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RESUMO

Os ecossistemas de mar profundo representam cerca de 65% da superficie do planeta e desempenham um
papel importante na producao de biomassa e nos ciclos biogeoquimicos em uma escala global. Estes processos
sdo amplamente mediados por procariotos bentdnicos, os quais utilizam detritos organicos para a produgdo
de biomassa e respiragdo. Por este motivo, os sedimentos marinhos se configuram como importante matriz
biologica e tem grande relevancia na ecologia do sistema de mar profundo. No tempo geoldgico, eventos que
ocorrem neste compartimento, como a degradacdo de matéria organica, afetam profundamente a composig@o
quimica do oceano e da atmosfera. Devido a sua importancia e complexidade, o sistema de mar profundo e a
sua microbiota associada tém sido objeto de inimeros estudos ao longo dos ultimos 50 anos, especialmente
na Ultima década. Os parametros mais comumente analisados nos sedimentos sdo abundancia bacteriana,
biomassa e atividade metabolica. Diversas metodologias podem ser utilizadas na analise da atividade
microbiana em sedimentos, entre elas a incorpora¢do de aminoacidos marcados com “C ou *H e a medida
da respiracdo bacteriana. A analise de biomassa frequentemente exige a determinagdo prévia da abundancia
bacteriana, tornando imprescindivel que a quantificagdo da microbiota do sedimento seja realizada de forma
correta. A separacao das células das particulas de sedimento e sua apropriada desagregacao sdo necessarias
para aplicag¢des de microscopia de epifluorescéncia e para a andlise por citometria em fluxo. O uso otimizado
das técnicas de extragdo e analise ¢ sua avaliacdo de modo combinado com outros pardmetros microbianos
possibilitara um maior entendimento do papel desenvolvido pelos organismos procariotos nos oceanos do
mundo.
Palavras-chave: Bactérias de mar profundo; abundancia; biomassa; matéria organica; métodos de extra¢ao
de bactérias.

ABSTRACT

ANALYSIS OF BACTERIAL ABUNDANCE IN THE STUDY OF MICROBIAL ECOLOGY OF
MARINE SEDIMENTS. Deep-sea ecosystems cover about 65% of the Earth’s surface and play an important
part in biomass production and biogeochemical cycles on a global scale. These processes are largely mediated
by benthic prokaryotes which use organic detritus for biomass production and respiration. Therefore marine
sediments are configured as important biological matrix and play a prominent role in the ecology of the system
of the deep sea. Events that occur in this compartment as organic matter degradation profoundly affect the
chemical composition of the ocean and atmosphere in geological time. Due to its importance and complexity,
the system of deep sea and its associated microorganisms have been the object of numerous studies in the last
50 years, especially in the last decade. Bacterial abundance, biomass and metabolic activity are the parameters
most commonly measured in the sediments. Several methodologies can be used in microbial activity analysis
of sediments, including the amino acids labeled with '“C or *H incorporation and the measurement of bacterial
respiration. The biomass analysis often requires previous determination of bacterial abundance making it
imperative that the quantification of sediment microorganisms is performed correctly. The separation of cells
from sediment particles and their proper detachment are necessary for epifluorescence microscopy applications
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and flow cytometry analysis. The optimal use of extraction and analysis techniques and combined evaluation
with other microbial parameters enable a greater understanding of the role played by prokaryotic organisms in
world oceans.

Keywords: Deep sea bacteria; abundance; biomass; organic matter; detachment procedures.

RESUMEN

ANALISIS DE ABUNDANCIA BACTERIANA EN EL ESTUDIO DE LA ECOLOGIA
MICROBIANA DE SEDIMENTOS MARINOS. Los ecosistemas de mar profundo representan cerca de
65% de la superficie del planeta y desempefian un papel importante en la produccion de biomasa y en los ciclos
biogeoquimicos en una escala global. Estos procesos son ampliamente mediados por procariotes bentonicos, los
cuales utilizan detritos organicos para la produccion de biomasa y respiracion. Por este motivo, los sedimentos
marinos se configuran como una importante matriz biologicay tienen gran relevancia en la ecologia del sistema de
mar profundo. Los eventos que ocurren en tiempo geoldgico, como la degradacion de materia organica, afectan
profundamente la composicion quimica del océano y de la atmosfera. Debido a la importancia y complejidad,
el sistema de mar profundo y la microbiota asociada ha sido objeto de diversos estudios a lo largo de los Gltimos
50 anos, especialmente en la tiltima década. Los parametros mas comtiinmente analizados en los sedimentos son:
abundanciabacteriana, biomasay actividad metabodlica. Diversas metodologias pueden serutilizadas en el analisis
de la actividad microbiana en sedimentos, entre ellas la incorporacion de aminoacidos marcados con *C o°*Hy
la medida de la respiracion bacteriana. El analisis de biomasa frecuentemente exige la determinacion previa de la
abundancia bacteriana, tornando imprescindible que la cuantificacion de la microbiota del sedimento sea realizada
de forma correcta. La separacion de las células de las particulas de sedimento y su apropiada desagregacion son
necesarias para aplicaciones de microscopia de epifluorescencia y para el analisis por citometria de flujo. El uso
optimizado de las técnicas de extraccion el analisis y su evaluacion de modo combinado con otros parametros
microbianos posibilitara un mayor entendimiento del papel desarrollado por los organismos procariotes en los
océanos del mundo.
Palabras clave: Bacterias de mar profundo; abundancia; biomasa; materia organica; métodos de extraccion de
bacterias.

INTRODUCAO Sudoeste. Nestas planicies, podem ainda surgir

depressdoes que apresentam grande profundidade,

Mais de 97% da 4gua na biosfera se encontra nos
oceanos, que cobrem a maior parte da superficie
da Terra. Cerca de 70% da superficie da Terra ¢
marinha (Parkes e al. 1994) e aproximadamente 65%
corresponde a areas com profundidade acima de 200m
(Gage & Tyler 1991). As regides oceanicas podem ser
divididas com base nas principais fei¢des fisiograficas,
em plataforma continental, talude continental e
planicie abissal. A regido de plataforma apresenta um
declive suave até profundidades de cerca de 200m e
¢ continuada pelo talude continental, que apresenta
declive acentuado até cerca de 4km de profundidade,
onde encontra a planicie abissal. As planicies
abissais sdo regides relativamente planas, apresentam
profundidades de 4-6km e cobrem extensas areas do
fundo oceanico (Gage & Tyler 1991). Em alguns locais
apresentam elevagodes gigantescas que podem formar
cordilheiras ou atingir a superficie e formar ilhas,
como as ilhas de Trindade e o Arquipélago de Sao
Pedro e Sao Paulo, localizadas no Oceano Atlantico
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denominadas fossas (Nybakken & Bertiness 2004),
cujo maximo € o local conhecido como Challenger
Deep, a cerca de 10.900m de profundidade, na Fossa
das Marianas.

Compreendendo a maior parte das areas oceanicas,
a regido profunda dos oceanos tem inicio na quebra
da plataforma, a cerca de 200m de profundidade
(Thistle 2003). Os sedimentos de regides profundas
ainda sdo minimamente conhecidos e explorados
devido a dificuldade de amostragem e observacao
in situ de areas tdo remotas (Nybakken & Bertiness
2004). O advento dos submersiveis e dos veiculos
de operacdo remota (ROVs) tornou possivel a
observagdo direta da regido profunda dos oceanos.
Alguns destes veiculos podem realizar medidas fisicas
e batimétricas, coleta de amostras, manipulagdes de
ferramentas, entre outras atividades. Entretanto, uma
propor¢ao relativamente pequena da regido oceanica
tem sido visitada por estes veiculos devido ao seu
elevado custo e quantidade reduzida em todo o mundo.
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O método mais comumente utilizado nos estudos
de mar profundo consiste na coleta de amostras de
sedimento utilizando amostradores de fundo nao
consolidado. Entre os amostradores mais utilizados
estdo box corers e multi-corers (Boetius et al. 1996,
Wit et al. 1997, Danovaro et al. 1998, Quéric et al.
2004, Raghukumar et al. 2006). Estes equipamentos
coletam a camada superior do fundo oceénico
(usualmente 0-20cm) e trazem a superficie uma
fatia do sedimento superficial com seus organismos
associados e idealmente com uma pequena quantidade
de adgua sobrejacente.

