciliophora e Ochorophyta ndo mostraram diferencas entre o0s
diferentes materiais testados (p>0,054). Cyanophycea e Baciollariophyceae
apresentaram correlacdo positiva e significativa com a densidade de bactérias
heterotréfica de biofilme, independentemente do material avaliado.

Tanto a comunidade inicial quanto o tipo de substrato influenciaram no
assentamento dos metazooplancton incrustante e sedentario (meroplancton) que
apresentaram as maiores densidades e nimeros de taxa no CL, CS e BB (p<0,001) e a
menor nos substratos Clean (p<0,001), sendo a madeira mais atrativa que o acrilico e a
fibra de concreto.

Em relacdo a densidade de colonizacdo dos metazooplancton vagil (holoplancton
e ticoplancton), tanto a densidade quanto o nimero de taxa foram influenciados pela
comunidade inicial (p<0,001) e pelo tipo de substrato (p<0,001). As maiores densidades

foram registradas para CL, CS MB<7, sendo os substratos de madeira mais atrativos.
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Nematoda, Obelia spp., Polychaeta vagil e incrustante apresentaram a maior
colonizacdo nos CL e CS (p<0,001). As demais comunidades iniciais ndo apresentaram
diferencas significativas. Gammaridae apresentou a maior densidade de organismos no
CL, enquanto Cirripedia em CL, CS e BB (p<0,001). Em todos estes taxa, 0s substratos
“clean” apresentaram a menor densidade de colonizacdo. Em relagdo ao tipo de
substrato, também foram observadas diferencas significativas (p<0,001). Substratos de
madeira foram mais atrativos para Copepoda, Nematoda e Obelia spp., equanto que a
madeira e a fibra de concreto de forma equivalente para Mollusca e Polychaeta vagil.

Apo6s a remocgdo das redes, foram verificadas diferenca de composicdo do
perifiton e protozoopléancton. Controle luz, substratos virgens e BB foram diferentes
entre si e entre as demais comunidades. No entanto, Controle sombra e MB<20
(p=0,068); MB<20 e MB<200 (p=0,054); MB<200 e MB<7 (p=0,081) foram similares
entre si. A composicdo do perifiton e protozooplancton variou em relagdo ao tipo de
substrato (p<0,001), sendo a madeira e a fibra de concreto mais atrativas que o acrilico,
padrdo também observado para a densidade de bactérias.

Foram também observadas diferenca de composicdo do metazooplancton
incrustante, sedentario e vagil em relacdo a comunidade microbiana inicial (p<0,001).
Para a comunidade incrustante e sedentéria, os substratos expostos ao CL, CS, Clean e
BB foram diferentes entre si e entre as demais comunidades (p<0,001). No entanto,
MB<7 foi similar a MB<20 (p=0,494) e MB<200 (p=0,065). As maiores densidades de
bactérias do biofilme estiveram também relacionadas as maiores densidades e
ocorréncias de assentamento de espécies meroplanctonicas (Controles e BB). Equanto
que a composicdo (numero de taxa e densidade) de perifiton e protozooplancton néo
afetaram este assentamento, com excecdo das cianobactérias. A composicdo do
meroplancton assentado variou também em relagéo ao tipo de substrato (p<0,001).

Para o metazooplancton vagil foram observadas diferencas de composicao entre
o CL, CS e as demais comunidades (p<0,001). Embora, os tratamentos Clean, BB,
MB<7, MB<20 e MB<200 tenham apresentado uma composic¢do similar (p>0,135). A
densidade de bacteérias parece ndo afetar a colonizacdo da fauna vagil. Quanto ao tipo de
substrato, a composi¢do dos colonizadores pertencentes ao metazooplanton vagil foi
semelhante entre a fibra de concreto e o acrilico (p=0,135), embora a madeira tenha sido

preferida para a colonizacdo em relagdo a ambos (p<0,001).
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A densidade de colonizacdo de metazooplancton incrustante, sedentério e vagil
apresentou correlacdo positiva e significativa com a densidade de bactérias
heterotroficas associadas e cianobactérias associadas ao biofilme, sendo dependente do
material de substrato. As espécies que mais contribuiram (IC) para as diferencas entre
os tratamentos foram a microalga cf. Aphanocapsa (Cyanophyceae), e os invertebrados
Serpulidae (Polychaeta incrustante) e Nematoda.

O meroplancton apresentou a maior densidade quando comparado aos
organismos ticoplancténicos e hoplancténicos na avaliacdo do potencial de
metazooplancton na colonizacéo dos substratos. O numero de taxa de metazooplancton
refletiu a sua colonizagdo, de forma diferente do observado no experimento laboratorial,
embora o estabelecimento ndo tenha sido proporcional a quantidade de meroplancton na

coluna de agua.

7.4 Conclusao

(i) A idade do biofilme microbiano influencia a densidade de bactérias
associadas ao substrato, bem como parece influenciar positivamente o
assentamento do metazooplancton incrustante e sedentario (meroplancton),

independentemente do material do substrato;

(i) O material do substrato se mostrou um fator importante para o
estabelecimento de organismos (bactérias, perifiton e metazooplancton),
sendo a madeira (compensado naval) e a fibra de concreto mais atrativos

que o0 aco (ASTM-36) e o acrilico;

(iii) A presenca e densidade de bactérias heterotrdficas do biofilme, bem como
a idade do biofilme bacteriano parecem ser mais importantes que a
composicdo da comunidade de perifiton e protozooplancton para o
assentamento do metazooplancton incrustante e sedentario (meroplancton),
embora a densidade de cianobactérias (Cyanophyceae) também apresente
uma correlacdo positiva e significativa com este assentamento, dependendo

do material do substrato;
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(iv) A densidade de colonizacdo do metazooplancton véagil (holoplancton e
ticoplancton) parece ser afetada pela densidade de cianobactérias e

diatoméaceas, dependendo do material do substrato;

(v) O potencial de colonizagdo do zooplancton em termos de nimero de taxa
pode (i.e., experimento de campo) ou ndo (i.e., experimento laboratorial)
refletir a colonizacdo, embora a proporcionalidade (quantidade) ndo seja

observada, indicando que fatores externos influenciam na colonizacéo.

(ver resumo referente ao artigo completo em processo de finalizacao para submissao

ao periodico Marine Ecology Progress Series no APENDICE XI, pagina 207)
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8. DISCUSSAO GERAL

Quando se trabalha com microbiologia aquatica, é esperada uma grande
variabilidade nos dados obtidos, sendo necessaria, muitas vezes, a utilizacdo de um
namero maior de réplicas para minimizar este efeito. No entanto, um nimero maior de
réplicas reflete em um maior tempo de analise e em um maior custo econémico. Desta
forma, o desenvolvimento de técnicas precisas, rapidas e baratas sdo muito importantes
para esta area da ciéncia. Baseado nos resultados obtidos nesta Tese (CAPITULO 1), a
citometria de fluxo preenche estes requisitos, sendo uma Otima ferramenta para
estimativas de densidade bacteriana de ambientes aquéaticos. De acordo com Gasol &
Giorgio (2000), Jochem (2001) e Kerstens et al. (2015), a citometria de fluxo € uma
metodologia rapida, precisa e promissora para a quantificacdo de bactérias tanto
planctdnicas quanto associadas ao biofilme, proporcionando novos conhecimentos sobre
a estrutura bacteriana e o funcionamento das comunidades microbianas. Além disso, o
método é simples, exigindo poucas manipulacGes de amostras. No entanto, para a
utilizacdo de citémetro de fluxo é necessaria uma suspensdo de células individuais
(Nebe-von-Caron 2000, Kerstens et al. 2015), que pode ser obtida, no caso de amostras
de biofilme, por desprendimento de células de uma superficie utilizando um ultra-som
(Oliveira et al. 2006), o qual comprovamos ser um procedimento eficiente para o
desprendimento das células bacterianas e rompimento da MPE.

A diferenca no tamanho das bactérias entre o citbmetro de fluxo e as
microscopias, provavelmente se deve ao padrdo utilizado (esferas). Gasol & Giorgio
(2000) observaram que as esferas maiores (>2 um) sdo menos eficazes do que esferas
menores para 0 estudo de populacdes de bactérias em citbmetro de fluxo. Neste
trabalho, foram utilizadas esferas de 6 um (tamanho conferido em MEV: 5,62 + 0,18
pm). No entanto, mesmo os valores das medidas ndao sendo iguais, a biomassa
bacteriana aproximou as trés metodologias e houve uma correlacéo positiva entre todas
as medidas obtidas nas trés metodologias.

No CAPITULO II, foi testada a influéncia de diferentes fatores fisicos,
quimicos e bioldgicos presentes em conchas de moluscos vazias para a colonizagéo de
organismos associados ao processo de bioincrustacdo, sendo observada uma preferéncia

destes organismos por determinadas caracteristicas. Os dados sugerem que o0
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assentamento de metazooplancton é intensificado por (i) alta densidade de bactérias do
biofilme; (ii) alto grau de textura (ornamentacdo) interna e externa; (iii) exposicao ao
meio (modo de vida superficial epifaunal e infaunal raso); (iv) superficies oxidadas de
cor ocre; (v) tamanho da superficie (<50 mm2 ou >1.351 mm?) e (vi) mineralogia
calcitica. A textura das conchas influenciou tanto a coloniza¢do do zooplancton (sera
discutida em seguida) como de bactérias. No entanto, acreditamos que o biofilme de
bactérias exerca um efeito maior sobre o estabelecimento de invertebrados do que a
textura do substrato, dados os valores de correlacdo observados, embora, os dados
obtidos ndo sejam suficientes para esta concluséo.

Para testar a hipotese de que existe uma relacao entre as bactérias do biofilme e a
colonizacdo do metazooplancton, é necessaria a obtencdo de um meio com e outro sem
bactérias. Desta forma, a presente Tese apresentou resultados (CAPITULO 111) sobre a
aplicacdo de antimicrobianos como procedimento para inibicdo de bactérias
plancténicas e de bactérias associadas ao biofilme em meio marinho controlado.

Quando os antimicrobianos: penicilina, estreptomicina, neomicina e nistatina séo
aplicados em combinacdo no meio de cultivo aumentamos o espectro de acdo contra
bactérias e fungos (Pappas & Hoffmann 1952, Kinne 1977, Agostini 2014, Agostini et al.
2016). No entanto, este amplo espectro ndo pode causar danos aos organismos néo alvo, o
que foi verificado no atual trabalho em experimentos de resisténcia com diferentes
organismos marinhos (Conticribra weissflogii, Isochrysis galbana, Prorocentrum micans,
Dunaliella tertiolecta, Amphibalanus improvisus, A. amphitrite, Tigriopus fulvus fulvus e
Acartia tonsa), presumindo que se uma determinada substancia ndo causar a morte destes
organismos bioindicadores, esta mesma substancia ndo causara, em teoria, mortalidade de
outros organismos de nivel tréfico igual ou superior.

A maior inibi¢do bacteriana ocorreu com 12 horas de exposi¢cdo. De acordo com
Agostini et al. (2016) a meia-vida de antibidticos nos sistemas marinhos é curto, sendo
necessaria reposicdo. Uma reposi¢do a cada 12 horas (T12x12) para 0s antibioticos e a cada
cinco dias para o antifingico mostrou-se eficiente. No entanto, acreditamos que
dependendo do objetivo do experimento/cultivo, os outros tratamentos de reposicdo (a
cada, 24 ou 36 ou 48 ou 72 horas) podem ser uma op¢ao, pois a reposicado mais espacada
diminui as mudangas na qualidade da agua em relacdo ao cultivo controle (sem

antimicrobianos).
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Por outro lado, observamos que ha uma perda de eficiéncia dos antimicrobianos ao
longo do tempo, mesmo com reposicdo a cada 12 horas. Assim, o experimento de teste de
hipotese deve ser curto (préximo a 10 dias) para garantir a menor densidade bacteriana
possivel até o final do experimento.

Quanto as alteragBes observadas na qualidade da &gua de cultivo com
antimicrobianos, justifica-se pela remocdo do bacterioplancton do sistema, afetando os
ciclos biogeoguimicos (Amblard et al.1998, Kirchman 2000). Além disso, a proporcao de
amoOnia aumenta com a excrecdo de zooplancton (Hernandez-Leon et al. 2008),
acumulo e decomposicdo de matéria organica (Hargreaves & Tucker 2004), assim
como, se 0 pH e a temperatura do meio aumentam ou se a salinidade diminui (Timmons
et al. 2002).

O problema na acumulacdo de nutrientes (i.e., amo6nia) esta no efeito toxico para
0s organismos. Uma solucdo pode ser (i) uma alta taxa de renovacdo de &gua para
equilibrar a concentracdo total de nitrogénio amoniacal (Aquafarmer 2004), (ii)
remocao de matéria organica (Hargreaves & Tucker 2004), através de sifonagem, (iii)
controle de pH, temperatura e salinidade (Timmons et al. 2002), bem como (iv) o uso de
aeradores (YSI 2010).

Os experimentos demonstraram uma alta inibicdo de bactérias planctbnicas
qguando comparadas com as bactérias do biofilme. Segundo Patel (2005), a concentracédo
inibitéria minima de antibioticos no biofilme bacteriano pode ser até 1.000 vezes maior
que para bactérias planctonicas.

A aplicacdo de antimicrobianos para obter um meio de cultura com um minimo
de biofilme ja era conhecida. Muitos autores usaram essas substancias para testar o
papel do biofilme no assentamento dos invertebrados: Muller (1969), Fitt et al. (1987),
Hofmann & Brand (1987), Neumann (1979), Avelin Mary et al. (1993), Chen & Run
(1989), Bao et al. (2007), Roberts et al. (2007), Wang et al. (2012) e Yang et al. (2013).
No entanto, nestes trabalhos, somente foram utilizados antibio6ticos, sendo reconhecido
o0 problema gerado por fungos em sistemas sem bactérias (Leafio et al. 2005, Tang et al.
2006a, Agostini 2014, Agostini et al. 2016), ainda, ndo houve reposicdo destas
substancias no meio de cultivo, o que poderia ter afetado os resultados dependendo do
tempo de experimento, pois a meia-vida dos antibidticos nos sistemas aquaticos é curta
(Capitulo 111, Agostini et al. 2016).
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Além disso, esses experimentos envolveram uma espécie observada
individualmente e ndo inserida em uma comunidade, bem como, dados toxicoldgicos
sobre os antibioticos utilizados em espécies ndo alvo ou possiveis mudancas na
qualidade da &gua (acumulacdo de amonia) ndo foram apresentados. Enquanto que a
combinacdo de 0,025 g.L! de penicilina G potassica + 0,08 g.L! de sulfato de
estreptomicina + 0,04 g.L™ de sulfato de neomicina + 0,005 g.L* de nistatina, proposta
nesta Tese para o teste de hipoteses envolvendo o papel do biofilme na comunidade
marinha, foi avaliada em relacdo a eficiéncia, aos efeitos na comunidade alvo e nao
alvo, bem como, a metodologia de aplicagdo para garantir a maior inibicdo bacteriana
possivel ao longo do tempo.

Desta forma, foi possivel realizar o experimento de colonizacdo a fim de testar a
hipbtese sobre o papel do das bactérias associadas ao biofilme marinho na sucessdo
ecoldgica durante o processo de bioincrustacio (CAPITULO 1V).

A maior abundancia de meroplancton ocorre geralmente na primavera,
relacionada a floracdo do fitoplancton (Highfield et al. 2010, Kuklinski et al. 2013,
Stlbner et al. 2016) e as condicdes fisicas e quimicas que favorecem a sobrevivéncia
das larvas (Pradillon et al. 2007). Nesta estacdo, o meroplancton normalmente domina
numericamente a comunidade zooplanctonica (Michelsen et al. 2017). No atual estudo,
0 potencial meroplanctdonico das amostras do PELD e do navio Altair foi maior na
primavera, como o esperado; no entanto, na primavera de 2015, o sul do Brasil estava
sob forte influéncia de um EIl Nifio (Australian Government Bureau of Meteorology
2015), que afetou a pluviosidade e consequentemente a salinidade da agua. Assim, a
abundancia e o nimero de taxa do meroplancton foi inferior ao esperado para este
periodo o que refletiu no assentamento durante o experimento, ndo apresentando muitos
grupos em altas densidades com potencial de colonizacdo das superficies utilizadas, o
que ndo impediu que a hipdtese fosse testada.

Houve um padrdo de sucessdo ecoldgica bem definido durante o experimento,
sendo as bactérias as colonizadoras primarias, responsaveis por modificar o ambiente de
modo a torna-lo mais adequado (Connell & Slatyer 1977, Jenkins & Martins 2010) ao
estabelecimento do perifiton e do protozoopléancton (colonizadores secundarios), 0s
quais formam uma comunidade tridimensional, como observado por Round (1971). As

diatomaceas foram mais abundantes e diversas no perifiton em comparacdo a outras
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microalgas, como ja observado na literatura (Ko & Hur 2011). O meroplancton
assentado (colonizadores terciarios) pareceu responder a variacdo de densidade e
composicao de organismos ja estabelecidos (bactérias, perifiton e protozooplancton) nas
superficies ao longo do tempo, como verificado por Keough & Raimondi (1995, 1996).

As bactérias ndo sO resistiram a tinta anti-incrustante, como também
apresentaram um crescimento equivalente ao observado nos substratos naturais. De
acordo com Cooney & Tang (1999), Valkirs et al. (2003), Camps et al. (2014), este
padrdo é comum quando as superficies pintadas, mesmo com biocidas, estdo estaticas.
Esta caracteristica pode ser associada a producdo da MPE. Os biofilmes marinhos
estabelecidos em tintas anti-incrustantes podem resultar em um aumento de 100 % da
producdo de MPE (Woods et al. 1988, Fang et al. 2002). Ou ainda a resisténcia
bacteriana (Flach et al. 2017).

Camps et al. (2014) observaram que a coloniza¢do de diatoméaceas € afetada
pelo revestimento biocida & base de cobre, corroborando o trabalho atual, que observou
uma menor concentracdo de clorofila-a em substratos com tinta anti-incrustante quando
comparada a superficies naturais, embora muitas espécies de diatomaceas também
tenham sido registradas nos substratos com anti-incrustante. Em relagdo ao
assentamento do meroplancton, Bao et al. (2010) observaram que as tintas anti-
incrustantes a base de cobre afetam a incrustacdo de invertebrados, sendo 0 mesmo
padrdo observado para a fauna vagil associada a bioincrustacdo (Perrett et al. 2006).

Neste trabalho, a inibi¢do do biofilme utilizando antimicrobianos foi mais eficaz
para evitar o estabelecimento do perifiton, protozooplancton e meroplancton do que a
pintura anti-incrustante, provavelmente devido a inibicdo do biofilme bacteriano.

