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RESUMO

EFEITO DO BIORREVOLVIMENTO DE Campsurus sp. EATON, 1868
(EPHEMEROPTERA: POLYMITARCYIDAE) SOBRE A DENSIDADE TOTAL
BACTERIANA E DE METANOTROFICAS NA INTERFACE SEDIMENTO-AGUA

Orlando de Marques Vogelbacher

Orientador: Marcos Paulo Figueiredo de Barros

Co-Orientadora: Analy Machado de Oliveira Leite

Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Ambientais e Conservacdo, da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Ambientais e Conservacgao.

Nos primeiros milimetros do sedimento, devido a maior disponibilidade de
oxigénio, prevalecem processos aerébicos de mineralizacdo da matéria organica. Em
aerobiose, 0 metano (CH,) pode ser oxidado a dioxido de carbono (CO,) através da
acao de bactérias metanotroficas. Em anaerobiose, no entanto, o CO, pode ser utilizado
para producdo microbiana de CH,. O contexto, tanto da producdo quanto do consumo e
emissdo de CH4 em ecossistemas aquaticos, pode ser influenciado por comunidades
bentbnicas através do processo de biorrevolvimento. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar, através de dois experimentos, como o biorrevolvimento promovido por
Campsurus sp. (Ephemeroptera) afeta a densidade e distribuicdo vertical de bactérias
totais e metanotroficas na interface sedimento-agua. Amostras de sedimento, agua e
individuos de Campsurus sp. coletadas no Lago Batata (PA, Brasil) e na Lagoa do Vale
Encantado (RJ, Brasil) foram utilizadas para montagem de microcosmos. Os
experimentos consistiam de um tratamento com a presenca de ninfas de Campsurus sp.
e controles. Apos o periodo de incubagéo, o sedimento foi fracionado em quatro estratos
(0-1, 1-2, 2-4 e 4-6 cm). No primeiro experimento foi utilizada a microscopia de

epifluorescéncia para contagem direta das bactérias, enquanto que a densidade das
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metanotroficas foi determinada pela técnica de hibridizagéo in situ fluorescente (FISH).
No segundo experimento, as densidades foram determinadas pela abundancia de copias
dos genes rrs (Bacteria) e pmoA (metanotroficas) em ensaios de gPCR. No primeiro
experimento foi observado que a presenca de Campsurus sp. e a interacdo entre o fator
presenca e profundidade do sedimento afetaram significativamente tanto a densidade
bacteriana como de metanotréficas no sedimento (ANOVA; P < 0.05). No estrato de 0-1
cm ocorreu o0 Unico caso em que a densidade bacteriana foi maior para o tratamento com
adicdo de Campsurus sp. em relacdo ao tratamento controle. Ja com relagédo a densidade
de metanotréficas o tratamento com adi¢do de Campsurus sp. apresentou valores mais
elevados que o controle em todas os estratos do sedimento. No segundo experimento a
Unica diferenca significativa se deu na &gua, onde o tratamento controle inicial
apresentou maior densidade de metanotréficas que os demais. O biorrevolvimento
promovido pelas ninfas de Campsurus sp. foi capaz de alterar a densidade e distribuicao
vertical da comunidade bacteriana ao longo do perfil vertical do sedimento. Esta
resposta, porem, diferiu entre a totalidade e a fragdo da comunidade bacteriana formada

pelas metanotroficas.

Palavras chave: bioturbacéo, metanotroficas, Campsurus sp., FISH, gPCR.

Macaé, RJ
Agosto, 2017
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ABSTRACT

BIOTURBATION EFFECT OF Campsurus sp. EATON, 1868
(EPHEMEROPTERA: POLYMITARCYIDAE) ON TOTAL BACTERIAL AND
METHANOTROPHIC DENSITY IN THE SEDIMENT-WATER INTERFACE

Orlando de Marques Vogelbacher

Orientador: Marcos Paulo Figueiredo de Barros

Co-Orientadora: Analy Machado de Oliveira Leite

Abstract da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo
em Ciéncias Ambientais e Conservacdo, da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias Ambientais e Conservacao.

In the firsts millimeters of sediments, due to the higher disponibility of oxygen,
aerobic process of mineralization of organic matter prevail. In aerobiosis, methane
(CH,) may be oxidized to carbon dioxide (CO,) through the action of methanotrophic
bacteria. In anaerobiosis, however, CO, can be used for microbial production of CH,.
The context of both production and consumption and emission of CH, in aquatic
ecosystems can be influenced by benthic communities through the bioturbation process.
The main goal of the present work was to evaluate through two experiments how the
bioturbation promoted by Campsurus sp. (Ephemeroptera) affects the density and
vertical distribution of total and methanotrophic bacteria in the sediment-water
interface. Samples of sediment, water and individuals of Campsurus sp. collected in
Lago Batata (PA, Brazil) and Lagoa do Vale Encantado (RJ, Brazil) were used to
assemble microcosms. The experiments consisted of a treatment with the presence of
Campsurus sp. nymphs and controls. After the incubation period, the sediment was

fractionated into four layers (0-1, 1-2, 2-4 e 4-6 cm). In the first experiment, the
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epifluorescence microscopy was used for direct counting of the bacteria, while the
methanotrophic density was determined by fluorescence in situ hybridization (FISH)
technique. In the second experiment the densities were determined by the abundance of
copies of rrs (Bacteria) and pmoA (methanotrophs) genes in gPCR assays. In the first
experiment it was observed that the presence of Campsurus sp. and the interaction
between the presence factor and sediment depth significantly affected both the bacterial
and methanotrophic density in the sediment (ANOVA; P <0.05). The 0-1 cm layer
recorded the only case where the bacterial density was higher for the treatment with
addition of Campsurus sp. in relation to the control treatment. Regarding the
methanotrophic density, the treatment with addition of Campsurus sp. presented values
higher than the control in all layers of the sediment. In the second experiment, the only
significant difference occurred in the water, where the initial control treatment had a
higher methanotrophic density than the others. The bioturbation promoted by
Campsurus sp. nymphs was able to alter the density and vertical distribution of the
bacterial community along the vertical profile of the sediment. This response, however,
differed between the whole and the fraction of the bacterial community formed by the

methanotrophs.

Keywords: bioturbation, methanotrophs, Campsurus sp., FISH, qgPCR.

Macaé, RJ
Agosto, 2017
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l. INTRODUCAO
1.1 O Metano nos Ambientes Aquéticos

O sedimento de ecossistemas aquaticos € amplamente reconhecido como um
reservatorio de nutrientes, compostos organicos, e uma grande variedade de solutos
(Woodruff et al., 1999). A matéria organica sedimentar é decomposta a partir de
processos microbiologicos aerdbicos e anaerdbicos acarretando na liberacdo de
compostos inorganicos (Kristensen, 2000). No entanto, a maior parte destes elementos
ndo se encontra disponivel para a maioria dos organismos aquéticos, uma vez que
muitos processos biogeoquimicos e grande parte da atividade microbiana que
remobiliza estes elementos ocorrem em geral nos primeiros milimetros do sedimento
(Wang et al., 2001).

A natureza dos processos de degradacdo da matéria organica no meio bentonico
depende da diversidade de oxidantes presentes neste meio. De maneira geral, ocorre
uma predominancia da via metabdlica envolvendo a substancia com maior poder de
oxidacdo, de modo que a transicdo entre aceptores de elétrons tende a ocorrer quando o
mais favoravel energeticamente é exaurido. Termodinamicamente, define-se a seguinte
sequéncia que vai da via de maior para a de menor eficiéncia energética: desnitrificacdo

> reducdo de metais > reducéo de sulfato > metanogénese (Fenchel et al., 2012).

As caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do sedimento e da agua
sobrejacente constituem fatores chaves na determinacdo da natureza dos processos de
degradacdo da matéria organica (sejam eles aerdbicos ou anaerobicos), nas taxas de
liberacdo ou fluxo de nutrientes entre o sedimento e a agua superficial, bem como na
dindmica das taxas de mineralizagcdo dos compostos orgéanicos sedimentares. Dentre tais
caracteristicas estdo a porosidade, a composicdo granulométrica, a concentracdo e
qualidade da matéria organica, a disponibilidade de oxigénio, a composicdo da

comunidade microbiana e a composic¢do da macrofauna bentonica (Carmouse, 1994).

Os sedimentos em ambientes aquaticos estdo permanentemente ou
periodicamente submersos e geralmente sdo anoxicos. Contudo, o oxigénio (Oy)
proveniente da superficie penetra cerca de 1 a 5 mm de profundidade criando uma fina
camada o6xica. Este influxo de O, ocorre principalmente devido a difusdo molecular,
mas pode ser impulsionado pela atividade de bioturbag&do promovida pela macrofauna

bentbnica (Wang et al., 2001), pela producdo fotossintética de O, através de algas
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bentbnicas (Revsbech et al., 1981) ou através de raizes de plantas aquaticas que
apresentam aerénquima (tecido parenquimatoso com grandes espagos intercelulares
formando grandes cavidades no interior da planta preenchidas de ar) (Frenzel, 2000). O
consumo de O, e a penetracdo do mesmo no sedimento ocorrem tanto em funcdo da
natureza da matéria organica sedimentar, em relacdo a disponibilidade de material labil
nas camadas superficiais, como também em fungdo da producdo de compostos
reduzidos nas camadas anoxicas, uma vez que tais compostos difundem até atingirem a
camada Oxica e entdo contribuem para a demanda microbiana (e quimica) de O,
(Sweerts et al., 1991). O resultado deste balanco entre o influxo de O, a partir da
interface sedimento-4gua e o seu consumo pela microflora presente no sedimento
determina a extensdo da profundidade da camada superficial dxica (Conrad, 1996).
Geralmente, o que se verifica na pratica € um rapido esgotamento do O, com 0 aumento

da profundidade, resultando em uma estratificacdo redox (Zehnder & Stumm, 1988).

Por serem areas de maior concentracdo de oxigénio, € justamente nos primeiros
milimetros do sedimento onde prevalecem 0s processos aerdbicos de mineralizacdo da
matéria organica (Harrits & Hanson, 1980). Em aerobiose, 0 metano (CH,) pode ser
oxidado a didxido de carbono (CO,) através da acdo de bactérias denominadas
metanotréficas. Durante a oxidacdo microbiana de CH,4 (metanotrofia), o carbono (C)
do CH, é convertido em CO; ou assimilado na forma de biomassa celular pelas
bactérias metano-oxidantes. No entanto, condic¢des de baixa disponibilidade e difusdo de
oxigénio no sedimento e o seu rapido consumo na regido de interface sedimento-agua,
resultam preferencialmente em processos anaerébicos de decomposicdo do material
organico. Em anaerobiose, o CO, pode ser utilizado para producdo de CH, através da
acdo de organismos pertencentes ao dominio Archaea, as chamadas arqueias
metanogénicas. Durante a producdo microbiana de CH, (metanogénese), o C do COs,
ou algum outro composto organico de baixo peso molecular com um grupamento metil
em uma via bioquimica alternativa, é utilizado como um aceptor de elétrons para
producdo de CH, (Chowdhury & Dick, 2013).

A oxidagdo anaerdbica de CH, utilizando aceptores de elétrons alternativos
como nitrato (NOs), nitrito (NO,), Ferro férrico (Fe**), fon manganés (Mn*") e diéxido
de enxofre (SO;) é termodinamicamente possivel (Segers, 1998), porém a maioria dos
grupos que realizam estes processos ndo foi isolada em culturas puras até o presente

momento. Ha décadas se tem conhecimento de que um consércio composto por grupos

2



de Archaea e de bactérias redutoras de sulfato é capaz de promover a oxidagédo
anaerobica de CH,4 acoplada a reducdo de sulfato (Zehnder & Brock, 1980; Boetius et
al., 2000), processo pelo qual o mecanismo, denominado como metanogénese reversa,
foi descrito em maiores detalhes através de analise metagenémica (Hallam et al., 2004).
Posteriormente, revelou-se a ocorréncia da oxidacdo anaerébica de CH, acoplada a
desnitrificacdo (Raghoebarsing et al., 2006). Inicialmente, a hipdtese apresentada era a
de que arqueias conduziam a metanogénese reversa em associacdo as bactérias
desnitrificantes em um mecanismo bastante similar ao citado anteriormente. No entanto,
subsequentemente foi demonstrado que o processo completo poderia ser conduzido
exclusivamente pelas bactérias desnitrificantes, sem necessidade de participagdo das
arqueias (Ettwig et al., 2010). Também foi relatada a oxidagcdo anaerdbica do CH,4
acoplada a reducdo de ferro e manganés (Beal et al., 2009), mas um acoplamento direto
destes aceptores de elétrons com a oxidacéo anaerobica de CH,4 ndo foi apresentado e 0s

organismos envolvidos neste processo ainda sdo desconhecidos.

De uma forma geral, os processos de oxidacdo anaerdbica de CH,; foram
reportados principalmente para ambientes marinhos, mas ha algumas evidéncias, ainda
gue escassas, para 0s ambientes de agua doce, tanto para o processo acoplado a reducao
de sulfato (Eller et al., 2005; Murase & Kimura, 1994), como para o processo acoplado
a desnitrificacdo (Deutzmann & Schink et al., 2011). Evidéncias recentes sugerem que
talvez o processo de oxidacdo anaerdbica de CH, acoplado a desnitrificacdo esteja
recebendo menos atencdo do que deveria (Zhu et al., 2012; Hu et al., 2014), uma vez
que este pode ser o processo de oxidacdo de CH, dominante em ambientes de agua doce
profundos e ricos em nitrato (Deutzmann et al., 2014). Entretanto, é importante ressaltar
que, além da auséncia de O, as zonas abaixo da fina camada Oxica superficial da maior
parte dos sedimentos de agua doce também nédo apresentam outros aceptores de elétrons
além do CO, e do H'. Por esta razdo, nestes ambientes, as zonas anoxicas si0
dominadas pela fermentacédo e pela metanogénese. O processo de fermentacao € intenso,
mas a maior parte do H; produzido (juntamente com o CO;) é imediatamente convertida
em CH, pela acédo das arqueias metanogénicas (Conrad, 1996).

O metano produzido no sedimento pode ser transportado para a atmosfera por
trés vias principais diferentes: o transporte através de plantas vasculares, o transporte
ebulitivo e o transporte difusivo (Conrad, 1996). As macroficas aquaticas emersas

exercem influéncia direta no balango de CH,4, uma vez que formam um importante sitio
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de oxidacdo, ao criar uma fina camada oxigenada entre as raizes e o sedimento, mas
também sdo importantes condutoras do CH,4 produzido no sedimento, ja que uma fragao
importante do que é produzido difunde-se para o interior destes vegetais atraves da raiz
e posteriormente através do tecido parenquimatico chegando rapidamente a atmosfera
(Laanbroek, 2009). O transporte ebulitivo € possivel quando ha a formacao de bolhas,
que, por sua vez, sdo formadas quando a soma das pressOes parciais dos gases
dissolvidos excede a pressdo hidrostatica no sedimento (Chanton & Dacey, 1991).
Bolhas podem se desprender do sedimento de forma espontanea ou devido a algum
episddio de perturbacédo que propicie o seu desprendimento. A importancia deste tipo de
emissdo reside na velocidade com que o gas atinge a atmosfera e a baixa possibilidade
de exposicdo a metanotrofia (Chanton & Whiting, 1995). O fluxo difusivo de CH, a
partir das camadas anoxicas do sedimento, onde prevalece a metanogénese, é mediado
pelas taxas de producdo e oxidacdo de CH,4 na interface sedimento-agua e na interface

agua-atmosfera, locais onde geralmente prevalece a metanotrofia (Conrad, 1996).

Felix (2014), em estudo avaliando os fluxos de CH4 em duas lagoas costeiras do
norte fluminense, encontrou uma predominancia do fluxo ebulitivo para um dos
ambientes estudados (Lagoa Comprida) e do fluxo via macrofita aquatica para o outro
(Lagoa Jurubatiba), sendo que em ambos os casos, o fluxo predominante foi
responsavel por mais de 90% do total emitido. Dentre as explicacdes fornecidas pelo
autor, a grande mortandade e senescéncia da cobertura vegetal apresentada pela lagoa
Jurubatiba ap6s enfrentar longos e intensos periodos chuvosos, parece ter sido
determinante para as diferencas observadas com relacdo ao fluxo predominante em cada
ambiente. Ainda sobre o referido estudo, os fluxos difusivos de CH,4 foram a via de
menor contribuicdo para as emissdes totais deste gas nas lagoas estudadas, o que pode
ser explicado pelas elevadas taxas de oxidagao no sedimento e em toda a coluna d’agua
dos ecossistemas estudados, proporcionando condi¢cbes ideais para a metanotrofia

exercer um efeito regulador sobre o fluxo difusivo.

Sendo assim, o fluxo liquido de CH,4 de um ecossistema aquatico determina as
taxas de emisséo deste gas para a atmosfera, sendo este, portanto, um balancgo entre dois
processos antagbnicos: a produgdo de CH,4 por arqueias metanogénicas e 0 seu consumo
por bactérias metanotroficas (Chowdhury & Dick, 2013). O consumo e a produgéo de
CHy,, por sua vez, podem ser influenciados, por diversos fatores e condi¢gbes como, por

exemplo, temperatura, salinidade, concentragdo de oxigénio dissolvido, potencial redox,
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nutrientes dissolvidos, qualidade e quantidade de substratos organicos disponiveis e
composigdo da comunidade microbiana (Fey & Conrad, 2000). No entanto, a
predominancia entre as vias de transporte deste gas para atmosfera dependerd de
caracteristicas intrinsecas ao ambiente, como: (i) profundidade da coluna d’agua, que
influencia a pressao hidrostatica e consequentemente o fluxo ebulitivo; (ii) concentracéo
de oxigénio dissolvido no sedimento e na coluna d’dgua, que influencia o potencial
regulador da metanotrofia sobre o fluxo difusivo; (iii) cobertura vegetal, que influencia

diretamente sobre as taxas de transporte via macroéfitas (Bastviken et al., 2004).

1.2 O Balancgo Global de Metano

Em todos os ambientes que atuam como fontes biogénicas de CH,4 atmosférico,
este gas € produzido pelo mesmo processo, onde o CH,4 é o produto final da degradacéo
da matéria organica sob condicBes anaerdbicas (Conrad, 2007). A maior parte do
metano atmosférico se origina do metabolismo microbiano, decorrente da produgéo de
metano por arqueias metanogénicas, organismos tipicamente encontrados em sitios
onde a matéria organica ¢ decomposta na auséncia de oxigénio ou outros oxidantes

inorganicos, como nitrato, nitrito, sulfato, manganés e ferro férrico (Conrad, 2009).