Além da amostragem superficial, ¢ possivel
recuperar sedimentos localizados muitos metros
abaixo do assoalho oceanico, conforme realizado
por Parkes et al. (1994) e Roussel et al. (2008), que
apresentaram resultados de amostras coletadas a
842 e 1.626m abaixo dos sedimentos de superficie,
respectivamente.  Particularmente  para  este
propdsito de coleta em subsuperficie sao utilizados
equipamentos e navios de perfuragdo. Segundo
Schiermeier (2009), desde que se iniciou a pesquisa
do fundo oceanico abaixo do assoalho marinho, na
década de 1960, operagdes de perfuragdo oceanica
(ocean drilling) disponibilizaram para pesquisa
sedimentos e nucleos de rocha extraidos do fundo
do mar que forneceram valiosas informagoes, desde
a formacdo das placas tectonicas até a historia do
clima da Terra. Entretanto, parece ser consensual que
ainda ha muito a ser descoberto. Ao longo da historia
da pesquisa em oceano profundo, diversos trabalhos
foram realizados a partir de programas de perfuracao
ocednica, etapa fundamental que precede a exploracdo
e producao de petroleo e derivados (Parkes et al.
1994, 2000, Wellsbury et al. 1997, 2002, D’Hondt et
al. 2002, Schippers et al. 2005, Schippers & Neretin
20006, Lipp et al. 2008).

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

Os sedimentos marinhos superficiais se configuram
como importante matriz biologica ¢ tém grande

importancia na ecologia do sistema de mar profundo.
Processos que ocorrem neste compartimento,
como a degradacdo de matéria organica, afetam
profundamente, ao longo do tempo geoldgico, a
composi¢ao quimica do oceano ¢ da atmosfera. As
bactérias de sedimentos profundos constituem a
maior fracdo global das bactérias bentonicas totais
e desempenham um importante papel na maior parte
dos ciclos biogeoquimicos (Turley & Dixon 2002). O
ciclo global do carbono ¢, sem dlivida, o mais afetado
pela agdo dos microrganismos (Rex et al. 2006), que
também influenciam os ciclos do fosforo, nitrogénio
e enxofre. A decomposicdo de matéria organica
provavelmente resulta na formag@o de um complexo
htimus marinho e na liberagdo de compostos de
fosfato, sulfato ou sulfeto e de nitrogénio (ZoBell
& Morita 1959). E importante destacar que os
sedimentos marinhos sdo extremamente dinamicos
e interagem constantemente com a coluna d’agua
sobrejacente.

Os sedimentos de regides profundas, distantes do
continente, recebem a maior parte da matéria organica
que possuem das aguas rasas sobrejacentes (Rowe &
Deming 1985, Rex et al. 2006), onde ocorre intensa
atividade fotossintética. Esta matéria organica alcanca
o mar profundo como uma chuva lenta de detritos
organicos particulados ou como particulas um pouco
maiores, tais como pelotas fecais, material esquelético
exterior descartado por crustaceos, ou carcagas.
Embora o fluxo ocorra em niveis extremamente
baixos, devido ao consumo e a degradacdo
microbiana sofrida pelas particulas organicas durante
o trajeto entre a superficie e o assoalho oceanico, a
quantidade que chega ao fundo ainda pode suportar
toda a vida existente ali (Rowe & Deming 1985,
Gage 2003). Nos sedimentos de superficie, o material
organico que chega ¢ primariamente utilizado pelas
bactérias, onde o termo “bactérias” se refere a células
procaridticas detectaveis por corantes especificos
de DNA (Deming & Carpenter 2008), que utilizam
detritos organicos para producdo de biomassa e
respiracdo (Danovaro et al. 2008). As bactérias
transformam o material refratario em formas mais
labeis antes da sua utilizagdo pelos depositivoros. O
material organico ndo assimilado rapidamente pela
fauna depositivora na interface agua-sedimento se
torna substrato que sera colonizado pelas bactérias do
sedimento. Deste modo ocorre o aumento do valor
nutricional da matéria organica refrataria devido a sua
conversao em biomassa bacteriana, ou pelo processo
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de degradacao do detrito complexo em formas mais
simples, compostos mais facilmente assimilaveis.
Em ambos os casos, as bactérias regulam este recurso
alimentar para os depositivoros de acordo com a sua
taxa de transformagdo (Richardson & Young 1987).
Devido a sua importancia e complexidade, os
sedimentos marinhos e sua microbiota associada tém
sido objeto de inumeros estudos ao longo dos Gltimos
anos. Estes estudos aumentaram consideravelmente
nas ultimas duas décadas, segundo dados da base de
artigos Web of Science® (Figura 1). Numa combinagao

9 ¢

dos termos “bacteria”, “sediment” e “ocean”, foram
listados 380 trabalhos publicados entre os anos de
1976 e setembro de 2009, dos quais 379 estdo entre
os anos de 1990 e 2009. A tendéncia de aumento
no numero de trabalhos abordando as bactérias de
sedimentos ocednicos pode ser observada pelas
médias de publica¢des na década de 1990, que é de 12
artigos por ano, enquanto no periodo compreendido
entre 2000 e 2009 a média anual é maior que o dobro

da década anterior, 26 artigos.

Artigos publicados entre 1990 e 2009
45
36
27

18

Numero de artigos

9

0
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Figura 1. Numero de artigos publicados entre 1990 e setembro de
2009 presentes na base de dados da Web of Science. A busca utilizou a

”»

combinagao das palavas-chave “bacteria”, “sediment” e “ocean”.
Figure 1. Number of articles published between 1990 and September
2009, present in Web of Science database. The search used the

combination of key-words “bacteria”, “sediment” and “ocean”.

Apesar da grande quantidade de trabalhos publicados
recentemente sobre amostras de sedimento oceanico,
o estudo da microbiota de sedimentos marinhos bem
como as expedicdes de pesquisa em aguas profundas
tem mais de meio século de historia. ZoBell & Morita
(1959) publicaram observagoes
Expedicdo Galathea em 1951 e demonstraram pela

realizadas na
primeira vez a ocorréncia de bactérias vivas em

algumas das partes mais profundas do oceano (Fossa
das Filipinas — 10km de profundidade). Antes desta
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data, 5.942m era a maior profundidade em que haviam
sido encontradas bactérias (ZoBell & Morita 1959).
Muitos microbiologistas questionaram se as bactérias
poderiam existir nestes abismos oceanicos, no entanto,
0s autores comprovaram que as bactérias encontradas
eram de fato originarias dos sedimentos profundos
coletados mostrando que estas bactérias tinham
habilidade para crescer em um meio com nutrientes a
pressdes hidrostaticas que eram aproximadamente
isobaricas com a profundidade da qual elas foram
(10km). ZoBelle e Morita (1959)
referenciaram diversas publicagcdes das décadas de

retiradas

1930 e 1940, sugerindo relativa frequéncia na
realizacdo de pesquisas oceanograficas na época.
Claude ZoBell, considerado o pai da microbiologia
marinha, teve um papel fundamental no estudo da
dindmica microbiana, sendo seus artigos citados até os
dias atuais em trabalhos publicados por diversos
autores (p. ex. Jannasch & Jones 1959, Paul & Morita
1971, Watson et al. 1977, Meyer-Reil et al. 1978,
Deming & Colwell 1982, Deflaun & Mayer 1983,
Rowe & Deming 1985, Boetius et al. 1996, Mascarelli
2009).

ECOLOGIA MICROBIANA NOS
SEDIMENTOS MARINHOS PROFUNDOS

Sedimentos profundos sdo geralmente ambientes

com organicos, cuja
disponibilidade afeta a abundéancia e a distribuig¢@o

dos organismos bentonicos. Estes recursos sdo

limitagdo de recursos

provenientes dazonafoticaoutrazidos pormovimentos
de massas d’agua, atingindo, por fim, a superficie
do sedimento (Danovaro et al. 1999, Gage 2003,
Rex et al. 2006). Este panorama difere da realidade
de ambientes marinhos costeiros, rios e lagos, onde
a entrada de material orgdnico aldctone fornece
substratos organicos adicionais, possibilitando maior
produtividade nestes ecossistemas (Bott & Kaplan
1990). Excecdes ao modelo oceanico sdo os locais
quimiossintéticos, tais como as fontes hidrotermais e
fontes frias (cold seeps) (Rex et al. 2006), considerados
verdadeiros  ‘odsis’ estes ambientes abrigam
concentragdes de biomassa muitas ordens de grandeza
acima da normalmente observada para regides
profundas (Gage & Tyler 1991). Em escalas locais, o
fluxo de carbono ao fundo oceénico e sua utilizagdo

pelos organismos bentonicos podem ser estimados
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diretamente por meio da implantagao de armadilhas de
sedimentos (sediment traps) e pela determinagdo do
consumo de oxigénio pela comunidade do sedimento
(Smith et al. 2001). Atualmente, existem poucas
medidas deste tipo para fornecer uma quantificagao
razoavel da disponibilidade de alimento em grandes
escalas geograficas, medidas estas essenciais para a
compreensdo do ciclo global do carbono (Rex et al.
2006).