Estudos anteriores demonstraram que a densidade de biofilmes bacterianos pode
mediar o estabelecimento de perifiton, protozooplancton e invertebrados (Neal & Yule
1994a,b, Fukami et al. 1997, Sekar et al. 2004, Yang et al. 2013, Wang et al. 2012,
Freckelton et al. 2017). Em contrapartida, conforme Daume et al. 1999, Harder et al.
(2002), Gallardo & Buen (2003), Dahms et al. (2004), Patil & Anil (2005), Ko & Hur
(2011), Shimeta et al. (2012) e Watson (2015) a presenca de perifiton/protozooplancton
é o principal fator que induz a colonizacdo de invertebrados no substrato.

Watson (2015) verificou a importancia do comportamento, da morfologia e das

preferéncias de predacdo do protozoopléncton a dindmica de colonizagdo dos
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invertebrados. A relacdo positiva observada entre protozooplancton e larvas
meroplancténicas podem estar associadas a alteracdo da densidade de bactérias no
biofilme, causada pelo controle top-down exercido por ciliados, favorecendo o
estabelecimento do perifiton através da disponibilidade do nicho. Os flagelados e
ciliados heterotréficos (protozooplancton) séo os principais predadores bacterianos na
maioria dos sistemas aquaticos (Hahn & Hofle 2001).

Todos os grupos, com excecdo de bactérias e do protozooplancton, mostraram
maior assentamento em superficies horizontais do que em verticais, demonstrando que
distintas orientacfes afetam a comunidade de organismos associada a substratos
consolidados (Acs & Kiss 1991a,b, Connell 1999, Glasby 2000, Kralj et al. 2006). No
entanto, esta preferéncia pode estar relacionada a sedimentacdo passiva de organismos,
principalmente da fauna vagil e sedentaria que permanece associada ao substrato devido
a orientacdo, sendo frequente o registro de ovos e embrides (como observado para
misideos) de organismos zooplancténicos, ndo ficando claro se este estabelecimento
ocorreu pela deposicdo de ovos de forma ativa pelos adultos ou passiva. Embora, de
qualquer forma, estes organismos correspondam a uma associacdo biolégica com as
superficies, incorporando o processo de bioincrustacdo, bem como o acoplamento
planctnico-benténico.

Sobre a textura entre 0,2 e 20 um das superficies, o presente trabalho nédo
observou diferencas na densidade e na composicdo dos organismos. Embora, na
literatura, essa caracteristica seja importante para a coloniza¢do (Hill & Thomason
1998, Bernsson et al. 2000a, Schumacher et al. 2007, Scardino et al. 2008, Sweat &
Johnson 2013). Alguns trabalhos verificaram que a maior colonizacdo de perifiton e de
invertebrados estava associada a superficies texturizadas quando comparadas com
superficies lisas (Bernsson et al. 2000a,b, Sekar et al. 2004), enquanto outros
observaram que a adesdo de organismos nos substratos diminuiu com o aumento da
rugosidade superficial (Souza & Ferragut 2012, Sweat & Johnson 2013).

Em geral, a textura superficial pode induzir ou repelir a colonizacao de perifiton
e do meropléancton dependendo do seu tamanho. De acordo com Callow et al. (2002),
Scardino et al. (2008) e Myan et al. (2013), as texturas ligeiramente maiores do que o
tamanho das larvas/esporos induzem a colonizacdo, que foi o caso das conchas de

Anadara brasiliana, proporcionando um local mais seguro para a adesdo e refugio
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contra as forcas hidrodindmicas (Myan et al. 2013, Scardino et al. 2008). Os mesmos
autores observaram que topografias entre 1 e 100 mm geralmente favorecem o
estabelecimento da fauna incrustante. No presente trabalho, a microtextura utilizada
compreendeu tamanhos entre 2 e 20 um, provavelmente muito pequena para observar
uma influéncia na colonizacdo de organismos (perifiton, protozooplancton e
invertebrados).

Muitas espécies de perifiton de agua doce foram registradas durante o
experimento associadas aos substratos. Este padréo esta relacionado com a presenca de
um sangradouro ao lado do navio Altair, que contribuiu para baixar a salinidade,
favorecendo o crescimento de espécies de agua doce. Decidimos quantificar todas as
microalgas associadas aos substratos, incluindo as espécies fitoplanctdnicas, pois estes
organismos contribuem para a acumulacdo biologica em substratos consolidados e
provam o acoplamento bentonico-plancténico (Schnack-Schiel & Isla 2005, Griffiths et
al. 2017).

Sobre os parametros fisico-quimicos avaliados, os resultados comprovam
condicdes similares entre os meios de cultivo expostos a diferentes situacdes dos
substratos. Os diferentes valores observados para as situagfes com antimicrobianos e
pintura anti-incrustante ndo sdo considerados toxicos.

Apesar da existéncia de uma relacdo positiva entre a presenca de bactérias de
biofilme e o assentamento dos demais colonizadores, ndo esta claro se € o biofilme
bacteriano que induz o estabelecimento do meroplancton ou se € a comunidade de
perifiton/protozooplancton. Uma hip6tese é que as bactérias estejam induzindo a
colonizacdo do perifiton/protozooplancton e estes estejam induzindo o assentamento
dos invertebrados. Desta forma, 0 meroplancton assentaria em reposta as bactérias do
biofilme indiretamente, e ao perifiton/protozooplancton diretamente.

O CAPITULO V permitiu testar esta hipotese através da avaliacdo dos efeitos
de diferentes idades de biofilme, composicdes de comunidades microbianas (bactérias,
perifiton e protozooplancton), bem como diferentes materiais para o estabelecimento do
metazooplancton no substrato, comprovando que o assentamento do meroplancton esta
diretamente relacionado a presenca e a densidade de bactérias do biofilme, bem como a
idade do biofilme bacteriano, apesar da densidade de cianobactérias também exercer um

papel significativo, dependendo do material do substrato, sendo, desta forma, a
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comunidade perifitica e protozooplanctdnica menos importante para 0 assentamento
larval. Este resultado entra em desacordo com alguns trabalhos (Daume et al. 1999,
Gallardo & Buen 2003, Dahms et al. 2004, Railkin 2004, Patil & Anil 2005, Ko & Hur
2011, Shimeta et al. 2012, Watson 2015) que observaram a importancia do perifiton
(principalemente  diatomaceas) e/ou do protozooplancton na colonizagdo de
invertebrados incrustantes e sedentarios no substrato, possivelmente pela auséncia de
uma avaliagdo a nivel de comunidade, generalizando resultados observados para
algumas espeécies.

Ko & Hur (2011) por exemplo, observaram que nove espécies de microalgas
bentonicas testadas individualmente aumentaram a taxa de assentamento e metamorfose
de larvas de abalone (Haliotis discus hannai Ino, 1953). Da mesma forma que Shimeta
et al. (2012) observaram o dobro de assentamento do serpulideo Spirobranchus
taeniatus (Lamarck, 1818) na presenca de ciliados.

A preferéncia dos organismos por determinados materiais ja foi observada em
muitos trabalhos (O Connor & Richardson 1996, Glasby 2000, Su et al. 2007, Burt et
al. 2009, Cangussu et al. 2010, Chung et al. 2010, Vedaprakash et al. 2013). O motivo
das diferencas observadas geralmente estd associado a topografia, a cor e a
molhabilidade das superficies, sendo substratos heterogéneos e hidrofébicos mais
atrativos, como observado para a madeira (maior heterogeneidade) e a fibra de concreto
(coloracdo mais escura). O acrilico apresentou a menor colonizagéo, quando comparado
a madeira, a fibra de concreto e ao aco. No CAPITULO 1V, foi utilizado o acrilico para
0 experimento laboratorial, e ao final dos 12 dias foi observada pouca colonizagéo, o
que provavelmente esta relacionado a falta de afinidade com esta superficie por parte
das larvas como observado no CAPITULO V, somado ao baixo potencial de
colonizag&o registrado. A escolha do acrilico no experimento laboratorial est4 associada
a superficie atoxica deste material.

De acordo com nossos resultados dos CAPITULOS I, IV e V, o potencial
larval é importante, mas o assentamento do meroplancton nao é proporcional, no tempo
e no espaco, a disponibilidade de organismos na coluna de agua. Pineda (1994) e Pineda
(2000) sugerem que o assentamento dos invertebrados depende de uma serie de fatores,
incluindo o suprimento larval. No entanto, estudos de recrutamento demonstram grande

variabilidade espacial e temporal no potencial das larvas e no padrédo de colonizagéo
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(Gaines & Roughgarden 1987), produzindo uma auséncia de correlagdo entre o
assentamento e a disponibilidade do meroplancton (Pineda et al. 2010). Outros estudos
(Olivier et al. 2000, Porri et al. 2006, Lopez & Coutinho 2008, Rilov et al. 2008)
também ndo encontraram correlacdo entre o meroplancton disponiveis e a intensidade
de assentamento, levando a crer que fatores extrinsecos (i.e., caracteristicas do
substrato) estejam atuando.

A compreensdo da dinamica da bioincrustacdo marinha, envolvendo os fatores
fisicos, quimicos e biologicos que levam a um determinado organismo colonizar uma
determinada superficie, permite que as informac6es obtidas possam ser empregadas em
técnicas e metodologias a fim de evitar a colonizacdo de organismos em substratos
consolidados artificiais especificos, tendo o presente estudo ndo somente uma aplicacédo

ecologica como também biotecnoldgica como apresentado na justificativa.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

0]

(i)

(iii)

(iv)

v)

O citdmetro de fluxo permite a estimativa de densidade de bactérias tanto
planctonicas quanto associadas ao biofilme de uma forma equivalente
estatisticamente e mais répida que as microscopias de epifluorescencia e
eletrbnica de varredura, garantindo o melhor custo-beneficio, no entanto as
estimativas de tamanho celular bacteriano sdo superestimadas, devendo ser

utilizada a microscopia em paralelo. Desta forma, a Hi foi parcialmente aceita;

A textura, tamanho, orientacdo (fatores fisicos), a cor, a composi¢do/material e
a presenca de tinta anti-incrustante (fatores quimicos) e a presenca de biofilme
bacteriano (fator biolégico) foram os fatores mais correlacionados a
colonizagdo do metazooplancton em substratos consolidados, aceitando
parcialmente a Ha.

A utilizacdo da combinacdo de antimicrobianos (antibidticos e antifingico)
permitiu o teste de hipGtese, sem causar danos agudos aos organismos ndo
alvo, sendo a Hs aceita;

Existe uma relacdo positiva entre a densidade de bactérias associadas ao
biofilme e a sucessdo ecoldgica, envolvendo o estabelecimento de perifiton e
de meropléncton no substrato consolidado, confirmando a Hs;

O assentamento do metazooplancton incrustante e sedentario (meroplancton)
no substrato consolidado estd relacionado a densidade de bactérias
heterotrdficas associadas ao biofilme, bem como a idade e a composicdo do
biofilme microbiano, sendo biofilmes mais maduros, com uma maior
contribuicdo de bactérias na composi¢do quando comparado a contribuigdo do
perifiton, mais atrativos, embora a densidade de cianobactérias exerga um

papel secundario para este assentamento, confirmando a Hs.
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10. CONCLUSAO GERAL

A presenca de tinta anti-incrustante, bem como a exposi¢do ao meio e o tempo
de exposicdo foram fatores importantes para a colonizacdo do metazooplancton, no
entanto ja era esperado que superficies pintadas apresentassem uma menor colonizagéo
do metazooplancton, devido ao efeito tdxico do Oxido cuproso presente na tinta
Supermarine ABC 095 (Renner), da mesma forma que era esperado que superficies
mais expostas a0 meio apresentassem uma maior taxa de assentamento de invertebrados
e que a sucessdo ecoldgica ocorresse em relacdo ao tempo de exposicdo dos substratos
no meio.

O potencial do zooplancton é importante quando relacionado a composi¢do dos
taxa, no entanto, comprovamos que fatores externos (quimicos, fisicos e bioldgicos)
relacionados ao substrato afetam mais a colonizacéo.

Dentre os fatores fisicos, quimicos e bioldgicos testados, a textura (>20 um), a
orientacdo (horizontal), o material (madeira e fibra de concreto), a composi¢do da
superficie no caso das conchas de moluscos utilizadas como substratos (calciticas e
biominerélicas), o tamanho (<50 mm?2 ou >1.351 mm?2), a cor (ocre-amarelada) do
substrato, bem como a densidade, idade e composicdo do biofilme bacteriano sdo os
fatores que apresentaram maior influéncia para a colonizacdo do metazooplancton
durante o processo de bioincrustacdo. Ja dentre os fatores supracitados, o biofilme
bacteriano excerceu o efeito mais significativo, sendo maiores densidades de bactérias
heterotréficas, seguidas da densidade de cianobactérias, relacionadas a ocorréncia da
sucessdo ecoldgica e a maior taxa de assentamento de invertebrados, o que pode ser
ainda intensificado ou reduzido quando os fatores fisicos (textura, orienta¢do, tamanho
do substrato) e quimicos (material, composicdo, cor do substrato) estdo interagindo

conjuntamente.
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11. PERSPECTIVAS

(i) Analisar molecularmente (Metagenémica) a comunidade bacteriana (16S) e
fangica (ITS), avaliando a sucessdo ecoldgica entre estes micro-organismos,
bem como relacioné-los com o assentamento de perifiton, protozooplancton e

invertebrados durante a sucessdo ecologica;

(if) Testar inibidores bacterianos naturais (metabdlitos secundarios de plantas e
animais) com a intencdo de inibir a colonizacdo de perifiton,

protozooplancton e invertebrados;

(iii) Utilizar a combinacdo de antimicrobianos como ferramenta para outros
estudos ecoldgicos envolvendo perguntas sobre o papel de bactérias na

comunidade aquatica.
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Farmécia - Av. Ipiranga, 2752, Bairro Azenha, CEP 90610-000, Porto Alegre, RS, Brasil.

Resumo

Em ambientes aquaticos, as bactérias heterotroficas séo um componente importante, e a
estimativa de sua abundancia e biomassa é fundamental para a compreensdo do seu
papels ecoldgico dentro da cadeia alimentar. Embora o microscépio nos tenha tornado
conscientes da existéncia do mundo das bactérias a partir do século XVI1I, somente apos
a descoberta do citdmetro de fluxo no século 20 que se tornou possivel implementar
estudos detalhados desses organismos a um nivel de celular. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar diferentes técnicas: Epifluorescéncia (corada com laranja de acridina) (MEF),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Citometria de Fluxo (CF) (sem marcador
e com diferentes marcadores: laranja de acridina, DAPI, iodeto de propidio e SYTQ9)
para estimar a densidade e o tamanho das bactérias tanto plancténicas quanto associadas
a biofilmes sob diferentes exposicGes/idades. Além disso, foi avaliado se o
procedimento de ultra-som é uma técnica eficiente para desprender o biofilme das
superficies. Para isso, agua marinha natural ndo filtrada foi incubada em laboratério
durante 12 dias. Substratos de madeira (12 cm?) foram depositados na cultura para
permitir o crescimento do biofilme. Aos 6 e 12 dias de exposicdo, aliquotas (1 mL) e
substratos foram removidos para estimar a densidade e o tamanho das bactérias
planctonicas (ind. mL™) e do biofilme (ind. cm) (apds o procedimento de ultra-som)
com 10 pseudoreplicados para cada comunidade e tratamento. O procedimento de ultra-
som foi eficiente no desprendimento do biofilme marinho dos substratos (até 94 %). A
analise de citometria de fluxo (sem marcador) permitiu de uma maneira rapida e
confiavel a quantificacdo de bactérias marinhas planctdnicas e associadas a biofilmes
em comparacao ao uso de diferentes metodologicas, EFM e SEM. A microscopia (EFM
e SEM) fornece tamanhos de bactérias plancténicas e de biofilmes mais precisas do que
a citometria de fluxo, embora haja uma correlagéo positiva (r = 0,972; p <0,001) entre
os tamanhos de bactérias das trés metodologias. Desta forma, o CF permite analises
bacterianas quantitativas mais répidas e econémicas quando comparada as
microscopias.

Palavras-chave: bacterioplancton; BDFacsVerse™: microscopia de epifluorescéncia;
bactérias heterotroficas; microscopia eletronica de varredura.
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Abstract

Empty mollusk shells may act as colonization surfaces fer sclerobionts depending on the
physical, chemical, and bicleglcal attnbutes of the shells. However, the main factors that
can affect the establishment of an organism on hard substrates and the colonization pat-
terns on modern and time-averaged shells remain unclear. Using experimental and fleld
approaches, we compared sclerobiont (1.e., bacteria and invertebrate) colonization pat-
terns on the exposed shells (internal and extemal sides) of three bivalve species (Anadara
brasilana. Mactra isabelieana, and Amarilladesma mactroldes) with different external shell
textures. In addition, we evaluated the influence of the host characteristics {mode of life,
body size. color alteration, external and internal ornamentation and mineralogy) of sclero-
bionts on dead mollusk shelis (bivalve and gastropod) collected from the Southern Brazilian
coast. Finally, we compared field observations with experiments to evaluate how the bio-
logical signs of the present-day invertebrate settiements are preserved in molluscan death
assembiages (incipient fossil record) in a subtropical shallow coastal setting. The resuits
enhance our understanding of sclerobiont colonization over modem and paleocecology per-
spectives. The data suggest that sclerobiont settlement is enhanced by (/) high(er) biefilm
bacteria density, which is more attracted to surfaces with high ornamentation; (#) hetercge-
neous Internal and extermnal shell surface; (i) shallow mfaunal or attached eplfaunal life
modes; {/v) colorful or post-mortem oxidized shell surfaces; (v) shell size (<50 mm? or
>1,351 mm?); and {v) calcitic mineralogy. Although the biofilm bacteria density, shell size,
and texture are considered the most important factors, the effects of other covarying attri-
butes should also be considered. We cbserved a similar pattern of sclerobiont colonization
frequency over modern and palececology perspectives, with an increase of invertebrates
occurring on textured bivalve shells. This study demonstrates how bacterial biefdms may
influence sclerobiont colonization on biological hosts (mollusks), and shows how ecelogical
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Introduction

The biclogical remains of invertebrates and vertebrates (shells, carapace, skeletons, and bones)
may act as colonization surfaces for invertebrates, especially on continental shelves covered by
unconsolidated substrates. Similarly, those remains act as colonization islands in these envi-
ronments and provide a supply of invertebrate larvae, which are essential for population per-
sistence in such regions, These biological remains are dominated by mollusk shells that can
remain for long time intervals at the sediment-water interface due to their relatively high dura-
bility (or in a safe zone of the taphonomically-active, [1]). Thus, mollusk shells provide a valu-
abie archive of current and past generations of organisms and preserve the biological signals
despite the time-averaging of generations and taphonomic bias (|2] and references therein).
The intriguing relation in sclerobiont colonization (encrustation and bioerosion caused by
epi- and endobiont organisms, respectively, [3]) between a host and its colonizers has been
widely debated by several studies concerning the modern marine environments as well as
those related to the fossil record (e.g,, [4-9] and references therein), On a paleontological per-
spective, the encrusting communities on hard substrates changed throughout the Phanerozoic
(since the Ordovician when were first expressed [9]), which provides a straightforward record
of competition and interactions (e.g., [10]). As a large proportion of sclerobiont species possess
highly preservable skeletons, they exhibit relatively good fossilization potential and retain the
spatial structure of the encrusting communities (9], Additionally, the ecological and taphono-
mical relationships of modern encrusting organisms have been the focus of numerous studies
{e.g. [11-13], and references therein). Ancient biological interactions have also been explored

to understand the evolutionary relationships modulated by predation [14-16], and how
encrustation and bioerosion affect the interpretation of the fossil record (e.g,, [8; 17-19] and
references therein).