De acordo com o relatério de 2013 do Painel Intergovernamental sobre
Mudancas Climaticas (IPCC, 2013), os corpos hidricos de agua doce (incluindo rios e
lagos) séo responsaveis pela emissdo anual de cerca de 40 Tg (Tg = 10* gramas) de
CH, para atmosfera, o que representa em torno de 11% das emissdes de CH, de fontes
naturais e 6% das emissdes globais. No entanto, as areas Umidas (wetlands) naturais nao
estdo contempladas nesta categoria, sendo elas, isoladamente, a maior fonte individual
de metano de origem microbiana. As &reas Umidas naturais emitem anualmente entre
175 e 217 Tg de CH,4 para atmosfera, 0 que representa algo entre cerca de 60 e 80% das
emissdes de CH, de fontes naturais e aproximadamente 30% das emissdes globais.
Além destas, as fontes naturais de emissao de CH,4 biogénico incluem ainda (em ordem
de contribuicdo percentual para as fontes naturais): as fontes geologicas (incluindo a
producao de metano na coluna d’agua oceanica) (16%), a fermentagdo ruminal de
animais selvagens (4%), a fermentacdo intestinal em térmitas (3%), a emissdo de
metano por hidratos de gas (solidos cristalinos compostos por agua e gas metano) (2%),

os incéndios naturais (1%) e os solos perenemente congelados (permafrosts) (0,3%),
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que sdo fontes comparativamente menores, porém significativas, todas com pouco

Impacto direto do manejo humano.

Além das fontes naturais de emissdo de CH, biogénico, existem também as
fontes antropogénicas, que, por sua vez, incluem (em ordem de contribuicdo percentual
para as emissdes antropicas): a queima de combustiveis fosseis (33%), a fermentacao
ruminal em bovinos, ovinos e outros ruminantes ligados a atividade de pecuaria (30%),
a degradacdo de residuos em aterros sanitarios (25%) e os campos de cultivo de arroz
irrigado, que sdo consideradas areas Umidas antropogénicas (12%) (IPCC, 2013).

Como visto anteriormente, as diferentes fontes do metano atmosférico oriundo
da atividade microbiana podem ser naturais ou antropogénicas em sua origem.
Somadas, todas as fontes de metano emitem um montante anual de aproximadamente
550-680 Tg de metano para a atmosfera. Cerca de 70-80% deste metano provém da
atividade de arqueias metanogénicas que decompdem anaerobicamente matéria organica
em ambientes naturais e antropogénicos, ou seja, é de origem biogénica. Outros 20-30%
estdo divididos entre as fontes termogénicas, resultado da decomposicdo termal da
matéria organica (> 80°C) que ocorre na crosta terrestre em locais chamados de areas
geotermais, responsaveis pela lenta transformacdo da matéria organica em combustiveis
fésseis (gas natural, carvéo e 6leo) na escala de tempo geoldgica e as fontes pirogénicas,
resultado da combustdo incompleta da matéria organica (queima de biomassa ou
biocombustiveis). Algumas fontes podem inclusive eventualmente combinar uma
origem termogénica e pirogénica (e.g. vulcdes de lama, emanacdes frias de metano e
fontes hidrotermais) (IPCC, 2013).

O somatdrio de todos os sumidouros de CH, atmosférico é capaz de sequestrar
entre 550-630 Tg de metano por ano. O principal sumidouro de CH,4 atmosférico é a
oxidacdo por meio de radicais OH, uma reac¢do quimica que ocorre principalmente na
troposfera e na estratosfera e remove por ano um montante de CH,4 equivalente a 90%
de todas as emissGes da superficie. Outros sumidouros menores incluem as reacdes do
CH,4 com radicais Cl na estratosfera e a oxidacgao através de bactérias metanotréficas em

solos com a presencga de oxigénio (IPCC, 2013).

Ainda de acordo com o mesmo relatério (IPCC, 2013), podemos afirmar que o
CH, é, depois do CO,, 0 gas que mais contribui para o efeito estufa de origem

antropogénica, tornando-se um dos gases mais importantes no estudo das alteragdes
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climaticas induzidas pelo homem. Toda esta atencdo se justifica, afinal, embora se
apresente em concentra¢cdes atmosféricas muito inferiores e possua um tempo de vida na
atmosfera muito menor em relacdo ao CO,, 0 CH,4 possui um potencial de absorcéo de
radiacdo muito maior se comparado ao equivalente em massa do CO,, de maneira que
seu fator de aquecimento global é 86 vezes superior para um periodo de 20 anos e 34
em uma escala de 100 anos. Além disso, talvez o fato mais alarmante trazido pelo
relatorio seja que a sua concentracdo atmosférica global media aumentou em cerca de
150% desde a época pré-industrial. Acredita-se que este crescimento deva estar
relacionado a um aumento das emissdes de CH,4 de origem antropica, 0 que pode ser
atribuido a fatores como o aumento da extracdo e utilizagdo dos combustiveis fosseis,
expansdo da fronteira agricola, especialmente da cultura de arroz, além da intensificagdo
da pecuaria e 0 consequente enorme aumento no namero de ruminantes. Segundo o
mesmo relatorio, as fontes antropogénicas de emissdo de CH, representam atualmente
entre 50 e 65% do total das fontes de emissdao. Em funcdo destes e outros motivos,
pesquisas com tematicas voltadas para o entendimento sobre a producgdo, consumo e
controle das emissdes de CH, conquistaram grande notoriedade, sobretudo apds as

acOes estabelecidas pelo protocolo de Quioto.

Neste contexto de crescente preocupacdo com o0 aumento da concentragdo de
CH, na atmosfera e as possiveis mudancas climaticas que o agravamento deste cenéario
pode acarretar, torna-se relevante elucidar o papel dos microrganismos envolvidos no
ciclo deste gas. Sendo assim, o estudo das bactérias metano-oxidantes torna-se relevante
para a geoquimica global do CH,4, uma vez que em condi¢cbes de aerobiose 0 CHy4
presente nos sedimentos é oxidado e consumido por estas bactérias, limitando
significativamente o fluxo deste gas para a atmosfera (Cicerone & Oremland, 1988).
Inclusive, estimativas indicam que a atividade das bactérias metanotréficas promova
uma reducdo dos fluxos de CH,4 para a atmosfera em torno de 80% (King, 1990; King et
al., 1990; Conrad & Rothfuss, 1991; Sweerts et al., 1991; Bosse et al., 1993) e 90%
(King, 1992; Oremland & Culbertson, 1992; Utsumi et al., 1998; Petersen et al., 2005),
em relagdo & concentragdo inicialmente disponivel para transporte. Portanto, o
sedimento atua como um eficiente biofiltro, uma vez que apenas um pequeno percentual

do CH, produzido neste compartimento consegue chegar a atmosfera (Figura 1).
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Figura 1: llustracdo esquematica representando a natureza estratificada do sedimento,
onde vias metabdlicas distintas prevalecem de acordo com o poder oxidativo dos
aceptores de elétrons e sua disponibilidade nos diferentes estratos. Na auséncia do
oxigénio, como € o caso das camadas mais profundas, arqueias metanogénicas
produzem grandes quantidades de CH,. Diferentes grupos metanotréficos, utilizando
aceptores de elétrons distintos, promovem a oxida¢do do CH, produzido a medida que
este difunde ao longo do perfil vertical do sedimento. Esse consorcio de
microrganismos metanotréficos forma um biofiltro natural de CH, capaz de limitar

significativamente a emissao deste gas para a atmosfera (Extraido de Vekeman, 2016).



1.3 Bactérias Metanotroficas

As bactérias metanotréficas constituem um grupo de bactérias capazes de
crescer utilizando o metano como fonte de carbono e energia através da metanotrofia,
um processo onde o metano é oxidado em dioxido de carbono através de compostos
intermediarios (metanol, formaldeido e &cido metanoico) (Hanson & Hanson, 1996).
Em ambientes naturais, seja em solos ou sedimentos de ambientes aquaticos
continentais ou marinhos, as metanotroficas estardo presentes e de forma mais ativa nas
zonas onde h& presenca tanto de metano como de oxigénio, o que normalmente ocorre

na interface entre ambientes 6xicos e anoxicos (Cicerone & Oremland, 1988).

Com base em seus substratos principais, as bactérias capazes de oxidar o metano
podem ser divididas em dois grupos, as bactérias amonia-oxidantes (nitrificantes) e as
bactérias metano-oxidantes (metanotréficas). No entanto, embora sejam capazes de
promover a oxidagdo de metano, as nitrificantes ndo séo capazes de utilizar esta energia
para o seu crescimento, algo exclusivo das metanotroficas (Bédard & Knowles, 1989).
As metanotréficas pertencem as classes Gammaproteobacteria (tipo 1) e
Alphaproteobacteria (tipo Il) do filo Proteobacteria, enquanto que a maior parte das
nitrificantes pertence a classe Betaproteobacteria. As metanotréficas pertencentes a
Alphaproteobacteria estdo divididas em duas familias distintas, Methylocystaceae e
Beijerinckiaceae, enquanto que as metanotréficas pertencentes a Gammaproteobacteria
estdo quase todas classificadas dentro da familia Methylococcaceae e da recém-proposta
Methylothermaceae (Hirayama et al., 2014) (Knief, 2015). Além da classificacdo
tradicional em tipo | e tipo Il, a diversidade de metanotréficas conhecidas foi
recentemente expandida com a descoberta de metanotréficas pertencentes ao filo
Verrucomicrobia (Dunfield et al., 2007; Pol et al., 2007; Islam et al., 2008).

Esta Gltima descoberta em questdo demonstrou que o crescimento bacteriano
sobre metano ndo esta restrito apenas a Proteobacteria, se fazendo presente também em
Verrucomicrobia, outro filo bacteriano, gerando assim especulagfes sobre o quéo
amplamente distribuidas estdo as metanotroficas dentre os procariotos (Conrad, 2009).
A partir desta descoberta, a classificagdo em tipo | e 1l vem sendo questionada, uma vez
gue esta ndo é mais capaz de categorizar todas as metanotréficas descritas, de modo que
alguns autores propdem que seu uso seja abandonado (Op den Camp et al., 2009;
Semrau et al., 2010), enquanto outros seguem utilizando-a e adaptando a classificacédo a



crescente diversidade de metanotroficas, criando, para tal, um tipo Il11, que engloba as

metanotrdficas pertencentes & Verrucomicrobia (Knief, 2015).

A classificacdo das metanotroficas em dois grandes grupos (tipo I e tipo 1) é
decorrente da caracterizacdo de vérias espécies com base em tragos fisiologicos,
morfologicos, ultraestruturais e quimiotaxonémicos (Whittenbury & Dalton, 1981).
Dentre estas caracteristicas distintivas principais, estdo o arranjo das membranas
internas (em discos vesiculares para o tipo | e em membranas emparelhadas alinhadas a
periferia da célula para o tipo Il), 0 mecanismo de incorporacdo de carbono (através da
via ribulose monofosfato para o tipo | e do ciclo da serina para o tipo Il), e a
predominancia de acidos graxos especificos (dominancia de Cy4e Cy6 para o tipo 1 e Cyg
para o Tipo Il) (Green, 1992; Hanson & Hanson, 1996; Bowman, 2006; Trotsenko &
Murrell, 2008). No entanto, a caracterizacdo de varios novos géneros e espécies durante
0s ultimos anos, como foi o caso das metanotroficas pertencentes a Verrucomicrobia,
desafia esta distingdo com base nos critérios mencionados anteriormente. Apesar dos
problemas, os termos ainda sdo frequentemente utilizados, sendo considerados
sinbnimos para os grupos filogenéticos Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria.
Atualmente, sdo conhecidos 18 géneros cultivados de Gammaproteobacteria e 5
géneros de Alphaproteobacteria, representados por aproximadamente 60 espécies
(Knief, 2015).

A utilizacdo da enzima metano monooxigenase (MMO) para catalisar a
introdugdo do grupo hidroxila para conversdo de metano em metanol, o primeiro passo
da reacdo de oxidagdo do metano, € uma caracteristica chave distintiva das
metanotroficas. Duas formas desta enzima sdo conhecidas, uma forma particulada
ligada a membrana (pMMO), presente na maioria das metanotroficas conhecidas, e uma
soluvel citoplasmética (SMMO), encontrada apenas em algumas espécies (Hanson &
Hanson, 1996). A aménia monooxigenase (AMO), enzima chave das bactérias
nitrificantes responsavel por iniciar o processo de oxidacdo da amdnia, compartilha de
varias similaridades funcionais com a pMMO apesar das diferencas fisiologicas
evidentes entre metanotréficas e nitrificantes. Ambas as enzimas sdo capazes de
catalisar, com diferencas na eficiéncia de conversdo dos substratos, tanto a oxidacdo da
amonia como a de metano. Inclusive, 0s genes que codificam estas enzimas apresentam
consideravel homologia em suas sequéncias, 0 que sugere uma forte evidéncia de uma

possivel origem evolutiva em comum (Holmes et al., 1995).

10



Os mecanismos de inibicdo da oxidacdo de metano estdo diretamente
relacionados com essa plasticidade catalitica do sitio ativo da enzima MMO presente em
bactérias metanotroficas. O fato da enzima em questdo ter a capacidade de degradar
uma variedade de outros substratos além do CH, faz com que haja uma competicédo
destes substratos pelo seu sitio ativo. Estes co-substratos incluem tanto a aménia (NHj3),
como o fon amdnio (NH4"), que podem ser oxidados pela agdo da MMO gerando nitrito
(NO2") como produto final da reacdo (Dalton, 1977). Ha extensiva evidéncia de que a
disponibilidade ambiental destes compostos nitrogenados acarrete na reducdo das taxas
de crescimento de bactérias metanotroficas pela inibicdo da oxidacdo de metano
(Dunfield & Knowles, 1995). De modo semelhante, a enzima AMO presente em
nitrificantes, também apresenta certa degeneracdo de seu sitio ativo, 0 que a torna capaz
de também oxidar CH, (Hyman & Wood, 1983). Portanto, além de suas fontes usuais de
energia, tanto metanotroficas como nitrificantes sdo capazes de oxidar tanto CH4 quanto
NHs, embora nenhum dos dois tipos de organismo possa utilizar a energia destas
reacOes para crescimento. Inclusive, esta competicdo entre NH3 e CH,4 pelo sitio ativo
da enzima MMO em metanotréficas e da enzima AMO em nitrificantes levou a
especulacbes a respeito da contribuicdo de nitrificantes para a oxidacdo de CHj e

metanotroficas para a nitrificagdo em ambientes naturais (Bédard & Knowles, 1989).

A pMMO estd presente na membrana celular de praticamente todas as
metanotréficas isoladas até o momento, com excecdo de espécies de Methylocella
(Dedysh et al., 2000; Dunfield et al., 2003; Dedysh et al., 2004) e Methyloferula
(Vorobev et al., 2011) que possuem apenas a SMMO. Sdo conhecidas ainda algumas
metanotroficas tanto do tipo | como do tipo Il que possuem ambas as formas da enzima.
Nas espécies de Methylocella, um dos tdxons que possuem apenas SMMO, a
metanotrofia é facultativa, de modo que estas bactérias ndo estdo restritas ao CH,, sendo
capazes de crescer em outras fontes de carbono, inclusive em compostos com ligagéo C-
C, como, por exemplo, 0 acetato, substrato que permite um crescimento mais eficiente
do ponto de vista energético (Dedysh et al., 2005; Theisen et al., 2005). Esta descoberta
demonstra que nem todas as metanotroficas sédo obrigatoriamente metilotroficas, ou

seja, utilizam Unica e exclusivamente compostos de apenas um carbono (Conrad, 2009).
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1.4 Técnicas Moleculares em Ecologia Microbiana

A utilizacdo de técnicas moleculares se fez importante diante das limitacfes dos
procedimentos classicos em microbiologia, como o enriquecimento e isolamento de
microrganismos em laboratorio, seguido pelos maltiplos testes para tragos fisioldgicos e
bioquimicos. Embora reconhecida a importancia do cultivo e isolamento, tais métodos
selecionam apenas alguns membros da comunidade, isto é, aqueles para 0s quais 0 meio
de cultura e a incubacdo fornecem as condic¢des apropriadas para o crescimento (Amann
et al., 1995). Durante muito tempo, a ecologia microbiana careceu de um método que
permitisse a rapida e especifica identificacdo de células microbianas individuais em seu
ambiente natural. Como consequéncia, devido a falta de um meétodo adequado de
deteccdo, agrupamentos de microrganismos com tremendas diferengas funcionais eram

comuns em trabalhos de ecologia microbiana (Amann et al., 2001).

Por oferecer maior sensibilidade e especificidade que os procedimentos
tradicionais, o desenvolvimento e a aplicacdo das técnicas moleculares possibilitou um
acesso mais realistico & diversidade microbiana, revelando que esta € extremamente
maior do que pode ser avaliado por técnicas de cultivo (Amann et al., 2001). Para dar
uma dimensdo desta discrepancia, o levantamento realizado por Knief (2015) indica que
das cerca de 15 mil sequencias do gene pmoA depositadas na base de dados do Genbank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), a vasta maioria deriva de estudos com

técnicas moleculares, sem a utilizacdo de técnicas de cultivo. Destas sequencias, apenas
cerca de 3% foram obtidas de cepas de metanotréficas cultivadas, a maioria delas
pertencente aos géneros bem conhecidos Methylocystis, Methylosinus, Methylomonas,
Methylobacter, Methylocaldum ou Methylomicrobium, o que significa que apenas uma

pequena fracdo da diversidade de metanotroficas é representada pela cepas cultivadas.

Ferramentas para deteccdo independente do cultivo de bactérias metanotréficas
ja sdo conhecidas a mais de 20 anos. O primeiro salto metodoldgico se deu a partir do
desenvolvimento das técnicas de hibridizacdo com sondas de acido nucleico, que
permitiram uma mais répida, precisa e quantitativa descricdo da estrutura de uma
comunidade microbiana se comparada aos métodos baseados no cultivo. A hibridizacdo
in situ fluorescente ou, do inglés, fluorescence in situ hybridisation (FISH), foi

desenvolvida para a identificagdo individual de células microbianas através de sondas
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de oligonucleotideos de rRNA alvo e tornou-se uma das técnicas mais bem

estabelecidas e sucedidas neste aspecto (Amann et al., 2001).

Diversas razbes fazem dos rRNAs as principais moléculas alvo para o FISH,
dentre elas destaca-se o fato deles poderem ser encontradas em todos 0S organismos
vivos, sendo relativamente estaveis e ocorrerem em alto niumero de copias (geralmente
varios milhares por célula) e incluirem tanto dominios de sequéncia altamente variavel
como conservadas (Amann et al., 1990; 1995). Desta forma, a assinatura de sequencias
Unicas para um grupo escolhido de microrganismos, variando de um filo inteiro para
espeécies individuais, pode ser identificada por analise comparativa de sequencias. Na
vasta maioria dos trabalhos publicados em que a metodologia do FISH foi aplicada, as
sondas tinham como alvo o 16S rRNA. Os bancos de dados publicos incluem
sequencias do 16S rRNA da maior parte das espécies microbianas cultivadas, assim
como milhares de sequencias retiradas diretamente do ambiente. O design das sondas se
da através do auxilio de pacotes de programas utilizando a informacdo dessas
sequencias dos bancos de dados (Amann et al., 2000). Um protocolo tipico de FISH
inclui quatro etapas: (i) fixacdo e permeabilizagdo da amostra; (ii) hibridizacdo; (iii)
passos de lavagem para remocdo de sondas ndo ligadas; (iv) deteccdo de células

marcadas por microscopia ou citometria de fluxo (Amann & Ludwig, 2001).