A atividade microbiana nos sedimentos de
bacias oceanicas profundas ¢ restrita em muitos
sentidos. Limitacdo de recursos alimentares, baixas
temperaturas e alta pressao hidrostatica levam a baixas
densidades populacionais e lentas taxas de renovacao
de nutrientes, exigindo estratégias fisiologicas
especificas para sobrevivéncia e crescimento sob tais
condi¢oes (Bolliger et al. 1991). Mesmo assim, o perfil
de distribuicdo em fung¢ao da profundidade das células
bacterianas em divisdo e ja divididas é equivalente a
uma porcentagem constante (~4,8%) da populagdo
total (Parkes et al. 1994). A presenga de células em
divisdo indica que uma propor¢do da populagdo
bacteriana total ¢ ativa e viavel, visto que o nimero
de células em divisdo se correlacionou com a medida
independente de produtividade bacteriana (baseada
na incorporacdo de ‘*H-timidina) em sedimentos
profundos. Tal correlagdo, associado a presenca
de bactérias cultivaveis, ao rapido crescimento de
bactérias em meios de enriquecimento e a presenca de
DNA de alto peso molecular, indicativo de bactérias
intactas, sustentam as conclusdes de Parkes et al.
(1994).

Embora néo haja dividas de que existem bactérias
no mar profundo e que alguma propor¢ao delas pode
metabolizar e crescer in situ, embora sob extrema
limitagdo no suprimento de energia organica, a
origem das bactérias de mar profundo foi ha algumas
décadas uma questdo divergente na literatura. Wirsen
& Jannasch (1975) defendiam que a maioria das
bactérias presentes no sedimento e na agua de mar
profundo era originada em aguas mais rasas, visto que
sua resposta ao aumento da pressdo hidrostatica era
similar a das bactérias de aguas rasas. Por exemplo,
pressdoes de 200 a 500 atmosferas reduziam taxas
metabdlicas bacterianas a algumas ordens de grandeza
abaixo da que ocorria em pressao atmosférica normal.
Entretanto, segundo Rowe & Deming (1985),
existiria a predominancia de microrganismos que

exibem barotolerancia ou ainda taxas metabdlicas
que s3o melhores sob pressoes extremas do que a
pressdes atmosféricas. Nos dias atuais considera-se
a existéncia de uma microbiota barofilica distinta,
que rapidamente degrada as particulas que chegam ao
sedimento, convivendo com uma fra¢do desconhecida
de bactérias originadas em aguas superficiais que sao
transportadas ao fundo do mar junto com fitodetritos
que precipitam ao longo da coluna d’agua (Gage
2003, Rex et al. 2006). No sedimento profundo
estas bactérias oriundas da superficie apresentam
taxas metabolicas reduzidas quando comparadas a
microbiota tipica de profundidade (Gage 2003).

Historicamente, a abundancia de vida sobre o
fundo do mar foi imaginada como sendo uma fun¢ao
da concentracdo de matéria organica nos sedimentos.
Entretanto, isto ndo tem sido demonstrado. Em tese, a
quantidade de matéria organica presente no sedimento
deveria fornecer uma aproximagdo razoavel da
quantidade de substrato potencial aos microrganismos
depositivoros. Porém, quando serelaciona o numero de
organismos por m? como carbono organico disponivel
ndo ¢ observado nenhum padrao consistente (Rowe et
al. 1991). A matéria orgdnica em sedimentos de mar
profundo ¢ mais dificil de ser oxidada que aquela
de sedimentos de aguas rasas. Isto levou a nogao
atualmente aceita de que a matéria organica em
sedimentos de mar profundo € altamente refrataria e
nao esta facilmente disponivel aos organismos (Rowe
et al. 1991). Segundo Danovaro & Serresi (2000),
a regulacdo da populagdo bacteriana de sedimentos
profundos poderia ocorrer por mecanismos do tipo
bottom-up (pelo fluxo de carbono organico da camada
fotica e pela disponibilidade da matéria organica) e/
ou top-down (pelo consumo das células bacterianas
por nanoflagelados, por exemplo, e possivelmente
por infecgao viral).

Atualmente os virus sdo considerados importantes
componentes de comunidades microbianas aquaticas
(Colombet et al. 2007, Brussaard et al. 2008, Auguet
et al. 2009) e seu papel na ecologia de sedimentos
marinhos passou a ser estudado amplamente a partir
de 1990 (Paul et al. 1993, Maranger & Bird 1996,
Drake et al. 1998). Contagens diretas indicam que
esta ¢ a forma de vida mais abundante nos oceanos
(Paul et al. 1993, Danovaro et al. 2008), superando
—em 2 a 5 vezes — a abundancia de bactérias nos
sedimentos (Danovaro & Serresi 2000). Os virus
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podem ser responsaveis por cerca de 10 a 30% da
mortalidade bacteriana nos ecossistemas aquaticos,
podendo chegar, em alguns casos, at¢ 72%. Este
processo tem efeito cascata sobre a ciclagem
biogeoquimica da matéria orgdnica nos ambientes
marinhos devido a capacidade dos virus em infectar as
bactérias. Este processo € reconhecido como um dos
mecanismos mais relevantes de liberagdo de matéria
organica dissolvida, interferindo na reciclagem
dos nutrientes e nas vias de utilizacdo de carbono
organico pelas bactérias (Danovaro & Serresi 2000) e
demais organismos do sedimento. Além dos virus, os
consumidores diretos das bactérias sdo responsaveis
pelo controle da abundancia bacteriana observada
nos sedimentos marinhos. Deste modo, a populagao
¢ somente uma expressao do balango dinamico entre
a taxa de reprodugdo e a taxa de morte ou consumo.
Observacdes em laboratorio realizadas por ZoBell
& Morita (1959) indicaram que bactérias de mar
profundo reproduzem (por fissdo transversal) uma
vez a cada 2 a 20 horas em meio nutriente incubado
a 1000atm e 3°C; esta taxa deve ser um pouco mais
lenta na d4gua do mar ou nos sedimentos profundos,
aos quais nenhuma fonte de carbono tenha sido
adicionada. Além disso, estas bactérias podem estar
dormentes in situ, mas na interface agua-sedimento
¢ muito provavel que elas estejam em processo de
reproducdo.

A geragdo bacteriana constante pode contribuir
substancialmente para a nutricdo de animais
bentonicos (Bott & Kaplan 1990). As bactérias
consistem em sua maior parte de proteinas e lipidios
facilmente digeriveis. Muitas s@o ricas em vitaminas
e outros fatores de crescimento acessorios que
podem ser benéficos a fauna bentonica distantes
de produtos de atividade fotossintética (ZoBell
& Morita 1959). No estudo da microbiota de mar
profundo nao se pode negligenciar a interagdo da
mesma com grupos de organismos de diferentes
tamanhos presentes no sedimento (microfauna,
meiofauna, macrofauna e megafauna). Alguns
autores ressaltaram a importancia da meiofauna como
uma ligagao entre as bactérias e a macrofauna (Rowe
et al. 1991). Nematoides, foraminiferos e copépodos
sdo considerados os principais representantes da
meiofauna (Herring 2002, Lesen 2005, Pascal
et al. 2008, Rowe et al. 2008). A composi¢do da
macrofauna pode variar consideravelmente com a
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profundidade, entretanto, segundo alguns autores
(Gage & Tyler 1991, Herring 2002), este grupo
de organismos ¢ dominado, principalmente, por
poliquetas e crustaceos peracaridos. A microfauna
do sedimento também esta envolvida com o controle
da abundancia bacteriana. Esta classe de tamanho
inclui protozoarios ciliados e flagelados (Wieltschnig
et al. 2008, Pascal et al. 2009) que sdo conhecidos
por contribuir consideravelmente para a regulacdo da
populacdo bacteriana, na medida em que consomem
cerca de 2,22 x 10" bactérias.cm?.ano! (Bott &
Kaplan 1990). Entre os membros dominantes de
muitas comunidades bentdnicas profundas podemos
ressaltar as holoturias depositivoras, representantes
da megafauna, que consomem a matéria depositada
no fundo ocednico de modo intermitente, misturando
e revirando o sedimento numa escala consideravel
(Deming & Colwell 1982, Herring 2002).