The invertebrates associated with sclerobiont colonization can be found in the zooplankton
community and are mostly represented by organisms with a meroplanktonic life-cycle (ie.,
barnacles, some mollusks). Meroplankton expend part of their lives in the water column as lar-
vae drifting with ocean currents and the other part as adults in benthic or nektonic environ-
ments [20]. Holoplanktonic (i.¢., some copepods) and thycoplanktonic {i,e., amphipods)
invertebrates can also be recorded on hard substrates and are classified as vagile or fouling
companion fauna [21-24].

There are many stidies that have compared sclerobiont colonization patterns between dif-
ferent taxa and substrates [ 1 1], However, there is still no consensus on the main factors that
can affect invertebrate colonization on biological substrates such as shells, carapaces, and
bones, However, the surface texture has frequently been cited [25-31] together with biological
factors, such as competition by recourses [32, 33, conspecific presence [34, 25), and ecological
inter-specific interactions [ 11, 36, to induce or repulse settlement. Experimental arrays con-
ducted on non-biological hard substrates such as steel and concrete have demonstrated that
invertebrate settlement might be positively [37-39] or negatively [19-41] influenced by bacte-
rial biofilm. These biofilms are composed of multiple species of bacteria attached to a substra-
tum covered by an extracellular polymeric matnix, and their development can change the
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attractiveness of a hard substrate to periphyton, protozooplankton, seaweed and invertebrates
[11,42-44].

In this study, an experimental approach was used to compare the zooplankton and bacterial
biofilm colonization potentials on the shell of three species of bivalves with different external
textures. Furthermore, we evaluated the encrustation and bioerosion of a marine subtropical
deposit 1o assess the possible selectivity of scierobionts in the fouling process on time-averaged
shells {accumulation of non-contemporaneous individuals in an assemblage; see review in
[2]), which simulated the upper limit of the taphonomicaily active zone (TAZ) | 1]. The goals
were to assess the main factors that affect the colonization process on shells and observe how
much of the biological signal from present-day invertebrate larvae settlement is preserved in
the empty molluscan shells {death assemblage-incipient fossil record) over ecological and
palevecological perspectives,

Materials and methods
Ethics statement

"Concheiros Beach” is located on the coast of Southern Brazilian, and is not included in the list
of sites of natural interest protected by law, Endangered mollusk taxa have not been reported
at the sampled location, Consequently, the field study did not involve endangered or protected
species. Live molluscan specimens were not collected in this study, and special permits were
not required to obtain empty shell material for scientific research in the study area. This study
is supported by the “Biofouling process under subtropical coastal conditions”, project super-
vised by Dr. Erik Muxagata and approved by PROPESP/FURG (htipi//www. propesp. furg br)
(process 673520/2013, 06/2013 to 06/2017). The collect of zooplankton is permitted under the
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade (Sistema de Autorizagio ¢ nformagio
em Biodiversidade) permanent authorization number 1907371, The data from this study have
been archived as a PLoS One online-access appendix (51, S2 and 53 Data).

Experiment observations: Zooplankton colonization

Shells of Avadara brasiliana (Lamarck, 1819), Mactra tsabelleana d'Orbigny 1846 and Amaril-
ladesma mactroides (Reeve, 1854) (51 Fig) were chosen for this experiment since they were
abundant and had distinct external textures with similar colors (white = natural or reduced
color). All shells {36 specimens, 12 of each species) were gathered from Concheiros Beach, RS,
Brazil (Fig 1 B). The shells were immersed in sterile water in the laboratory, and three pulses of
20 kHz of a Cole-Parmer™ 4710 ultrasonic homogenizer were applied for 15 seconds on each
side of the shell [15] to detach the biofilm, Each shell was previously observed under a dissect-
ing microscope (Olympus BH-2) to ensure that there were no unique marks (i.e., predation,
bioerosion, encrustation, fragmentation), and categorized using their external ornamentation
(0 = A. mactroides; 2 = M. isabelleana; 3 = A. brasiliana) using criteria taken from the literature
(references in Table 1),

Later, the shells were placed in six bowls (20 cm in diameter; 18 cm in height) filled with
estuarine water (filtered through 20 pm mesh) to a height of 10 cm and kept at a constant salin-
ity (2342}, temperature (25°C) and photoperiod (14L:10D). These conditions were chosen to
simulate the current subtropical conditions found in this region. A 5 cm-thick layer of natural
estuarine sediment was included as substrate at the bottom of each bowl to simulate the rein-
troduction of the shells to the upper part of the taphonomically active zone |1]. The shells were
inserted in the sediment (~2 cm) in a way that allowed both the internal (concave) and the
external {convex) sides to be exposed to the six replicates, and the shells were arranged in an
interfeaved manner (52 Fig). The sizes of the shells belonging to the same species were similar,

PLOS ONE | ntips://ood,org' 10,137 1 jounal pons 0184745 September 13, 2017 aler



148

.@PLOS I ONE Bactesial biotitn influences scercbiont colonization

52°55W

South America

Fisid step

B __1_[i

Fig 1. Study area on the southern Brazillan coast. (A} Patos Lagoon estuary where the axpedmental step was
conducted. (B) "Concheiros Beach™ where the samples were collected,
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Table 1. Categorical variables measured (n this study.

Ecological variables Key More information/
Class 0 = Gastrapoda; 1 = Brvaiva Rios {£7]
Surface size class (mm?) <50; 51-150; 151-450; 451-1350; >1350 Rodfand atal, [19]
Habitat of origin 0 = deep infaunal; 1 « shallow infaunal; 2 « altached nfaunal; 3 « free-living epdaunal Rios [47], Mikkelsen and
R | | |Biolorfad]
Mineralogy 1 =calote; 2 = aragoaite; 3 = biminaraic Mikkalsan and Bisler [45)
Sclerobionts (bicerosion or 0= absem, 1 « present, 1.1 « drill; 1.2 = sponge; 1.3 « wom. 1.4 « bryazoan, 1.5« Lecinsky et al. [49]
encrustation) fungae’; 1.6 « polychaete; 1.7 » bivaive: 1.8 » barnacke. 1.9 « foraminifera: 1.10 » algae;

1.11 = hydrozoan; 1.12 = unidentified
Secondary color (or color 0= color dost; 1 = natural; 2 = oxidzed color; 3 = reduced color Callender et al. [1) and
alteration)” | Best [50]
External ornamentation 0= absent; 1 = low; 2 = average: 3 = high Caretal [30]
(complexity degrea) |
Internal ornamentation | 0= absent; 1 = present | Cartetal. [30)

“oxidized cokes (cream, yellow, ochre, and red); reduced colors (white, gray, 8nd biack)

itttk ey 1 0. 437 1 ncenalt pone. 01 84745.1001

but the sizes were different among species (21 10 22 mm” for A. mactroides, 7 to & mm? for A,
brasiliana and 9 to 10 mm? for M. isabelleana). Thus, the zooplankton colonization density on
shells was standardized to 25 mm®, Once a week, the seawater was partially renewed (50%),
and the zooplankton community was also replaced. A supply of fresh plankton for the experi-
mental study was collected from the channel the Patos Lagoon estuary, which is located in Rio
Grande on the southern Brazilian coast (327°08°53"S- 52°06'03"W) (Fig 1 A). Two samples
were collected using a conventional conical plankton net (200 ym of mesh) equipped with a
flowmeter. After collection, the plankton samples were filtered through a 500 pm mesh net to
remove the large planktonic predators. One sample was split into six equal parts (Motoda split-
ter) and placed into the bowls, while the other sample was fixed {formaldehyde 4%) to analyze
the potential of the zooplankton to colonize the shells,

To assess the zooplankton potential {the relationship between the invertebrates present in
the water column and the colonizers on available substrates), the composition in each zoo-
plankton sample was estimated from aliquots (1-5% of the sample) counted on a Bogorov
chamber, and the results were compared to the occurrence on the shells, A General Linear
Model (GLM) analysis was performed to evaluate the differences between the density of the
settled zooplankton and the richness of the bivalve shell species and the exposed shell side
(internal and external). A post hoc Tukey test followed the analyses. A simple regression was
applied to evaluate the correlation between the settled zooplankton densities on the different
shells textures.

Experiment observations: Microbial biofilm colonization

To evaluate shell colonization by bacterial biofilms, five shells of each bivalve species (A, bra-
siliana, M, isabelleana and A, mactroides) were sterilized (see the section Experiment Observa-
tions; zooplankton colonization section) and attached to a pier located in the channel of the
Patos Lagoon estuary (Fig 1B) during the austral summer of 2014 (salinity 232, temperature
25°C and photoperiod 141:10D) (52 Fig), The sizes of the shells were the same as those used
in the laboratory experiment, The shells were recovered after five weeks of exposure and
immersed in a sterile formatdehyde 4% solution (50 M) to fix the biofilm. In the laboratory,
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the biofilm was detached using three pulses of 20 kHz for 15 seconds on each side of the shells
with a Cole-Parmer " 4710 -ultrasonic homogenizer [15],

The biofilm bacteria density (bact cm *) was estimated using a flow cytometer (BD FACS-
Verse™). The comparative sizes (um) and complexities of the cells were measured using a For-
ward Light Scatrer (FSC-A) and a Light Side Scarter (SSC-A), using spherical beads as the
pattern [51-53]. However, the precise value of bacteria cell size was also estimated using epi-
fluorescence microscopy, which is considered a more accurate technique than flow cytometry
[54], A total of 100 bacterial cells were measured for each bivalve species. The bacterial biomass
(pg C cell ') was calculated using the allometric biovolume {pm®) conversion factors proposed
by Norland [55] and Sun and Liu [56].

To evaluate the microbial community, the biological material in suspension obtained from
each shell was filtered (1 mL) through polycarbonate filters (darkened with Irgalan Black),
stained with acridine orange (1%) and viewed under an epifluorescence microscope (Zeiss
Axioplan) at 1000X magnification. The bacterial morphotypes were classified according to
Zaritski [37]. The observations of the presence or absence of fungi and periphyton followed
the same methodology.

The GLM analysis was performed to evaluate the biofilm bacterial density on the different
bivalve shells. The model was adapted to the Poisson distribution with a “log” link function.
Post hoe Tukey tests followed the analyses. Simple and multiple regressions were applied to
evaluate the correlation between the settled zooplankton density and the biofilm bacteria den-
sity on the different shell textures,

Field observations: Mollusk assemblages

To quantify the biofouling on the time-averaged mollusk assemblages, samples were collected
from Concheiros Beach (Fig | B; 33°32'6" §- 53°5'37" W) on the Southern Brazilian coast in
December 2013, This locality is well known to have dense bioclastic concentrations formed by
shells mobilized from the inner continental shelf during storm events. Five to seven replicate
quadrats (300 x 300 cm) were delimited, and the uppermost 5-cm sediment layer was collected.
A total of 11 transects were sampled. Two transects were placed at a distance of 20 meters
from the lowest sea level height in the upper supralittoral zone parallel to the shoreline; two
were placed in the intertidal area perpendicular to the coastline, and the remaining seven tran-
sects were placed in the lower supralittoral zone paralle! to the shore (Fig 1C).

All shell remains collected from each quadrat were identified and stored in plastic bags and
taken to the laboratory, where they were washed in fresh water and sieved using 500 pm
meshes. Host and fouling organisms were identified to the lowest possible taxonomic level
according to Roland et al, [5], Brett et al, [5, 7], Rios [47], Buckup and Bond-Buckup [58],
Lopes [59], Barclay et al. [60]. Host organisms were characterized according to their (1) life
modes (deep infauna, shallow infauna, free-living epifauna, or attached epifauna), (if) orna-
mentation complexity, both internal (present or absent) and external, with complexity varying
from absent, little, average to high, (i) predominant mineralogy (aragonite, calcite, biminera-
lic) and (iv) categorical color (natural, reduced, oxidized) (Table 1). The marks left by fouling
organisms were also considered (bioerosion); they were identified and quantified under a ste-
reoscopic microscope to determine presence or absence, coverage percentage, and the location
of the colonization on the shell (internal or external), Taphonomic analyses were also carried
out on all shells (52 and 54 Data, 51 Table).

The area-size and shell data were transformed into categorical variables used to observe the
vccurrence frequency (%) of sclerobionts (bioerosion + encrustation} between different life
maodes, shell sizes, colors, ornamentations, and mineralogy. The GLM analysis was carried out
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to test for significant differences, The model was adapted to the data using a binomial/multi-
nomial distribution with a “logit™ link function, Post hoc Tukey tests followed the analyses. A
Spearman rank correlation was performed to verify the relationship between the different cate-
gorical variables and identify any possible covanances among them. All analyses were carried
outin R [61).

Results
Experiment observation: Zooplankton colonization

The meroplanktonic components represented 25% (3,434 organisms m ') of the zooplankton
samples collected from the channel in the Patos Lagoon estuary. Holoplankton components
represented 74% of the samples and thycoplankton represented 1%, However, the mero-
plankton contained a higher number of groups than the other components (Fig 2A). The
dominant meroplanktonic organisms were gastropods (339+426 org m '), followed by
bivalves (1904228 org m™*), barnacles (139487 org m ), hydromedusae (29436 org m ),

Zooplankton potential

Legend
7 Holoplankton
._ Thycoplankton
24 Meroplankton
. Bivalve
¥l Cimripedia
1+ Cladocera
B Copepod
W Decapoda
™ Gastropoda
! Hydrozoa

*. Oligochaeta

¥ Polychaeta

St |

0%

Average

Shells

Fig 2. Zoopiankton potential colonization on shells. {A) Total oocurrance freguency (%) of hoioptankton, thycoplankton, and meropéankion in
zooplankton samples. (B) Zeoplankion potential on sampled colonzing shells. (C) Settled zooplankion (%) on shells.
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polychaetes (22422 org m *) and decapods (10417 org m™). During the experiment, the natu-
ral zooplankton community changed their composition, although copepods always repre-
sented the highest fraction (Fig 2B). Slight differences in the settled zooplankton composition
on shells were observed between the different substrates. Bivalves, gastropods, and barnacles
were all present on all shells. However, decapods were only recorded on Anadan brasiliana,
while copepods were only recorded on A, brasiliana and Mactra isabelleana shells, and
hydrozoan polyps were only found on Amarilladesma mactroides (Fig 2C). On the shells, we
observed significant differences in the zooplankton colonization density (p<0.001) (Fig 34).
However, the richness was not affected (p = 0.243) (Fig 38). No differences in the coloniza-
tion on the internal and external sides of shells were observed (density p = 0.280; richness

p =0.111), although this factor may affect the invertebrate settlement density when interact-
ing with the substrate (p<0.041). A. brasiliana followed by M., isabelleana showed higher
densities and richness values of the zooplankton colonization on average compared to

A, mactroides (Iig 3), A positive {r = 0.806) and significant (F,, 4, = 24.132; p<0.001) correla-
tion between zooplankton colonization density and the different external ornamentation was
observed, with higher ornamentation values being more attractive.

Overall, regardiess of the invertebrate’s compoasition, differences between the zooplankton
colomzation of the internal and external surfaces of A, brasiliana shells were observed, The
inner surface had the highest average richness and was composed of primarily sedentary and
vagile invertebrates. For all shell species, the sedentary and vagile fauna showed the highest
density on the inner surfaces (Fig 3C).

Experiment observation: Microbial biofilm colonization

Significant differences (p<0.001) were observed in the bacterial densities (bact cm *} of the
various bivalve species: A. brasiliana had the highest biofilm bacteria density {16.3x10"+2.885)
followed by M. isabelleana (4.6x10°+32.951) and A. mactroides {1.2x10° £473.448) (Fig 4A). A
positive (r = 0.896) and significant (F;, (4, = 49.278; p<0.001) correlation between the biofilm
bacteria density and the different external ornamentations of the shells was observed.

The bacterial biofilm community showed variations in cell sizes throughout the experiment
(Fig 4B). Amarilladesma mactroides had larger bacterial cells {~0.7 pm) than the other shells.
Bacteria from A. brasiliana and M. isabelleana showed an average cell size of ~0.63 and
~0,67 pm, respectively, However, the SSC-A axes from the cytometer graphs (see Fig 48)
revealed that the bacteria cells on A, brastliana and M. (sabelleana shells were more complex
than the bacteria cells found on A. mactroides shells. Higher average bacterial biovolume
(um") and biomass (pg C cell ') values were noted on A. mactroides at 13.18 and 0.114, respec-
tively, Anadara brasiliana and M, isabellcana had bacterial biovolumes of 11,87 and 12,62 pm’,
respectively, and biomasses of 0,112 and 0.113 pg C cell |, respectively. Bacterial rods and coc-
cus shapes were observed on A. mactroides while bacterial coccus and diatoms (cf. Nitzschia)
were observed on M. isabelleana and A. brasiliana. Filamentous fungi were also recorded on
A. brasiliana (Fig 40), A positive (r = 0.878) and significant (F; -, = 28.352; p<0.001) correla-
tion between settled zooplankton density, biofilm bacteria density and external shell ornamen-
tation was observed (S1 Fig),

Field observations: Mollusk assemblages

Of the 1,965 time-averaged mollusk shells (58 gastropods and 1907 bivalves) collected from
Concheiros Beach, only 828 showed sclerobionts (encrustation or bloerosion). Encrusting
organisms were recorded on only 87 shells, but traces of these organisms were apparent on
741 shells. A significant difference was observed on the total sclerobiont colonization between

PLOS ONE | hitps //doeorp/ 10137 1 jounal pona 0184745 September 13, 2017 8/27



153

.
@Pl.os I RiE Bacterial biofim influences sclercbiont colonizaton
s hells p<0.001 b = T halls p=0,243 =
shells p<0. Internal | shalls p=0, Intermal
2 100 A exposed side pe0.280 | Em";a, 2 | B exposad sde p=0.111 B External
'g %0 interaction p<0.041 e 6. imeraction p=0.498 @ a
a
a
gﬁs‘ 80 § 5!
c

EE § -
cw 4
oo~ B0 !
B % ab E
8 2 0 ab . 3
N O 40 ac g
b 2
g 7 27
@
w » a 8 1l

10 “w

0 0

Amanladesma Anadara Maclra Amanlladasma Anadara Mactra
mactroides brasiliang isabelieana mactroides beasiang izabelesna
Shells Shells

. Bivalve #; Cirripedia [JJj Copepod ] Decapoda @ Gastropoda [} Hydrozoa

c
C5S
-
4 100%
3
0,
S 80%
o
= 60%
8
X
[= 40%
3
Q.
8 20%
N
'g 0% -
- Internal External Internal External External
% Amarilladesma Anadara Mactra
w mactroides brasiliana isabelleana

Shells

Fig 3. Zooplankton colonization on shells. (A} The colonzation dansity on the intemal and extarnal surfaces of ditfecant shells. (B) Tha nchness of
colonizers on intemal and external suriaces. (C) Settled zooplankton composition (%) on differant sheils sides. The vertical Ines denote the 85%

confidence intervals (standard erar1.96), and the lowercase letters ndicate simdarities (the same lelters) or signdicant differences (different lelters)
betwean the shelts (Tukay test).