A construcdo de bibliotecas a partir da clonagem de genes que refletem a
filogenia dos grupos de interesse é outra técnica muito utilizada para revelar a
composi¢do de comunidades de microrganismos no ambiente. A técnica de clonagem
tem por principio a inser¢do de um segmento de DNA de interesse em um vetor, que,
por sua vez, é introduzido em uma célula hospedeira de facil propagacdo e manutencao.
A partir do crescimento das col6nias de bactérias que receberam o vetor, procede-se a
amplificacdo do fragmento clonado através da reacdo em cadeia da polimerase ou, do
inglés, polymerase chain reaction (PCR). A PCR possibilita a sintese de fragmentos de
DNA, utilizando a DNA-polimerase, enzima capaz de sintetizar uma sequencia
complementar de DNA, desde que um iniciador (primer) ja esteja ligado a uma das
cadeias do DNA no ponto escolhido para o inicio da sintese. Os iniciadores definem a
sequencia a ser replicada e o resultado obtido € a amplificacdo de uma determinada
sequencia de DNA (Mullis, 1989). No entanto, durante muito tempo, as tentativas de
utilizar técnicas baseadas em PCR para analisar a estrutura e composicdo da

comunidade microbiana esbarravam ainda em algumas limitacbes metodologicas.
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Embora essas técnicas tenham tornado ainda mais rapido e sensivel o processo de
deteccdo de bactérias independentemente de estas poderem ser cultivadas ou ndo, essas
técnicas forneciam apenas informacgéo limitada sobre o ndmero e distribui¢do espacial

dos microrganismos (Amann et al., 2001).

A possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou o processo de
quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA. O PCR quantitativo em tempo real ou, do
inglés, quantitative real-time PCR (qPCR ou real-time PCR), & uma abordagem
metodoldgica para quantificagdo precisa de sequéncias de interesse em amostras
ambientais que pds fim as limitacdes anteriores. As analises baseadas em gPCR
combinam a técnica de deteccdo da PCR convencional com tecnologias de deteccéo de
fluorescencia para registrar o acumulo de fragmentos de DNA ou RNA frutos de
amplificagdo em "tempo real" durante cada ciclo da amplificacdo pela PCR. Ao realizar
a deteccdo destes fragmentos de amplificacdo ainda durante a fase exponencial inicial
da PCR, isso permite a quantificacdo de genes (ou transcritas) quando estes sdo
proporcionais & concentragdo do DNA molde inicial (Smith & Osborn, 2009). Esse
método permite determinar com maior rapidez e precisdo a concentracdo de DNA alvo
em extratos de DNA ambiental, sendo amplamente utilizado para quantificacdo de
microrganismos em amostras ambientais utilizando como marcador tanto 0 16S rRNA

como genes marcadores funcionais (Kolb et al., 2003).

A técnica do gPCR realiza a quantificacdo destes acidos nucléicos de maneira
precisa e com maior reprodutibilidade, porque os processos de amplificacdo, deteccao e
quantificacdo de DNA sdo realizados em uma Unica etapa, determinando os valores
durante a fase exponencial da reacdo. Uma vez determinado o Cycle Threshold (Cy), o
qual representa o ciclo no qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial, determina-
se a quantificacdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia, sendo o valor de C; da
amostra de interesse comparado com valores de C; de amostras contendo quantidades
conhecidas do mesmo gene (padrdes externos), possibilitando assim a determinacao do
namero de copias do gene alvo presentes na amostra incialmente (Logan et al., 2009).
Pelas razdes apresentadas, a técnica do gPCR se constitui como um método robusto,
altamente replicavel e sensivel para rastrear de forma quantitativa as alteracOes
genéticas filogenéticas e funcionais em escalas temporais e espaciais em diferentes

condigdes ambientais ou experimentais (Smith & Osborn, 2009).

14



O rRNA 16S é o gene mais frequentemente utilizado como marcador
filogenético em estudos ambientais. E possivel, a partir da utilizacdo de iniciadores e
sondas especificas, utilizar este gene para deteccdo e quantificacdo de bactérias
metanotroficas, fornecendo assim informacdo valiosa no que diz respeito ao
posicionamento filogenético de bactérias detectadas em amostras ambientais. Um ponto
limitante, no entanto, reside no fato de que a utilizacdo deste gene ndo permite a
identificacdo destas bactérias alem das familias mais conhecidas (Knief, 2015).

Essa limitacdo é menos relevante quando genes funcionais sdo utilizados como
marcadores, como 0s genes codificadores da enzima metano monooxigenase (MMO).
Como explicado no item anterior dedicado as metanotréficas, a metano monooxigenase
é a enzima chave responsavel pelo passo inicial de conversdao do metano em metanol.
Sdo conhecidas duas formas desta enzima, a forma soluvel (SMMO) e a forma
particulada (pMMO). O gene pmoA, que codifica a subunidade B, que abriga o sitio
ativo da enzima pMMO, é o marcador funcional mais frequentemente utilizado para
deteccdo de metanotroficas em amostras ambientais, uma vez que esta forma da enzima
estd presente na maior parte das bactérias metanotréficas com excecgdo feita apenas a
familia Beijerinckiaceae. Possivelmente por abrigar a codificacdo para o sitio ativo da
enzima MMO, o gene pmoA possui uma sequéncia muito conservada e sua presenca €
quase universal no genoma das metanotréficas conhecidas (Holmes et al., 1995). Estas
particularidades tornaram vidvel a ampla utilizacdo deste gene como marcador
filogenético para identificar e classificar especificamente as bactérias metanotroficas.
Para incluir as espécies que ndo possuem pMMO e assim obter um espectro de deteccao
mais completo das metanotroficas presentes em uma amostra, 0 gene mmoX, que
codifica a subunidade o, que abriga o sitio ativo de sSsMMO, tem sido utilizado em
adicdo ao gene pmoA. No entanto, 0 gene mmoX é muito menos frequentemente

utilizado devido a sua ocorréncia limitada entre as metanotroficas (Knief, 2015).

Foram desenvolvidos alguns conjuntos de iniciadores para a amplificacdo de
fragmentos do gene pmoA, dentre eles destaca-se o par de iniciadores A189/A682
(Holmes et al., 1995), que foi o primeiro a ser publicado e segue sendo o mais utilizado,
e 0 par A189/mh661 (Costello & Lidstrom, 1999), que, por ser uma combinacdo de
iniciadores mais especifica para as bactérias metanotroficas, uma vez que este conjunto
ndo amplifica o gene amoA de bactérias amdnia-oxidantes, vem sendo comumente

utilizada ao invés ou em conjunto ao par mencionado anteriormente (Knief, 2015).
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1.5 Biorrevolvimento

De modo geral, o biorrevolvimento ou bioturbacao pode ser definido como “0
processo onde as estruturas fisicas locais ou caracteristicas topogréaficas do solo ou
sedimento sdo modificadas através de atividades bioldgicas”, segundo defini¢do de
Kogure & Wada (2005). Na ecologia aquatica, mais especificamente, seguindo a
definicdo de Kristensen et al. (2012), a bioturbagdo se refere “a todos 0s processos
promovidos por animais que direta ou indiretamente afetam as matrizes do sedimento”,
estes incluem tanto a reorganizacao do substrato como a ventilagdo mecénica dos tubos.
Sendo assim, inclui toda e qualquer atividade de alteracdo da estrutura do sedimento,
como a formacgdo de rastros ou trincheiras na superficie e a construcdo de tubos e
galerias permanentes ou semipermanentes, assim como 0s processos de transporte de
fracOes dissolvidas de solutos, matéria organica particulada e microrganismos atraves
do perfil vertical do sedimento ou para a coluna d’agua sobrejacente, seja em
decorréncia da atividade fisica de reorganizacdo do substrato exercida durante a
construcdo dos ductos (biomistura) ou pelo constante bombeamento de &gua ao longo
destes (bioirrigacdo) (Kristensen et al., 2012).

O primeiro trabalho conceitual envolvendo este processo foi publicado por
Charles Darwin ainda no século 1X, onde o famoso naturalista inglés, ao observar o
comportamento de minhocas, descreve os efeitos destes animais sobre a estrutura dos
substratos em que vivem. Este topico central de seu ultimo livro foi a fundacédo teérica
para o que hoje se considera como bioturbacéo, ainda que ele ndo tenha especificamente

usado este termo (Meysman et al., 2006).

Conhecidamente, o processo de biorrevolvimento por macroinvertebrados
bentbnicos promove: (i) redistribuicdo de particulas de sedimento; (ii) alteracdes na
difusdo do oxigénio; (iii) alteracBes da atividade microbiana e, consequentemente,
influencia no processo de mineralizacdo da matéria organica; (iv) intensificacdo dos
fluxos de remobilizacdo e liberagdo de nutrientes na interface sedimento-agua e (v)
aumento na producdo de comunidades plancténicas (acoplamento de compartimentos).
A variacdo da intensidade do processo de bioturbagdo e de seus efeitos pode ser vista
como uma funcdo do tamanho do corpo e da intensidade das atividades horizontais e
verticais da macrofauna bioturbadora no compartimento bent6nico (Petr, 1977;
Margalef, 1983).
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O contexto, tanto da producdo quanto do consumo e emissdo de CH; em
ecossistemas aquéticos, pode ser fortemente influenciado por comunidades bentoénicas,
de maneira que o balanco deste gas é resultado da atividade microbiana e do efeito da
comunidade de invertebrados que colonizam a interface sedimento-agua através do
processo de biorrevolvimento (Kristensen & Holmer, 2001). A importancia da
bioturbacdo para o ciclo do CH, reside no fato deste processo causar alteragOes, tais
como: (i) Fisicas - atraves da redistribuicdo de particulas ao longo do sedimento
(Mulsow et al., 1998; Giangrande et al., 2002); (ii) Quimicas - por intensificar o
consumo de oxigénio dissolvido e/ou gerar maior difusdo para as camadas anoxicas do
sedimento (Wang et al., 2001; Leal et al., 2005) e (iii) Biologicas - por redistribuir
microrganismos no sedimento intensificando ou desestimulando processos relacionados
ao CH, (Kiyashko et al. 2001; Deines et al., 2007). Desta forma, os macroinvertebrados
bentbnicos, através de sua colonizacdo e forrageio, formam uma importante comunidade
capaz de alterar condicGes fisicas, quimicas e biologicas do substrato e da &gua
intersticial em ecossistemas aquaticos (Caliman et al., 2007).

Neste sentido, através do processo de bioturbacdo, a macrofauna bentbnica
desempenha papel fundamental na dindmica de nutrientes e no metabolismo benténico,
favorecendo, entre outros processos, a intensificacdo de fluxos de nutrientes na interface
sedimento-agua e a capacidade de penetracdo de O, no perfil vertical do sedimento,
fatores estes que, por sua vez, acarretam na alteracdo da natureza oxirredutora do
sedimento e dos processos de degradacdo da matéria orgénica neste compartimento.
Portanto, devido a sua influéncia sobre a dinamica de transporte de nutrientes entre 0s
compartimentos bentdnico e pelagico, a bioturbacdo é considerada um importante
processo ecoldgico capaz de alterar a dindamica de populagdes, comunidades e processos
biogeoquimicos em ambientes aquéticos (Leal, 2003).

Tem sido demonstrado que a abundancia e a atividade bacteriana aumentam
devido as complexas interagdes biogeoquimicas induzidas pela atividade de
biorrevolvimento. A construcdo de tuneis aumenta a interface sedimento-agua,
disponibilizando superficies adicionais para colonizacdo bacteriana e rea¢fes quimicas.
O transporte de particulas e o fluxo de dgua nos tdneis criam padrdes de zoneamento
geoquimico tridimensionais com mudangas substanciais no potencial redox e na
formacdo de microambientes dindmicos temporalmente e espacialmente (Bertics &

Ziebis, 2009). A modificacdo do potencial redox nas paredes dos tubos causada pelo
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aporte de agua rica em O, favorece a colonizacdo desta area por bactérias aerdbicas e
meiofauna. Assim, tubos, galerias e covas sao locais de elevado nimero de bactérias e
intensa atividade metabolica quando comparados com outras regides do sedimento
(Kristensen, 1985; Kristensen et al., 1991). No entanto, embora seja conhecido que
organismos com habito escavador afetem a biogeoquimica dos sedimentos, as
interacbes sdo muitas vezes complexas e investigacdes detalhadas sobre este efeito do
microzoneamento geoquimico sobre as dindmicas populacionais da comunidade

microbiana ainda sdo bastante escassas.

O efeito destes organismos sobre a estrutura e composicdo da comunidade
bacteriana provavelmente deve variar de acordo com o papel funcional do organismo no
sedimento. Diferentes espécies de invertebrados benténicos colonizam o sedimento de
maneira diversa acarretando em variadas taxas de consumo de O, fluxo de particulas e
nutrientes, o que, por sua vez, promove diferencas na atividade microbiol6gica
(Heilskov & Holmer, 2001; Figueiredo-Barros, 2004; Caliman, 2005).

Hunting et al. (2012) testando cinco espécies de macroinvertebrados benténicos,
observaram que os perfis de oxirreducdo foram iguais para espécies que apresentaram
modos de forrageio similares, e diferentes para espécies que apresentaram modo de
forrageio distintos. Sendo assim, é possivel inferir que diferentes grupos funcionais
acarretam em efeitos variados sobre comunidade bacteriana. Em outro exemplo,
Caliman et al. (2013), em estudo na Lagoa Imboassica, uma lagoa costeira de Macaé
(RJ, Brasil), observaram que a diversidade de organismos bioturbadores bentdnicos é
um dos fatores que influencia a concentracdo de metano no sedimento, de modo que
diferentes composi¢cdes de espécies de organismos apresentaram efeitos distintos nos
padrdes de reducdo da concentracdo de metano no sedimento. Neste mesmo estudo em
questdo, ressaltou-se ainda que a bioturbacdo pode ser um fator importante para a
reducdo das emissdes de metano para a atmosfera, uma vez que promove a difusédo do
metano na coluna d’agua, diminuindo a formacao de bolhas de gases no sedimento, uma
vez que as bolhas tendem a passar diretamente pela coluna d’4gua sem sofrer oxidacao,

enguanto o metano dissolvido na dgua pode ser oxidado.
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1.6 Descricdo das Espécies Utilizadas

O género Campsurus Eaton, 1868 (Figura 2) € o grupo com a maior riqueza de
espécies dentro da familia Polymitarcyidae (Ephemeroptera) com 41 espécies descritas
(Molineri et al., 2015), das quais 38 foram registradas para a América do Sul (Molineri
& Salles, 2013), havendo 24 registros para o territério nacional (Salles et al., 2004;
Salles, 2006). Ninfas de Campsurus sdo fossoriais, contudo sdo capazes de nadar
relativamente bem apenas com o auxilio das branquias. Quando retiradas do ambiente
em que vivem, nadam vagarosamente, se enterrando rapidamente ao entrarem em
contato novamente com o substrato (Salles, 2006). As ninfas deste género colonizam
preferencialmente substratos macios, formados por finas particulas de argila e
constroem extensivas galerias de tubos em forma de “U”, onde produzem ondulagdes
através do movimento de seu abdémen e suas longas projecdes branquiais, produzindo
uma intensa circulacéo de agua nestes tubos (Leal & Esteves, 2000).

O presente estudo realizou duas abordagens experimentais e em cada uma delas
foi utilizada uma espécie do género Campsurus distinta:

No EXPERIMENTO 1 foram utilizados individuos de Campsurus violaceus
Needham & Murphy, 1924 (= C. meyeri Navas 1934 = C. notatus Needham & Murphy
1924 = C. paranensis Navas 1932), uma espécie comum em muitos ambientes aquaticos
brasileiros, tendo sido registrada nos estados do Amazonas, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Para e Piaui. O comprimento de corpo das ninfas varia entre 2 e 17 mm durante
0 seu ciclo de vida de aproximadamente 105 dias (Leal & Esteves, 2000). Através de
sua alta produtividade secundéria estes organismos representam uma importante fonte
de recursos para muitas espécies de peixes. Além disso, também participam ativamente
do processo de bioturbagdo ao construirem longos tubos verticais (maiores que 10 cm)
(Leal et al., 2003).

No EXPERIMENTO 2 foram utilizados individuos de Campsurus truncatus
Ulmer, 1920 (= C. mahunkai Puthz 1973 = C. melanocephalus Pereira & Da-Silva
1991), uma espécie com registros nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais,
Pernambuco e Rio de Janeiro (Campos et al., 2016). Assim como ocorre com C.
violaceus, individuos desta espécie sdo encontrados em altas densidades em sedimentos
finos e instaveis, onde habitam e constroem extensas galerias, com tuneis de até 0,6 m.
Subimagos desta espécie apresentam tamanho entre 15-18 mm para fémeas e 14-16 mm
para machos (Pereira & Da Silva, 1991 apud Leal & Esteves, 2000).
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Figura 2: Padrdo Corporal de uma ninfa do género Campsurus. Extraido do livro
Ephemeroptera de América del sur (Dominguez, 2006).
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1.7 Contextualizacédo da Pesquisa

A presente pesquisa é constituida por dois experimentos com 0 mesmo objetivo,
mas que diferem entre si com relagdo as técnicas utilizadas, além de outras diferengas
pontuais em seus delineamentos. O EXPERIMENTO 1 foi realizado inicialmente pelo
professor Marcos Paulo Figueiredo de Barros, orientador desta pesquisa, que realizou a
parte de coleta e de execucdo do experimento, depois pelos colegas Guilherme Alfenas
e Fabricio Goncalves, também alunos do referido professor, que deram continuidade
realizarando as anélises de laboratdrio, e por mim, Orlando de Marques Vogelbacher,
entdo aluno de mestrado, que fui incumbido da tarefa de finalizar o trabalho em questéo.
Sendo assim, neste primeiro experimento, minha missao consistiu em realizar a parte de
andlise estatistica dos dados e toda a parte escrita, desde a descricdo do projeto,
introducgdo da tematica abordada, seus objetivos, metodologia, resultados e discusséo.

Como no intervalo de tempo em que o0 primeiro e 0 segundo experimento foram
realizados as técnicas para detecgdo bacteriana em amostras ambientais evoluiram
bastante, optou-se por utilizar técnicas desenvolvidas mais recentemente na segunda
abordagem experimental. Sendo assim, o0 EXPERIMENTO 2, o qual foi inteiramente
realizado durante o meu periodo como aluno de mestrado no qual estive sob a
orientacdo dos professores Marcos Paulo Figueiredo de Barros e Analy Machado de
Oliveira Leite, fez uso de técnicas mais recentes em comparacdo com a metodologia
empregada no experimento anterior. Porém, cabe ressaltar que ambas metologias séo
validas e confiaveis, de modo que o método anterior, o qual ainda continua a ser
utilizado atualmente, ndo é defasado em relacdo ao que foi utilizado posteriormente.
Além disso, é importante esclarecer também que esta pesquisa ndo se propde a fazer
uma comparacdo acerca da eficiéncia dos métodos em questdo, uma vez que ha uma
série de diferencas pontuais no delineamento experimental entre ambos 0s experimentos

que, de imediato, inviabilizam qualquer possibilidade de tais comparagdes.