Além de oxidarem a maioria dos tipos de matéria
organica com o consumo de oxigénio e contribuirem
para a nutricdo da fauna bentdnica, as bactérias podem
afetar a composicdo quimica ndo-conservativa do
fundo oceanico a partir de diferentes metabolismos
(ZoBell & Morita 1959). Bactérias amonificantes
liberam amdnia de certas substancias nitrogenadas e
bactérias nitrificantes podem oxidar a amonia a nitrito
e nitrato. Na auséncia de oxigénio livre, bactérias
redutoras de sulfato podem produzir sulfeto de
hidrogénio, que, se difundido nas aguas oxigenadas,
pode ser oxidado com a formacgao de sulfato ou enxofre
(ZoBell & Morita 1959). O suprimento de oxigénio
aos sedimentos de superficie permite a mineralizacdo
aerobica continuada da matéria organica nos
primeiros 10cm do fundo oceanico. Como o oxigénio
¢ esgotado em estratos profundos, os processos que
empregam outros aceptores de elétrons, tais como
NO,, {Mnox}, Feox} e SO,*, tornam-se dominantes
desde que ainda existam substratos oxidaveis
disponiveis nestas profundidades (Bolliger et al.
1991). A disponibilidade de oxigénio no sedimento
depende, entre outros fatores, da penetragdo de
oxigénio, que pode variar de milimetros até cerca de
10cm (Cai & Sayles 1996, Mouret et al. 2009).

Com respeito a utilizagdo do carbono organico que
alcanga o fundo do mar por parte dos microrganismos,
a maior parte deste material ¢ degradada na camada
superior, até cerca de 8cm de profundidade (Bolliger
et al. 1991). Esta também ¢ a profundidade na qual
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se encontra 85% da biomassa bacteriana total viavel
presente nos primeiros 20cm do sedimento (Rowe &
Deming 1985). Do input total de carbono orgénico,
apenas 6,5% sao enterrados abaixo da camada de
mistura do sedimento, dos outros 93% utilizados,
90% sao consumidos pelos organismos na interface
agua-sedimento, ¢ apenas 10% abaixo dela. Dos
93% de carbono consumido pela biota, pelo menos
90% sao convertidos a CO, (Rowe & Deming 1985).
De acordo com estes autores, a pequena quantidade
de produgdo secundaria que ocorre, caso o sistema
esteja em estado de equilibrio, deve ser exportada por
mecanismos envolvidos na predagao por organismos
pelagicos, perda de ovos ou juvenis planctonicos ou
migragdes ontogenéticas.

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

Estudos de
stock) nos sedimentos marinhos representam uma

biomassa disponivel (standing
consequéncia de médio prazo do input de energia
que esta positivamente correlacionado com o fluxo
de carbono organico particulado (Rowe et al. 1991,
Danovaro et al. 1999). Tais estudos tém sido realizados
ao longo das ultimas décadas em escalas locais e
regionais (Rowe & Deming 1985, Richardson & Young
1987, Rowe et al. 1991). Rex et al. (2006) realizaram
pela primeira vez um estudo de biomassa disponivel
em escala global, a partir da sintese de dados sobre
abundancia e biomassa das quatro maiores classes
de tamanho de organismos bentonicos (bactéria,
meiofauna, macrofauna e megafauna)identificados em
estudos realizados em todo o mundo. A partir de uma

analise de covariancia entre os grupos de organismos,
foram observadas fortes e consistentes mudangas na
biomassa disponivel e no tamanho corporal médio
relacionadas a profundidade. Enquanto a abundancia
dos trés grupos de animais diminui significativamente
com o aumento da coluna d’agua, a densidade
bacteriana permanece relativamente constante. Entre
os grupos de animais, a macrofauna diminui mais
rapidamente com a profundidade que a meiofauna.
Em outras palavras, com o aumento da profundidade,
a comunidade se torna mais dominada por organismos
menores (Rex et al. 2006). A revisao do papel relativo
dos pequenos organismos sugere que as bactérias e a
meiofauna dominam onde existem fluxos de matéria
organica extremamente baixos. A dominancia de
grupos de tamanho maior ocorre em aguas rasas e
em areas de mar profundo com elevados fluxos de
matéria organica labil (Richardson & Young 1987).
A analise em escala global realizada por Rex et
al. (2006) foi composta, em sua maior parte, por
amostras realizadas no Atlantico e areas adjacentes.
Os autores atribuem este fato a proximidade destas
areas com instituicdes oceanograficas americanas e
européias estabelecidas ha muitos anos. O Atlantico
Sul ocidental e grande parte do Oceano Indo-Pacifico,
particularmente o Hemisfério Sul, sdo atualmente
sub-representados no que se refere a medidas de
biomassa disponivel — a maioria destas regides
permanece inexplorada. E imprescindivel, portanto,
que grupos de pesquisas locais e regionais destas
areas carentes em estimativas de fluxo de carbono
ao sedimento e medidas de biomassa disponivel
nos sedimentos profundos realizem pesquisas que
contribuam para o avanc¢o do conhecimento e para um
maior entendimento do ciclo global do carbono.

PARAMETROS MICROBIANOS
COMUMENTE ANALISADOS NOS
SEDIMENTOS

ATIVIDADE MICROBIANA

A avaliagdo da atividade metabdlica microbiana
mede, em termos gerais, a taxa de processamento
e mineralizacdo da matéria organica. Na interface
agua-sedimento, tais processos dependem, por um
lado, da intensidade e da composi¢ao do suprimento
organico, e de outro, das condi¢cdes ambientais, tais
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como temperatura, natureza e disponibilidade dos
oxidantes, tipo de sedimento e bioturbagdo (Relexans
et al. 1996). Acredita-se que a atividade in situ das
bactérias de mar profundo ¢ provavelmente limitada
pelo conteudo de carbono na agua do mar e no
sedimento e ndo pela elevada pressao hidrostatica ou
baixa temperatura (ZoBell & Morita 1959).

A atividade microbiana pode ser estimada a partir
da incorporagdo de carbono ou produgdo bacteriana,
da respiracdo e do consumo de oxigénio. Os métodos
comumente utilizados para avaliar a produgdo
bacteriana em amostras de sedimento sdo baseados
na incorporagdo de aminoacidos marcados com “C,
conforme utilizado por Schwarz & Colwell (1975),
Wirsen & Jannasch (1975), Deming & Colwell
(1982), Tabor et al. (1982, 1985), Relexans et al.
(1996) e Deming & Carpenter (2008). Outros autores
(Wit et al. 1997, Boetius et al. 2000, Dixon & Turley
2000, Manini et al. 2004, Deming & Carpenter 2008,
Tammert et al. 2008) empregaram aminoacidos
marcados com *H e a partir dos resultados de
incorporagdo destes compostos estimaram a produgao
bacteriana. A respiracdo bacteriana em termos de
"“CO, pode ser estimada ap6s a incubagio da amostra
com “C-aminoacidos, sendo que esta abordagem foi
aplicada por diversos autores (Schwarz & Colwell
1975, Tabor et al. 1982, Relexans et al. 1996, Boetius
et al. 2000, Deming & Carpenter 2008). Dados
de consumo de oxigénio também fornecem uma
importante estimativa da taxa de mineralizagdo da
matéria organica (Relexans et al. 1996, Wit et al.
1997), entretanto, ¢ usualmente dificil determinar
se as taxas de consumo de O, incluem a oxidagdo de
sulfeto, ferro e manganés presentes no sedimento, ou
se fornecem uma medida exclusiva da oxidacdo do
carbono pelos microrganismos (Blackburn 1987).

O processo de incorporagdo de aminoacidos
radioativos deve ser realizado, idealmente,
simulando-se as condi¢des in sifu de temperatura e
pressdo. Deming & Carpenter (2008) observaram que
quando incubados a pressdes semelhantes a pressao
in situ, microrganismos de sedimento localizadas
abaixo de 2.700m apresentavam taxas de atividade
quase equivalentes ou maiores que quando incubados
a pressdo atmosférica, indicando a existéncia de
comunidades bem adaptadas a pressao. O mesmo
foi observado por Tamburini et al. (2002, 2009) que
demonstraram estimativas de produgao bacteriana de
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amostras profundas, incubadas a pressdo atmosférica,
bastante reduzidas em relagdo a amostras mantidas a
pressao in situ.