It /fcdoe g 10, 1 37 Aoumnal pone 01847459003

the Bivalvia and Gastropoda classes (p<0.001). Table 2 presents a complete list of the bivalve
and gastropod species with their relative abundances.

The sclerobiont colonization was significantly different between the Gastropoda (p<0.001)
{Fig 5A) and Bivalvia species (p<0.001) (Fig 5B). The shells of Crepidula spp. and Glycymeris
spp- exhibited the highest number of sclerobionts among the Gastropoda and Bivalvia,
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Table 2. Categorical classification of external ornamentation, mineralogy (1 = calcite; 2 = aragonite; 3 = bimineralic) and frequency of occurrence

(FO) data.

Taxonomic classification External ornamentation Mineralogy FO (%)
GASTROPODA

Pisania sp. 3 2 31
Buccinanops cochiicium 1 2 1
Sinumsp. (4 2 5
Adelomedon brasilana 1 2 3
Crepyduva protes 1 2 3
Otvancillana weeus g 2 2
Epitanium georgetinum 3 2 2
Unidant&able not applicable not applicable 32
BIVALVIA

Mactra sp 2 1 458
Pitar sp. 4 1 106
Glycymens sp 2 1 47
Pema pema _ 2 3 I 44
Oslreasp, 2 2 18
Anadara brasiiana 3 1 14
Anxantis purpurala 2 1 0.8
Donax sp. 1 1 08
Crassosiraasp. 2 2 0.7
Chiarmyssp. 3 2 03
Amanliadesma mactroides o ! 01
Brachidontes rodriguezli 2 3 0.1
Laewardiam sp 1 1 01
Pholassp. _ i I 01
Unidentatle ot appicadle ot apgicable 25

st/ Nhon Cr 't 0 137 1/0semal pane. DIBATAS 1007

respectively. Shells from the gastropods Epitonium sp. and Sinum sp., as well as the bivalves
Amarilladesnia mactroides, Brachidontes sp., Laevicardium sp., and Perna perna, showed no
encrusting or bioeroding organisms.

The life modes and host sizes significantly (p<0.048) influenced the occurrence of sclero-
biont colonization (encrusters and biceroders) on gastropods (Fig 64 and 6C) and bivalves
(p<0.001} (Fig 68 and 61). The shallow infaunal and attached epifaunal mollusks showed
greater levels of colonization, which contrasted with the deep infaunal bivalves, which had
fewer sclerobionts, Apparently, color alteration of the substrate affects sclerobiont colonization
on gastropod (p<0.050; Fig 6E) and bivalve (p<0.001; Fig 6F) shells. as the oxidized (cream,
yellow, ochre, or red) shells were preferentially colonized.

The varying levels of external ornamentation in Gastropoda did not show any remarkable
influence on sclerobiont colonization (p = 0.581) (Fig 7A). In contrast, the ornamentation of
bivalve shells seems to be a key factor controlling the colonization process. Shells with average
and high degrees of external ornamentation complexity have significantly (p<0.001) more
sclerobionts than the bivalve shells with low degrees ornamentation complexity (Fig 78), and
the same pattern was recorded on the internal surfaces, (p<0.001; Fig 7C). The shell mineral-
ogy also influenced colonization, with significantly more encrustation and bioerosion occur-
ring on bivalve shells composed predominantly of calcite (p<0.001; Fig 710).

Despite these vital roles of these differences, most of the factors analyzed are covariates
(Table 3). Size is a key factor, which is significantly correlated with all variables, including
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taphonomic damage. Size is positively correlated with color and total taphonomic grade, while
it 1s negatively correlated with external ornamentation and mineralogy, Thus, for both gastro-
pods and bivalves, a higher average colonization was observed on shells larger than 1,351 mm®
(gastropods p<0,037; bivalves p<0.019), while no significant differences were observed in the
smaller size classes (51-150 mm’ for gastropods and <50 mm? for bivalves). When bioerosion

Table 3. Spearman rank eotrollﬁom between the lh.“ factors evaluated (Tabis 1), and the total taphonomic grade (TTG) (see also 51 Tabla),

VARIABLES Size | Color External ornamentation |Mineralogy 76
Life mode | r=-0.480 | r=-0.001 r=0.788 |F=0.871 (r=0162
| p<0.001 | p<0.938 0001 | p<0.001 | p=0.001
Size [r=0118 r=-0.407 [r=-0445 r=-0.111
o _ | p<0.001 _p<0.0M | p0.001 | p<0.001
Color ‘ t = 0.070 |r=-D.015 r=0.454
| ‘ | p=0.002 | 720,509 | p<0.001
External ornamentation | |r=0.866 [1=0376
| p<0.001 p<0.001
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of the molluscan size classes was analyzed separately from encrustation, this pattern remained
the same. However, encrustation occurred preferentially on large (>1351 mm”) gastropod
shells (p<0.001), but no significant difference was observed for bivalve shells (p = 0.876) (Fig
£). The size frequency distributions of each taxonomic group (53 Fig) and the taphonomic out-
comes (55, 56, 57 and 58 Figs) are displayed in the supplementary data.

Several sclerobiont taxa were found colonizing the shells: Ostrea equestris Say, 1834; serpu-
lid polychaetes; Phragmatopoma caudata Kroyer in Morch, 1863; Amphibalanus improvisus
(Darwin, 1854); Stramonita hacmastoma (Linnaeus, 1767) eggs; Crassostrea spp.; Pododesmus
rudis (Broderip, 1834), mytilid byssus; seaweed; Hydrozoa; Foraminifers; Bryozoa; and bioer
oding Bryozoa, Ponifera, Polychaeta and Bivalvia (Fig 9).

Discussion

Are zooplankton and biofilm bacteria colonization affected by different
shelis?

The zooplankton richness potential corresponded to the settled organisms on the shells, with
the meroplanktonic larvae being the most representative (Fig 2A, 2B and 2C). However, the
settlement quantity did not reflect the meroplankton supply. As previous studies have
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haemastoma {arrow). (E) An axtarnal view of a Pholas bivaive shell with encrusting Ostresdas and bryozoans and a
sadimant-tuba made by a polychaete (arrow). (F) Intemal view of anothar Pholas shek with several oysters { Ostrea
equestng) and bryozoans. (G) External view of an Anadara brasiana bivatve shell with a bonng sponge. (H) Intemal view of
a Mactra bivaive shedl encrusted by Ostraidae. The hole was made by & spionidea palychaete. Scale bars: 10 mm,
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demonstrated, larvae are attracted to light during settlement {62, 63]. Therefore, due to the
glass walls of the bowis used in our study, some larvae (i.c., barnacles) scttled on the glass,
thereby reducing the colonization potential on the shells.

Additionally. one meroplanktonic group that was available in the water column. the poly-
chaetes, did not settle on the shells. This phenomenon may relate to the spatial competition
with other groups that are more cfficient in the settlement process [64], preference for other
substrate types [46] or orientations [65], absence of conspecifics [66] or even succession of eco-
logical needs [67], all of which can also explain the different group colonization between the
bivalve shells species. For example, Marshall and Keough [68] observed that smaller larvae
attach faster and are less selective than larger ones, and once one organism is present, it may
influence the active choice of the substrate by others using chemical signaling.

In the experimental approach, the highest encrustation density was observed on Anadara
brasifiana shells, which was probably due to the larger number of microhabitats available for
zooplankton colonization compared to Amarilladesma mactroides and Mactra isabelieano
shells. According to Carl et al. [ 20], surface microtopography can either induce or repel the lar-
val settlement of many marine organisms. We observed higher invertebrate colonization on
bivalve shells with texture (Fig 7). The microtopography had a strong effect in mytilids, where
400 pm (lower heterogencity) textures enhanced the settlement at a rate of =>90%. On the
other hand, larger or smaller topographies led to a much-reduced colonization, which corrob-
orated the work of Berntsson et al. [26, 27] who showed that microtopographies between 30
and 45 pm inhibited colonization by barnacle cyprids (Cirripedia) by up to 92%. This pattern
might explain the absence of sclerobiont colonization on the shells of the Epitonium spp. gas-
tropod, which have a high topography (ridges a few pm away from each other). Additionally,
this genus 1s an epifaunal predator that spends time buned in the sand between feedings (i.e.,
partially infaunal), Intrinsic shell features, such as lower morphological heterogeneity (external
ornamentation), may also account for this phenomenon.

The presence of sclerobionts on shell interiors is related to post-mortem colonization |5],
which confirms the importance of this kind of substrate on sandy shelves. The encrusting
taxon richness showed no differences among shells, possibly because larvae can settle on any
surface type, The higher settlement densities of encrusting species recorded on A, brasiliana
shells suggest that larvae have a stronger affinity 1o heterogeneous substrates (presence of
microtopographies), and consider the external surface of the shell. In contrast, vagile/sedentary
species were recorded at higher densities on shell interiors. The concave position (internal
arca exposed) of molluscan shells may provide protection to settling aorganisms since they do
not attach firmly to the substrate when compared to encrusting forms,

The substrate texture can also affect the bacteria colontzation [64, 70]. Thus, a similar pat-
tern was observed regarding the shells external ornamentation when the bacterial biofilms
were analyzed. A positive relationship was observed between bacteria and settled zooplankton
on bivalve shells. Heterogencous substrata (e.g., A. brasiliana shells) exhibit higher bacteria
densities. It is known that surface roughness increases bacterial adhesion [71], as surface fea-
tures are essential to microbiological binding to a surface [72] and bacterial attachment is inde-
pendent of groove size and is greatest in the valley areas of the grooves |73]. However, in the
current study, the observed bacterial densities values for the three bivalve species are within an
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order of magnitude, being further studies needed to corroborate this pattern. Additionally, a
more complex microbial community, with diatoms and fungi were also observed on A. brasili-
ana, indicating a more mature biofilm, with greater bacterial biomass compared to those pres-
ent on A, mactroides and M. isabeileana shells. The small differences in the bacterial sizes
observed on the shells of A. mactroides, M. isabelleana, and A. brasiliana can be explained by
the space competition {related to bacterial density) between bacteria cells, which allows for the
various size increments of the bacteria cells [74]. Thus, the higher the bacterial density, the
smaller the bacterial size.

The relationship between bacterial biofilms and the colonization of invertebrates on hard
substrates (e.g., vessels, pipelines, piers) ts already known [75, 76; 42|, This refationship, how-
ever, has not been proposed for settlement on shells, Contrary to the statement on biofilm pro-
duction Rodland et al. 18], the formation of a polymeric matrix over the internal and external
surface of a shell may attract zooplankton, and consequently enhance the colonization proba-
bilities of sclerobioic organisms (54 Fig). According to Tamburr etal. [77], some oyster larvae
species prefer natural substrates (e.g,, other oyster shells) covered with biofilms for settlement.
In addition, old shells are probably less attractive to larvae for settlement rather than fresh
shells, as described as the “fresh shell syndrome” by Brett etal. 7).

The shell texture influenced both the zooplankton and the bacteria colonization. However,
we believe that the bacteria biofilm exerts a greater effect on the settlement of invertebrates
(r = 0.828; r* = 0,687) than the substrate texture (r = 0.806; r* = 0.660), given the correlation
values obtained,

Is the experimental sclerobiont colonization pattern preserved on
mollusk assemblages?

The taphonomic alteration on mollusk beach assemblages could be a substantial bias concern-
ing the preservation of sclerobiont frequency [50]. However, the sclerobiont colonization in
dead (as in fossil) molluscan shells appears to remain almost intact despite the taphonomic
biases [Y, 18]. Thus, taphonomic alteration in our data also does not play a significant role in
sclerobiont colonization preservation on hosts (55, 56, 57 and 58 Figs).

Sclerobiont colonization was more intense on shells with oxidized color, which was likely
due to their taphonomic alteration {see Tables | and 3). Except for this study, information
about the effect of the color of the substrate on bacteria and zooplankton colonization has
been limited, Dobretsov et al, [78] investigated the effects of substratum color (black and
white) on the formation of micro and macrofouling communities and verified that higher den-
sities were observed on black hosts. Yule and Walker [79] and Monteforte and Garcia-Gasca
[80] described the same patterns in barnacles and oysters, respectively. These findings can be
explained as a result of the negative phototaxis of larvae [81], or the quantity of energy
(absorbed or reflected) and the consequent temperature of the substratum [78], These works
emphasized the importance of substratum color on the formation of micro and macrofouling
communities, as corroborated in this study (see Fig 6F and 6F). In the experimental approach,
we only tested the colonization on white {reduced or natural colors) shells, which proved that
the sclerobiont colonization could occur even in this situation. However, these results do not
confirm the preference by oxidized shells from a modern perspective,

These shells have therefore revealed a complex taphonomic profile of preservation: oxidized
shells were related to ancient shorelines and shallow areas [42]. Thus, most of the oxidized
shells were produced by subaerial exposure during the sea level oscillations that have occurred
since the Last Glacial Maximum [52]. Hence, this pattern might be related to the durability of
the shells in the TAZ [1], which should increase the probabilities of larvae settlement, posterior
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encrustation and bioerosion. However, the relationship between color and temporal mixing
has not been empirically demonstrated. Furthermore, high frequency of encrustation is not
inevitably refated to the colonization window time (but see Rodland et al, [15]). Thus, our
results indicate that oxidized color exhibited higher frequencies of encrustation and bioero-
sion, or shells with color alterations were more prone to preserve the encrusters/bioeroders on
their shells than those displaying reduced colors,

The mollusk assemblages are time-averaged and display the present-day ages up o ~56
kyrs on the adjacent inner shelf (but, the Holocene shells are numerically dominant; [83]),
Thus, these shells have experienced different time-windows regarding the sclerobiont coloni-
zation process. Obviously, the larvae pool has not been constant or taxonomically homogenous
along the time-averaging windows present in these death assemblages. Although encrustation
is considered an instantaneous event {snapshot) (limited-exposure scenario sensu Rodland
etal, [18]), older shells do not exhibit the current higher encrustation intensities or richness
when compared to younger shells [ 18]. However, it is difficult to determine at what moment
in this time-averaging window each sclerobiont settled since it is theoretically possible to find
an almost infinite number of non-contemporaneous organisms, However, long-term experi-
ments have shown that encrustation is established mainly in the first year, and the addition of
new taxa decreases with time [7].

Additionally, due to the “fresh shell syndrome” [ 7], shells attain much of their potential coy-
erage in the first few months; then the possibility of time-averaging of the biotic communities
is probably reduced. Thus, even the settling process is a geologically instantaneous event, and
the temporal acuity is limited to the host age, due to the analytical time-averaging [84]. Theo-
retically, any shell in a death assemblage possesses the same colonization potential when avail-
able at the seafloor, regardless of its age and taphonomic condition. Therefore, we believe that
these factors will have a null effect when the encrustation on shells with a wide age range [R3]
is empirically tested.

The surface area plays a different role on colonization, as seen in Fig 6 and corroborates the
findings in Rodland ct al. [18]. We observed no differences between the shells with small (<350
mm?® for bivalves and 150 mm” for gastropods) and large areas (greater than 1351 mm®) when
considering encrustation and bioerosion together, or these factors separately (Fig 8). When
considering encrustation, the pattern observed for gastropods was the same as that detected by
Rodland et al. [5], where larger shells exhibited more severe encrustation. However, larger
bivalve shells are not necessarily susceptible to greater colonization because of their larger sur-
face areas. On the other hand, it remains unknown to what degree encrustation affects smaller
or fragmented shells, as this evidence may be erased due to taphonomic processes that occur
during the (wide) time-averaging window, as noted by Rodland et al. [18]. In addition, it was
difficult to state that bioerosion acted directly on small shells and fragments; larger bioclasts
may be bioeroded, encrusted and further fragmented, thereby losing their encrusters and only
retaining their record of bioerosion. This phenomenon may explain why either smaller (frag-
mented shells) or larger sizes displayed the greater frequencies of sclerobiont colonization (Fig
6L und 6D). In the experiment, all shells were smaller than 50 {mm?), which made a compari-
son impossible, However, the highest invertebrate densities and richness values were found
on the smallest A, brasiliana shells while the biggest shells (A, mactroides) had the lowest colo-
nization, which was explained by their lack of external texture related to their life mode
{covariables).

As shell size plays a major role in sclerobiont colonization, the significant correlation of
shell size with all other factors highlights that size class is negatively correlated with tapho-
nomic damage (Table 3}, However, bigger shells showed slightly higher alterations than small
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shells (55 Fig). Thus, since sclerobiont colonization is higher in bigger shells with slightly
higher taphonomic bias, it confirms that taphonomic alteration does not negatively influence
the preservation of sclerobiont traces on shells. Meanwhile, small fragments also displayed
high intensities of sclerobionts. This finding is probably due to the fragmentation of the colo-
nized bigger shells.

Regardless of these biases, the Anadara shells had the third highest occurrence of sclero-
bionts (%) (Fig 5A), thus, reinforcing the results of this experiment. Therefore, shell size is one
of the most crucial factors [19], with external ornamentation also playing a secondary role, as
experimentally demonstrated. It is difficult to account for this key element (except for shell
size) since mineralogy and life modes are also correlated with external ornamentation,
Remarkably, calcitic bivalves are more prone to encrustation or bioerosion. This difference
may be due to the high occurrences of Ostreidae colonization by other species of the same fam-
ily. Additionally, the occurrence of sclerobionts is greater in shallow infaunal species rather
than epifaunal species. Some of the shallow infaunal bivalve species, such as Glycymeris and
Pitar, showed a higher frequency of sclerobionts than Amariliadesma, a deep infaunal and rela-
tively unornamented bivalve. Nevertheless, veneroid and myoid bivalves evolved siphons in
the early Mesozoic and invaded the deep infauna [85] and are well represented in this study by
the relatively ornamented genus Pholas. However, the shells of Pholas displayed an occurrence
of sclerobionts comparable to Anadara shells, an epifaunal bivalve. Counter-intuitively, the
mode of life and the mineralogy are unlikely to play key processes alone. In the experiment, we
observed bacteria and zooplankton colonization on all bivalve shells, and all of these shells also
show aragonite mineralogy.