O objetivo aqui € responder a questdes relacionadas com a tematica apresentada
anteriormente na introducdo, mas para isso se faz necessario estabelecer paralelos entre
os estudos ecologicos de macroinvertebrados bentbnicos e o crescente campo da
ecologia microbiana. A ecologia geral e a ecologia microbiana se distanciaram desde
muito cedo nas suas historias, gerando buscas e perspectivas diferenciadas. A ecologia

microbiana se desenvolveu como subdisciplina da microbiologia, enquanto a ecologia
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de animais e plantas como subdisciplinas da ecologia geral. Como reflexo desta
separagdo, por apresentar certa caréncia de fundamentacdo tedrica mais sélida, a
ecologia microbiana recorreu a correlagdes com a ecologia geral. Por outro lado, a
compreensdo de processos ecoldgicos muitas vezes s6 pode ser alcancada em sua
plenitude quando em conjunto com o0s saberes oriundos da ecologia microbiana,

sobretudo com o forte desenvolvimento do campo a partir das técnicas moleculares.

A solucdo para os principais problemas ambientais requer um entendimento
mais preciso do conjunto de interacbes complexas que compdem 0s sistemas naturais.
Diversos processos importantes, que ainda sdo entendidos de maneira deficiente, mas
que possuem claras implicacbes globais, sdo mediados pela atividade de
microrganismos. O grande desafio da ecologia microbiana reside justamente em fazer
medi¢cOes que sejam ao mesmo tempo acuradas e precisas na escala de populagdes
microbianas, mas que também possam ser extrapoladas para gerar informacdo dtil a
nivel local e até mesmo global. Desta forma, a partir da contribuicdo da ecologia de
macroinvertebrados em conjunto com a ecologia microbiana, espera-se que 0 presente
estudo seja capaz de alcancar resultados que permitam compreender melhor importantes
processos relacionados ao ciclo do carbono, de modo a fornecer subsidios para elucidar
possiveis lacunas do conhecimento no que tange a influéncia da fauna bent6nica sobre a

dindmica de populacgdes bacterianas.
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1.8 Hipdtese e Objetivo

Hipotese:

» O biorrevolvimento promovido por Campsurus sp. altera a densidade e
distribuicdo bacteriana ao longo do perfil vertical do sedimento. Esta
resposta, porém, difere entre a totalidade e a fracdo da comunidade

bacteriana formada pelas bactérias metanotroéficas.

Objetivo:

> Avaliar através de experimentos em microcosmo Se, e como, O
biorrevolvimento promovido por Campsurus sp. altera a densidade e
distribuicdo vertical de bactérias metanotroficas e da comunidade

bacteriana na interface sedimento-agua.
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1. EXPERIMENTO 1

2.1 MATERIAIS E METODOS
2.1.1 Area de estudo

Localizado na planicie amazdnica, na margem direita do Rio Trombetas, 0 Lago
Batata (Figura 3) esta situado entre 1°25° e 1°35° latitude sul e 56°15° e 56°25’
longitude oeste, proximo & localidade de Porto Trombetas, distrito do municipio de
Oriximind, no Estado do Para, Brasil. O Lago Batata é classificado como um
ecossistema de aguas claras (Sioli, 1984), com alta transparéncia, baixa condutividade
elétrica, baixa concentracdo de nutrientes e niveis de pH predominantemente
ligeiramente acido (Bozelli et al., 2000). A bacia de drenagem do Lago Batata possui
area aproximada de 271,6 kmz2 e perimetro de 72 km (Callisto & Esteves, 1996). Este
ecossistema esta sujeito a flutuacbes temporais do nivel das aguas devido a influéncia
do pulso de inundagdo do Rio Trombetas, causando uma grande variagdo em sua
profundidade (de 2,5 m para 10 m) e area de superficie (de 18 km? para 30 km?2
aproximadamente) entre os periodos de aguas baixas e aguas altas, respectivamente
(Panosso et al., 1995). No periodo de aguas altas, a mata de igap6 localizada nas
margens do lago € inundada resultando num grande aporte de material aloctone.

No periodo entre 1979 e 1989, aproximadamente 18 milhfes de m?3 de rejeito
originado da atividade de mineracdo durante o processo de lavagem de bauxita foram
despejados no interior do lago. Este efluente era composto de agua e particulas sélidas,
predominantemente argila (<49 um), rica em compostos quimicamente inertes de
silicato, 6xido de ferro e aluminio, que se depositaram na superficie do sedimento
natural do lago, assoreando aproximadamente 30% de sua area total (Callisto & Esteves,
1996; Leal & Esteves, 1999). Este impacto resultou em mudancas nas caracteristicas
fisica, quimica e bioldgica do sedimento (Bozelli et al., 2000). No entanto, as amostras
de sedimento utilizadas no presente estudo foram coletadas na area ndo impactada.

A espécie sul-americana Campsurus violaceus Needham & Murphy, 1924 é
comum em muitos ambientes aquaticos brasileiros, incluindo lagos da varzea
amazobnica, onde alcanga altas abundéncias e desempenham importantes papeis
ecologicos (Nolte, 1987). Neste lago, que recebeu enormes quantidades de rejeito
argiloso oriundo da lavagem de bauxita por cerca de uma década, as ninfas de C.
violaceus ocorrem em toda a sua extensdo, no entanto, atingem alta densidade, biomassa

e produgdo justamente na area impactada pelo rejeito (Leal & Esteves, 1999; 2000).
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Figura 3: Mapa da localizacdo geogréafica do Lago Batata (PA, Brasil). A érea
hachurada do mapa (IM) equivale a area impactada pelo rejeito de bauxita, enquanto a
area em branco corresponde a area natural do lago (NA). Imagem cedida por Elder
Sodré.
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2.1.2 Procedimentos de Coleta e Acondicionamento

Amostras de sedimento, agua e individuos de Campsurus violaceus foram
coletadas utilizando um amostrador tipo “core” (@ = 8 cm e area 50 cm?) como
proposto por Ambiihl & Bihrer (1975). Posteriormente, o sedimento foi levado para
laboratdrio e lavado com agua do lago sobre peneira de 0,5 mm de abertura para que 0s
macroinvertebrados benténicos ficassem retidos. Durante este procedimento o0s
individuos foram coletados e estocados em pequenos aquarios contendo sedimento e
agua do préprio ambiente aquéatico. Apds a lavagem, o sedimento foi acondicionado em
um aquario (40 x 30 x 40 cm) formando uma camada de aproximadamente 20 cm de
altura. Sobre esta camada de sedimento foi adicionada uma coluna de aproximadamente
15 cm de agua filtrada (GF/C Whatman — 1.2 um) do ambiente.

Posteriormente, foram montados microcosmos (cilindros de acrilico de 20 cm de
altura e @ = 4,5 cm) com a agua e o sedimento do aquéario, de modo a criar uma
interface sedimento-agua (6 cm de agua e 6 cm de sedimento). Para criacdo destes
estratos cada um dos microcosmos com suas extremidades abertas foram introduzidos 6
cm de profundidade no sedimento do aquario estoque. Em seguida, a extremidade
superior dos microcosmos foi tampada e cada um foi cuidadosamente puxado e suas
aberturas inferiores tampadas. Este procedimento garantiu que 0S mMIicrocosmos
experimentais fossem retirados mantendo seus estratos intactos. Em seguida o0s
microcosmos tiveram suas tampas superiores removidas e em cada tubo foi acoplado
um agitador magnético suspenso de aproximadamente 2 cm de comprimento. Os
microcosmos foram dispostos ao redor de um motor de rotacdo magnética e todo o
sistema foi mantido submerso em um aquario contendo dgua do Lago Batata filtrada
(GF/C Whatmann - 1,2 um) e aerada constantemente (Figura 4). Tanto 0S microcosmos
como os organismos foram entdo mantidos no escuro e sob constante aeragdo durante

48 horas para estabilizagéo.
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Figura 4: Esquema representativo do método utilizado para a incubagdo dos

microcosmos. Os bastbes magnéticos de cada tubo eram impulsionados por um iméa

central que girava em funcdo de um motor permitindo a homogeneizacdo da coluna

d’agua dos microcosmos, seguindo metodologia descrita por Svensson (1998) e Leal et

al. (2007). Esquema cedido por Marcos Paulo Figueiredo de Barros.
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2.1.3 Desenho Experimental e Incubacéo

Os dois niveis do tratamento consistiam de um, com presenca de C. violaceus
(com 5 individuos por microcosmo), e o controle, contendo apenas a interface
sedimento-agua sem adi¢do de C. violaceus. Cada tratamento contava com 3 réplicas.

Durante o periodo de incubacdo, cada microcosmo esteve equipado com
magnetos conectados a um cilindro de acrilico a cerca de 5 cm acima da superficie do
sedimento. No interior deste cilindro um im& em constante rotagdo gerada por um
pequeno motor acoplado ao mesmo promovia o giro dos magnetos dentro dos
microcosmos. A velocidade de rotacdo foi mantida a constante minima necessaria, de
maneira que este procedimento permitisse a homogeneizacgao da coluna d’agua evitando
assim o revolvimento do sedimento e a estratificagdo quimica em fun¢do do oxigénio
dissolvido conforme proposto por Svensson (1998) e Leal et al. (2007). Os seis
microcosmos foram mantidos nestas condi¢bes por 72 horas (Figueiredo-Barros et al.,
2009) e apds este periodo foram retirados do aquario mantendo-se a interface
sedimento-agua com aproximadamente 10 cm de sedimento e 10 cm de &gua.
Posteriormente, amostras de sedimento em quatro estratos (0-1, 1-2, 2-4 e 4-6 cm)

foram coletadas a fim de estimar a densidade bacteriana e metanotréficas.

2.1.4 Retirada das Aliquotas e Extracdo de DNA

Para a retirada das aliquotas de sedimento por estrato especifico foi utilizado um
procedimento que permite a retirada das amostras sem desfazer o perfil vertical do
sedimento. Para tal, a tampa inferior do core foi removida e um tubo de menor
espessura era introduzido empurrando uma rolha posicionada na porc¢do inferior do
microcosmo e o0 sedimento subjacente verticalmente para cima. Ao chegar ao limite
superior do core, outro core de mesmo tamanho e diametro foi posicionado exatamente
acima do core contendo o sedimento, de modo a ser encaixado perfeitamente. Este core
adicional continha marcacdes de 1 e 2 cm em sua porcdo inferior, justamente para que
fosse feito o fracionamento dos estratos predeterminados. Sendo assim, uma vez
atingindo a marcacdo desejada, o core superior era levemente levantado para que uma
espatula de metal fosse imediatamente introduzida, fracionando assim o sedimento no
comprimento de fatia de interesse. Entre um estrato e outro e também entre o sedimento
de um core e outro, a espatula em questdo era flambada e a parede do core adicional

contendo as marcagdes era limpa com alcool para que ndo houvesse contaminagéo.
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De cada uma das 4 fatias (0-1, 1-2, 2-4 e 4-6 cm) era retirada uma aliquota de
0,5 mL. Posteriormente, esta era ressuspendida em 1,5 mL de solu¢do de PFA 4 %
(paraformaldeido) e fixada por um periodo de 24 h. Na sequéncia, as amostras eram
centrifugadas a 12.000 g por 5 minutos, o sobrenadante descartado e homogeneizadas
em 1.5 mL de PBS (tampéo fosfato-salino). Este mesmo processo era repetido 3 vezes,
sendo que na terceira era adicionado 1,5 mL de solucdo 1:1 PBS + etanol para entéo
estocar o material a -20 °C. Para liberacdo das bactérias aderidas as particulas do
sedimento o préximo passo era o da sonicacdo (Epstein & Rossel, 1995), onde apos ser
ressuspendida, eram retirados 100 uL da aliquota para serem misturados a 500 uL de
uma solucédo 1:1 de PBS + etanol em um microtubo de 2 mL. Entdo as amostras eram
sonicadas no ultra-som por 30 segundos na menor intensidade (53 W), usando um pulso
por segundo de sonicacdo. AplOs a sonicacdo, a amostra foi submetida a nova
centrifugacdo (12.000 g, 5 min, 4 °C). Feito isso, 20 puL do sobrenadante foram
recuperados e a ele adicionados 2 mL de agua destilada e esta mistura foi filtrada
(membrana de policarbonato branco de 0.22 um). Apoés a filtragdo, os filtros foram
colocados em placas de Petri cobertas com papel de filtro e deixados secar em
temperatura ambiente. ApéOs estarem totalmente secos, os filtros foram entdo
armazenados a -20 °C até a hibridizacao.

2.1.5 FISH e Microscopia de Epifluorescéncia com DAPI

Para a determinacéo da densidade bacteriana foi utilizada a microscopia 6tica de
epifluorescéncia para contagem direta das bactérias com auxilio do corante fluorescente
DAPI (4',6-diamidina-2-fenilindol). A densidade das bactérias metanotréficas foi
determinada pela técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) a partir de aliquotas
fixadas com paraformaldeido e filtradas com filtro em membrana de policarbonato e
abertura de 0,2 um. Os marcadores usados para as metanotroficas foram do TIPO | -
1041 CTCCGCTATCTCTAACAGATT (Hanson & Hanson, 1996); TIPO | - 1035

GATTCTCTGGATGTCAAGGG (Hanson & Hanson, 1996); TIPO | - MMG650
CCTCTACTCAACTCTAGT (Hanson & Hanson, 1996); TIPO | - MMS850
TACGTTAGCTCCACCACTAA (Hanson & Hanson, 1996); TIPO I - 1034

CCATACCGGACATGTCCAAAGC (Costello et al, 2002) e Tipo IB -
GCTAGCGCCCGAAGGCCT (Costello et al., 2002).
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Para a hibridizacdo, o primeiro procedimento realizado foi cortar os filtros em
pequenos pedagos de acordo com a quantidade de sondas especificas para marcacéo de
grupos diferentes de bactéria que seriam utilizadas. Neste caso foram 6 sondas distintas,
logo cada filtro era cortado em 6 pedacgos. Por medida de seguranca, metade de cada
filtro ndo foi cortada e era armazenada. Em seguida foi feita a imobilizacdo dos filtros
em 6leo de imerséo sobre as laminas. Foram utilizados como camaras de hibridizacéo
tubos falcon de 50 mL deitados na horizontal. Cada sonda possui uma solucdo de
hibridizacdo especifica e esta deve ser utilizada para umidificacdo da camara onde a
lamina é colocada. Sendo assim, foi utilizado um pedaco de algoddo embebido em 2 mL
do tampdo de hibridizacdo para garantir que fosse criada uma atmosfera Umida dentro
do tubo. As laminas ficaram incubadas nas camaras com a solucdo contendo 9 uL do

tampdo de hibridizacdo e 1 pL da sonda por um periodo de 2h em estufa a 45 °C.

Passado o tempo de hibridizacdo, as laminas foram lavadas delicadamente com
800 uL da solucdo de lavagem e depois mergulhadas novamente em um tubo falcon
contendo 0 mesmo tampdo, sendo entdo mantida em estufa a 48 °C por 20 minutos.
Apo6s novamente lavar gentilmente a 1dmina, desta vez com agua destilada para retirada
dos sais, foi feita a incubacdo com o DAPI por cerca de 10 minutos, onde foram
adicionados 9 puL de agua destilada estéril e 1 puL de uma solucdo de 10 ulL/mL de
DAPI. Posteriormente, a lamina foi lavada com &gua ultra pura para retirada de um
possivel excesso de DAPI, evitando assim marcacdes inespecificas, e os filtros foram
deixados secando em temperatura ambiente. A Tabela 1 traz a composicdo e a
concentracdo dos reagentes empregados para os tampdes de lavagem e de hibridizacéo.
Sobre as laminas (devidamente limpas) foi colocado entre 2,5 a 3,0 uL de uma solugéo
de PBS:Glicerol (20:80) e sobre esta o filtro tratado apds todo o processo de
hibridizacdo. Feito isto, foi colocada sobre o filtro uma gota da mesma solucéo e sobre
esta uma laminula, concluindo assim a montagem das laminas para observacdo. As
densidades bacterianas das amostras eram determinadas a partir da contagem de 20
campos aleatérios em cada filtro em microscéopio de epifluorescéncia Olympus 1X-71

equipado com filtro Chroma U-MWB2, no aumento de 1.000x.

A Figura 5 apresenta micrografias de epifluorescéncia com o auxilio do corante
DAPI (A) e de hibridizagdes in situ fluorescentes com sondas especificas para bactérias

metanotroficas (B) realizadas no presente trabalho.
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Tabela 1: Concentracdes dos reagentes empregados para composicao dos tampdes de

lavagem e de hibridizacéo.

Tampdes para hibridizacao e lavagem

Reagentes Tampao de hibridizacédo Tampao de lavagem

NaCl5 M 360 pl (varia em relacdo ao % de formamida)
TrisHCI1 M 40 pl 1mL

EDTA 0,5 M - 2(500 pl)

Formamida 1(% depende da sonda) --

Agua destilada g.s.p. 2 mL 0.s.p. 50 mL

SDS 10% 2 ul 50 pl

1. Em caso de 20% para formamida sdo adicionados 2150 pl de NaCl 5 M.

2. Somente em caso de 20% ou mais para formamida.

Figura 5: Micrografias de epifluorescéncia com o auxilio do corante DAPI (A) e de

hibridizagdes in situ fluorescentes com sondas especificas para bactérias metanotroficas

(B). Aumento de 1.000x. Imagens correspondentes ao presente trabalho cedidas por

Guilherme Alfenas.
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2.1.6 Andlises estatisticas

A analise de variancia bi-fatorial (Two-way ANOVA) foi empregada para
analisar os efeitos individuais e combinados do efeito da presenca ou auséncia de
Campsurus violaceus e da profundidade do sedimento sobre a densidade bacteriana no
sedimento. A mesma analise nos mesmos moldes foi também empregada em relacdo a
densidade de metanotréficas e ao percentual de metanotréficas. Em caso de diferencas
significativas para todas as andlises (nivel de significancia a = 0.05), o pos-teste de
Tukey foi utilizado para discriminar se as diferencas foram entre os tratamentos e o
controle (efeito da presenca), entre as diferentes fracdes do sedimento (efeito da

profundidade) ou devido ao efeito combinado de ambos.

Foram aplicados testes estatisticos para verificar se 0 conjunto de dados atendia
aos pressupostos da analise empregada (Two-way ANOVA), sendo utilizados os testes
de Shapiro-Wilk, para a normalidade, e Levene, para homogeneidade das variancias.
Em caso de qualquer violacdo de algum dos pressupostos, a normalidade dos residuos
da analise também foi testada para verificar a confiabilidade dos resultados obtidos.
Todas as anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico R verséo
3.4.1.

2.2 RESULTADOS

Com a finalidade de quantificar a comunidade bacteriana total e a subpopulacéo
formada pelas bactérias mtanotroficas no sedimento, foram realizadas contagens de
bactérias em microscopio de epifluorescéncia empregando-se o corante DAPI, para
revelar a comunidade bacteriana total das amostras, e sondas especificas confeccionadas
para revelar somente as bactérias metanotréficas. As Tabelas 8 e 9 mostram os valores
encontrados para ambos os tratamentos de densidade bacteriana, densidade bacteriana
média por estrato de sedimento, densidade de metanotréficas, densidade de
metanotroficas média por estrato de sedimento, percentual de metanotréficas e

percentual médio de metanotréficas por estrato de sedimento.