Alguns autores reportam que apenas uma reduzida
propor¢ao dos
ecossistemas aquaticos exibe atividade metabdlica
significativa (del Giorgio & Bouvier 2002, Smith &
del Giorgio 2003). A fracdo relativamente baixa de

microrganismos presentes nos

bactérias metabolicamente ativas, considerando-se o
numero total de microrganismos presentes, levou a
idéia de que uma proporg¢ao significativa de células
individuais ndo estd comprometida ativamente na
atividade microbiana e no metabolismo no nivel de
comunidade (Tammert et al. 2008). De acordo com
estes autores, a importancia da analise de atividade
microbianaemrelagdo aoutros parametros comumente
analisados em amostras ambientais ¢ sustentada pelo
fato de que a estimativa de abundancia bem como
a biomassa bacteriana total consiste de individuos
com uma ampla variedade de atividades metabdlicas,
incluindo células mortas ou inativas. Entretanto,
a propor¢ao de células quantificada pela andlise de
abundancia que ndo esta contribuindo efetivamente
para o metabolismo microbiano pode ser utilizada
como fonte de matéria orgdnica no sedimento,
contribuindo deste modo para a nutricdo da fauna
bentonica.

BIOMASSA

A biomassa bacteriana ¢ uma das informacdes
fundamentais ao estudo da ecologia microbiana
(Maeda et al. 1983). Este parametro ¢ normalmente
definido como conteudo de carbono celular que esta
associado a bactérias intactas, sem fazer referéncia a
viabilidade ou atividade metabodlica das células em
questdo. A significancia dos dados de biomassa esta
relacionada a distribui¢do da matéria organica viva
nos oceanos (Holm-Hansen & Booth 1966). Segundo
Rowe & Deming (1985), a estimativa da biomassa
bacteriana total em termos de carbono por metro
quadrado ¢ util para comparagdo com os fluxos de
carbono e outras medidas de estoque vivo.

Para a determinagdo da biomassa pode-se fazer
o uso de técnicas diretas e indiretas. Como exemplo
de determinacdo indireta, pode-se destacar o método
da adenosina 5’-trifosfato (Holm-Hansen & Booth
1966, Stoeck et al. 2000, Nakamura & Takaya 2003)
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e o método do lipopolisacarideo (Watson et al. 1977,
Maeda et al. 1983, La Ferla et al. 2004). Os métodos
diretos consistem basicamente na enumeracdo das
células bacterianas, seguida ou ndo da mensuragao do
volume celular. Os nimeros e/ou volumes das células
sdo entdo convertidos em biomassa de carbono por
meio de fatores de conversao ja publicados ou criados
a partir de um determinado conjunto de amostras para
um dado ambiente, existindo diferentes opc¢des de
fatores na literatura (ver Tabela 1).

Para a utilizagdo de fatores de conversdo
previamente estabelecidos na literatura para no calculo
da biomassa bacteriana se faz necessario considerar o
tipo de amostra em questdo, a faixa de profundidade
de origem das amostras e ter informagdes sobre os
tipos celulares presentes. Sedimentos mais profundos
geralmente contém células menores e a biomassa
de sedimentos rasos pode ser subestimada quando
calculada a partir da conversdo direta dos niumeros
bacterianos (Deming & Carpenter 2008). Ainda
segundo estes autores, sedimentos rasos tém maior
diversidade de tamanhos celulares quando comparados
a sedimentos profundos, de modo que o calculo da
biomassa diretamente da abundancia (sem informacgao
do tamanho celular) pode ser adequada somente para
estimar biomassa bacteriana em sedimentos abissais.

Uma boa alternativa seria a medicdo do volume
celular e a identificacdo dos diferentes tipos de
células em amostras de sedimentos, independente
da profundidade em que foram coletadas (Danovaro
et al. 1998). Ap6s a anadlise dos tamanhos celulares
e o calculo do biovolume, pode-se utilizar fatores
especificos para as respectivas classes de tamanho
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de bactérias (como descrito por Watson et al. 1977),
possibilitando assim que a biomassa calculada, obtida
a partir do biovolume, seja a mais proxima possivel
da biomassa real do ambiente estudado.

ABUNDANCIA

O estudo dos microrganismos em amostras
naturais envolve a enumeracdo como um indice
geral de atividade e como uma medida de biomassa
(Jannasch & Jones 1959). De acordo com Watson
et al. (1977), o fracasso em demonstrar populagdes
bacterianas significativas no oceano pode ser
atribuido primariamente a inadequag@o das técnicas
empregadas na analise de abundancia. Nenhum grupo
de organismos marinhos tem recebido tanta atencao
quanto os procariotos, o que tem trazido incontestaveis
avangos em ecologia microbiana (Epstein &
Rossel 1995). Apesar disso, algumas caracteristicas
fundamentais do dominio das populagdes bacterianas
sao ainda dificeis de avaliar adequadamente, a
exemplo da abundancia de bactérias nos sedimentos.

Bactérias em sedimentos marinhos em todo
o mundo influenciam os ciclos biogeoquimicos
estratégias de

alimentagcdo da fauna bentOnica, ¢ os projetos de

elementares nos oceanos, as
engenharia para biorremediacao de compostos toxicos
in situ (Schmidt et al. 1998). Considerando que a
distribui¢do bacteriana ¢ estreitamente relacionada
as propriedades do sedimento (Danovaro & Fabiano
1995), a abundancia bacteriana pode ser utilizada

como um forte indicativo de mudancas no fluxo de

Tabela 1. Principais fatores de conversdo de abundéancia bacteriana e volume celular em biomassa de carbono.

Table 1. Main factors for conversion bacterial abundance and cell volume to biomass carbon.

Referéncia Amostra Descri¢ao do Calculo

ZoBell & Morita 1959 Sedimento 200 fg C.célula’!
Williams & Carlucci 1976 Agua 10 fg C.célula’
Nagata 1986 Agua 106 fg C.pm

Lee & Fuhrman 1987 Agua 20 fg C.célula™
Fry 1990 Sedimento 310 fg C.pm?
Borsheim et al. 1990 Agua 300 fg C.pm?
Bjornsen & Kuparinen 1991 Agua 390 fg C.um

(fg) fentograma = 10"5¢
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nutrientes no fundo oceanico, resultante de variacdes
sazonais ¢ interanuais (Danovaro et al. 1999) e de
outras mudancas ambientais.

Preservagdo das amostras para andlise de abundancia
bacteriana

Esta é uma das etapas mais criticas do processo de
obtencdo de dados de abundéancia bacteriana. Estima-
se que aproximadamente 25% das bactérias marinhas
de regides profundas morrem em 10 minutos quando
aquecidas a 30°C e somente 20% podem sobreviver
por 10 minutos a 40°C. Isto ocorre porque bactérias de
mar profundo sdo mais sensiveis ao aquecimento que
as populagdes de aguas rasas, portanto ¢ necessario
cautela para que o processamento das amostras nao
sejarealizado proximo ou além do limiar de tolerancia
de temperatura de muitos microrganismos marinhos
(ZoBell & Morita 1959).

Para analise de abundancia utilizando-se métodos
de cultivo a amostra de sedimento coletada deve ser
processada logo apds a coleta, no entanto pode-se
realizar a preservagdo por curtos periodos de tempo,
refrigerando-se a amostra (Gouda et al. 2006). No
processo de preservacdo das amostras para posterior
determinacdo da abundancia através da analise direta
(por microscopia ou citometria em fluxo), o formol
tem sido a substancia mais utilizada (Jannasch &
Jones 1959, Meyer-Reil et al. 1978, Deming &
Colwell 1982, 1985, Rowe & Deming 1985, Velji &
Albright 1986a,b, Bott & Kaplan 1990, Parkes et al.
1994, Epstein & Rossel 1995, Relexans et al. 1996,
Wit et al. 1997, Danovaro et al. 1998, 2002a, Schmidt
et al. 1998, Manini et al. 2004, Duhamel & Jacquet
2006, Raghukumar ef al. 2006, Deming & Carpenter
2008). A fixagdo costuma ser realizada logo apos a
coleta do sedimento, para garantir a qualidade das
amostras no momento da analise de abundancia,
sendo comumente associado a refrigeracao (em torno
de 4°C) ou congelamento. Furtado & Casper (2000)
reforcaram o papel da preservagdo das amostras e
que a fixacao com paraformaldeido minimiza a perda
celular no processo de sonicacao das amostras durante
o processo de extracao. Fixadores a base de aldeidos
formam ligagdes cruzadas inter e intramoleculares
com proteinas e consequentemente fortalecem os
componentes celulares, incluindo as paredes celulares
(Velji & Albright 1986D).
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Além do formol, o glutaraldeido também pode ser
utilizado no processo de preservacdo das amostras,
a exemplo dos trabalhos de Dixon & Turley (2000),
Turley & Dixon (2002) e Lunau et al. (2005). No
entanto, existe na literatura divergéncia de opinides
com respeito a eficiéncia do glutaraldeido. Duhamel
& Jacquet (2006) ressaltaram a importancia da
preservacdo das amostras publicando contagens
bacterianas de amostras fixadas com formol cerca
de 33% superiores a amostras que ndo receberam
qualquer tipo de fixador e at¢é 77% a mais que
amostras preservadas com glutaraldeido. Essas
conclusdes contrastam com as de Lunau et al. (2005),
que obtiveram resultados mais satisfatoérios com
amostras fixadas com glutaraldeido. Vale ressaltar
que o método de extracdo utilizado por Duhamel &
Jacquet (2006) foi diferente do utilizado por Lunau
et al. (2005), deste modo, a discrepancia entre os
resultados pode estar relacionada com uma possivel
interacdo entre os agentes utilizados no processo
de separacdo das bactérias e as solu¢des de formol
e glutaraldeido utilizadas na preservacdo das
amostras. Das substancias em questdo o formol (ou
paraformaldeido) parece ser o mais indicado para
a preservacdo de células bacterianas destinadas a
analise de abundancia.