Interestingly, after the Marine Mesozoic Revolution {(MRV) |86/, bivalves declined in the
sediment column, which is well known as an infaunalization trend due to gastropod preda-
tion |57, 84). Meanwhile, external ornamentation probably also reflects the mode of life
on infaunal bivalves, which enhances its stability near the sediment-water interface [59].
External ornamentation also showed a positive correlation with a taphonomic alteration
(Table 3, 85 Fig). This correlation may be an indication of a megabias in the fossil record, as
relatively more ornamented species do not have higher preservability [90], but they also
presented greater occurrence of sclerobionts, thus diminishing their preservability potential
due to bioerosion. This finding could indicate that either shallow infaunal bivalve species
are more prone to be not preserved or that sclerobiont colonization is a negatively taphono-
mical bias that reduces the preservability of those species. However, encrustation could be a
positive bias, which increases the preservability of ornamented species, Thus, sclerobiont
colonization could be a two-way bias in the fossil record needing more attention in the
future,

Bivalve and gastropads shells showed differences in the factors that affected the sclerabiont
occurrence. For example, a larger external texture on the gastropod shells did not proportion-
ally reflect a greater colonization observation, nor did its mineralogy. One of the hypotheses in
this study proposed a refationship between these factors and other factors (mode of life, color,
taphonomic damage). These factors were hypothesized to that overlap with ene another as
covariates affecting the invertebrate colonization. The other hypothesis raised is related to the
use of gastropods shells as housing for the vagile fauna (i.¢., hermit crabs), Shell used as hous-
ing for vagile fauna are in constant movement, thereby preventing meroplankton settlement,
This pattern is already observed for different substrates and is associated with hydrodynamic
stress [91]. According to Walker [92], crab-inhabited shells show more encrusting organisms
which could also be explained by the possible alterations caused by the hermit crabs on the gas-
tropod shells that repel sclerobiont colonization,
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Conclusions

1. Zooplankton colonizes different shells, but the density and richness values are affected by
the attributes of Amarilladesima mactroides, Anadara brasiliana, and Mactra isabelleana
shells. Additionally, fouling invertebrates seem to be more associated with the external shell
sides, while vagile and sedentary fauna are more associated with the internal side,

2. The external shell texture seems to directly affect the bacteria biofilm density, as most
ornate surfaces are more attractive. Zooplankton colonization seems to respond directly to
bacteria density, the microbial biofilm community, and consequently to the external orna-
mentation of the shells.

3. Shell size is one of the most significant variables regarding sclerobiont colonization, as pre-
vious studies have documented. External ornamentation also plays at least a secondary role,
as experimentaily demonstrated. However, all factors may have a covarying effect on sclero-
biont occurrence on the shells.

4. The sclerobiont occurrence patterns observed for bivalves do not apply in the same way to
gastropods {external ornamentation and life mode), which is probably related to other fac-
tors that were not evaluated.

5. Similar sclerobiont patterns were also found in experimental and assemblage deposit ohser-
vations, despite the taphonomic biases. These observations allowed us to infer that an
experiment might be used to explain the paleontological patterns. However, as our study
has covered only three bivalve species experimentally, broader studies are still necessary.

Supporting information

$1 Data. Raw data on zooplankton abundance used in the analyses in this study.
(XLSX)

$2 Data. Biofilm density data used in this paper.
(XLSX)

$3 Data, Taphonomic scores of all shells from “Concheiros™ Beach, Southern Brazil, The
table presents the raw data of the taphonomic scores of 1,965 shells (58 gastropods and 1,907
bivalve shells) used in this paper. See also 54 Dataand 51 Table,

(CSv)

$4 Data. A more detailed description of the methods used (taphonomic analyses).
(DOCX)

$1 Table. Taphonomic protocol utilized in this study.
(DOCX)

S1 Fig, Species employed in the study screening for different external textures, (A) Amaril-
ladesma mactroides (Reeve 1854), external view. (B) Amarilladesma mactroides, internal view,
(C) Mactra isubelleana d'Orbigny 1846, external view. (D) Mactra isabelleana, internal view.
(E) Anadara brasiliana (Lamarck 1819), external view. (F) Anadara brasiliang, internal view.
Scale bars: 3 em.

(TIF)

S2 Fig. Experimental diagrams employed in both the laboratory and the experimental field
steps of the current study. (A) Zooplankton colonization experiment. Each bow! (20 cm in

PLOS ONE | hitps./dot org/ 10,1371/ journal pone 0184745 September 13, 2017 21/27



©PLOS | one

166

Bactenal biotilm inlluences sclerobsont colonization

diameter, 18 cm in height) was filled with estuarine water up to a height of 10 cm and kept ata
constant salinity {2342), temperature (25°C), and photoperiod (14L:10D), These conditions
were preferred to simulate the subtropical conditions found in this region, A 5 cm-thick layer
of natural sediment was included as substrate at the bottom of each bowl to simulate the upper
limit of the taphonomically active zone. (B) The field experiment in the channel of the Patos
Lagoon estuary in Southern Brazilian,

(TIF)

S3 Fig. Size-frequency distributions for each mollusk class collected. (A} Gastropoda.
(B) Bivalvia,
(TIF)

S4 Fig. Multiple regression analysis between bacterial density (bact cm ) and zooplankton
colonization density (org 25 cm ) regarding the external ornamentation of shells.
(TIF)

S5 Fig. Total taphonomic grade (percentage damage index) of intrinsic measured variables
in Bivalvia, The box plots are showing interquartile range, the 95% confidence intervals
and the outliers. (A) Size class, (B) External ornamentation. (C) Mineralogy. (I?). Life mode,
All p-values were obtained from the Kruskal-Wallis Test. Und.: undetermined.

(TIF)

S$6 Fig. Total taphonomic grade (percentage damage index) of the intrinsically measured
variables in Gastropoda. The box plots are showing the interquartile range, the 95% confi-
dence intervals and the outliers. (A) Size class. {B) Life mode. (C) External ornamentation.
All p-values were obtained from the Kruskal-Wallis Test. Und.: undetermined.

(TIF)

$7 Fig. Total taphonomic grade (percentage damage index) among Bivalvia species, The
box plots are showing the interquartile range, the 95% confidence intervals and the outli-
ers, Bivalvia genera: Ama.: Amalarillodesma, Ami.; Amiantis, Ana.: Anadara, Bra.: Brachi-
dontes, Chls: Chlamys, Cra.: Crassostrea, Don.: Donax, Gly.: Glycymeris, Lac.: Laevicardium,
Mac.: Mactra, Ost.: Ostrea, Per.: Perna, Pho. Pholas, Pit: Pitar, Und.: Unidentifiable. p-value
was obtained from the Kruskal-Wallis Test.

(TIF)

S8 Fig, Total taphonomic grade (percentage damage index) among Gastropod species. The
box plots are showing the interquartile range, the 95% confidence intervals and the outli-
ers. Gastropoda genera: Ade.: Adelomelon, Buc.: Buccinanops, Cre.: Crepidula, Epi.: Epitonium,
Oli.: Olivancillaria, Psa.: Psania, Sin.: Sinwon. (B). p-value was obtained from the Kruskal-Wal-
lis Test.

(TIF)
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SUPPLEMENTARY DATA

S4 Data. A more detailed description of the methods used (taphonomic analyses).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s004

All shells observed herein (n= 1965) were assigned damage states using a
categorical scoring system established and modified from previous workers (Best 2008;
Ritter et al. 2013 and references therein) (SI Table 1, SI Data 3). For taphonomic analysis,
specimens were observed under low (10-20 X) magnification using a stereoscopic
microscope, and binned for variables describing fragmentation, fine-scale surface alteration,
and color alteration (SI Table 1). Many terms for fine-scale surface alteration have been
applied, but ones used here are descriptive and do not allude to a one only process (Best
2008 and references therein). In our protocol, consequently, fine-scale alteration denotes
various degrees of degradation of original luster; it may be due to any combination of
microboring and other microbioerosion, partial dissolution of mineral crystallites,
maceration of shell organic matrix, and physical abrasion, which need a scanning electron
microscope (SEM) to distinguish (Best 2008).

Preceding analysis, the taphonomic profile (scoring damage for each signature on
each shell) was standardized, dividing the row sum by the maximum value (equal to
numbers of taphonomic attributes counted). Thus, the taphonomic profile for each shell will
be ranged between 0 (pristine) and 100 percentage of damage (maximum taphonomic
alteration). In order to test for differences in the standardized taphonomic damage among

variables, we performed the Kruskal-Wallis Test.


http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0184745.s004
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s004
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S1 Table. Taphonomic protocol utilized in this study.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s005

Taphonomic attribute Scores More information
Fragmentation 0 = absent Zuschin et al. (2003)
1 = present
Fine-scale surface (FSA) 0 = pristine Best (2008) and Ritter
alteration 1 = present etal. (2013)

1.1 =small pits 1.2 = large pits

1.3 = small and large pits

1.4 = holes 1.5 = small pits and
holes

1.6 = large pits and holes

1.7 = small and large pits and holes

Secondary color* (or color 0 = color lost; l=natural;, 2 = Best (2008)
alteration) oxidized color; 3 = reduced color.

*oxidized color (cream, yellow, ocher and red); reduce color (white, gray and black)

S1 Fig. Species employed in the study screening for different external textures.

(A) Amarilladesma mactroides (Reeve 1854), external view. (B) Amarilladesma
mactroides, internal view. (C) Mactra isabelleana d'Orbigny 1846, external view.

(D) Mactra isabelleana, internal view. (E) Anadara brasiliana (Lamarck 1819), external
view. (F) Anadara brasiliana, internal view. Scale bars: 5 cm.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.5006



http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0184745.s005
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s005
http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0184745.s006
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s006
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S2 Fig. Experimental diagrams employed in both the laboratory and the experimental

field steps of the current study.

(A) Zooplankton colonization experiment. Each bowl (20 cm in diameter, 18 cm in height)
was filled with estuarine water up to a height of 10 cm and kept at a constant salinity
(23£2), temperature (25°C), and photoperiod (14L:10D). These conditions were preferred to
simulate the subtropical conditions found in this region. A 5 cm-thick layer of natural
sediment was included as substrate at the bottom of each bowl to simulate the upper limit of
the taphonomically active zone. (B) The field experiment in the channel of the Patos
Lagoon estuary in Southern Brazilian.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s007
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S3 Fig. Size-frequency distributions for each mollusk class collected.
(A) Gastropoda. (B) Bivalvia.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s008



http://journals.plos.org/plosone/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0184745.s007
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s007
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of shells.
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The box plots are showing interquartile range, the 95%

T
Foosmx  Saalow ot L

Node of ife
index) of intrinsic measured

confidence intervals and the

outliers. (A) Size class. (B) External ornamentation. (C) Mineralogy. (D). Life mode. All p-
values were obtained from the Kruskal-Wallis Test. Und.: undetermined.
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S6_Fig. Total taphonomic grade (percentage damage index) of the intrinsically
measured variables in Gastropoda.

The box plots are showing the interquartile range, the 95% confidence intervals and
the outliers. (A) Size class. (B) Life mode. (C) External ornamentation. All p-values were
obtained from the Kruskal-Wallis Test. Und.: undetermined.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s011
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S7 Fig. Total taphonomic grade (percentage damage index) among Bivalvia species.

The box plots are showing the interquartile range, the 95% confidence intervals and
the outliers. Bivalvia genera: Ama.: Amalarillodesma, Ami.: Amiantis, Ana.: Anadara,
Bra.: Brachidontes, Chls: Chlamys, Cra.: Crassostrea, Don.: Donax, Gly.: Glycymeris,
Lae.: Laevicardium, Mac.: Mactra, Ost.: Ostrea, Per.: Perna, Pho.: Pholas, Pit.: Pitar. Und.:
Unidentifiable. p-value was obtained from the Kruskal-Wallis Test.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s012
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S8 Fig. Total taphonomic grade (percentage damage index) among Gastropod species.
The box plots are showing the interquartile range, the 95% confidence intervals and
the outliers. Gastropoda genera: Ade.: Adelomelon, Buc.: Buccinanops, Cre.: Crepidula,
Epi.: Epitonium, Oli.: Olivancillaria, Psa.: Psania, Sin.: Sinum. (B). p-value was obtained
from the Kruskal-Wallis Test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184745.s013
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Resumo

Muitas perguntas sobre o papel dos organismos planctdnicos permanecem sem resposta
por causa da dificuldade de se obter um meio onde bactérias e fungos ndo estdo
presentes. Além disso, 0 excesso de carga microbiana em cultivos de fitoplancton e
zooplancton pode causar competicdo por nutrientes ou doengas, respectivamente, e
consequentemente a morte dos organismos de interesse. Por este motivo, analisamos
varios métodos utilizados para obter cultivos plancténicos axénicos, com a utilizacao de
inibidores metabdlicos especificos, como agentes antibidticos e antifungicos. De 1940 a
2016, a maioria dos trabalhos com antimicrobianos foi relacionada a cultivos de
microalgas e crustaceos, sendo 0s antimicrobianos penicilina, estreptomicina,
cloranfenicol, oxitetraciclina, neomicina e nistatina os mais utilizados. Os estudos que
aplicaram agentes antimicrobianos em cultivos plancténicos foram principalmente
focados em poder cultiva-los e também responder a questdes sobre o papel das bactérias
nas comunidades aquéaticas. Embora a maioria dos trabalhos ndo tenha testado
previamente a eficacia e os efeitos do antimicrobianos em organismos ndo alvo.
Portanto, esta revisdo procurou determinar o uso correto de antimicrobianos em cultivos
de organismos planctdnicos para prevenir o crescimento bacteriano e fangico, sem
causar danos aos organismos nao alvo, podendo auxiliar na implementacdo de
experimentos cientificos orientados onde a inibicdo de bactérias e/ou fungos seja
necessaria.

Palavras-chave: antibidticos; antiflngico; aquicultura; bactérias; fungos; teste de
hipoteses.
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ABSTRACT

There is a problem with keeping culture medium completely or partially free from bacteria. The use of
prokaryotic metabolic inhibitors, such as antibiotics, is suggested as an alternative solution, although
such substances should not harm non-targel organisms. Thus, the aim ol this study was 1o assess the
effectiveness of antibiotic treatments in inhibiting free-living and biofilm bacteria and their half-lite in
artificial marine environment using the copepod Acartia tonsa as bivindicador of non-harmiul antibiotic
combinations. Regarding to results, the application of 0.025 g L penicillin G potassium + 0,08 g |
streptomycin sulphate + (.04 g 1 neomycin sulphate showed great potential for use in marine cultures
and scientific experiments without lethal effects to non-target organisms, The effect of this combination
starts within the first six hours of exposure and reduces up to 93 % the bacterial density, but the half-life
is shorl, requiring replacement. No adverse changes in water quality were observed within 168 hours of
exposure. As a conclusion, we can infer that this treatment was an effective procedure for zooplankton
cultures and scientific experiments with the aim of measuring the role of free-living and biofilm in the
marine community.

Key words: Acartia tonsa, antimicrobials, experiment, marine ¢ulture, toxicity,

INTRODUCTION sured because conditions totally (axenic) or partially
(semi-axenic) free of bacteria are hardly attainable
for long periods. In this context, an efficient method
for the inhibition/destruction of bacteria without
harming non-target organisms still needs to be

developed to allow hypothesis testing and to assess

Scientific laboratory experiments are often voided
by the presence of bacteria in the medium, which
may be responsible for biased or dubious results
(Spencer 1952). The real importance/contribution

of microorganisms in cultures is difficult to be mea-
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their real contribution/role in the community.

Yetka and Wiebe (1974) proposed the use of
prokaryotic inhibitors, such as antibiotics, as a tool
for inhibiting bacteria in water and thus allowing
for scientific experiments. Subsequently, several

An Acad Bras Clenc (2016) 88 (1 Suppl.)
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authors have reported success using these sub-
stances to quantify bacterial respiration (Pringault
et al. 2009), bacterial growth (Wheeler and Kirch-
mann [986), and nitrogen assimilation (Fouilland
etal. 2007), as well as to understand aguatic trophic
interactions (DeLorenzo et al. 2001).

The use of inhibitors to prevent bacterial
activity can improve our knowledge in experiments
that assess their activities, such as those aimed to
distinguish the absorption of nitrogen between
phytoplankton and bacteria (Tungaraza et al. 2003).
Inhibitors can also exclude competition among
groups benefiting from the growth of a particular
group free from bacteria (Droop 1967), and improve
or accelerate the development of aquatic species
such as invertebrates and fish larvae (Conover
1967, Tighe-Ford et al. 1970, Walne 1974),

Antibiotics have been used for a long time
to control bacterial diseases in aquaculture, but
massive use of these substances without care or
control resulted in a limitation or even ban of these
substances in some countries where production
was intended for human consumption (Defoirdt
et al. 2007). Nevertheless, with proper care, this
procedure could be used in scientific experiments
aimed at systems without bacterial contamination,
such as semi-intensive cultivation of organisms
for population studies (Tighe-Ford et al. 1970),
to identify/measure the development stages/
rates of crustaceans (Rice and Ingle 1975, Harms
1986). and for hypothesis testing by checking the
contribution of bacteria to the community (Yetka
and Wiebe 1974, Veuger et al. 2004).

Combinations of antibiotics such as penicillin
and streptomycin have been widely used in
cultivation with positive survival and growth
results in the species of interest (Spencer 1952),
with some authors adding neomycin (Droop 1967,
Agostini 2014) and chloramphenicol (Droop
1967). thus increasing the efficiency in inhibiting
bacterial growth. On the other hand, the individual
application of oxytetracycline hydrochloride

An Acad Brax Cienc (2016) 88 (1 Suppl.)

has shown significant results in the reduction of
bacterial diseases in fish (Pereira Jr. et al. 2006).

For the use of antibiotics on a large scale, such
as intensive fish ponds and carcinoculture, it is nec-
essary to estimate the real effect of such substances
on the microbiological community, preferably after
conducting an assessment of their effects on non-
target organisms known as bioindicator with great
sensitivity, such as copepods and mysids (Resgalla
and Laitano 2002, |hara et al. 2010).

The copepod Acartia tonsa Dana Calanoida
1849 certainly meets this premise: along with
having a wide distribution, short life cycle and
casy cultivation, it still has high sensitivity and is
recommended for use in acute toxicity tests (ISO
1499 1999).

In addition, copepods are an important link
in the aquatic food chain, playing a key role as
primary consumers as well as secondary producers,
generating the interest of the economic sector to
be used in aquaculture as live food for fish larvae
(Drillet et al, 2006, Olivotto et al. 2008, 2009,
Buttino et al, 2012).

Thus, the aim of this study was to assess the
effectiveness of different antibiotic treatments in
inhibiting free-living and biofilm bacteria associ-
ated with organisms and surfaces and their half-life
in the marine zooplankton cultures.