A presenga de Campsurus violaceus e a interacdo entre o fator presenca e
profundidade do sedimento afetaram significativamente a densidade bacteriana no
sedimento (ANOVA; P < 0.05) (Figura 6; Tabela 2). Com excecéo do estrato de 1-2 cm,
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a densidade bacteriana variou significativamente em relacdo aos tratamentos com e sem
a presenca de C. violaceus na comparagéo entre os valores para um mesmo estrato. No
estrato de 0-1 cm ocorreu 0 Unico caso em que a densidade bacteriana foi maior para o
tratamento com adicdo de C. violaceus em relagdo ao tratamento controle na
comparagdo entre mesmos estratos. Por fim, em um mesmo tratamento ocorreram
diferengas significativas em relacdo a densidade bacteriana entre o estrato 0-1 e 0s
demais para o tratamento com C. violaceus, enquanto que no tratamento controle
ocorreram diferencas significativas apenas entre o estrato 0-1 e os estratos 2-4 e 4-6
(pbs-teste de Tukey; P < 0.05, Tabela 3).

A presenca de C. violaceus e a profundidade do sedimento afetaram
significativamente a densidade de metanotréficas no sedimento (ANOVA; P < 0.05)
(Figura 7; Tabela 4). Na comparagdo entre os tratamentos, o estrato 0-1 do tratamento
com adicdo de C. violaceus apresentou valores significativamente mais elevados em
comparacao a todos os estratos do tratamento controle. Em um mesmo tratamento, por
sua vez, ocorreram diferencas significativas apenas entre a densidade de metanotroficas
entre os estratos 0-1 e 2-4 do tratamento com adi¢do de C. violaceus (pos-teste de
Tukey; P < 0.05, Tabela 5).

A presenga de Campsurus violaceus e a interacdo entre o fator presenca e
profundidade do sedimento afetaram significativamente o percentual de bactérias
metanotréficas no sedimento (ANOVA; P < 0.05) (Figura 8; Tabela 6). O estrato de 4-6
cm do tratamento com C. violaceus apresentou valores percentuais de metanotroficas
mais elevados em relacdo a qualquer estrato do tratamento controle, e, internamente,
diferenciou-se significativamente do estrato de 2-4 cm do tratamento com C. violaceus
(pbs-teste de Tukey; P < 0.05, Tabela 7).

As figuras 9 e 10 trazem fotos tiradas durante a realizacdo do experimento, elas
apresentam a espécie utilizada, detalhando seu modo de forrageio, assim como também
mostram como se deu a disposi¢do dos microcosmos, de ambos os tratamentos, durante
as diferentes fases do experimento, sendo possivel observar com nitidez os tlneis

formados por esses organismos ao longo do periodo de incubacao.
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Figura 6: Densidade bacteriana nos diferentes tratamentos e estratos do sedimento. Cada
barra representa média (n=3) + o Desvio Padrdo. Letras iguais indicam diferencas nédo
significativas. “Controle” = tratamento controle e “C. violaceus” = tratamento com

adicéo de C. violaceus.
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Figura 7: Densidade de bactérias metanotroficas nos diferentes tratamentos e estratos do
sedimento. Cada barra representa média (n=3) + o Desvio Padréo. Letras iguais indicam
diferencas ndo significativas. “Controle” = tratamento controle e “C. violaceus” =

tratamento com adi¢édo de C. violaceus.
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Tabela 2: Resultados da andlise de variancia bi-fatorial (Two-way ANOVA)
correspondente aos efeitos individuais e combinados da presenga de Campsurus
violaceus e da profundidade do sedimento na densidade bacteriana no sedimento. (SQ)
soma dos quadrados, (g.1.) graus de liberdade, (MQ) média dos quadrados.

Fator

Presenca

Profundidade

Presenca x Profundidade

Residuo

SQ g.l. MQ F P
83.03 1 83.03 29.873 <0.001

8.48 3 283 1017 0411
31391 3 104.64 37.646 <0.001
4447 16 2.78 ; ]

Tabela 3: Resultados da andlise de variancia bi-fatorial (Two-way ANOVA)
correspondente aos efeitos individuais e combinados da presenga de Campsurus
violaceus e da profundidade do sedimento na densidade de metanotroficas no
sedimento. (SQ) soma dos quadrados, (g.l.) graus de liberdade, (MQ) média dos

quadrados.
Fator SQ g.l. MQ F P
Presenca 39.30 1 39.30 25,524 <0.001
Profundidade 24.95 3 8.32 5.402 <0.05
Presenca x Profundidade 12.52 3 4.17 2.711 0.079607
Residuo 24.63 16 1.54 - -
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Tabela 4. Resultados do poés-teste de Tukey para analise de variancia referente a

densidade bacteriana. Profundidades estéo identificadas por letras, onde A = 0-1 cm, B

=1-2cm, C=2-4eD =4-6 cm. “Com” = tratamento com adicdo de C. violaceus e

“Sem” = tratamento controle.

POS-TESTE DE TUKEY (PRESENCA)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
Sem-Com 3.775 2.356418 5.193582 3.68e-05
POS-TESTE DE TUKEY (PROFUNDIDADE)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
B-A -1.4766667 -4.184200 1.230867 0.4272485
C-A -1.2733333 -3.980867 1.434200 0.5490585
D-A -0.6066667 2.100867 0.9171131 0.9171131
C-B 0.2033333 -2.504200 2.910867 0.9963489
D-B 0.8700000 -1.837534 3.577534 0.7950114
D-C 0.6666667 -2.040867 3.374200 0.8938424
POS-TESTE DE TUKEY (INTERACAO ENTRE PRESENCA E PROFUNDIDADE)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
Sem:A-Com:A -6.7800000 -11.4135512 -2.1464488 0.0022513
Com:B-Com:A -5.9266667 -10.5602179 -1.2931155 0.0077654
Sem:B-Com:A -3.8066667 -8.4402179 0.8268845 0.1511538
Com:C-Com:A -7.8433333 -12.4768845 -3.2097821 0.0005003
Sem:C-Com:A -1.4833333 -6.1168845 3.1502179 0.9456670
Com:D-Com:A -10.6966667 -15.3302179 -6.0631155 0.0000125
Sem:D-Com:A 2.7033333 -1.9302179 7.3368845 0.4992280
Com:B-Sem:A 0.8533333 -3.7802179 5.4868845 0.9976148
Sem:B-Sem:A 2.9733333 -1.6602179 7.6068845 0.3890832
Com:C-Sem:A -1.0633333 -5.6968845 3.5702179 0.9910166
Sem:C-Sem:A 5.2966667 0.6631155 9.9302179 0.0194150
Com:D-Sem:A -3.9166667 -8.5502179 0.7168845 0.1314217
Sem:D-Sem:A 9.4833333 4.8497821 14.1168845 0.0000562
Sem:B-Com:B 2.1200000 -2.5135512 6.7535512 0.7528347
Com:C-Com:B -1.9166667 -6.5502179 2.7168845 0.8300122
Sem:C-Com:B 4.4433333 -0.1902179 9.0768845 0.0651047
Com:D-Com:B -4.7700000 -9.4035512 -0.1364488 0.0412723
Sem:D-Com:B 8.6300000 3.9964488 13.2635512 0.0001714
Com:C-Sem:B -4.0366667 -8.6702179 0.5968845 0.1124825
Sem:C-Sem:B 2.3233333 -2.3102179 6.9568845 0.6665528
Com:D-Sem:B -6.8900000 -11.5235512 -2.2564488 0.0019221
Sem:D-Sem:B 6.5100000 1.8764488 11.1435512 0.0033246
Sem:C-Com:C 6.3600000 1.7264488 10.9935512 0.0041325
Com:D-Com:C -2.8533333 -7.4868845 1.7802179 0.4364689
Sem:D-Com:C 10.5466667 5.9131155 15.1802179 0.0000150
Com:D-Sem:C -9.2133333 -13.8468845 -4.5797821 0.0000795
Sem:D-Sem:C 4.1866667 -0.4468845 8.8202179 0.0922332
Sem:D-Com:D 13.4000000 8.7664488 18.0335512 0.0000006

36




Tabela 5: Resultados do poOs-teste de Tukey para a analise de variancia referente a

densidade de bactérias metanotroficas. Profundidades estdo identificadas por letras,

onde A=0-1cm,B=1-2cm, C=2-4eD =4-6 cm. “Com” = tratamento com adi¢éo

de C. violaceus e “Sem” = tratamento controle.

POS-TESTE DE TUKEY (PRESENCA)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
Sem-Com -2.559167 -3.633011 -1.485323 0.0001178
POS-TESTE DE TUKEY (PROFUNDIDADE)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
B-A -1.8166667 -3.866227 0.23289347 0.0918675
C-A -2.7850000 -4.834560 -0.73543987 0.0064402
D-A -1.9966667 -4.046227 0.05289347 0.0575629
C-B -0.9683333 -3.017893 1.08122680 0.5454087
D-B -0.1800000 -2.229560 1.86956013 0.9942044
D-C 0.7883333 -1.261227 2.83789347 0.6943357
POS-TESTE DE TUKEY (INTERACAO ENTRE PRESENCA E PROFUNDIDADE)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
Sem:A-Com:A -4.85000000 -8.357525 -1.3424751 0.0038599
Com:B-Com:A -3.09666667 -6.604192 0.4108582 0.1047585
Sem:B-Com:A -5.38666667 -8.894192 -1.8791418 0.0013914
Com:C-Com:A -4.78666667 -8.294192 -1.2791418 0.0043585
Sem:C-Com:A -5.63333333 -9.140858 -2.1258084 0.0008768
Com:D-Com:A -3.29666667 -6.804192 0.2108582 0.0734784
Sem:D-Com:A -5.54666667 -9.054192 -2.0391418 0.0010306
Com:B-Sem:A 1.75333333 -1.754192 5.2608582 0.6696709
Sem:B-Sem:A -0.53666667 -4.044192 2.9708582 0.9992625
Com:C-Sem:A 0.06333333 -3.444192 3.5708582 1.0000000
Sem:C-Sem:A -0.78333333 -4.290858 2.7241916 0.9923376
Com:D-Sem:A 1.55333333 -1.954192 5.0608582 0.7799109
Sem:D-Sem:A -0.69666667 -4.204192 2.8108582 0.9962030
Sem:B-Com:B -2.29000000 -5.797525 1.2175249 0.3695279
Com:C-Com:B -1.69000000 -5.197525 1.8175249 0.7058652
Sem:C-Com:B -2.53666667 -6.044192 0.9708582 0.2608215
Com:D-Com:B -0.20000000 -3.707525 3.3075249 0.9999991
Sem:D-Com:B -2.45000000 -5.957525 1.0575249 0.2961130
Com:C-Sem:B 0.60000000 -2.907525 4.1075249 0.9984975
Sem:C-Sem:B -0.24666667 -3.754192 3.2608582 0.9999960
Com:D-Sem:B 2.09000000 -1.417525 5.5975249 0.4747188
Sem:D-Sem:B -0.16000000 -3.667525 3.3475249 0.9999998
Sem:C-Com:C -0.84666667 -4.354192 2.6608582 0.9879757
Com:D-Com:C 1.49000000 -2.017525 4.9975249 0.8115397
Sem:D-Com:C -0.76000000 -4.267525 2.7475249 0.9935911
Com:D-Sem:C 2.33666667 -1.170858 5.8441916 0.3470400
Sem:D-Sem:C 0.08666667 -3.420858 3.5941916 1.0000000
Sem:D-Com:D -2.25000000 -5.757525 1.2575249 0.3894709
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Figura 8: Percentual de bactérias metanotroficas nos diferentes tratamentos e estratos de
sedimento. Cada barra representa média (n=3) + o Desvio Padréo. Letras iguais indicam
diferengas ndo significativas. “Controle” = tratamento controle e “C. violaceus” =

tratamento com adigédo de C. violaceus.

Tabela 6: Resultados da andlise de variancia bi-fatorial (Two-way ANOVA)
correspondente aos efeitos individuais e combinados da presenca de Campsurus
violaceus e da profundidade do sedimento sobre o percentual de metanotréficas no
sedimento. (SQ) soma dos quadrados, (g.l.) graus de liberdade, (MQ) média dos
quadrados.

Fator SQ g.l. MQ F P
Presenca 6114 1 6114 25.524 <0.001
Profundidade 1574 3 525 5.402  0.0640
Presenca x Profundidade 2011 3 670 2711 <0,05
Residuo 2841 16 178 - -
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Tabela 7: Resultados do pds-teste de Tukey para a analise de variancia referente ao

percentual de metanotréficas. Profundidades estdo identificadas por letras, onde A = 0-1

cm,B=1-2cm, C=2-4e D =4-6 cm. “Com” = tratamento com adi¢do de C. violaceus

e “Sem” = tratamento controle.

POS-TESTE DE TUKEY (PRESENCA)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
Sem-Com -31.92167 -43.45358 -20.38975 2.38e-05
POS-TESTE DE TUKEY (PROFUNDIDADE)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valorde P
B-A -7.958333 -29.9683757 14.051709 0.7322495
C-A -16.170000 -38.1800424 5.840042 0.1945095
D-A 5.205000 -16.8050424 27.215042 0.9044399
C-B -8.211667 -30.2217090 13.798376 0.7134618
D-B 13.163333 -8.8467090 35.173376 0.3503311
D-C 21.375000 -0.6350424 43.385042 0.0585221
POS-TESTE DE TUKEY (INTERACAO ENTRE PRESENCA E PROFUNDIDADE)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
Sem:A-Com:A -21.570000 -59.236995 16.0969952 0.5207975
Com:B-Com:A -6.020000 -43.686995 31.6469952 0.9990244
Sem:B-Com:A -31.466667 -69.133662 6.2003285 0.1393574
Com:C-Com:A -18.243333 -55.910329 19.4236618 0.7008861
Sem:C-Com:A -35.666667 -73.333662 2.0003285 0.0702897
Com:D-Com:A 26.043333 -11.623662 63.7103285 0.3068265
Sem:D-Com:A -37.203333 -74.870329 0.4636618 0.0541430
Com:B-Sem:A 15.550000 -22.116995 53.2169952 0.8313383
Sem:B-Sem:A -9.896667 -47.563662 27.7703285 0.9806529
Com:C-Sem:A 3.326667 -34.340329 40.9936618 0.9999810
Sem:C-Sem:A -14.096667 -51.763662 23.5703285 0.8877634
Com:D-Sem:A 47.613333 9.946338 85.2803285 0.0085945
Sem:D-Sem:A -15.633333 -53.300329 22.0336618 0.8277554
Sem:B-Com:B -25.446667 -63.113662 12.2203285 0.3317047
Com:C-Com:B -12.223333 -49.890329 25.4436618 0.9419249
Sem:C-Com:B -29.646667 -67.313662 8.0203285 0.1842303
Com:D-Com:B 32.063333 -5.603662 69.7303285 0.1268419
Sem:D-Com:B -31.183333 -68.850329 6.4836618 0.1456639
Com:C-Sem:B 13.223333 -24.443662 50.8903285 0.9157000
Sem:C-Sem:B -4.200000 -41.866995 33.4669952 0.9999081
Com:D-Sem:B 57.510000 19.843005 95.1769952 0.0014761
Sem:D-Sem:B -5.736667 -43.403662 31.9303285 0.9992841
Sem:C-Com:C -17.423333 -55.090329 20.2436618 0.7433086
Com:D-Com:C 44.286667 6.619671 81.9536618 0.0155940
Sem:D-Com:C -18.960000 -56.626995 18.7069952 0.6626057
Com:D-Sem:C 61.710000 24.043005 99.3769952 0.0007109
Sem:D-Sem:C -1.536667 -39.203662 36.1303285 0.9999999
Sem:D-Com:D -63.246667 -100.913662 -25.5796715 0.0005461
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Tabela 8: Dados do tratamento sem adicdo de Campsurus violaceus (controle) para

densidade bacteriana, densidade bacteriana média por estrato de sedimento, densidade

de metanotréficas, densidade de metanotroficas média por estrato de sedimento,

percentual de metanotroficas e percentual médio de metanotroficas por estrato de

sedimento. A unidade utilizada foi Células.108.mL™.

Tratamento sem adicdo de Campsurus violaceus (controle)

Média da o
) Meédia da :
densidade ) % média de
) ) ) densidade de ]
) Densidade bacteriana | Densidade de - % de metanotroficas
Profundidade _ i metanotroficas | metanotroficas
bacteriana | por estrato e | metanotroficas por estrato e
_ por estrato e por estrato _
desvio desvi dr desvio padréo
esvio padrao
padrao P

8,57 1,91 22,28

0-1cm 10,84 8,86 £ 1,85 3,20 2,18 £0,92 29,52 23,91 +5,00
7,18 1,43 19,92
12,85 1,68 13,07

1-2cm 10,13 11,84 + 1,49 1,60 1,64 +0,04 15,79 14,01+ 1,54
12,53 1,65 13,17
16,30 1,91 11,72

2-4 cm 12,20 14,16 + 2,06 1,34 1,40 +£ 0,49 10,99 9,81 + 2,69
13,98 0,94 6,72
20,31 1,43 7,04
4-6 cm 19,03 18,35+ 2,38 1,30 1,48 +0,22 6,83 8,27 £ 2,32

15,70 1,72 10,95
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Tabela 9: Dados do tratamento com adicdo de Campsurus violaceus para densidade

bacteriana, densidade bacteriana média por estrato de sedimento, densidade de

metanotrdficas, densidade de metanotréficas média por estrato de sedimento, percentual

de metanotrdficas e percentual médio de metanotréficas por estrato de sedimento. A

unidade utilizada foi Células.108.mL™.