Utiliza¢do de metodos de cultivo x métodos de analise
direta

Trabalhos importantes foram realizados na década
de 1950 utilizando métodos de cultivo na enumeracao
das bactérias do sedimento (ZoBell & Morita
1959). Com o desenvolvimento do microscopio
de fluorescéncia, a determinacdo da abundancia
bacteriana na agua e no sedimento tornou-se simples
e mais precisa. Esta precisdo foi importante para o
entendimento da dindmica dos microrganismos e
seu papel no metabolismo dos ambientes (Furtado &
Casper 2000). Ha muito tempo sabe-se que técnicas
de cultivo fornecem apenas uma pequena fracdo das
bactérias vivas presentes no ambiente (Watson et al.
1977), uma vez que ndo se pode fornecer um meio
com os requisitos nutricionais e condi¢des ambientais
essenciais para o crescimento de todas as bactérias.
Além disso, grupos de bactérias que ocorrem em
aglomerados ou aderidos a particulas solidas sdo
registrados como somente um Unico individuo no
método da dilui¢do minima.
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Até a década de 1970, as analises de abundancia
bacteriana eram realizadas basicamente utilizando-
se métodos de cultivo. Muito embora o método
(utilizando

de contagem direta microscopia

de epifluorescéncia) na época estivesse sendo
amplamente adotado, ainda estava longe de ser
um procedimento de rotina. Apesar disso, diversos
corantes, membranas filtrantes e microscopios estavam
sendo testados (Hobbie er al. 1977). Estes autores
apresentaram grande contribuicao na determinacao da
abundancia bacteriana por meio da realizacao de testes
metodologicos para a deteccdo com microscopia de
epifluorescéncia. O procedimento descrito por Hobbie
et al. (1977), para amostras de agua, foi utilizada para
analise de abundancia bacteriana em amostras de
sedimento nas décadas seguintes, inserindo-se apenas
uma etapa de diluicdo da amostra (Deming & Colwell
1982, 1985, Rowe & Deming 1985, Rowe et al.
1991, Epstein & Rossel 1995, Turley & Dixon 2002,
Raghukumar et al. 2006).

O progresso nas ciéncias aquaticas € limitado pela
disponibilidade de métodos que possam ser usados
para observar e descrever caracteristicas, recursos
€ Processos que ocorrem nos ecossistemas naturais.
Alguns destes métodos envolvem ferramentas,
instrumentos ou tecnologias que sdo utilizadas no
dia a dia da pesquisa nos laboratorios sem que os
pesquisadores pensem a respeito da origem das
descobertas (Karl 2007). Segundo Karl (2007), a
utilizagdo dos filtros Nuclepore®, disseminada por
Hobbie et al (1977) foi um destes achados histdricos
querevolucionouapesquisa em microbiologiaaquatica
a partir do uso da microscopia de epifluorescéncia.
Embora tenha ocorrido grande avango nos métodos
para quantificar

bacterianas totais, ainda persistem alguns problemas.

nas ultimas décadas células
Especialmente na analise de amostras de sedimentos,
a adsor¢ao de fluorocromos as particulas do sedimento
e a impossibilidade de observacao de células
aderidas resulta em uma visualizagdo ineficiente das
células sobre as membranas filtrantes. A diluicdo
do sedimento ndo assegura melhor visualizagdo ao
microscopio, muitas vezes as células bacterianas
ndo ficam distribuidas de maneira uniforme e estdo
aderidas aos fragmentos (Furtado & Casper 2000).
Assim, a contagem das bactérias do sedimento exige a
tarefa de separa-las das particulas do sedimento antes

das contagens (Epstein & Rossel 1995).

Além da analise direta por microscopia, pode-
se também utilizar a citometria em fluxo como
alternativa na determinacao da abundancia bacteriana
de amostras de sedimento. Esta ultima técnica tem
sido amplamente utilizada para amostras de agua (Del
Giorgio et al. 1996, Marie et al.1997, Lebaron et al.
1998, Gasol et al. 1999, Gasol & del Giorgio 2000,
Andrade et al. 2003), porém seu uso ¢ ainda reduzido
para a analise de amostras de sedimento (mais veja
Duhamel & Jacquet 2006, Amalfitano & Fazi 2008,
Amalfitano et al. 2009).

Efeitos da etapa de extragdo sobre a andlise de
abunddncia

A andlise de abundancia bacteriana corando-
se a solugdo diluida de sedimento e realizando a
analise direta a0 microscopio sem extragdo prévia
das bactérias do sedimento foi amplamente utilizada
entre as décadas de 1970 e 1990 (Watson et al. 1977,
Deming & Colwell 1982, 1985, Rowe & Deming
1985, Richardson & Young 1987, Rowe et al.
1991). No entanto, analises microscopicas diretas de
material natural sdo sujeitas a erro. As dificuldades
na enumerac¢do das bactérias de sedimentos incluem
principalmente incertezas do que contar como
bactéria, pois amostras bentdnicas, ricas em material
detritico, produzem uma quantidade consideravel de
particulas autofluorescentes de tamanho aproximado
aos das bactérias (Epstein & Rossel 1995). A
concentracdo de material detritico em amostras
naturais frequentemente excede a concentragdo de
bactérias. Uma vez que grande parte do material
detritico ¢é similar em tamanho e forma as bactérias, a
correta identificacdo de uma bactéria ¢ frequentemente
dificil de ser realizada (Watson et al. 1977).

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

Entre as abordagens utilizadas para separar as
bactérias das particulas de sedimento podem ser
destacadas a agitacdo das amostras, a homogeneizacao
do sedimento em equipamentos especificos e
a sonicagdo da amostra empregando banho de
ultrassom ou processadores ultrasénicos (sonicadores
com sonda, utilizados mais comumente para romper
células) (Epstein & Rossel 1995). Nos ultimos anos
foram realizados diversos estudos (Epstein & Rossel
1995, Furtado & Casper 2000, Danovaro et al.
2001, Buesing & Gessner 2002, Lunau et al. 2005,
Duhamel & Jacquet 2006) com o objetivo de testar
a eficiéncia destes métodos fisicos de separagdo,
associados ou ndo a métodos quimicos. Na maioria
dos casos, contudo, o procedimento requer tempo e
material para obter elevada eficiéncia na recuperagao
bacteriana (Furtado & Casper 2000).

A utilizacdo de sonicadores
(capazes de romper células) na separacao de células
bacterianas das particulas de sedimento foi validada a

com sondas

partir de testes nos quais foram encontrados tempos e
frequéncias adequados para que se obtenha a maxima
extracdo das bactérias, sem danificar as células
(Epstein & Rossel 1995, Buesing & Gessner 2002,
Amalfitano & Fazi 2008). Epstein & Rossel (1995)
realizaram testes para avaliar o grau de dano causado
as células bacterianas com a sonica¢do, mas nao
observaram dano significativo nas células fixadas com
formaldeido depois de serem submetidas a 180 s de
sonicacao (com intervalos a cada 60s). Estes autores
mostraram que a sonicagdo pode ser até 238% mais
eficiente que a homogeneizacao e ainda extrair 307%
mais bactérias dos sedimentos que quando utilizado
banhos de ultrassom. Buesing & Gessner (2002)
recomendam o uso de sonicadores com sonda para
amostras com elevado contetido de material orgénico.