MATERIALS AND METHODS

This study was divided into two stages: the first
was o assess the survival of the of copepod Acartia
tonsa with different combinations of antibiotics,
and the second was to estimate the half-life and
efficacy for the combination of antibiotics with
the best survival results for the copepod A, tonsa
obtained in the first step of the experiment on the
inhibition of free-living and biofilm bacteria,

To evaluate the survival of 4. fonsa to antibio-
tics, we used 60 experimental units (EU) represen-
ted by five treatments with twelve replicates each.
Table I shows all treatments used in the experiments.
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TABLE |
Summary of all combinations tested in each treatment (T).
Abbreviation  Composition
Control untreated

T 0.75 ¢ L' pencillin G potassium + 0.75 g L' streptomyein sulphate (modified of Spencer 1952)

T2 0,025 g L' penicillin G potassium + 0.08 g L™ streptomycin sulphate + 0.04 g L™ neomycin sulphate
(Agostini 2014)

™ 0..?3 gl pcmci!lm G potassium + 0.3 g L™ streptomycin sulphate + 0,05 g L neomycn sulphate +0.01 g
L chiloramphenicol (Droop 1967)

T4 0.02 g L' oxytetracycline hydrochloride {Percira Jr. et al. 2006)

Adults of the copepod Acartia tonsa that
were used in the experiments were obtained from
zooplankton samples collected from horizontal
tows performed at the surf zone of Cassino
Beach, Rio Grande, RS, Brazil. All samples were
collected with a 30 cm cylinder-conical plankton
net fitted with a 200 micron mesh. In the laboratory,
Acartia tonsa specimens were identified according
Bradford-Grieve (1999) and separated, with the
aid of Pasteur pipettes and a dissecting microscope
(Olympus SZ40), from the rest of the community,
All Acartia specimens were checked according
to Sabatini (1990) to verify the development
stage they were in (i.e., copepodites VI males and
females) and acclimated for 30-hours in similar
conditions to which they were collected (salinity
30, temperature 25 °C and with a photoperiod
14:10 (light:dark)), so that any organism that had
been injured or debilitated by the stress generated
during collection could die or be removed. After
acclimation, 3 adults (i.¢., Copepodite V1), without
distinction of sex, were placed in experimental
units (EU) with 60 mL (density of 1 org 20 mL™")
(Gorbi et al, 2012) of the same conditions to which
where they were acclimated. Copepods were fed
daily with the diatom Conticribra (=Thalassiosira)
weissflogii Stachura-Suchoples and Williams
(2009) at a concentration of 20,000 cell mL"'
(Teixeira et al. 2010). The culture medium of each
EU was completely renewed every 24 hours to
ensure the effect of the antimicrobial agent used.
To evaluate the impact of treatments on copepod

survival, the number of copepods was recorded
every 24 hours for 3 days (Delupis et al. 1992).

The second stage was conducted in six EU
represented by two treatments containing 120 mL
of culture medium, with three replicas each: control
(without antibiotic) and T2) 0.025 g L™ penicillin
G potassium + 0,08 g L' streptomycin sulphate
+0.04 g L' neomycin sulphate. Six substrates of
wood (20 = 20 mm) that had been cleaned with
70 % ethyl alcohol were placed in each EU. To
prevent biofilm colonization on only one side of
the wooden substrates, the EU were shaken five
times a day. All EU were kept at a salinity of 30,
temperature of 25 °C and photoperiod of 14:10
inside a BOD incubator (Marconi 403), reflecting
the same conditions as the previous experiment.
To assess the beginning effects of the antibiotics
as well as the half-life in artificial sea medium,
the experiment was static, with antibiotics being
applied only once.

To estimate the density of free-living and
biofilm bacteria, three aliquots of the medium (1
mL) and of three substrates immersed in Mili-Q
water (after detachment) were taken after 6, 12,
24, 72, 120 and 168 hours of exposure to the
treatments. Free-living bacteria were deposited
directly inside Eppendorf tubes and preserved with
4 % buffered formaldehyde. Biofilm had to be
detached from the wooden substrates using three
pulses of 20 kHz for 15 seconds on each side of
the substrate (Oliveira et al. 2006) with the aid of a
Cole-Parmer® ultrasound (series 4710 - ultrasonic
homogenizer). Detached biofilm was then placed

An Acad Bray Ciene (2016) 88 (1 Suppl.)
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inside Eppendort tubes and fixed with 4 % buftered
formaldehyde, Both samples were then stored in
the dark at 8 °C until analysis.

Free-living (org mL™') and biofilm (org em™’)
bacterial density was estimated with a flow cyto-
meter (BD FACSVerse™) at the Faculty of Phar-
macy of the Federal University of Rio Grande do
Sul (UFRGS). To ensure the reliability of data.
part of the samples were visually counted under
epifluorescence microscope, applying the same
methodology for the evaluation of the microbial
community described below, and were subsequently
compared with the counts obtained in cytometer,
resulting in equivalent bacterial densities. The size
(m) and complexity of the cells were measured
using the mode of Forward Light Scatter (FSC-A)
and Light Side Scatter (SSC-A) parameters using
6 pum latex beads (Invitrogem®) as standard
(Herzenberg et al. 2006, Bouvier et al. 2011, Picot
et al. 2012). The bacterial cell biovolume (pum?)
estimation and conversion to bacterial cell biomass
(pg C') were made using the allometric conversion
factor of Sun and Liu (2003) and Norland et al.
(1987), respectively.

For the evaluation of the microbial community,
biological material (of water and substrate)
obtained from ELl was filtered on polycarbonate
filters (darkened with Irgalan Black), stained
with Acridine Orange (1 %) and viewed under
epifluorescence microscope (Zeiss Axioplan) at
100 X magnification. Bacterial morphotypes were
classified according to Zaritski (1975). Fungi were
observed and quantified by the same method.

Water samples of 100 mL were collected from
each treatment at 6, 72 and 168 hours of exposure to
determine the amount of phosphate (PO,). ammo-
nium (NH,"), nitrite (NO,’) and nitrate (NO,), and
filtered through 0.2 pm glass fibre filters (Whatman
GF/C)and frozen in polycarbonate bottles at -18° C
to evaluate the water quality and estimate possible
changes caused by the antibiotics. Nutrients (PO,
NO,” and NO_) were analysed following the
methodology described by Strickland and Parsons
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(1972), and ammonium (NH ") analysis followed
the Blue Indophenol method (UNESCO 1983).

After analysis, antibiotics were stored in sealed
containers and collected by the Engineering and
Environmental Services, SANIPLAN".

All data were analysed with parametric
statistics. Two-way ANOVA was used to test the
survival results of Acartia tonsa over time, and
the comparative density results of microorganisms
between treatments at different exposure times. A
post-hoc Tukey test followed the analyses.

RESULTS

Significant Acartia tonsa survival rates between
treatments (F .. =12.618; p<0.001) were found
(Fig. 1). T1 and T3 treatments caused the death of
all organisms within the first 24 hours of exposure.
In contrast, T2 and T4 treatments showed no
significant differences from the control (100 %
survival) in the same period of observation. Afier
48-hours. 8. 17 and 25 % mortality was observed
in the control, T2, and T4, respectively, but without
significant differences between them. At the end of
the experiment (72-hours of exposure), no statistical
difference was observed between the control and
the two treatments. Survival at the end of the
experiment was 83, 83 and 75 %, respectively, for
the control, T2 and T4.

From the Acartia tonsa survival results
presented, the treatment for T2 (0.025 g L™ peni-
cillin G potassium + 0.08 g L' streptomycin sul-
phate + 0.04 g L' neomycin sulphate) was selected
to check its potential for inhibiting free-living and
biofilm bacteria.

In figure 2, it can be observed that the T2
treatment showed a lower density of free-living
bacteria (org mL™') compared with the control
only in the first few hours of exposure, where a
significant difference was detected at 6 and 12 hours
(p=0.001) (Fig. 2a). As for the biofilm bacteria (org
cm’?), it was observed that the selected treatment
significantly inhibited bacterial colonization in
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Figure 1 - Two-way ANOVA indicaung the survival of dcartia
fonsa exposed to different treatments (Control, T1, T2, 13
and T4) after 24, 48 and 72 hours, where control = treatment
without antibiotics; T1 = 0.75 g L' penicillin GG potassium +
0.75 g L' streptomycin sulphate: T2 = 0,025 g L' penicillin
G potassium + 0.08 g L' streptomycin sulphate + 0,04 g [
ncomycin sulphate; T3 = 0.63 ¢ L' penicillin G potassium +
0.3 g L' streptomycin sulphate + 0.05 g L neomycin sulphate
=001 g L7 chloramphenicol, T4 = 0.02 g L oxytetracycline
hydrochloride. Bars represent confidence intervals (95 %) and
lowercase letters indicate similaritics or statistical differences
between treatments for each time evaluated,

F 312115, p<0,001

12, 24 and 120 hours (p<0.001) with an average
bacterial reduction of 78 % throughout the duration
of the experiment (Fig. 2b).

For free-living bacteria, a reduction of 88 %
was observed in the density with 6 hours of exposure
{(org mL") while in the biofilm, the reduction was
75 % (org cm”). The highest inhibitory effect in
relation to control of biofilm and free-living bacte-
ria occurred at 12 (93 %) and 6 hours (88 %) of
exposure, respectively.

Differences in morphotypes and bacteria size
were found in the bacterial community composition
when the control was compared with those found
under the influence of treatment T2, especially in the
first 24 hours of the experiment. In the control, free-
living bacteria were represented by coccobacilli
forms (Fig. 3a), while in the T2 treatment, rods
were the dominant form with different sizes (Fig.
3b). The bacterial biofilm found in the control and
T2 were described to be of the coccus form with
similar sizes (Fig, 4),

In the biofilm of the control, it was possible to
observe the recalcitrance of the attached bacteria
even after the detachment process with ultrasound.
It was also possible to observe the extracellular
polymeric matrix and transport channels, whereas

Fla o~ 13.956; p0 001
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Figure 2 « Two-way ANOVA mdicatng average free-fiving (a) and bsofilm (b) bacteria density exposed 1o
control {without antibiotics) and 12 (0.025 g L' penicillin G potussium + (.08 g L streptomycin sulphate
+0.04 g I ncomycin sulphate) over 168 hours. The bars represent the confidence intervals {95 %), and
lowercase letiers represent similaritics or statstical differences between treatments for each time evaluated.
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Figure 3 - Companson of free-living bacterial communitics between control (g and T2 (b) with the evaluation of the population

of bacteria by flow cytometer after 10,000 acquired events on control (¢) and T2 (d). Lighter colours are related to higher density

cells. For mterpretation of the references to color in this figure fegend, the reader is referred to the web version of this article

in the T2 treatment, the bacteria were well dispersed
and individualized.

After 6 hours of exposure, the time of greater
free-living bacterial inhibition by the T2 treatment.
a higher biomass was noted for this treatment
{0.127 pg C') compared to control (0,120 pg C).
The free-living bacteria showed an average
biovolume {um®) and biomass (pg C') of 26.157
e 0.120 for the control and 35.108 and 0.123 at the
2, respectively.

The relative size (FSC-A) and complexity
(SSC-A) of the cells of the free-living bacteria
with 6 hours of exposure (Figs. 3c and 3d) were
also evaluated. It was possible to detect differences

fnn Acad Bras Cienc (2016) 88 (1 Suppl.)

between the control and T2, such as the presence
of a second population forming in the antibiotic
treatment (Fig. 3d).

The free-living bacterial community also
showed variations in cell size throughout the expe-
riment. The control was represented by bacteria
relatively smaller than average (- 1.39 um)
compared with those observed at the T2 (- 1.86
um), and with lower average cell complexity (Figs
3c and 3d).

For the biofilm bacteria, after 12 hours of
exposure, the same SSC-A was observed between
the control and T2, but the bacteria found on the
medium without antibiotics had a higher mean cell
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Figure 4 - Comparison of biofilm bacterial communities between control (a) and T2 (b} with the evaluation of the populstion of
bacteria by flow cytometer after 10,000 acquired events on control (¢} and T2 (d), Lighter colours are related 10 higher density

cells. For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this armcle

complexity, In the FSC-A, similar sizes were found
in the control and T2 (— .11 pm) (Figs. 4¢, d).

After 12 hour exposure, the time for higher
biofilm bacterial inhibition by the T2 treatment.
it was observed that the bacterial biofilm had an
average biovolume and biomass of 20,926 and
0.118, respectively, for both treatments.

At 72 hours, fungi of the Deuteromycota
group was observed in the substrate (spores),
while in the water column its presence was less
significant and was mostly in the form of hyphae.
Nevertheless, due to the absence of reproductive
structures (that are essential for the taxonomic
identification genera/species), it was not possible

to reach a lower taxonomic level, with only conidia
of Fusarium sp. being observed in both biofilm
and the water column, However, it was a single
individual filament (hyphae), and each displayed a
reproductive structure (spore).

Figure 5 shows a comparison of relative fungal
and bacterial density. Free-living and adherent
fungi were not observed in the control at any
exposure time or in the 12 at 6, 12 or 24 hours, An
increase of bacteria in the biofilm between 24 and
72 hours of exposure was observed in T2 in both
conditions. The free-living community showed
significantly more bacteria than fungi at 72 hours
and 168 hours of exposure (F  , =23.755; p=0.016;

{0 Acad Bras Ciene (2016) 88 (| Suppl.)
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(L4

hours, no significant difference was observed in

=50.539; p=0.002, respectively), while at 120

either population (F | =6.082; p=0.069). However,
the average bacterial density was higher than that
of fungi for all times evaluated.

Regarding the biofilm community, a similar
trend was observed with significantly higher bacte-

rial density at 72 hoursand 168 hours(F | | =152.640:

An Acad Bras Cienc (2016) 88 (1 Suppl)

p=0.001;F  ,=121.150; p<0.001, respectively) and
no difference was observed in either population at
120 hours of exposure (F | =6.883: p=0.058).

In relation to nutrients, there was only a slight
variation of nitrite between the control (0.001=0.00
mg L") and the T2 (0.000£0.00 mg L") with 168
hours of exposure. but without any significant

difference.
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DISCUSSION

The T2 and T4 treatments, based on the proportions
proposed respectively by Agostini (2014) and
Pereira Ir, et al. (2006), each represent a treatment
with a combination of antibiotics (penicillin G
potassium, streptomycin sulphate and neomycin
sulphate) or a single substance (oxytetracycline
hydrochloride). The two treatments did not
show significant differences in the survival of
Acartia tonsa when compared with the control.
Nevertheless, T2 showed a slightly higher average
survival, similar to that found in the control, than
T4. Since Kinne (1977) reported that a combination
of antibiotics should be more effective than a single
substance to prevent the excessive growth of micro-
organisms. and due to time constraints, the T2 was
selected for the next experiment instead of T4.

Apart from T4, the T1, T2 and T3 treatments
are mainly based on different concentrations of
the same antibiotics, and surprisingly T1 and T3
treatments caused the death of all organisms, If we
take a closer look at the concentrations used, it is
clear that T1 and T3 are based on a much higher
concentration of antibiotics used than T2 and T4,
and this could be making the culture medium toxic
to the copepods.

Despite the fact that the combination tested
on TI had been previously used (Spencer 1952,
Borojevic 1966, Harms 1986, Roberts et al.
2007, Pringault et al, 2009, Trotted et al. 2011),
the concentration used had never been tested on
invertebrate cultures. Spencer (1952) used 0.32 g
L. penicillin G potassium + 0,83 g L' streptomycin
sulphate in microalgae culture, however, the
concentration of penicillin used in the current
study for T1 was higher. which might have caused
toxicity for the copepods. The T3 treatment, apart
from the higher concentration used and the addition
of chloramphenicol, also had not been tested on
invertebrate cultures, but only with diatoms (Droop
1967). Those results only reassure the classic

toxicology maxim *“Sola dosis facit venenum™ (From
Latin: The dose makes the poison™) attributable
to Paracelsus (1493-1541), who said "all things
are poison and nothing is without poison: only the
dose makes a thing not a poison,” indicating that a
substance can be harmless or poisonous depending
on the dose.

According to Sherr et al. (1986), antibiotics
used in the aguatic environments should have
broad-spectrum inhibition without affecting non-
target organisms. Based on this requirement, T1
and T3 are not recommended for use in scientific
experiments where harmful effects to non-target
organisms are not acceptable.

The use of the combination of penicillin
t streptomycin sulphate + neomycin sulphate
in different concentrations has been widely
used to evaluate the assimilation of nitrogen in
natural aquatic communities (Middelburg and
Nieuwenhuize 2000a, b, Veuger et al. 2004,
Cozzi and Cantoni 2006) and trophic interactions
(Delorenzo et al. 2001). However, none of these
studies tested the effects of these antibiotics on
sensitive non-target organisms, such as the copepod
Acartia tonsa.

The use of 4, tonsa for ecotoxicological tests
and marine pollution studies have been suggested
since 1977 (Lee 1977) because they are sensitive
organisms and, therefore, useful as biological
indicators (Carotenuto et al. 2002, Medina and
Barata 2003, Thara et al, 2010, Gorbi et al. 2012),
The sensitivity of the copepod A. tonsa to different
toxic substances such as metals, antibiotics,
insecticides, antifouling products, and surfactants
has been demonstrated by acute and chronic
bioassays (Sosnowski and Gentile 1978, Lanzky
and Halling-Serensen 1997, Barata et al. 2002,
Medinaetal. 2002). Forthis reason, the International
Organization for Standardization (ISO 14699
1999) proposed the use of the copepod A, ronsa
as a sensitive species for acute toxicological tests.
Thus, it is assumed that if this copepod is resistant

An Acad Bras Cienc (2016) 88 (1 Suppl.)
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to a substance, other organisms in the marine
community should also be resistant, Treatment
with antibiotics may increase the survival, growth
and lifetime of crustaceans (Fisher and Nelson
1978, Pelletier and Chapman 1996); for this reason,
we believe that the survival results observed in T2,
similar to those found in the control, could be an
indication that the use of antibiotics in long term
cultures could reduce the lethal damage caused by
microorganisms.

When the T2 combination was tested to evaluate
its bacterial inhibition potential, it was observed that
itsignificantly inhibited bacterial biofilm compared
with the control in almost all exposure times.
Regarding free-living bacteria, this treatment only
significantly inhibited bacterial growth at 6 and
12 hours. In general, all antimicrobial agents are
most effective to kill rapidly growing cells (Paraje
2011). Our results indicate that the inhibition
effects of the antibiotics used in this experiment
in the free-living bacteria started before 6 hours,
reaching its inhibitory peak within 12 hours and
lasting for approximately 72 hours. However, when
comparing only the efficiency of T2 without the
control, we observed that for free-living bacteria,
greater inhibition efficiency occurs at 12 hours of
exposure, as observed for the bacteria biofilm. The
contrast observed between the treatment and control
of the free-living bacteria may be due to depletion of
nutrients, such as phosphorus and nitrogen (Smith
and Praire 2004), by the high-density observed in
the control with 6 hours of exposure. This high
density considerably diminishes in the control
with 12 hours of exposure, masking the effect of
antibiotics when compared with the control.

If we consider the concentration observed
at the control at 6 hours as the initial bacterial
concentration, it is observed that there is a decrease
in the amount of bacteria within 24 hours, and at 72
hours there is a trend of bacterial increase. For the
biofilm community, the greatest density reduction
occurred at 12 hours and then the effect decreased.

An Acad Bras Cienc (2016) 88 {1 Suppl.)