Tratamento com adi¢do de Campsurus violaceus

Média da i
) Média da o
densidade ) % média de
] ) ) densidade de -
Profundidad Densidade bacteriana Densidade de tanotréfi % de metanotroficas
rofundidade metanotroficas 5fi
bacteriana | por estrato e | metanotréficas metanotroficas por estrato e
_ por estrato e por estrato _
desvio desvi dr desvio padréo
esvio padrao
padréo P

16,43 6,29 38,32

0-1cm 13,79 15,64 + 1,61 7,51 7,03+0,65 54,45 45,48 + 8,21
16,71 7,29 43,66
9,80 2,85 29,07

1-2cm 10,80 9,72+1,13 6,33 3,93+2,08 58,63 39,46 + 16,62
8,55 2,62 30,67
8,80 4,03 45,77

2-4cm 6,66 7,80+ 1,08 0,81 2,24 +1,64 12,17 27,23 £ 17,06
7,94 1,89 23,76
6,51 5,85 89,87

4-6 cm 3,01 4,95+ 1,30 3,31 3,73+1,94 84,54 71,52 + 27,29
5,08 2,04 40,15
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Fonte: Leal (2003)

Figura 9: (A) C. violaceus forrageando o sedimento; (B) Vista superficial de um core
com sedimento repleto de aberturas derivadas dos taneis criados por C. violaceus; (C)
Esquema representando o tunel formado por C. violaceus e o fluxo de compostos que o
biorrevolvimento promovido por estes organismos estimula na interface sedimento-
agua. Esquema extraido de Leal (2003) e imagens cedidas por Marcos Paulo Figueiredo
de Barros.
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Figura 10: (A) Disposicdo dos microcosmos durante a fase de preparacdo do
experimento; (B) Vista de um dos microcosmos do tratamento com adi¢do de C.
violaceus durante a fase de incubagdo sendo possivel observar o tunel em forma de “U”
escavado pelas ninfas; (C) Vista completa de um dos microcosmos utilizados; (D) Vista
de um dos microcosmos do tratamento controle. A diferenga de coloragéo do sedimento
indica onde o0 oxigénio esta presente. Nota-se na superficie do sedimento e por onde esta
localizado o tubo uma coloragdo que indica a oxidacdo de compostos organicos.
Imagens cedidas por Marcos Paulo Figueiredo de Barros.
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I1.  EXPERIMENTO 2

3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Areade Estudo

Localizada no municipio de Macae, a Lagoa do Vale Encantado (Figura 11) esta
situada entre 22°22" e 22°23' latitude sul e 41°50' e 41°49' longitude oeste. A lagoa, que

possui um perimetro aproximado de 2.225 metros e uma area de aproximadamente

79.400 m?, ndo enfrenta elevada pressio antropica, diferentemente do que ocorre com a

outra grande lagoa e cartdo postal da cidade, a Lagoa de Imboassica. A Lagoa do Vale

Encantado recebe este nome devido ao bairro homoénimo

localizado em suas

proximidades, no entanto, o entorno da lagoa é praticamente despovoado, sendo

encontradas apenas algumas poucas casas em seu entorno. Essa baixa densidade

demogréafica no local parece resguardar este ambiente, que aparentemente se apresenta

em boas condicdes ecoldgicas, o que faz desta lagoa um dos poucos refugios naturais

bem conservados restantes no perl'metro urbano macaense.
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Figura 11: Mapa da localizacdo geografica da Lagoa do Vale Encantado (Macaé-RJ,

Brasil). Modificado do Google Maps (https://www.google.com.br/maps), dltimo acesso

em 20-06-2017.
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3.1.2 Procedimentos de Coleta e Acondicionamento

Amostras de sedimento, agua e individuos de Campsurus truncatus
(Ephemeroptera: Polymitarcyidae) foram coletados na Lagoa do Vale Encantado
utilizando uma draga, para coleta dos organismos, ¢ um amostrador do tipo “core” (@ =
8 cm e area 50 cm?), para coleta de 4gua e sedimento para confeccdo dos microcosmos.
Os organismos foram triados no proprio ambiente, uma vez que o contetdo da draga era
despejado sobre uma peneira com malha de 0,5 mm que ficava sobre um suporte de
metal, o que permitia a triagem dos organismos no préprio local de coleta dos mesmos.
Uma vez coletados, os organismos eram colocados em um balde plastico com agua da
prépria lagoa. Foram coletados aproximadamente 150 individuos de C. truncatus em

aproximadamente 3 horas de coleta.

Feita a coleta dos organismos, deu-se inicio a confec¢cdo dos microcosmos (& =
6 cm e 30 cm de altura) no proprio ambiente de coleta, de maneira que foram montados
24 cores contendo 6 cm de sedimento ¢ coluna d’agua com aproximadamente 0 mesmo
volume em cada microcosmo. Para tal, os cores foram introduzidos no sedimento até a
marcacdo de 6 cm feita com caneta permanente e sua porcdo inferior era tampada com
uma rolha feita de espuma para entdo ser vedada completamente com uma tampa de
acrilico especifica, enquanto que a porc¢do superior dos cores foi mantida totalmente em
aberto. Foi coletado também um galdo de 20 L de agua do lago e apds a coleta deste
todo o material coletado foi transportado para o laboratério, onde foram imediatamente
conectadas bombas de oxigénio para garantir a oxigenacdo constante dos baldes
contendo os organismos, assim como da coluna d’agua dos 24 microcosmos, que foram
deixados nesta situacao por cerca de 24h para aclimatacdo as condicdes de laboratoriais
(Figura 12). No laboratério foi feita também a manipulacdo destes microcosmos
visando o ajuste das colunas d’4agua, adicionando ou retirando 4gua para obter volumes

de agua similares entre todos 0s microcosmos.

Apos este periodo de 1 dia, foi realizada uma selegdo visual dos cores que
serviriam para compor as malhas amostrais do grupo controle e do tratamento que
receberia as ninfas de C. truncatus. Esta selecdo foi feita com base no aspecto do
sedimento, ao avaliar se havia vestigios de biorrevolvimento promovido por algum
organismo, como buracos e trincheiras na superficie, além de tubos e galerias no perfil

vertical do sedimento. Além disso, também foi avaliada a turbidez da coluna d’agua,
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uma vez que uma agua turva também poderia indicar que o sedimento foi bioturbado.
Neste experimento, foi feita a op¢do por ndo se utilizar de nenhuma técnica para
garantir a retirada e/ou morte de qualquer macroinvertebrado que porventura houvesse
sido coletado juntamente com o sedimento dos microcosmos, tendo em vista que a
maior preocupacao era a integridade do perfil vertical do sedimento e da comunidade
bacteriana nele existente. Sendo assim, optou-se por nao utilizar de praticas usuais neste
tipo de experimento, como a triagem direta dos organismos do sedimento, o corte do
suprimento de oxigénio dos cores ou entdo o seu resfriamento por determinado periodo,
até que o organismos procurem a superficie ou venham a o6bito (facilitando a sua captura
e retirada em ambos 0s casos). A preocupac¢do que levou a ndo utilizacdo destas préaticas
€ que tais procedimentos possivelmente iriam provocar alteragdes as condicdes
biogeoquimicas do sedimento encontrado no ambiente natural e consequentemente

iriam alterar a estrutura da comunidade bacteriana.

Nivel d’sgua |(]] Y [ :) Nivel d’4gua

Bomba Bomba

de ar \_____/ \___-_—/ de ar

Figura 12: Esquema representativo do método utilizado para a incubacdo dos
microcosmos. Mangueiras de silicone conduziam oxigénio fornecido pelas bombas de
oxigenacdo para dentro dos microcosmos através de agulhas posicionadas pouco abaixo
da superficie da coluna d’agua. Adaptacdo de esquema cedido por Marcos Paulo

Figueiredo de Barros.
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3.1.3 Desenho Experimental e Procedimentos de Incubacéo

Este experimento, assim como o anterior, também consistiu de um tratamento
com a presenga de ninfas de C. truncatus, sendo que desta vez foram introduzidos 8
individuos por microcosmo, e um grupo controle que conteve apenas a interface
sedimento-agua, sem adicao de ninfas de C. truncatus. A maior diferenca, no entanto, €
que este segundo experimento, contou com dois tratamentos controles, sendo um inicial
e outro final. Ao todo, foram selecionados 3 microcosmos para compor a malha
amostral dos controles iniciais (cujas aliquotas foram retiradas antes mesmo do inicio
do periodo de incubacéo), 3 controles finais (cujas aliquotas foram retiradas somente
apos o periodo de incubacao) e 4 microcosmos com adicdo de ninfas de C. truncatus

(cujas aliquotas também foram retiradas somente apds o periodo de incubacéo).

Passadas as 24 horas de aclimatacdo, os 4 microcosmos do tratamento com
adicédo de C. truncatus comegaram a receber as ninfas, de modo que cada microcosmo
recebeu 4 ninfas de porte médio e 4 de porte grande, dando inicio assim ao periodo de
incubacdo que durou 72 horas. Durante todo o periodo de aclimatacdo (24 horas) e de
incubacdo (72 horas), cada microcosmo teve acoplado a si uma agulha inserida cerca de
um centimetro abaixo da superficie da coluna d’agua (Figura 11). Estas agulhas
conduziam oxigénio proveniente das bombas de oxigenagdo, garantindo um aporte de
oxigeénio constante e promovendo uma leve circulacdo da massa d’4gua, suficiente para
evitar uma estratificacdo quimica em funcao do oxigénio dissolvido, e insuficiente para
causar qualquer tipo de ressuspensdo do sedimento. Como explicado no item anterior,
por utilizarmos o sedimento na forma com que ele foi coletado em seu ambiente natural,
inicialmente ndo havia como garantir que algum macroinvertebrado estivesse presente
no sedimento no momento da coleta. No entanto, ap0s 0 experimento o sedimento foi
triado estrato por estrato, revelando assim a presenca ou auséncia de qualquer

organismo externo a incubacédo (o que ndo ocorreu).

3.1.4 Retirada das aliquotas e Extracdo de DNA

Para retirada das aliquotas por estrato especifico de sedimento sem desfazer o
perfil vertical do mesmo foi utilizado exatamente 0 mesmo protocolo descrito no item

2.1.4. No entanto, a diferenca é que para este experimento também foram retiradas
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aliquotas de agua. Sendo assim, foi realizada a retirada de 100 mL de 4gua de cada um
dos microcosmos por meio de pipetas, tomando o devido cuidado para utilizar sempre
ponteiras estéreis entre um microcosmo e outro. O volume de &gua retirado era
acondicionado em tubos falcon de 50 mL que ficavam estocados no gelo para posterior
filtragem. Cada tubo tinha seu volume filtrado em membrana de policarbonato branca
de 0,22 um e cada filtro era guardado no tubo de origem da agua que foi filtrada, de

modo que ao final da retirada das aliquotas cada microcosmo contava com dois filtros.

Para extracdo de DNA das amostras de sedimento utilizou-se o PowerSoil DNA
Isolation Kit™ (MoBIO Laboratories) e as instrugdes fornecidas pelo fabricante foram

seguidas a risca, conforme descrito a seguir:

Primeiramente foi adicionado 0,25 g da amostra de sedimento ao microtubo
fornecido (PowerBead Tubes) e foi utilizado o vortex para gentilmente misturar a
amostra com a solucdo do tubo. Este microtubo especial contém um padrdo que ajuda
na dispersdo das particulas de solo, comeca a dissolver acidos humicos e protege acidos
nucleicos da degradacédo. Depois, foi adicionado 60 uL da solucdo C1, que contém SDS
(Dodecil sulfato de sddio) e outros agentes requeridos para completar a lise celular, e o
tubo foi invertido diversas vezes para misturar. Os tubos entdo foram posicionados no
vortex na posic¢do horizontal, ficando assim por 10 minutos na velocidade maxima de
rotacdo, de modo que esta etapa € crucial para completar a homogeneizacao e a lise
celular, que ocorre tanto pela acéo das solucdes adicionadas, como pela agdo mecanica.
Em seguida centrifugaram-se os tubos a 10.000 g por 30 segundos a temperatura

ambiente e realizar a retirada de cerca de 400 a 500 uL de sobrenadante.

O passo seguinte foi adicionar 250 uL da solugdo C2 e utilizar o vortex por 5
minutos, incubando por 5 minutos a 4 °C na sequéncia. A solugcdo C2 um reagente para
fazer precipitar material que ndo seja DNA, seja organico ou inorgénico, incluindo
substancias humicas, detritos de células e proteinas. Os tubos foram entéo centrifugados
a 10.000 g por 1 minuto a temperatura ambiente. Evitando o precipitado (pellet)
formado apds o passo anterior, foi retirado um volume de 600 uL do sobrenadante que
foi transferido para um tubo de 2 mL limpo. O precipitado formado em questdo é

justamente o ponto onde se acumulou 0 material que ndo é DNA.
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Todo o procedimento do passo anterior foi repetido, mas agora adicionando 200
uL da solucdo C3 (que tem exatamente a mesma funcdo da C2). Desta vez, apds
centrifugar por 10.000 g por 1 minuto, foram retirados 750 uL do sobrenadante e este
foi adicionado a um microtubo de 2 mL limpo. Feito isso, foi adicionado 1,2 mL da
solugéo C4 ao sobrenadante e colocado em rotagdo no vortex por 5 minutos. A solucéo
C4 é uma solucdo supersaturada de sal e é utilizada para fazer com que o DNA se
combine com a silica, algo que ocorre naturalmente em altas concentracdes salinas. O
proximo passo foi transferir 675 pL do tubo para mini coluna (spin filter) e centrifugar a
10.000 g por 1 minuto a temperatura ambiente, repetir o processo com 675 pL
adicionais e novamente com o0 que remanescente de sobrenadante do tubo. Nesta etapa,

0 DNA fica retido na membrana de silica, enquanto que os contaminantes a atravessam.

Concluida a etapa anterior foi adicionado 500 uL da solugdo C5 e usou-se a
centrifuga a 10.000 g por 30 segundos a temperatura ambiente. A solucdo C5 é uma
solucdo de lavagem a base de etanol utilizada para limpar o DNA retido na membrana
de silica, removendo os residuos de sal, &cidos himicos e outros contaminantes,
mantendo o DNA preso & membrana. O volume que atravessou a membrana foi entéo
descartado e foi feita uma centrifugacéo adicional por 1 minuto para remover qualquer o
traco residual da solucdo de lavagem. Por fim, a mini coluna foi posicionada em um
microtubo limpo de 2 mL e foi adicionado 100 puL da solu¢cdo C6 no centro da
membrana do filtro para eluir completamente 0 DNA apds centrifugar por a 10.000 g
por 30 segundos em temperatura ambiente.

3.1.5 gPCR com 0s genes rrs e pmoA

Os ensaios de gPCR foram realizados em placas de polipropileno (96 pocos)
utilizando-se o sistema de deteccdo ABIPrism 7500 (Applied Biosystems), para
quantificacdo da abundancia total do gene rrs, que codifica a subunidade 16S do RNA
ribossomal, para quantificar a comunidade bacteriana, e do gene pmoA, que codifica a
subunidade B da forma particulada da enzima metano monooxigenase, para quantificar
as metanotroficas. Os ensaios ocorreram conforme as instru¢cbes do fabricante e as
condicBes estabelecidas nos respectivos trabalhos de referéncia dos conjuntos de

iniciadores com modificagdes quando necesséario (Tabela 10).
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Tabela 10: Iniciadores utilizados nos ensaios de gPCR com seus respectivos programas
de amplificacdo. As sequéncias contém ambiguidades representadas pelas letras R (A,
G),Y(CT),M(AC),S(C,GeN(ACGT).

Gene Iniciadores Sequéncia Fragmento Referéncia Programa de
(pb) Amplificacdo

94°C — 3 min; 40

357F CTACGGGRSGCAG 170 Muyzeretal.  ciclos, 95°C - 1
529R CGCGGCTGCTGGCAG (1993) min, 55°C -1

min, 72°C — 45s

94°C — 3 min; 40

Costello & ciclos, 95°C — 1
Lidstrom (1999) min, 57°C -1

min, 72°C — 45s

rrs

Al189F GGNGACTGGGACTTCTGG
pmoA ~470
Mb661R CCGGMGCAACGTCYTTACC

Para ambos 0s genes, as reaces de amplificacdo foram feitas em um volume de
20 pL contendo 10 pL de GoTag® gPCR Master Mix 2x (Promega), 200nM de cada
iniciador, H,O g. s. p. e 2 pL de DNA. As sequéncias foram amplificadas o usando o
par de iniciadores 357F [5° - CTA CGG GRS GCA G - 3’] e 529R [5° - CGC GGC
TGC TGG CAG - 3’] (modificado a partir de Muyzer et al., 1993) para bactérias totais
e o par de iniciadores A189F [5" - GGN GAC TGG GAC TTC TGG - 3] e Mb661R [5
- CCG GMG CAA CGT CYT TAC C - 37] (modificado a partir de Costello &
Lidstrom, 1999) para bactérias metanotroficas. Todas as amplificacGes foram realizadas
em triplicata. Foram incluidas amostras de DNA-padréo (a partir de clones contendo o
gene rrs, no caso das bactérias totais, ou pmoA, no caso das bactérias metanotroficas)
que foram previamente utilizadas para a construcdo das curvas padrdo, e agua como

controle negativo.

As curvas padrdes foram obtidas realizando amplificagbes com um ndmero
conhecido de copias do DNA-padrao diluido em série (1:10) dos produtos do 16S rRNA
de Bacteria e do gene funcional pmoA. Cada curva foi construida com base em cinco
diluicbes. Desta maneira, os dados da amplificacdo do DNA extraido das aliquotas dos
microcosmos foram interpolados, para determinar o numero de coOpias do gene de

interesse na amostra avaliada.

As condic¢bes de PCR foram 94 °C por 3 minutos, seguido de 30-40 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C (para bactérias totais) ou 57 °C

(para metanotroficas) por 1 min e extensdo a 72 °C por 45 segundos. Para todas as
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reacOes, apos a amplificacdo, foi obtida uma curva de desnaturacdo pelo aquecimento
dos produtos a 95 °C, resfriamento a 65 °C e entdo aquecendo gradualmente até 95 °C
numa taxa de 0,2 °C por segundo. A especificidade dos produtos gerados pela reagdo
em tempo real foi confirmada através da analise da curva de desnaturacéo e verificacdo

em gel de agarose 1,2%.

3.1.6 Anadlises Estatisticas

Para avaliar os resultados obtidos na agua foi realizada uma analise de variancia
uni-fatorial (One-way ANOVA) para analisar se houve diferenca significativa entre os
diferentes tratamentos com relacdo a abundéncia de copias do gene rrs de Bacteria,
assim como também foi empregada a mesma analise com relacdo a abundéncia de
copias do gene pmoA de metanotréficas. A mesma analise foi empregada ainda para
analisar se houve diferenca significativa entre os tratamentos com relacdo as

concentrages e saturagdes de oxigénio no momento da retirada das aliquotas.

Para avaliar os resultados obtidos no sedimento foi empregada a andlise de
variancia bi-fatorial (Two-way ANOVA) para analisar os efeitos individuais e
combinados do efeito dos tratamentos (com e sem a presenca de C. truncatus) e da
profundidade do sedimento sobre a densidade bacteriana. A mesma analise nos mesmos

moldes foi também empregada em relacéo a densidade de metanotroficas.

Foram aplicados testes estatisticos para verificar se o conjunto de dados atendia
aos pressupostos das analises empregadas, sendo utilizados os testes de Shapiro-Wilk,
para a normalidade, e Levene, para homogeneidade das variancias. Em caso de violagao
de algum dos pressupostos, a normalidade dos residuos da analise também foi testada
para verificar a confiabilidade dos resultados obtidos. Sempre que necessario os dados

foram transformados (logioou ") para atender aos pressupostos das analises.

Em caso de diferencas significativas para todas as analises (nivel de
significancia o = 0.05), o pos-teste de Tukey foi utilizado para discriminar se as
diferencas foram entre os tratamentos e os controles (efeito da presenca), entre as
diferentes fracoes do sedimento (efeito da profundidade) ou devido ao efeito combinado
de ambos. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software

estatistico R versao 3.4.1.
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3.2 RESULTADOS

Com a finalidade de quantificar a comunidade bacteriana total e a subpopulacéo
formada pelas bactérias metanotroficas, tanto na coluna d’agua quanto no sedimento,
foram realizados ensaios de qPCR com conjuntos de iniciadores confeccionados
especificamente para atingir esses objetivos. A Tabela 17 apresenta os dados néo
transformados (dados brutos) destes ensaios na agua, enquanto que as Tabelas 20, 21 e

22 apresentam os dados ndo transformados (dados brutos) destes ensaios no sedimento.