Alguns trabalhos utilizaram apenas banho de
ultrassom para separar as bactérias da matriz do
sedimento (Relexans et al. 1996, Danovaro et al.
1998, 2002b, Manini et al. 2004). Na tentativa de
extrair as bactérias das particulas, ¢ comum utilizar
o processo de sonicacao associado a homogeneizacao
da amostra. Entretanto, a eficiéncia do processo de
extragdo das células pode ser aumentada diluindo-
se a amostra e adicionando uma etapa de separagdo
quimica, utilizando substancias surfactantes como
o tripolifosfato de sodio, o pirofosfato de sddio,
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o Polioxietileno-Sorbitan Monooleate (Tween
80) e o Triton-X. A adigdo destas substancias ndo
somente maximiza a extracdo das células do material
particulado, mas também previne que as cé¢lulas se
liguem novamente a matriz do sedimento (Fry 1990).
Além disso, o uso destes compostos defloculantes ou
surfactantes proporciona uma distribui¢o mais uniforme
das bactérias sobre os filtros contendo a amostra (Velji
& Albright 1986a, Epstein & Rossel 1995).

Diversos estudos (Meyer-Reil et al. 1978, Velji
& Albright 1986a,b, Bott & Kaplan 1990, Fry 1990,
Parkes et al. 1994, Epstein & Rossel 1995, Wit et al.
1997, Duhamel & Jacquet 2006, Amalfitano & Fazi
2008, Amalfitano et al. 2009) utilizam o pirofosfato
de sodio (associado ou ndo a outros detergentes)
combinado a sonicacdo, visando uma dissociacao
mais eficiente entre as bactérias e as particulas de
sedimento. De acordo com Duhamel & Jacquet (2006),
a sonicagao, realizada ap6s a adi¢ao de pirofosfato, é
considerada uma das primeiras etapas da extracao das
bactérias. Segundo estes autores, diferentes estudos
que utilizam a sonicagdo concordam que 3 minutos
sdo suficientes para separar bactérias do sedimento,
mas nenhum trabalho deixa claro que a adi¢do de gelo
ao banho de ultrassom ocasiona reducdo de cerca de
29% na densidade bacteriana. Além da temperatura
do banho durante a sonicacdo, a dilui¢ao também ¢
um fator critico. Segundo Gough & Stahl (2003),
durante a sonicacdo de amostras de sedimento a
dilui¢do pode reduzir o rompimento celular causado
pelo bombardeamento com particulas pequenas.

A principal desvantagem da utilizacdo dos
métodos de extragdo, principalmente aqueles que
utilizam sonicagao, ¢ o efeito negativo da aplicagdo do
tratamento sobre a membrana celular. Amalfitano et al.
(2009) realizaram um procedimento de dupla coloracao
de acido nucléico, adicionando simultaneamente
os corantes Sybr Green II (permeavel & membrana)
e iodeto de propidio (impermeavel a membrana) e
observaram maior proporcao de células com a parede
danificada em amostras submetidas a tratamento de
separacao, quando comparado a amostras analisadas
sem extragdo prévia.

Além do uso de pirofosfato de sddio existem ainda
técnicas de separacao que utilizam Triton-X (Schmidt
et al. 1998, Deming & Carpenter 2008), Metanol
(Lunau ef al. 2005) ¢ Acido fluoridrico (Morono et al.
2009). Apesar da diversidade de métodos disponiveis,
os procedimentos que utilizam pirofosfato de sodio
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associado a uma etapa de sonicagdo, no processo
de extracdo das bactérias tém sido amplamente
utilizados na literatura (ver Tabela 2), se mostrado
mais adequado para esta aplicagdo. Vale ressaltar que
alguns protocolos descritos na literatura sao de dificil
aplicagdo, pois faltam informagdes importantes como
o tipo de sonicagdo utilizada (se banho de ultrassom
ou se sonicador com sonda), tempos de incubacao,
concentragdes de reagentes e solugdes, entre outras.

Quantificagdo da abunddncia: Microscopia x
Citometria em Fluxo (FCM)

Técnicas de avaliacao Optica incluem microscopia
de contraste de fases (ZoBell & Morita 1959),
microscopia eletronica de transmissdo (Danovaro et
al. 2001) e microscopia de epifluorescéncia (Deming
& Colwell 1982, Rowe & Deming 1985, Bolliger et al.
1991, Danovaro et al. 2002a, Luna et al. 2002, Lunau
et al. 2005, Deming & Carpenter 2008, Morono et
al. 2009). Das trés técnicas microscopicas citadas, a
mais comumente utilizada na analise de abundancia
procaridtica em amostras de sedimento tem sido a
microscopia de epifluorescéncia.

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

O tempo gasto nas contagens ao microscopio
¢ bastante desfavoravel, pois limita o nimero de
amostras a ser analisado. Esta demora nas contagens
favorece o decaimento da fluorescéncia do corante,
causando erros nas contagens (Duhamel & Jacquet
2006). Além disso, a contagem de apenas uma parte
das bactérias sobre o filtro pode adicionar um erro
aos resultados de abundancia, caso a distribuigao das
células sobre a membrana nao seja homogénea. Na
microscopia de epifluorescéncia, € necessario tomar

uma série de cuidados com a autofluorescéncia dos
filtros, corantes e 6leo de imersdo, e a preparacao das
laminas devem produzir contraste suficiente entre as
células e o fundo (background) (Hobbie et al. 1977).
Contagens microscopicas realizadas na presenca de
graos de sedimento e detritos exigem maior dilui¢ao
a fim de manter a fluorescéncia ndo especifica baixa
(Deming & Carpenter 2008); no entanto, cada
pesquisador deve estabelecer critérios e numero
minimo de células que devem estar presentes em cada
campo optico.

Como alternativaaestas limitagoes, a citometriaem
fluxo tem sido usada rotineiramente para a analise de
microrganismos em amostras marinhas e, atualmente,
¢ bastante aceita como técnica de referéncia em
oceanografia (Marie ef al. 1999, Gasol & Del Giorgio
2000). Contagens bacterianas usando microscopia de
epifluorescéncia ou citometria em fluxo sdo baseadas
no uso de corantes de acidos nucléicos especificos e
altamente fluorescentes (Duhamel & Jacquet 2006). A
citometria em fluxo proporciona a aquisi¢do e analise
de dados multiparamétricos com grande rapidez.
Durante as ultimas duas décadas, esta técnica foi
usada com sucesso em diversas aplicagdes como, por
exemplo, analisar e contar comunidades microbianas
pelagicas de organismos tais como protistas, algas
pequenas, bactérias e virus, identificar e quantificar
contetdo de DNA de uma populacdo e/ou para
investigar o ciclo celular, investigar populagdes
de interesse usando probes moleculares, acessar a
fisiologia celular, entre outras. Revisdoes tém sido
publicadas sobre a precisdo e exatiddo desta técnica
aplicada ao campo das ciéncias aquaticas e ecologia,
em particular, e sobre a modificagdo e/ou otimizacao
de aparatos e procedimentos (Duhamel & Jacquet
2006).

A maior vantagem da citometria em fluxo ¢ a
possibilidade de analisar rapidamente uma grande
quantidade de células e gerar dados estatisticamente
robustos (Marie et al. 1999). A rapidez caracteristica
desta metodologia torna possivel sua utilizacao
como analise de rotina e em analises exploratdrias de
propriedades microbianas. Além disso, o curto tempo
de exposicao da célula corada a luz durante a contagem
no citdmetro evita o decaimento da fluorescéncia
(Duhamel & Jacquet 2006), melhorando a contagem.
Por fim, a analise realizada por um equipamento
calibrado elimina a subjetividade das contagens e a
dependéncia da sensibilidade do analista, como
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ocorre nas contagens realizadas ao microscopio.

A dilui¢ao das amostras € uma etapa critica quando
se usa a citometria em fluxo para analisar bactérias,
uma vez que € preciso encontrar uma diluicdo tal
que consiga evitar coincidéncia de eventos durante
a leitura pelo equipamento e, a0 mesmo tempo,
garantir que nenhuma informacgdo da amostra seja
perdida pelo excesso de dilui¢do (Marie et al. 1999,
Duhamel & Jacquet 2006). Tanto na citometria em
fluxo quanto na microscopia de epifluorescéncia,
o excesso de diluicdo pode ser evitado pelo uso de
métodos eficazes de extracdo prévia das bactérias
da matriz do sedimento. Essa etapa ¢ imprescindivel
para o uso da citometria em fluxo devido ser uma
técnica bastante sensivel. Uma simples diluicdo da
amostra pode tornar os dados de citometria altamente
variavel e a presenga de particulas na amostra podera
rapidamente entupir o tubo de entrada do instrumento
(Amalfitano et al. 2009). Com a separagdo das
bactérias, pode ser obtida uma amostra com turbidez
bastante reduzida em relagao a amostra inicial, sendo
necessario, portanto, menor dilui¢do e manipulagao
da amostra.