After 72 hours, it was significantly reduced,
suggesting that either the antibiotic effects ceased
or they developed resistance to the combination
used. Antibiotics act as inducers for the expression
of bacterial genes encoding drug resistance
mechanisms (Butaye et al. 2003). However,
there is the possibility that antibiotic resistance
varies between regions and environments, mainly
depending on the selection pressure imposed by
the ecosystem (Pereira Jr. et al. 2006) or time of
exposure of the bacteria to the antibiotic (Ali Abadi
and Lees 2000). It is likely that the single dose
administered could explain the increase in bacterial
density observed in this study.

Analysing the results, it is clear that there
is a delay of several hours to obtain the highest
inhibition efficiency of bacteria (between 7 and
12 hours). We believe that the antibiotics loses
its full effect between 25 and 71 hours after the
initial ministration because it is clear that there
is an increase in bacterial density after 24 hours
of exposure when compared with the control.
However, we also need to note that a community
response delay to this loss effect should also be
taken into account.

The species of bacteria found in the water
column are the same ones found in the biofilm. The
transition from the water column to biofilm occurs
in response to environmental changes and involves
multiple regulatory networks that translate signals
to the concerned expression change genes (Abel-
Aziz and Aeron 2014). Bacteria are capable of
multicellular behaviours (associations) that benefit
the bacterial community as a whole. This association
can be viewed as a survival mechanism. in which
bacteria are benefited by the facilitated acquisition
of nutrients and biocidal protection (Paraje 2011).
Therefore, it is likely that the inhibition effect of
antibiotics should affect biofilm bacteria later when
compared with the free-living bacteria,

One of the most important aspects of
biofilm formation is to increase the strength of
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the constituents of microbes to antibiotics, The
structural nature of the biofilmand the characteristics
of sessile cells produce antimicrobial resistance,
which leads to a protected environment against
adverse conditions and host defences (Costerton
et al. 2003). On the other hand, free-living bacteria
are usually susceptible to antibiotics; however, the
minimum inhibitory concentration of antibiotics in
bacterial biofilm can be up to 1,000 times higher
than that for the free-living bacteria (Patel 2005).

For biomass, it was observed that the free-
living bacteria in the treatment with antibiotics
showed a higheramount of carbon, Thus, we believe
that T2 selected a population that was allowed to
grow either because they were more resistant to
antibiotics or due a lack of competition because
most of the bacterial community was inhibited by
the treatment.

We speculate that the fungi observed in this
work was favoured by the reduction of bacteria
under the effect of the combination of the different
prokaryote inhibitors used. Fisher and Nelson
(1978) found that the elimination of bacteria
adhered to a substrate with antibiotics restricts the
connection of other microorganisms, such as fungi.
However, in the current research, fungi occurred
with 72 hours of exposure in both communities,
contradicting the earlier study. The presence of
fungi could be masking the real end of the effect
of the antibiotics in this artificial marine system
because it is known that competition between those
microorganisms occurs and the use of a fungicide
should be taken into account in future studies,

Delorenzo et al. (2001) successfully used the
combination of 0.025 g L' penicillin G potassium
+ 0.08 g L' streptomycin sulphate + 0.04 g L'
neomycein sulphate + 0.5 g L' cycloheximide as
a specific eukaryote inhibitor of fungi. However,
the use of this combination should be tested before
application to marine cultures to check its effects
on non-target organisms and their efficiency in
inhibiting fungi because it was reported that this

fungicide can cause mortality on microalgae and
protozoa (Lampen and Arnow 1961).

Within 168 hours, a lower amount of nitrite
was observed in T2 when compared to the control,
which can be related to the absence of nitrifying
bacteria (Nitrosomonas and Nitrobacter) (Chen et
al. 2006) caused by the action of antibiotics. This
result contradicts the findings of Silva et al. (2012),
who found that nitrite was significantly higher in
the treatment with antibiotic, but did not affect
the development of Penaens (=Farfantepenaeus)
brasiliensis Latreille 1817.

Klavei and Matthews (1994) noted that the
use of antibiotics in farming can completely inhibit
the nitrification process within seven days, which
could lead to an accumulation of toxic ammonium
and nitrite. Nitrite, for example, can cause a lag in
the growth and survival of cultured organisms (Lin
and Chen 2003) in high concentrations, and for this
reason must be controlled.

Based on the results of this experiment, we
suggest some possible modifications on future
considerations depending on the conditions
available; (7) addition of a fungi inhibitor: (if)
diminish the sampling time to 3 for 24 hours, to
determine with greater accuracy the start and end
of the effect a new dosage (probably between 6 and
24 hours): (iii) the chemical parameters must be
observed because nitrite and ammonium can reach
toxic levels in aguatic systems.

Thus, the treatment used in this experiment
can be considered an effective methodological tool
for scientific experiments about the role of bacteria
in marine communities.

CONCLUSION

With the data obtained at the end of the experiment,
we determined the absence of negative effects
on non-target organism and efficiency in the
inhibition of free-living and biofilm bacteria using
a combination of 0.025 g L' penicillin G potassium
+ 0.08 g L' streptomycin sulphate + 0.04 g L™
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neomycin sulphate diluted in sea water, This
treatment seems to be a solution for cultures where
there is a need to decrease the free and adhered
bacterial density without the absolute necessity
of inhibiting growth completely. It was found that
the onset of action occurs within the first six hours
of exposure and that the time where the greatest
reduction in bacterial density occurred was 12
hours,
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RESUMO

Existe um problema em s¢ manter meios de cultivos
completa ou parcialmente livees de bactérias. O uso
de inibidores metabilicos de procariontes, tais como
antibidticos, ¢ sugerido como uma solughio alternativa,
no entanto tais substincias ndo podem prejudicar os
organismos ndo alvo, Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar a eficicia de tratamentos com antibidticos na
mnibi¢do de bactérias livres ¢ associadas ao biofilme e
i sup meia-vida em meio marinho artificial, usando o
copépode Acartia tonsa como organismo bioindicador de
combinagdes de antibidticos nilo prejudiciais, Em relacio
aos resultados, a aplicagio de 0,025 g1 de penicilina
G potassica + 0,08 g.L”' de sulfate de estreptomicina +
004 g.I" de sulfalo de neomicina apresentou grande
potencial de aplicagdo em cultivos ¢ experimentos
cientificos marinhos sem  causar  efeitos  letais a
organismos ndo alvo, O efeito desta combinagdo inicia
dentro das primeiras seis horas de exposigio e reduz em
até 93% a densidade bacteriana, mas i sua meia-vida ¢
curta, necessitando reposigdo, Ndo ocorreram alteragdes
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adversas na qualidade da dgua de cultivo no prazo de 168
horas de exposigiio. Como concluso, cste tratamento foi
um procedimento cficaz para cultivos de zooplancton ¢
em experimentos cientificos com o objetivo de mensurar
o papel de bactérias livres ¢ associadas ao biofilme na
comunidade marinha,

Palavras-chave: Acartia tonsa, antimicrobianos, experi-
mento, cultivos marinhos, toxicidade,

REFERENCES

ABEL-AZIZ SM AND AERON. A. 2014. Bacterial Biofilm: Dis-
persal and Inhibition Strategies. SAJ Biotechnol 1(1): 105,

AGOSTINI VO, 2014 Avahaglo dos efeitos do uso de anti-
microbianos em cultivos de plancton marinho, Dissertagio
de Mestrado. Programa de Pos-Graduagiio em Oceanografia
Bioldgica). Universidade Federal do Rio Grande, Brasil.
124 p. (Unpublished).

ALT ABADE FS AND LEES, P. 2000 Antibiotic treatment for
animals: effect on bacterial population and dosage regimen
optimization. Int J Antimicrob Agents [4: 307-313.

BARATA C. MEDINA M, TELFER T AND BAIRD DJ. 2002,
Determining demographic effects of cypermethrin in the
marine copepod Acartia tonsa: Stage-specific short fests
versus life-table tests. Arch Environ Contam Toxicol 43:
373378,

BOROIEVIC R, 1966 Estude espérimentale de la diffcrenciation
des cellules de I'éponge au cours de son développement
Devl Biol 14: 130-153.

BOUVIER T, TROUSSELLIER M, ANZIL A, COURTIES C AND
SERVAIS P. 2011, Using Light Scatter Signal to Estimate
Bacterial Biovolume by Flow Cytometry. Cytometry 44
188194

BRADFORD-GRIEVE, JM. 1999, To replace Fiches d'identifica-
tion du Zooplancton No. [2. In: Lindley JA (Ed), ICES
Identification Leaflets for Plankton, 181, Copenhagen. 19 p.

BUTAYE P, CLOECKAERT A AND SCHWARZ S. 2003, Mobile
genes coding for elMux-mediated antimicrobial resistance
in Gram-positive and Gram-negative bacteria. Int J
Antimicrob Agents 22: 205-210.

BUTTINO |, IANORA A, BUONO S, VITIELLO V, MALZONE
MG, RICO C, LANGELLOTTI A, SANSONE (G, GENNARI
L AND MIRALTO A, 2012, Experimental cultivation of
the mediterranean calanoid copepod Temora sivlifera
and Centropages fpicus in @ pilot re-circulation system,
Agquaculture 43: 247-259.

CAROTENUTO Y. JANORA A, BUTTINO |, ROMANO G AND
MIRALTO A 20020 Is postembryonic development in the
copepod Temora stylifera negatively affect by diatom
diets? J Exp Mar Biol Ecol 276; 49-66,

CHEN S, LING J AND BLANCHETON JP. 2006. Nitrification
kinctios of biofilm as affected by water gquality factors.
Aquacult Eng 34: 179-197.



193

APPLICATION OF ANTIBIOTICS IN MARINE CULTURES 745

CONOVER RJ, 1967, Reproductive eyele, early development,
and fecundity in laboratory populations of the copepod
Calanus hyperboreus. Crustaceana 13: 61-72.

COSTERTON W, VEEH R, SHIRTLIFF M, PASMORE M, POST C
AND EHRLICH G, 2003, The application of biofilm science
to the study and control of chronic bacterial infections. J
Clin Invest 112; 1466-1477.

Cozz1 S AND CANTONI C. 2006. Partition nitrogen uptake n
phytoplankton and bacteria using bactericidal agents and
light dependent incubanions. Period Biol 108; 145-150,

DEFOIRDT T, BOON N, SORGELOOS P, VERSTRAETE W AND
BOSSIER P 2007, Altematives to antibiotics to control
bacterial infections: luminescent vibriosis m aguaculture
as an example. Trends Biotechnol 25: 472-479

DELORENZO ME, LEWITUS AJ, SCOTT GI AND ROSS
PE. 2001. Use of metabolic mhibitors to characterize
ceological interactions in an estuarine microbial food web,
Microb Ecol 42: 317-327.

DELUPIS GDDI, MACRI A, CIVITAREALE C AND MIGLIORE
L. 1992, Antbiotics of zootechnical use: Effects of acute
high and low dose contamination on Daphnia magna
Straus Aquatic Toxicol. 22: 53-60.

DRILLET G, JORGENSEN NOG, SORENSEN TF, RAMLOV
I AND HANSEN BW, 2006. Biochemical and technical
observations sepporting the wse of copepods as live feed
organisms in marine larviculture, Aquac Research 37: 756-
772

DRrROOP MR, 1967. A procedure for routing purification of

algal cultures with antibiotics, Br Phycol Bull 3: 295.297.

FISHER WS AND NELSON RT. 1978, Application of antibiotics
in the cultivation of Dungeness Crab, Cancer magister. )
Fish Res Bourd Can 35: 1343-1349.

FOUILLAND L, GOSSELIN M, RIVKIN RB, VASSEUR C AND
MOSTAJIR B. 2007. Nitrogen uptake by heterotrophic
bacteria and phytoplankion in Arctic surface waters. J
Plankton Res 29(4); 369-376

GORBI G ET AL, 2012, Standardized methods for acute and
semichronic toxcity tests with the copepod Acartia tonsa.
Environ Toxicol Chem 31: 2023-2028.

HARMS J. 1986, Effects of temperature and salinity on
larval development of Elminius madestus (Crustacea,
Cirripedia) from Helgoland (North Sea) and New Zealand,
Helgolander Meeresun 40, 355-376.

HERZENBERG LA, TUNG J, MOORE WA, HERZENBERG LA
AND PARKS DR. 2006, Interpreting flow cytometry data: a
guide for the perplexed. Nat Immunol 7(7); 681-685.

IHARA PM., PINHO GLL AND FILLMANN G. 2010 Avaliagio
do Copépodo Acarsia tonsa (Dani, 1849) como organismo-
teste para ensaios de toxicidade cronica. J Braz Soc
Ecotoxicol 3(1): 27-32.

ISO « INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDI-
ZATION, 1999180 14669:1999, Water Quality - Determi-
nation of acute lethal toxicity to marne copepods
(Copepoda, Crustacea), Geneva,

KINNE O, 1977, Research cultivation, In: Kinne O (Ed),
Marine ecology: 4 comprehensive, integrated treatise on
life in oceans and coastal Waters. J Wiley & Sons, Ltd.,
CGrermany, p. 579-1293.

KLAVEI AL AND MATTHEWS RA. 1994, Effects of oxyletra-
cycline on mtrification in a model aquatic system. Aqua-
culture 123: 237-247.

LAMPEN. JO AND ARNOW, P. 1961 Inhibition of algae by
nystatin. J Bacteriol 82: 247-251.

LANZKY PF AND HALLING-SORENSEN B. 1997. The toxic
effect of the antibiotic metronidazole on aquatic organisms.
Chemosphere 35 2553-2561

LEE W, 1977, Some laboratory cultured crustaceans for marine
pollution studies. Mar Poll Bull 8: 258-259.

LIN YO AND CHEN JC. 2003, Acute toxicity of nitrite on
Litopenacus vannamei (Boone) juveniles at different
salinity levels. Aquaculture 224: 193-201.

MEDINA M AND BARATA C. 2003. Static-rencewal culture of
Acartia tonsa (Copepoda:Calanoida) for ecotoxicological
testing. Aquaculture 229: 203-213.

MEDINA M, BARATA C. TELFER T AND BAIRD DJ. 2002,
Age- and sex-related vanation in sensitivity to the pyrenond
cypermetrin in the marine copepod Acartia tonsa Dani.
Arch Environ Contam Toxicol 42- 17-22.

MIDDELBURG J) AND NIEUWENHUIZE J. 2000a. Uptake of
dissolved nitrogen in turbid, tdal estuanes. Mar Ecol-Prog
Ser 192; 79-88.

MIDDELBURG JJ AND NIEUWENHUIZE J. 2000b. Nitrogen up-
take by heterotrophic bacteria and phytoplankton in the ni-
trate-rich Thames estuary, Mar Ecol-Prog Ser 203: 13-21,

NORLAND S, HELDAL M AND TUMYR O, 1987 On the relation
between dry matter and volume of bacterin. Microbial Ecol
13(2): 95-101.

OLIVOTTO I, AVELLA AM, BUTTINO |. BORRONI M,
CUTIGNANO A AND CARNEVALL O, 2009, Calanoid
copepod administration improve yellow tail clownfish
(Amphiprion clarkii) larviculture: biochemical and
molecular implications. AACL Bioflux 2: 355-367,

OLIVEIRA SS. WASIELESKY JRW, BALLESTER ELC AND
ABREU PC. 2006, Caracterizagio da assembléia de
bactérias nitnificantes pelo método “Fluorescent in situ
Hybridization™ (FISH) no biofilme e agua de larvicultura
do Camario-rosa Farfantepenaeus paulensis. Atkiintica
28(1): 33-45.

OLIVOTTO |, BUTTINO |, BORRONI M, MALZONE MG
AND CARNEVALL O. 2008, The use of the medit¢rrancan
calanoid copepod Centropages typleus in yellowtail
clownfish (Amphiprion clarkiy tarviculure. Agquaculture
284: 211-216.

PARAJE M, 2011, Antimicrobial resistunce in biofilms. In:
Mendez-Vilas A{Ed), Science against microbial pathogens:
communicating current research and technological
advances, p. 736-744.

An Acad Bras Ciene (2016) 88 (1 Suppl,)



194

746 VANESSA O. AGOSTINL ALEXANDRE J. MACEDO and ERIK MUXAGATA

PATEL R. 2005 Biofilms and antimicrobial resistance. Clin
Orthop Relat Res 437: 4147,

PELLETIER JK AND CHAPMAN JW. 1996, Use of antibiotics
1o reduce variability in amphipod mortality and growth. J
Crust Biol 16; 291-294.

PEREIRA JRDJ, FIGUEIREDO HCP, CARNEIRO DO AND
LEAL CAG. 2006, Concentragio mibitaria minima de
oxitetraciclina para 1solados de Aeromanas hyvdrophila
obtidos de diterentes fontes. Ciéne Agrotec Lavras 3K6):
1190-1195.

PICOT J, GUERIN CL, LE VAN KiM C AND BOULANGER CM.
2012, Flow cytometry; retrospective, fundamentals and
recent instrumentation. Cytotechnology 64: 109-130.

PRINGAULT O, TESSON S AND ROCHELLE-NEWALL k.
2005, Respiration in the light and bacterio-phytoplankton
coupling in.a coastal environment, Microbial Ecol 37(2);
321-334.

RESGALLA JR C AND LAITANO KS, 2002 Sensibilidade dos
organismos mannhos utilizados em testes de toxicidade no
Brasil, Notas Tée Facimar 6: 153163,

RICE AL AND INGLE RW. 1975, The larval development of
Carcimus maenas (L) and C. medl terraneus Czerniavsky
(Crustaces, Brachyura, Portunidac) reared in the laboratory.
Bulletin of the British museum 28(3); 103-107.

ROBERTS RD, KAWAMURA T AND HANDLEY CM. 2007.
Factors affecting settlement of abalone (Haliotis iriy)
larvae on benthic diatom 1ilms. J Shellfish Res 26: 323-
334

SABATINI ME. 1990 The developmental stages (Copepodids |
1o V1) of Acartia ronsa Dana. 1849 (Copepoda Calanoida).
Crustaceana 59; 53-61,

SHERR B, SHERR E, ANDREW T, FALLON R AND NEWELL S.
1986, Trophic interactions between heterotrophic Protozoa
and bacterioplankton in estuarine water analysed with
selective metabolic inhibitors. Mar Ecol-Prog Ser 320 169-
179.

SiLva EFB, FROES CN, SOUZA DM, SOARES R, PEIXOTO
S. WASIELESKY W AND BALLESTER ELC. 2012. Uso de
probidticos na produgiio de pos-larvas de camurdo-rosa.
Pesq Agropec Bras 47(6). 869-874,

SMITH EM AND PRAIRE Y'T. 2004, Bacterial metabolism and
growth efficiency in lakes: the importance of phosphorus
avarlability. Limnol Occanogr 49: 137-147.

SOSNOWSKIT SLAND GENTILE JH. 1978, Toxicological
comparison of natural and cultured population of Acarria

Awn Acad Bras Cienc (2016) 88 (1 Suppl.)

tonsa to cadmium, copper and mercury, J Fish Res Board
Can 35: 1366-1369,

SPENCER CP. 1952, On the use of antibiotics for isolating
bacteria-free cultures of manne phytoplankton organisms,
J Mar Biol Assoc UK 31: 97-106.