3.2.1 Agua

A analise de variancia uni-fatorial (One-way ANOVA) indicou que ndo houve
diferenca significativa (P > 0,05) entre os diferentes tratamentos com relagdo a
abundancia de copias do gene rrs (marcador para Bacteria) na coluna d’agua (Figura
13; Tabela 11).

A mesma andlise indicou também que houve diferenca significativa (P < 0,05)
entre o tratamento Controle Inicial e os demais tratamentos com relagdo a abundancia
de cdpias do gene pmoA (marcador para metanotroficas) na coluna d’agua (Figura 14;
Tabela 12), de modo que o tratamento controle inicial apresentou valores de densidade
de metanotroficas superiores ao controle final e ao tratamento com a adicdo de C.
truncatus. Estes dois ultimos, no entanto, ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo aos valores de densidade de metanotrdficas na comparacgdo entre si (pds-teste de
Tukey; P < 0.05, Tabela 13).

Com relacéo a variagdo na concentracdo de oxigénio no momento da retirada das
aliquotas entre os diferentes tratamentos, a analise de variancia uni-fatorial indicou que
houve diferenca significativa (P < 0,05) para esta variavel entre os diferentes
tratamentos (Figura 15; Tabela 14). O tratamento controle inicial apresentou valores
significativamente superiores de concentracdo de oxigénio em relacdo aos demais
tratamentos, que, por sua vez, ndo diferiram significativamente entre si (pos-teste de
Tukey; P < 0.05, Tabela 15). A Tabela 16 mostra a variacdo nos niveis de oxigénio na

agua do inicio do experimento até o final no momento da retirada das aliquotas.
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3.2.2 Sedimento

A analise de variancia bi-fatorial (Two-way ANOVA) indicou que ndo houve
diferenga significativa (P > 0,05) entre os diferentes tratamentos com relagdo a
abundancia de coOpias do gene rrs (marcador para Bacteria) no sedimento, seja na

comparagao entre mesmos estratos ou entre estratos distintos (Figura 16; Tabela 18).

A analise de variancia bi-fatorial (Two-way ANOVA) indicou também que néo
houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os diferentes tratamentos com relacdo a
abundancia de copias do gene pmoA (marcador para metanotroficas) no sedimento, seja

na comparacgao entre mesmos estratos ou entre estratos distintos (Figura 17; Tabela 19).

A Tabela 23 mostra o posicionamento das ninfas de C. truncatus nos diferentes
estratos do perfil vertical do sedimento ao final das 72 horas de incubacdo do
experimento, enquanto que a Tabela 24 apresenta o valor percentual de ninfas de C.
truncatus nos diferentes estratos do perfil vertical do sedimento ao final das 72 horas de
incubagdo do experimento. Estes resultados demonstram o habito escavador destas
ninfas, revelando uma preferéncia pelo estrato mais profundo do sedimento (4-6 cm),

onde foi verificada a presenca de 78,12 % dos individuos.

As Figuras 18 e 19 sdo fotos tiradas durante a realizacdo do experimento,
apresentando a vista geral do experimento de modo a dar énfase nas diferencas visuais
perceptiveis entre 0s microcosmos que compunham os diferentes tratamentos e um

maior detalhamento do processo de fracionamento do sedimento.
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Figura 13: Abundancia de copias do gene rrs (marcador para Bacteria) nos tratamentos
controle inicial (Cl), controle final (CF) e com adi¢do de C. truncatus (CT). Linhas
verticais indicam valores minimos e maximos e as horizontais no interior da caixa séo
as medianas. As caixas representam 75% dos valores encontrados. Letras iguais indicam

diferencas ndo significativas. Dados logaritimizados.
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Figura 14: Abundancia de cépias do gene pmoA (marcador para metanotroficas) nos
tratamentos controle inicial (ClI), controle final (CF) e com adicédo de C. truncatus (CT).
Linhas verticais indicam valores minimos e maximos e as horizontais no interior da
caixa sdo as medianas. As caixas representam 75% dos valores encontrados. Letras

iguais indicam diferencas ndo significativas. Dados logaritimizados.
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Tabela 11: Resultados da analise de variancia uni-fatorial (One-way ANOVA)
correspondente & comparacdo entre os diferentes tratamentos com relagéo aos valores de
densidade total bacteriana na coluna d’agua. (SQ) soma dos quadrados, (g.l.) graus de
liberdade, (MQ) média dos quadrados.

Fator SQ g.l. MQ F P
Tratamentos 0.0833 2 0.04167 0.244 0.79
Residuos 1.1962 7 0.17089 - -

Tabela 12: Resultados da analise de variancia uni-fatorial (One-way ANOVA)
correspondente & comparacéo entre os diferentes tratamentos com relagdo aos valores de
densidade de metanotroficas na coluna d’agua. (SQ) soma dos quadrados, (g.l.) graus de
liberdade, (MQ) média dos quadrados.

Fator SQ g.l. MQ F P
Tratamentos 0.7661 2 0.3831 7.609 <0.05
Residuos 0.4027 8 0.0503 - -

Tabela 13: Resultados do pos-teste de Tukey para analise de variancia referente a
abundancia de copias do gene pmoA (marcador para metanotroficas) nos diferentes
tratamentos. “CF” = tratamento controle final, “CI” = tratamento controle inicial ¢ “CT”
= tratamento com adicdo de C. truncatus.

POS-TESTE DE TUKEY (TRATAMENTOS)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
CI-CF 0.5250312 0.03536345 1.0146989 0.0369514
CT-CF -0.1145882 -0.56793244 0.3387560 0.7577589
CT-ClI -0.6396194 -1.12928712 -0.1499517 0.0141780
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Figura 15: Concentracdo de oxigénio na &gua nos tratamentos controle inicial (Cl),
controle final (CF) e com adicdo de C. truncatus (CT). Linhas verticais indicam valores
minimos e maximos e as horizontais no interior da caixa sdo as medianas. As caixas
representam 75% dos valores encontrados. Letras iguais indicam diferencas nao

significativas.

Tabela 14: Resultados da analise de variancia uni-fatorial (One-way ANOVA)
correspondente a comparacdo entre os diferentes tratamentos com relagdo aos niveis de
concentragdo de oxigénio na coluna d’agua no momento da retirada das aliquotas. (SQ)

soma dos quadrados, (g.1.) graus de liberdade, (MQ) média dos quadrados.

Fator SQ g.l. MQ F P
Tratamentos 3.924 2 1.9619 15.15 <0.01
Residuos 1.036 8 0.1295 - -
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Tabela 15: Resultados do pos-teste de Tukey para analise de variancia referente aos
niveis de concentragdo de oxigénio na coluna d’adgua nos diferentes tratamentos Nno
momento da retirada das aliquotas. “CF” = tratamento controle final, “CI” = tratamento
controle inicial e “CT” = tratamento com adi¢do de C. truncatus.

POS-TESTE DE TUKEY (TRATAMENTOS)

Comparagao Diferenca Limite Inferior Limite Superior | Valor de P
CI-CF 1.009167 0.223711 1.7946224 0.0154482
CT-CF -0.492500 -1.219691 0.2346907 0.1908366
cT-cl -1.501667 -2.287122 -0.7162110 0.0015299

Tabela 16: Dados da variagdo na concentracdo de oxigénio nos microcosmos dos
tratamentos sem adicdo de Campsurus truncatus (controle inicial e final) e do
tratamento com adicdo de Campsurus truncatus. Dados do inicio do experimento e do
final no momento da retirada das aliquotas. A unidade utilizada foi mg/L.

Variagdo no nivel de oxigénio na agua

[O2] na
[O,] no )
Tratamento Amostra L retirada da
inicio
aliquota
4 7,47 6,85
Controle 17 741
Inicial 7,83 '
34 7,87 7,63
2 7,58 6,58
7 7,28 6,46
Controle Final 16 772 5,58
26 7,28 6,53
11 7,11 5,96
Tratamento 20 7.45 5,71
com C.
truncatus 37 6,95 5,77
40 7.60 5,74
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Tabela 17: Dados dos tratamentos sem adi¢do de Campsurus truncatus (controle inicial

e final) e do tratamento com adicdo de Campsurus truncatus para abundancia do gene

rrs, abundancia do gene rrs média por tratamento, abundancia do gene pmoA e

abundancia do gene pmoA média por tratamento. A unidade utilizada foi abundancia do

gene 16S rrs/100 mL de H,O da amostra para bactéria e abundancia do gene pmoA/100

mL de H,O da amostra para metanotroficas.

Resultados na agua

Abundancia do

Média da

abundancia do

Abundancia do

Média da

abundancia do

Tratamento Amostra gene rrs gene rrs por gene pmoA gene pmoA por
(Bactéria) tratamento e | (Metanotroficas) | tratamento e
desvio padréo desvio padréo
4 7,52E+04 2,42E+07
1,91E+05 +
Controle 17 2,47E+05 9,11E+06 1,64E+07
icial ’ 1,00E+05
Inicia 34 2506405 1,59E+07 7,58E+06
2 4,78E+05 6,80E+06
7 5,63E+04 1,72E+05 * 3,02E+06 4,73E+06 +
Clozhtf?le 16 L 156405 2,07E+05 4,30E+06 1,57E+06
Ina !
26 3,96E+04 4,79E+06
11 3,69E+09* 417E+06
4,08E+06 +
Tratamce:nto 20 1,41E405 1.35E+05 + 1,54E+06 eomace
com C. 9,43E+04 3,05E+06 D0+
truncatus 37 2,26E+05
40 3,73E+04 7,55E+06
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Figura 16: Abundancia de cdpias do gene rrs (marcador para Bacteria) em diferentes
profundidades do sedimento nos diferentes tratamentos. Cada barra representa média (n
= 3 ou 4) £ o Desvio Padrdo. Letras iguais indicam diferengas néo significativas. “C.

truncatus” representa o tratamento com adigéo das ninfas. Dados transformados (10gso).

0O-1cm

1-2 cm
M C. truncatus
M Controle Final

2.4 cm M Controle Inicial

Profundidade do sedimento (cm)

4-6 cm

T T
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V™~ (Cdépias do gene pmoA/5 g de sedimento da amostra)

Figura 17: Abundéancia de copias do gene pmoA (marcador para metanotréficas) em
diferentes profundidades do sedimento nos diferentes tratamentos. Cada barra
representa média (n = 3 ou 4) + o Desvio Padrdo. Letras iguais indicam diferencas ndo
significativas. “C. truncatus” representa o tratamento com adi¢do das ninfas. Dados

transformados (V).
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Tabela 18: Resultados da anélise de variancia bi-fatorial (Two-way ANOVA)
correspondente aos efeitos individuais e combinados dos tratamentos (com e sem a
presenca de Campsurus truncatus) e da profundidade do sedimento sobre a abundéncia
de copias do gene rrs (marcador para Bacteria) no sedimento. (SQ) soma dos
quadrados, (g.l.) graus de liberdade, (MQ) média dos quadrados.

Fator SQ g.l. MQ F P
Tratamento 1.377 2 0.6886 1.053 0.367
Profundidade 2.626 3 0.8752 1.338 0.289

Tratamento x Profundidade 2.850 6 0.4750 0.726 0.633

Residuo 13.733 21 0.6540 - -

Tabela 19: Resultados da andlise de varidncia bi-fatorial (Two-way ANOVA)
correspondente aos efeitos individuais e combinados dos tratamentos (com e sem a
presenca de Campsurus truncatus) e da profundidade do sedimento sobre a abundéncia
de copias do gene pmoA (marcador para metanotréficas) no sedimento. (SQ) soma dos
quadrados, (g.l.) graus de liberdade, (MQ) média dos quadrados.

Fator SQ g.l. MQ F P
Tratamento 4.119e+07 2 20594711 0.244  0.785
Profundidade 5.603e+05 3 186779 0.002  1.000

Tratamento x Profundidade  9.253e+08 6 154209039 1.827 0.136

Residuo 2.026e+09 24 84425936 - -
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Tabela 20: Dados do Tratamento Controle Inicial para abundancia do gene rrs por

amostra, abundancia do gene rrs média por estrato, abundancia do gene pmoA por

amostra e abundancia do gene pmoA média por estrato. A unidade utilizada foi

abundancia de coépias do gene rrs/5 g da amostra se sedimento para bactéria e

abundancia de copias do gene pmoA/5 g da amostra de sedimento para metanotroficas.

Tratamento Controle Inicial

Abundancia do

Média da

abundancia do

Abundancia do

Média da

abundancia do

Estrato Amostra gene rrs gene rrs por gene pmoA gene pmoA por
(Bacteria) tratamento e | (Metanotréficas) | tratamento e
desvio padréo desvio padréo
4A . 4,10E+07
2,39E+06 + 2,30E+08 +
- 17A 6,29E+08
0-1cm 4,48E+06 2,95E+06 3,45E+08
34A 3,07E+05 2,14E+07
4B ,65E+ 6,88E+08
3,65€+06 3,77E+06 * 5,86E+08 +
1-2cm 17B 7,56E+06 3,73E+06 9,11E+08 3,87E+08
34B 1,00E+05 1,57E+08
4C 3,92E+06 6,82E+08
3,22E+06 + 5,26E+08 +
2-4 cm 17C 2,51E+06 9,07E+05 3,71E+08 2,20E+08
34C - -
4D 1,44E+06 1,86E+08
1,66E+06 + 3,57E+08
_ . 4,93E+08
4-6 cm 170 3,13E+05 1,56E+08
34D 1,88E+06 3,93E+08
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Tabela 21: Dados do Tratamento Controle Final para abundancia do gene rrs por

amostra, abundancia do gene rrs média por estrato, abundancia do gene pmoA por

amostra e abundancia do gene pmoA média por estrato. A unidade utilizada foi

abundancia de codpias do gene rrs/5 g da amostra se sedimento para bactéria e

abundancia de copias do gene pmoA/5 g da amostra de sedimento para metanotroficas.

Tratamento Controle Final

Abundancia do

Média da

abundancia do

Abundancia do

Média da

abundancia do

Estrato Amostra gene rrs gene rrs por gene pmoA gene pmoA por
(Bacteria) tratamento e | (Metanotréficas) | tratamento e
desvio padréo desvio padréo
2A . -
4,18E+07 +
- 16A - 1,36E+09
0-1cm 7,94E+07 5,32E+07
26A 4,17E+06 1,36E+09
2B ,90E+ 7,68E+07
3,90E+06 2,26E+07 + 6,49E+08 *
1-2cm 16B 6,02E+07 3,25E+07 7,57E+08 5,26E+08
26B 3,85E+06 1,11E+09
2C 1,47E+06 6,35E+07
2,90E+06 * 2,45E+08 +
2-4 cm 16C 6,66E+06 3,29E+06 6,46E+08 3,48E+08
26C 5,81E+05 2,41E+07
2D 5,45E+05 4,31E+07
1,95E+06 + 3,42E+08 +
- 8,11E+08
a-6¢em 16D 4,94E+06 2,59E+06 4,11E+08
26D 3,64E+05 1,72E+08
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Tabela 22: Dados do Tratamento com adicdo de C. truncatus para abundancia do gene

rrs por amostra, abundancia do gene rrs média por estrato, abundancia do gene pmoA

por amostra e abundancia do gene pmoA média por estrato. A unidade utilizada foi

abundancia de coépias do gene rrs/5 g da amostra se sedimento para bactéria e

abundancia de copias do gene pmoA/5 g da amostra de sedimento para metanotréficas.

Tratamento com adicéo de C. truncatus

Abundancia do

Média da

abundancia do

Abundancia do

Média da

abundancia do

Estrato Amostra gene rrs gene rrs por gene pmoA gene pmoA por
(Bacteria) tratamento e | (Metanotréficas) | tratamento e
desvio padréo desvio padréo
11A - 2,95E+08
9,01E+07 + 3,33E+08 +
0-1 cm 20A 1,17E+06 -
37A 1,52E+06 1,54E+08 4,96E+08 1,48E+08
40A 2,67E+08 2,06E+08
11B 1,59E+06 1,59E+06
208 3,38E+06 1,34E+06 £ 3,76E+08 1,63E+08 £
1-2cm 378 1,76E+05 1,51E+06 1,11E+08 1,57E+08
408 2,13E+05 1,66E+08
11C - 4,01E+08
20C 2,86E+06 1,67E+06 £ 7,30E+08 3,97E+08 £
2-4cm 37C 2,07E+06 1,43E+06 2,24E+08 2,36E+08
20C 8,60E+04 2,34E+08
11D 6,82E+04 1,23E+08
20D 4,89E+06 1,99E+06 £ 8,82E+08 4,82E+08 +
4-6cm 37D 1,00E+06 2,55E+06 6,00E+07 4,52E+08
40D - 8,65E+08
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vertical do sedimento ao final das 72 horas de incubagéo do experimento.

Posicionamento das ninfas de C. truncatus ao final do experimento

Ndmero de NUmero de Namero de Ndmero de
individuos no individuos no individuos no individuos no
Amotras estrato de estrato de estrato de estrato de
0-1cm 1-2 cm 2-4 cm 4-6 cm

11 1 - - 7
20 - - 2 6
37 - - 2 6
40 1 1 - 6

vertical do sedimento ao final das 72 horas de incubacdo do experimento.

Percentual de ninfas de C. truncatus por estrato ao final do experimento

% de % de % de % de
individuos no individuos no individuos no individuos no
Amotras
estrato de estrato de estrato de estrato de
0-1cm 1-2cm 2-4 cm 4-6 cm
4 amostras 6,25 % 3,12% 12,50 % 78,12 %

(32 individuos)

Tabela 23: Posicionamento das ninfas de C. truncatus nos diferentes estratos do perfil

Tabela 24: Valor percentual de ninfas de C. truncatus nos diferentes estratos do perfil
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Figura 18: Vista geral do experimento. Microcosmos do tratamento com adi¢do de
ninfas de C. truncatus a esquerda e microcosmos do tratamento controle a direita.

Imagens correspondentes ao presente trabalho.
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Figura 19: (A) Microcosmos do tratamento controle apresentam agua translucida; (B)
Microcosmos do tratamento com C. truncatus apresentam agua bastante turva; (C)
Processo de separagdo dos estratos do sedimento; (D) Vista de cima da fatia superficial
(0-1 cm) repleta de buracos feitos por C. truncatus. Imagens correspondentes ao

presente trabalho.
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IV. DISCUSSAO
4.1 EXPERIMENTO 1

O efeito significativo da presenca de individuos de Campsurus violaceus com
relacdo a densidade bacteriana total e de bactérias metanotréficas (Tabelas 2 e 3) pode
estar relacionado ao modo de forrageio do sedimento desta espécie. Os organismos da
espéecie C. violaceus sdo detritivoros, suas ninfas constroem tubos em forma de “U”
e/ou “J” no sedimento onde eles estdo presentes. Por ndo suportarem baixas
concentracdes de oxigénio dissolvido, estes organismos promovem continuamente a
circulacdo de agua nos tubos a partir de ondulagdes do abdémen e das projecoes
branquiais (Wang et al., 2001). Deste modo, o organismo é capaz de alterar a densidade
e distribuicdo vertical da comunidade bacteriana no sedimento através de fatores como
(i) aumento na difusdo de oxigénio para os estratos inferiores promovendo o aumento da
zona oxidada do sedimento (Wang et al., 2001; Leal et al., 2005) (ii) remobilizacdo de
nutrientes e outros compostos estocados no sedimento (especialmente CH,4 e formas
nitrogenadas e fosfatadas) tornando-os disponiveis para o consumo bacteriano (Leal et
al., 2003; Figueiredo-Barros, 2004; Figueiredo-Barros et al., 2007); (iii) deslocamento
de bactérias através do fluxo de &gua intersticial e aderidas a particulas ressuspensas
(Figueiredo-Barros et al., 2007; Gongalves, 2013); (iv) ingestdo de bactérias aderidas a
detritos organicos (Nolte, 1987; Callisto & Esteves, 1996; Eller et al., 2005) e (v)
excrecdo inerente ao proprio metabolismo e fisiologia dos organismos fornecendo

substrato para colonizacdo bacteriana (Figueiredo-Barros et al., 2009).