Usando protocolos Otimos para cada técnica,
Duhamel
correlacdo entre a citometria em fluxo e a analise
por microscopia de epifluorescéncia (r = 0,84),
sugerindo que a citometria em fluxo ¢ adequada

& Jacquet (2006) encontraram boa

para atingir e fornecer contagens confiaveis para
bactérias de sedimento. O mesmo foi observado por
Amalfitano & Fazi (2008) e Amalfitano et al. (2009),
onde conseguiram, com o auxilio da citometria em
fluxo, avaliar o dano celular causado pelo processo
de extragdo das bactérias. De acordo com os autores,
o impacto negativo dos tratamentos de separagdo
sobre a atividade metabolica da célula estd mais
provavelmente relacionado as mudangas no estado
da membrana celular, aumentando assim o interesse
na aplicabilidade
citometria em amostras de sedimento que tenham
suas bactérias previamente separadas das particulas.

de ensaios metabolicos por

Unidades utilizadas para expressar os resultados

A questao mais importante aqui ¢ que cada unidade

utilizada contém uma informacdo variada sobre o

Oecol. Aust., 14(2): 415-436, 2010

ambiente fisico, de modo que relagdes ecologicas
podem ser mascaradas ou falsamente quantificadas
quando uma escala impropria é usada (Schmidt et al.
1998). Considerando a escala micrométrica relevante
a célula individual, na analise de comunidades
bacterianas é mais adequado que as bactérias,
como a infauna maior, seja medida por volume e
ndo por massa de sedimento (Deming & Carpenter
2008). Apesar disso, muitos autores dimensionam
parametros bacterianos por massa de sedimento
(ZoBell & Morita 1959, Deming & Colwell 1982,
Rowe & Deming 1985, Wit ef al. 1997, Danovaro et
al. 1998, Danovaro & Serresi 2000, Dixon & Turley
2000, Danovaro et al. 2002a,b, Luna et al. 2002,
Lunau et al. 2005, Gouda et al. 2006, Raghukumar
et al. 2006). A analise deste parametro por massa de
sedimento seco origina resultados com distribui¢ao
bacteriana variando amplamente de acordo com
a profundidade de coleta. Uma vez dimensionada
ao volume de sedimento, a abundancia demonstra
grande constancia de resultados (Rex et al. 2006,
Deming & Carpenter 2008).

Segundo Schmidt er al. (1998), a falta de
consisténcia nas dimensdes publicadas, usadas
para expressar em termos numéricos parametros
microbianos bentonicos, reflete o desafio de
trabalhar com uma matriz sedimentar porosa
complexa. Apds a analise de dados disponiveis na
literatura,abrangendoumintervalo de profundidade
de 200 a 6000m, Rex et al. (2006) concluiram que
os sedimentos marinhos superficiais comportam
uma densidade de bactérias notavelmente constante
(~10° células.cm) independente da profundidade
no oceano, sendo o defendido por Schmidt et al.
(1998) e Deming & Carpenter (2008). Contudo,
casos de abundancia bacteriana dependente da
profundidade surgem em escalas locais, regionais
(Quéric et al. 2004) ou temporais (Danovaro et
al. 1999). A explicacdo que tem sido aceita para
a variabilidade na abundancia (ou biomassa ¢
atividade), relacionada ou ndo com a profundidade,
¢ a quantidade de material organico que chega ao
assoalho oceénico e sua disponibilidade fisico-
quimica in situ. A Tabela 2 apresenta dados de
abundancia bacteriana de diversos locais do
mundo, bem como a profundidade de coleta e o

método de andlise utilizado.
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CONSIDERACOES FINAIS

As duas fontes mais importantes de matéria
organica labil nos oceanos profundos sdo a ‘chuva’
de carbono organico particulado da superficie e
a transformag@o bacteriana de matéria organica
refratariaemcompostosmaisrapidamenteassimilaveis
no fundo do mar (Richardson & Young 1987). A
transformacao da matéria organica envolve processos
realizados por organismos procariotas presentes nos
sedimentos, os quais utilizam os detritos organicos
e desempenham um papel importante na produgdo
de biomassa e nos ciclos biogeoquimicos em uma
escala global (Danovaro et al. 2008). A distribui¢ao
destes organismos pode ser utilizada como forte
indicativo de mudangas no fluxo de nutrientes ao
fundo oceanico visto que a abundancia microbiana
¢ estreitamente relacionada as propriedades dos
sedimentos (Danovaro & Fabiano 1995, Danovaro et
al. 1998).

Depois de anos de estudos por grupos de
pesquisa independentes utilizando uma variedade
de abordagens, as determinantes ambientais de
abundancia bacteriana em sedimentos marinhos
ainda estdo pouco definidos pela literatura (Deming
& Carpenter 2008). Segundo Schmidt ef al. (1998),
duas amplas abordagens complementares podem ser
usadas para investigar restricdes sobre a abundancia
dos organismos na natureza: (1) analise das causas da
variabilidade nas observagoes; (2) desenvolvimento
de uma explicagdo para o valor médio. Os trabalhos
que abordam a microbiologia de sedimentos marinhos
tém predominantemente usado a primeira abordagem.
Dado uma temperatura constante, a area superficial do
grao de sedimento foi identificada como a mais forte
correlagdo da abundéancia em sedimentos costeiros
superficiais. A relagdo pode ndo ser devido a simples
limitagdo por espago, visto que as bactérias habitam
somente 0,05-5% da area superficial disponivel. A
dependéncia foi atribuida ao substrato ao qual estavam
adsorvidas, habitat de protegao, ou, inversamente, aos
graos de argila acumulados em exudatos bacterianos.
Na literatura de mar profundo, o fluxo descendente
de carbono organico particulado prediz claramente a
abundancia bacteriana, e o tamanho das comunidades
microbianas bentonicas parece ser baseado no
suprimento de recursos organicos ao fundo do mar e
nao na profundidade (Deming & Carpenter 2008).

Na avaliagdo dos fatores que determinam o
tamanho das populagdes microbianas nos sedimentos
torna-se imprescindivel a determinagdo precisa
na analise de abundancia bacteriana. Para tal, esta
analise deve ser precedida de correta separacdo das
células bacterianas da matriz do sedimento (Buesing
& Gessner 2002). Neste trabalho foram discutidas as
principais metodologias que envolvem as etapas de
extracdo e quantificagdo da andlise de abundancia,
pois estas etapas sdo essenciais ao estudo da estrutura
bacteriana, sendo pré-requisito
indispensavel para evitar desvios sistematicos pela
extracdo preferencial de alguns tipos de bactérias

da comunidade

e ndo outras (Buesing & Gessner 2002). Isto ¢

especialmente importante quando convertemos
a abundincia em biomassa a partir do calculo do
biovolume ou do nimero de células — a extragao de
apenas alguns tipos celulares resultara em estimativas
erroneas do biovolume da amostra e consequente
subestimacdo da biomassa. Dos diversos artigos
existentes na literatura sobre testes metodologicos
para a analise de abundancia bacteriana em amostras
de sedimento, nenhum ¢ conclusivo ¢ a grande gama
de opcdes e condigdes experimentais prejudica a
comparacdo de dados obtidos com metodologias
diferentes.

A melhor metodologia para a analise de abundancia
bacteriana consiste: (1) no uso do paraformaldeido
como preservante das células, (2) do pirofosfato de
sodio associado a sonicagdo na extragdo das células
bacterianas e (3) na quantificagdo por citometria
em fluxo. A correta determinagcdo da abundancia
bacteriana e consequentemente da biomassa, ¢ uma
importante ferramenta em estudos com estimativas de
fluxo de carbono ao fundo oceanico e sua utilizagdo
pelos organismos bentonicos, contribuindo para uma
melhor compreensdo do ciclo global do carbono.
O uso de pardmetros microbianos e sua integracao
possibilitardo um maior entendimento do papel
desenvolvido pelos organismos procariotos nos

oceanos do mundo.
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