STRICKLAND JDH AND PARSONS TR, 1972, A practical
handbook of seawater analysis, 2™’ ed., Fisheries Rescarch
Board of Canada, Ottawa, Bulletin, p. 167-311.

SUN JAND Liu D. 2003, Geometric models for caleulating cell
biovolume and surface area for phytoplankton. J Plankton
Res 25(11): 1331-1346,

TEIXEIRA PF, SONIA MK, AVILA TR, CARDOZO AP,
BERSANO JGF AND BIANCHINI A. 2010, Diet influence
on egg production of the copepod Acartia tonso (Dana,
1396). An Acad Bras Cienc 82(2): 333-339.

TIGHE-FORD DJ, POWER MJD AND VAILE DC. 1970,
Lahoratory rearing of barnacle larvae for antifouling
research. Helgoland Wiss Meer 20 393-405.

TROTTED A, FOUILLAND E, LEBOULANGER C, LANOUGUERE
E AND BOUVY M. 2011. Use of inhibitors for coustal
bacterin and phytoplankton: Application to nitrogen uptake
measurement Estuar Coast Mar Sci 93: 151-159.

TUNGARAZA C, BRION N, ROUSSEAU V, BAEYENS W AND
GOEYENS L. 2003, Influence of bacterial activities on
nitrogen uptake rutes determined by the application of
antibiotics. Oceanologia 45(3): 473-489,

UNESCO. 1983, Chemical methods for use in manne environ-
mental monitoring. Intergovernmental Oceanographic
Comission. Manual and Guides 12, 337 p

VEUGER B, MIDDELBURG J, BOSCHKER H, NIEUWENHUIZE
J, RUSWUK P, ROCHELLE-NEWALL E AND NAVARRO N,
2004. Microbial uptake of dissolved organic and inorganic
nitrogen in Randers Fjord. Estuar Coast Shelf'S 61: 507-515.

WALNE PR. 1974, Culure of Bivalve Molluses, 50 Years:
Experience at Expenence at Conwy-llod. England, Fishing
News Books Limited, 189 p.

WHEELER PA AND KIRCHMAN D1, 1986, Utlization of
morganic and organic nitrogen by bacteria in marine
systems. Limnol Oceanogr 31: 9981009,

YETKA JE AND WIEBE WJ. 1974, Ecological applicanon of
antibiotics as respiratory inhibitors of bactenial populations,
Appl Microbiol 28: 1033-1039.

ZARITSKI A 1975 On dimensional determination of rod-
shaped bacténia, J Theor Biol 54: 243-248,



195

APENDICE V

“Insights sobre a inibic&o do biofilme bacteriano e
fungos aderidos de cultivos de plancton marinho

utilizando uma nova combinacao de antimicrobianos”

Artigo submetido ao periodico
International Aquatic Research

Status: submetido

Para acessar o texto completo solicitar versdo impressa disponivel na biblioteca da FURG
(campus Carreiros) ou contatar a autora (voagostini@gmail.com)



196

Insights sobre a inibi¢ao do biofilme bacteriano e fungos aderidos de cultivos de
plancton marinho utilizando uma nova combinacao de antimicrobianos

VANESSA OCHI AGOSTINI*?, ALEXANDRE JOSE MACEDO?, ERIK
MUXAGATA!

!Laboratério de Zooplancton - Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG). Caixa Postal, 474, CEP: 96203-900 - Rio Grande, RS, Brasil

2Laboratério de Biofilmes e Diversidade Microbiana - Faculdade de Farmacia and Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Av. Ipiranga, 2752, Bairro
Azenha, 90610-000, Porto Alegre, RS, Brasil.

3Programa de Pés-graduacdo em Oceanografia Bioldgica (PPGOB). Bolsista do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)

Resumo

A presenca de pequenas quantidades de matéria organica em cultivos de organismos
planctonicos leva a aumento de 10 a 1000 vezes no bacterioplancton em menos de 24 h.
A presenca desses micro-organismos, bem como do micoplancton, pode causar danos
ao fito e ao zooplancton. Assim, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito da
penicilina + estreptomicina + neomicina (antibioticos) em combinacdo com nistatina
(antifangico), selecionando a melhor concentracdo deste tratamento. Para isso, foi
avaliado os seus efeitos em diferentes organismos plancténicos marinhos:
bacterioplancton  (inibicdo), micopléncton (inibicdo), Conticribra weissflogii
(crescimento), Acartia tonsa (producdo de pelotas fecais e ovos, sobrevivéncia) e
Amphibalanus improvisus (sobrevivéncia e assentamento). Entre 0s organismos
testados, A. tonsa foi considerada o oraganismo mais sensivel. O tratamento com 0,025
g L de penicilina G potassica + 0,08 g L™ de sulfato de estreptomicina + 0,04 g L™ de
sulfato de neomicina resultou em maior producdo de ovos e pelotas fecais por A. tonsa,
bem como um maior crescimento de C. weissflogii. Concentracdes de 0,025 e 0,005 g L-
! de nistatina podem ser usadas em conjunto com os antibiticos sem prejudicar
organismos n&o alvo, porém deve ser evitada uma concentragio acima de 0,05 g L™ d,
uma vez que podem ser toxicas para as espécies testadas. Com esta combinacdo
antimicrobiana, reduzimos em até 95% a densidade bacteriana do biofilme em cultivos
com 12 horas de exposicdo, bem como para evitamos o crescimento de fungos.

Palavras-chave: antibioticos; antifingico; holoplancton; meroplancton; fitoplancton;
zooplancton.
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Resumo

Cirripédios sdo crustaceos meroplanctdénicos com importéncia ecoldgica e econémica.
O cultivo laboratorial destes crustaceos, como Amphibalanus improvisus, tem sido
estabelecido para responder a uma série de questfes sobre sua biologia e ecologia. No
entanto, a cultura de invertebrados promove o crescimento de micro-organismos, que
podem dominar o sistema e, eventualmente, causar a mortalidade dos invertebrados,
sendo sugerido o uso de antimicrobianos combinados com técnicas assépticas para
inibir bactérias e fungos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de
antimicrobianos sobre o crescimento de bacterioplancton e micoplancton em cultivos de
cipris de A. improvisus em diferentes salinidades (1, 15, 25) com e sem exposi¢éo ao ar
(abertas e cobertas com filme PVC, respectivamente). Com os dados obtidos,
observamos a auséncia de efeitos negativos na sobrevivéncia e assentamento do
cirripédio A. improvisus e a eficiéncia de inibicdo de micro-organismos tanto
planctonicos quanto associados ao biofilme usando a combinagdo de 0,025 g L de
penicilina G potassica + 0,08 g L™ de sulfato de estreptomicina + 0,04 g L de sulfato
de neomicina + 0,005 g L de nistatina. Este tratamento parece ser uma solugdo para
evitar o crescimento bacteriano e fungico em cultivos marinhos com salinidade acima
de 25 e sua eficacia é consideravelmente aumentada em cultivos cobertos com filme
PVC.

Palavras-chave: antibidtico; antifungico; bactérias; Cirripedia; meroplancton; nistatina.
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Resumo

Cultivos de fitoplancton em altas densidades apresentam cargas elevadas de matéria
organica que estimulam o crescimento do bacterioplancton oportunista e do
micoplancton. Assim, é sugerido a aplicacdo de antimicrobianos nos cultivos para inibir
a competicdo das microalgas com bactérias e fungos. Desta forma, este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos de duas combinagdes de antimicrobianos nos cultivos
de Conticribra weissflogii (Bacillariophyta), Isochrysis galbana (Haptophyta) e
Prorocentrum micans (Miozoa). Foram avaliados os efeitos sobre o crescimento de e
biovolume das microalgas, bem como sobre as bactérias e fungos plancténicos e
associados ao biofilme ao longo do tempo. O experimento teve duracdo de 7 dias e foi
representado por trés tratamentos: controle (sem antimicrobianos); Ta (penicilina +
estreptomicina + neomicina); e Ta+«n (penicilina + estreptomicina + neomicina +
nistatina) com quatro repeticdes cada. Os tratamentos com antimicrobianos ndo
causaram diminuicdo no crescimento de microalgas em comparacdo com o controle e
tanto o Ta quanto Ta+n foram bem-sucedidos na inibi¢do de bactérias planctonicas e
associadas ao biofilme quando comparados com meio sem antimicrobianos, com
excecdo de bactérias de biofilme no cultivo de P. micans. A inibicdo bacteriana mais
elevada foi observada com 24 ou com 72 horas de exposi¢do para todas as microalgas.
Pelo menos um dos tratamentos com antimicrobianos afetou o biovolume de todas as
espécies de microalgas testadas, sendo assim recomendamos aplicar o tratamento Ta+n
para C. weissflogii e Ta para I. galabana. Para P. micans, ambos os tratamentos com
antimicrobianos afetaram negativamente o biovolume. Quanto aos fungos, o tratamento
Ta+n foi 0 mais eficaz para a sua inibicdo até 168 horas, sendo o cultivo de C.
weissflogii mais resistente a contaminacao por fungos que os cultivos de 1. galbana e P.
micans. Desta forma, ambos os tratamentos podem ser aplicados em cultivos de
fitoplancton dependendo do obtivo de estudo.

Palvras-chave: antibiotico; antifungico; fitoplancton; Conticribra; Isochrysis;
Prorocentrum
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Resumo

Os antimicrobianos podem ser uma alternativa para reduzir a carga inicial de bactérias e
fungos em cultivos aquéticos; No entanto, a aplicacdo destas substancias deve ser feita
com cuidado para evitar efeitos toxicos. Nos investigamos o potencial de toxicidade de
penicilina, estreptomicina, neomicina e nistatina em cultivos marinhos, analisando os
efeitos agudos em diferentes niveis troficos. A microalga Dunaliella tertiolecta e os
nauplios 1l dos crustaceos Tigriopus fulvus fulvus e Amphibalanus amphitrite foram
expostos a diferentes concentracbes de antimicrobianos, sendo avaliados diferentes
parametros: crescimento de algas, mortalidade dos copépodo e mortalidade e alteracdo
de velocidade de natacdo dos cirripédios. Todos os pardmetros foram capazes de
sublinhar um efeito dose-dependente. Os resultados mostraram que, entre as espécies
modelo e os parametros considerados, a resposta comportamental observada em A.
amphitrite (ECs048h) foi o pardmetro mais sensivel. No entanto, os antibidticos
penicilina, estreptomicina e neomicina ndo apresentaram efeitos toxicolégicos, mesmo
em altas concentragdes (500 mg LY. Por outro lado, para o antifiingico nistatina foi
possivel calcular o ICsp, LCso € ECso. Assim, estes antimicrobianos podem ser utilizados
em cultivos marinhos sozinhos ou em combinacdo, no entanto, o antifingico deve ser
utilizado com precaugdo em baixas concentracdes (até 5 mg L.

Palavras-chave: toxicidade aguda; bioensaio; Amphibalanus ampbhitrite; Dunaliella
tertiolecta; Tigriopus fulvus fulvus.
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Resumo

Os antimicrobianos podem ser uma solucdo para o estabelecimento de cultivos e
experimentos cientificos com o intuito responder a perguntas sobre o papel das bactérias
na comunidade aquatica, uma vez que ndo causam danos aos organismos nao alvo. O
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial dos antimicrobianos sozinhos e em
combinacdo na inibicdo de bactérias e fungos de sistemas marinhos artificiais, sem
causar mortalidade em organismos ndo alvo. Este estudo foi dividido em trés
experimentos para: (i) avaliar a eficiéncia individual de (g L™) 0,025 de penicilina, 0,08
de estreptomicina, 0,04 de neomicina e 0,005 de nistatina durante 24 h; (ii) avaliar a
sobrevivéncia do copépodo Acartia tonsa, a inibicdo de micro-organismos planctdnicos
e associados ao biofilme e a qualidade da agua exposta a diferentes tempos de reposi¢cdo
da combinacdo de antimicrobianos (a cada 12, 24, 36, 48 e 72 horas) composta pelas
substancias supracitadas; (iii) avaliar a erradicagdo do biofilme usando o teste de cristal
de violeta. A penicilina apresentou a menor densidade bacteriana média em relacdo ao
controle (p<0,003). Observou-se que o0 copépodo A. tonsa € resistente a todos 0s
tratamentos de reposicdo de antimicrobianos (p>0,059). Para bactérias plancténicas e
associadas ao biofilme, de 12 h a 204 h de exposicéo, todas as frequencias de reposi¢édo
apresentaram inibicdo quando comparadas ao controle (p<0,003). A maior inibicéo
bacteriana ocorreu com 12 h de exposicdo para bactérias plancténicas (92 %) e
associadas a biofilmes (93 %) no tratamento representado pela reposicdo a cada 12 h
(T12x12) em comparagdo ao controle, mas apresentou um aumento de amonia, nitrito e
ortofosfato no meio ao longo do tempo. O tratamento ndo erradica o biofilme ja
formado. Concluimos que esses antimicrobianos combinados podem ser uma solucédo
para inibir a contaminacdo por bacterioplancton e micoplancton em cultivos marinhos,
bem como usado como procedimento para testar o papel desses micro-organismos na
comunidade marinha quando o biofilme ainda néo foi formado.

Palavras-chave: antibidtico; antifingico; bacterioplancton; ecologia marinha;
micoplancton; teste de hipoteses
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Resumo

Este trabalho apresenta a influéncia do tempo, textura, orientacdo, presenca de biofilme
bacteriano, tinta anti-incrustacdo (6xido cuproso) e potencial zooplancténico no
estabelecimento de perifiton, protozooplancton e metazooplancton em substratos
consolidados com base em um experimento laboratorial desenvolvido durante 12 dias
na Primavera. Para este fim, substratos acrilicos foram colocados em 18 unidades
experimentais (20 L) com &gua do mar e plancton coletados diretamente do ambiente.
Os substratos foram expostos a diferentes situacdes (natural, pintura anti-incrustante e
antimicrobianos), orientagcdes (vertical e horizontal) e texturas (lisa e texturizada)
totalizando 12 tratamentos. A comunidade foi avaliada com 12, 72, 144, 216 e 288
horas de exposicdo. Todas as comunidades (bactéria do biofilme, perifiton,
zooplancton) estabelecida nos substratos de acrilicos apresentaram diferencas na
densidade e composicdo de organismos em relacdo ao aumento do tempo de exposi¢do
(p<0,001) e as diferentes situacdes do substrato (p<0,001). A situacdo natural
apresentou a maior diversidade de organismos, seguido pelos que utilizavam tinta anti-
incrustante. A situacdo com antimicrobianos (inibicdo do biofilme bacteriano)
apresentou a menor densidade de organismos colonizadores. As superficies horizontais
foram mais atrativas para o estabelecimento do perifiton e do meroplancton (p<0,001),
enquanto a textura ndo foi um fator importante para a colonizagdo desses organismos.
Observou-se uma correlacdo positiva (0,914) e significativa (p<0,001) entre a densidade
das bacterias do biofilme, a concentracdo de clorofila-a do biofilme e a densidade do
meroplancton estabelecido, atestando a influéncia positiva do biofilme bacteriano na
continuidade da sucessdo ecologica nos processos de bioincrustacao.

Palavras-chave: antimicrobianos, substrato duro, meroplancton, microalgas,
assentamento em substratos consolidados.



207

APENDICE XI

“Acoplamento planctonico-bentbnico: efeito daidade
do biofilme, material do substrato e composicao do
biofilme microbiano na colonizacao de

metazooplancton”

Artigo em processo de finalizagao para submissao ao
periodico
Marine Ecology Progress Series

Status: em preparacao

Para acessar o texto completo solicitar verséo impressa disponivel na biblioteca da FURG
(campus Carreiros) ou contatar a autora (voagostini@gmail.com)



208

Acoplamento planctonico-bentonico: efeito da idade do biofilme, material do
substrato e composicdo do biofilme microbiano na colonizacdo de metazooplancton

VANESSA OCHI AGOSTINI*?34 ALEXANDRE JOSE MACEDO?, ERIK
MUXAGATA', VERONICA PIAZZA*, CHIARA GAMBARDELLA*, FRANCESCA
GARAVENTA?*, MARCO FAIMALI*

!Laboratorio de Zooplancton - Universidade Federal do Rio Grande (FURG) — Instituto de Oceanografia
(10) — Aw. Italia, s/n km 8, campus Carreiros, CP 474, CEP 96203-900, Rio Grande, RS, Brasil.

2l aboratério de Biofilmes e Diversidade Microbiana - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) - Faculdade de Farmacia e Centro de Biotecnologia - Av. Ipiranga, 2752, Bairro Azenha, CEP
90610-000, Porto Alegre, RS, Brasil.

SPrograma de Pds-graduacdo em Oceanografia Bioldgica (PPGOB), Bolsista do Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior pelo Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior
(PDSE-CAPES).

4Institute of Marine Science (ISMAR) — Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR) — Via de Marini, 6,
16149 Genova, Italy.

Resumo

A escolha do local de assentamento por invertebrados pode ser modulada por diferentes
fatores e o material do substrato e a idade, densidade e composi¢do do biofilme
microbiano podem desempenhar um papel importante neste processo. Desta forma, o
objetivo do atual trabalho foi testar se existe uma relagdo entre a colonizagdo do
metazooplancton e a idade, densidade e composicdo de biofilmes microbianos
estabelecidos em diferentes materiais, expostos a condi¢des laboratoriais e de campo.
Foram desenvolvidos dois experimentos para observar os fatores que induzem a
colonizacdo de metazooplancton. O primeiro foi realizado em condigBes de laboratdrio
para testar a influéncia da idade do biofilme (0, 5, 10 e 20 dias) e diferentes materiais
(madeira e ago). O segundo foi realizado em um ambiente natural (Mar Mediterraneo,
Italia), onde o efeito da composicdo de diferentes comunidades microbianas em
substratos madeira, fibra de concreto e acrilico foi avaliado. Em ambos os
experimentos, o potencial de colonizacdo de metazooplancton também foi estimado. A
idade do biofilme afetou a colonizagdo do metazoopléncton, sendo o biofilme mais
maduro mais atrativo e caracterizado por uma maior densidade de bactérias quando
comparado a biofilmes mais jovens. A madeira e a fibra de concreto foram os substratos
mais atrativos para a colonizacdo quando comparados ao aco e ao acrilico. A densidade
bacteriana do biofilme é mais importante do que a composicdo da comunidade de
perifiton e protozooplancton para o assentamento do meroplancton, embora a densidade
de cianobactérias também apresente uma correlagdo positiva e significativa com este
assentamento, dependendo do substrato. Embor, o potencial de zooplancton em termos
de taxa possa ou ndo refletir a colonizacdo no susbtrato, a proporcionalidade ndo €
observada, confirmando que fatores externos podem influenciar o processo de
bioincrustacdo, como as caracteristicas do substrato e a comunidade residente.

Palavras-chave: bactérias, bioincrustacdo, meroplancton, perifiton, substrato
consolidado.