O fato do primeiro estrato (0-1 cm) do tratamento com organismos ser 0 (nico
onde a densidade bacterina aumentou em relagcdo ao tratamento controle (Figura 6,
Tabelas 2 e 4) pode ser justificado pela distribui¢do dos individuos de C. violaceus ao
longo do perfil vertical do sedimento. Goncalves (2013), trabalhando com tratamentos
com macroinvertebrados com diferentes modos de forrageio do sedimento, incluindo
Campsurus sp., verificou em que fracdo do sedimento 0s organismos se encontravam
ao final do experimento. Como resultado, este autor observou que 0s organismos desta
espécie foram encontrados apenas a partir da segunda fracdo (2-4 cm), onde foram
encontrados 33% dos individuos, ocorrendo em maior quantidade na terceira fragdo (4-6
cm), onde 50% dos individuos foram encontrados, e também ocorrendo no dltimo

estrato (6-8 cm), que apresentou 17% dos individuos. Sendo assim, € possivel que o
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deslocamento de bactérias através do fluxo de agua intersticial e a ressuspensdo de
bactérias aderidas a particulas através da bioturba¢do promovida pelas ninfas tenha sido

um fator determinante para este aumento na densidade bacteriana no primeiro estrato.

Figueiredo-Barros et al. (2007), em um experimento que avaliou o efeito do
biorrevolvimento promovido por C. violaceus sobre a concentracao de sélidos totais em
suspensdo (STS), observaram um aumento significativo nos valores de STS para coluna
d’agua no tratamento com a presenca deste organismo, 0 que evidencia sua capacidade
de através do intenso fluxo de &gua criado a partir da movimentacdo das projecoes
branquiais causar a suspensdo de compostos dissolvidos e particulados depositados no
substrato para a coluna d’agua sobrejacente. Os resultados obtidos por estes autores
fornecem mais um elemento que ajuda a sustentar a ideia de que este aumento na
densidade bacteriana verificado no estrato superficial esteja relacionado ao aporte de
bactérias aderidas ao material particulado que é ressuspenso em decorréncia da

atividade bioturbadora destes organismos.

No entanto, a explicacdo pode ndo estar restrita apenas ao efeito mecéanico da
bioturbacao, pode ser que o aporte de nutrientes por meio do carreamento de fracGes
dissolvidas e particuladas dos estratos internos do sedimento para a superficie através
do processo de bombeamento e/ou bioirrigacdo tenha contribuido para este aumento na
densidade bacteriana no estrato mais superficial. Portanto, é possivel que a
remobilizacdo destes recursos antes estocados no sedimento tenha subsidiado um
crescimento bacteriano mais elevado na primeira fragdo do sedimento. Uma série de
trabalhos publicados descreve o efeito do biorrevolvimento promovido por ninfas do
género Campsurus sobre o fluxo de nutrientes na interface sedimento-agua, reforcando
0 papel exercido por este grupo de organismos na ciclagem de nutrientes e no

acoplamento de compartimentos em ambientes aquaticos.

Neste contexto, Leal et al. (2003) observaram que o biorrevolvimento
promovido por C. violaceus se mostrou muito eficiente na remobilizacdo de N-NH;" do
sedimento promovendo sua liberagdo para a coluna d’agua. Figueiredo-Barros (2004),
trabalhando com a espécie C. truncatus, também demonstrou que 0 processo de
bioturbagdo promovido por essas ninfas resulta em um aumento nos fluxos de N-NH,"
para a coluna d’agua, sendo que 0s resultados obtidos neste estudo em questdo (107,74

a 409 pmol m? h™) séo superiores aos observados para a espécie C. violaceous (78,3 a
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165,3 pmol m? h™) por Leal et al. (2003), algo que, segundo o autor, deve estar
relacionado com as diferentes caracteristicas do sedimento de ambos os trabalhos.
Figueiredo-Barros et al. (2007) demonstraram ainda que, além dos compostos
nitrogenados dissolvidos, C. violaceus também contribui para 0 aumento da
concentracdo de nitrogénio total para a coluna d’agua o que refor¢a ainda mais sua
importancia no funcionamento de ambientes aquaticos. Neste caso, a contribuicdo das
ninfas de Campsurus sp. para o0 aumento do fluxo de formas nitrogenadas para a coluna
d’agua deve estar relacionada principalmente a fatores como o estimulo a liberacao de
amonia acumulada na agua intersticial (em condicdes andxicas) atraves de sua atividade
de construcdo de tubos, o estimulo a processos de decomposi¢do por oxigenar estratos
profundos do sedimento e através de seus excretas (Figueiredo-Barros, 2004).

Além das formas nitrogenadas, Figueiredo-Barros (2004), em estudo com ninfas
de C. truncatus, verificou que o biorrevolvimento promovido por este organismo
aumenta também as taxas de liberacdo de fésforo dissolvido. De maneira semelhante,
Leal (2003), em estudo com ninfas de C. violaceus, também observou fluxos médios de
fésforo dissolvido superiores para 0s cores submetidos a bioturbacdo. Nestes casos, a
mistura causada pela bioturbacdo durante o processo de escavacdo dos tubos e pelo
fluxo de agua promovido pela movimentacdo do abdémen e das projecbes branquiais
das ninfas promove o transporte do fésforo organico proveniente da coluna d’agua
depositado no estrato superficial aerébico do sedimento para os estratos mais profundos
anaerobicos. Durante esse transporte, ocorre a decomposicdo bioldgica do fosforo
organico regenerando o fosforo reativo dissolvido nos estratos aerébico e anaerébico do
sedimento. Este fosforo dissolvido regenerado passa entdo a estar sujeito a difusao,

enterramento e adsor¢do em particulas de sedimento (Wang et al., 2003).

O fluxo das formas de carbono organico, tanto da fracdo dissolvida (COD),
como da particulada (COP), também parece estar sujeito ao efeito do biorrevolvimento
promovido pelas ninfas de Campsurus. No entanto, diferentemente do que ocorre com
as formas nitrogenadas e fosfatadas, ndo ha um consenso tdo grande na literatura.
Figueiredo-Barros (2004) e Leal et al. (2003) ndo observaram diferencas significativas
entre os controles e o tratamento com a presenca de Campsurus sp. com relacdo aos
fluxos de COD. Porém, resultados obtidos por Leal (2003) revelaram um aumento das

concentragfes médias tanto de COD, como um aumento das taxas de remobilizagdo de
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COP nos cores submetidos a bioturbacdo por ninfas de C. violaceus, no entanto, apenas

0 aumento no fluxo da fragéo dissolvida foi estatisticamente significativo.

Sendo assim, é bastante plausivel supor que um processo semelhante de
liberacdo de algum nutriente dissolvido para o estrato mais superficial possa ter ocorrido
no presente estudo, culminando, neste caso, com um aumento da produtividade
bacteriana nesta area, acarretando nos maiores valores de densidade bacteriana

registrados para este estrato no tratamento com adicao de ninfas de C. violaceus.

A ingestdo de bactérias aderidas a detritos organicos nos locais de maior
forrageamento do organismo pode ser outro fator a complementar a explicagdo, uma vez
que esta também pode estar relacionada com a diminuigdo observada nos valores de
densidade bacteriana nos estratos mais profundos (Figura 6, Tabelas 2 e 4). Diversos
estudos tém demonstrado que a produtividade de invertebrados bentdnicos pode ser
largamente subsidiada pelo forrageamento sobre bactérias, e mais especificamente sobre
bactérias metanotréficas, no sedimento (McCafferty, 1975; Kiyashko et al. 2001;
Kiyashko et al., 2004; Eller et al., 2005; Grey & Deines, 2005; Jones & Grey, 2011,
Nteziryayo, 2013; Mbaka et al., 2014). Nolte (1987) descreve o habito alimentar de C.
violaceus como sendo detritivoro, se alimentando de bactérias e matéria orgénica
aderida aos grdos de sedimento. Esta caracteristica alimentar foi confirmada por Callisto
& Esteves (1996), ao observarem que o trato digestivo destes organismos estava repleto
de argila, assim como os palpos ou apéndices bucais também apresentavam coloragédo
avermelhada tipica do contato com material argiloso. Portanto, ha elementos suficientes
para sustentar a tese de que a ingestdo de bactérias aderidas a detritos seja um fator
capaz de influenciar na densidade bacteriana, em especial da porcdo formada pelas
bactérias metanotroficas, e que o habito de forrageio destes invertebrados aquaticos

bentbnicos influencie na distribuicdo bacteriana no perfil vertical do sedimento.

No que diz respeito & densidade de metanotrdficas, verificou-se um aumento dos
valores médios em todos os estratos do tratamento com organismos em relacdo ao
controle, ainda que apenas o primeiro estrato (0-1 cm) tenha se diferenciado
significativamente dos demais na comparacao entre tratamentos (Figura 7, Tabela 5). A
explicacdo mais provavel é que o processo de bioirrigagcdo promovido por C. violaceus
tenha translocado agua intersticial dos estratos mais profundos do sedimento (ricas em

CH,) para os estratos superficiais, assim como deve ter promovido um aumento da
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difusdo de oxigénio para estratos mais profundos do sedimento, intensificando assim a
metanotrofia ao longo de todo o perfil do sedimento, 0 que consequentemente

promoveu este aumento da densidade de metanotréficas.

Leal et al. (2005), em experimento avaliando o efeito do biorrevolvimento
promovido por C. violaceus na difusdo do oxigénio ao longo do perfil vertical do
sedimento incubado do Lago Batata, observaram que a concentracdo de oxigénio no
estrato superficial (0-0,4 mm) foi de aproximadamente 0,25 mmol I e o oxigénio se fez
presente nos primeiros 3,5 mm. No entanto, as ninfas de C. violaceus podem construir
longos tubos (>10 cm de comprimento), onde a concentracdo de oxigénio varia de 0,2
mmol It a 0,3 mmol I}, valores similares & concentracio de oxigénio que foi medida no
estrato superficial do sedimento. Leal et al. (2003), em estudo com a mesma espécie de
macroinvertebrado, verificou que a presenca destes organismos proporcionou a
oxigenacdo do sedimento até cerca de 4 cm de profundidade através das construcoes das
galerias, resultado este que diferiu bastante do encontrado para os tratamentos controles,
onde o oxigénio alcangou somente os trés primeiros milimetros da superficie do
sedimento. Estes resultados indicaram a grande capacidade das ninfas de C. violaceus
em influenciar os perfis de oxigénio dissolvido no sedimento, uma vez que estas ninfas
criam um fluxo continuo de agua em seus tubos, fornecendo oxigénio para os estratos
de sedimento adjacentes. Portanto, a agua rica em oxigénio dos estratos superficiais €
bombeada pela macrofauna para os estratos mais profundos do sedimento através do
biorrevolvimento, influenciando assim na dindmica dos processos metabdlicos, uma vez
que altera os sitios de oxirredugcdo (Altmann et al., 2004) e estimula a colonizagédo

destas galerias por bactérias aerobicas (Wang et al., 2001).

Leal et al. (2007), em experimento avaliando o efeito do biorrevolvimento
promovido por C. violaceus sobre o fluxo de gases (CO, e CHy) na interface sedimento-
agua, observaram um decréscimo significativo nas concentracdes de CH, no sedimento
no tratamento com C. violaceus, além de um aumento significativo nos fluxos de CH, e
CO, do sedimento para coluna d’agua no mesmo tratamento. Para 0s autores, a zona
bioirrigada produzida pelas ninfas de C. violaceus estimulou a atividade microbiologica,
0 que é comprovado pelos elevados fluxos de CO, do sedimento para coluna d’agua,
indicando que em decorréncia do modo de forrageio do organismo houve um estimulo a
colonizagdo de seus tubos por bactérias aerdbicas e com isso metanotrofia foi

intensificada ao longo do perfil vertical do sedimento. Gongalves (2013), trabalhando
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com o efeito do biorrevolvimento de uma espécie de Campsurus sobre o fluxo de CHy,
encontrou resultados bastante similares, com a reducdo das concentra¢fes de CH, no
sedimento decorrente de sua liberag@o para coluna d’agua e aumento da metanotrofia no
perfil vertical do sedimento. O referido autor ainda salienta que apesar de ter sido
observado estimulo a emissdo de CH, é importante ressaltar que os valores sdo
proximos a zero, indicando que uma considerdvel fracdo do CH, foi consumido ao

longo do fluxo entre as interfaces sedimento-agua.

Figueiredo-Barros et al. (2009), em estudo avaliando o efeito do
biorrevolvimento de Heteromastus similis (Polychaeta: Capitellidae) sobre o fluxo de
CHy,, encontraram 0 mesmo padrdo de reducédo das concentracfes de CH,4 no sedimento,
excecdo feita apenas o estrato mais superficial do sedimento (0-2 cm), onde as
concentragOes aumentaram em relacdo ao tratamento controle. Segundo os autores, este
aumento deve estar relacionado a um possivel estimulo a metanogénese devido ao
habito desta espécie em promover a deposicdo de pelotas fecais na superficie,
fornecendo assim substrato para colonizacdo bacteriana e possivelmente criando uma
condicdo anoxica neste estrato em decorréncia do répido consumo do oxigénio na

interface sedimento agua durante o processo de decomposicdo deste material.

O presente estudo, por sua vez, apresenta resultados que estdo em consonancia
com o que foi o observado pelos demais autores referenciados anteriormente, tendo em
vista que estes autores fizeram estudos com macroinvertebrados de habito escavador e
observaram que estes organismos ao colonizarem o sedimento, contribuem para o
aumento dos fluxos de CH4 do sedimento para a coluna d’agua, bem como estimulam o
processo de oxidacdo do CHy, o que se reflete na redugdo das concentracGes de CH,4 ao
longo do perfil vertical do sedimento. Sendo assim, este aumento observado na
densidade de metanotréficas deve estar ligado a um possivel aporte de CH, antes
estocado no sedimento, tornando este recurso disponivel para ser utilizado como
substrato por estas bactérias permitindo assim o crescimento das mesmas. Mesmo sem
mensurar o fluxo destes gases no presente trabalho, parece bastante aceitavel inferir que,
se este fosse o caso, os resultados seriam bastante similares, o que explicaria 0 aumento

observado na densidade de bactérias metanotroficas no tratamento com C. violaceus.

Em relacdo a distribuicdo do percentual de bactérias metanotroficas por estrato
(Figura 8, Tabelas 6 e 7), o tratamento controle exibiu um padréo esperado, uma vez
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que o percentual mais elevado destas bactérias ocorreu justamente nos estratos mais
superficiais (0-1 e 1-2 cm), onde hd uma maior disponibilidade de oxigénio, enquanto
que a menor proporcdo de metanotroficas se deu nos estratos mais profundos (2-4 e 4-6
cm), onde 0 oxigénio ndo esta presente ou encontra-se em concentragdes muito baixas.
Ja no tratamento com a presenca de C. violaceus, a maior porcentagem de
metanotrdficas foi encontrada no estrato mais profundo do sedimento (4-6 cm), no qual
0 percentual de metanotréficas superou significativamente qualquer outro estrato do
tratamento controle, além de superar também o estrato de 2-4 cm do proprio tratamento
com adicdo de ninfas. A explicacdo para este resultado deve estar relacionada a fatores
atrelados ao biorrevolvimento promovido pelo organismo, todos j& abordados
anteriormente, como o fato deste estrato ser seu local de maior forrageamento do
organismo (Goncalves, 2013), pelo aumento na difusdo de oxigénio para os estratos
mais profundos (Leal et al., 2005) e pela liberacdo de CH,4 estocado no sedimento
tornando-o disponivel como substrato para estas bactérias (Leal et al., 2007; Figueiredo-
Barros et al., 2009; Goncalves, 2013), estimulando assim a colonizacdo bacteriana e

fomentando o seu crescimento.

4.2 EXPERIMENTO 2

A Unica diferenca significativa na comparacéo entre os diferentes tratamentos na
agua se deu na comparacdo entre a abundancia do gene pmoA de metanotréficas
registrada para o tratamento controle inicial e os demais tratamentos (Figura 14, Tabelas
12 e 13). Os valores mais elevados com relacdo a densidade de metanotréficas na agua
apresentados pelo tratamento controle inicial devem estar relacionados ao tempo de
exposicao as condicdes experimentais, uma vez que as aliquotas deste tratamento foram
retiradas trés dias antes das aliquotas dos demais tratamentos. Neste sentido, a variacao
nos niveis de concentracdo de oxigénio do inicio do experimento até 0 momento da
retirada das aliquotas ap6s as 72 horas de incubacdo pode ter sido um fator importante,
tendo em vista que o metabolismo destas bactérias esta diretamente relacionado com a

presenca do oxigénio.

Ainda que os microcosmos tenham sido deixados sob constante oxigenacao,
tendo em vista que contavam com a inser¢do de agulhas conectadas a mangueiras

conduzindo oxigénio diretamente das bombas de oxigenacdo, garantindo assim esse
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aporte continuo, foi verificado através de analise estatistica que houve diferenca
significativa em relacdo a concentracdo de oxigénio no momento da retirada das
aliquotas (Figura 15, Tabelas 14 e 15). Nao coincidentemente, o tratamento controle
inicial foi justamente quem apresentou os valores mais elevados desta variavel,
diferindo-se significativamente dos demais tratamentos. Sendo assim, a variacdo nos
niveis de oxigénio, o qual apresentou reducdo significativa ao longo das 72 horas a mais
de experimento em que estiveram submetidos os tratamentos controle final e tratamento

com adicdo de C. truncatus, parece ter influenciado na densidade de metanotroficas.

Para entender melhor essa diminuicdo nos niveis de oxigénio dos tratamentos
controle final e tratamento com adicdo de C. truncatus € preciso levar em consideracdo
0 tipo de sedimento da Lagoa do Vale Encantado, utilizado na montagem dos
microcosmos, o qual era bastante lodoso e visivelmente rico em matéria orgénica. Isso
ajuda a explicar o porqué desta deplecéo verificada nos niveis de oxigénio, uma vez que
esta composicdo com alto teor de matéria organica poderia ter fornecido um 6timo
substrato de colonizagdo para a microbiota, aumentando assim as taxas de respiragao.
Soma-se a isso o fato de que a tendéncia era de que as taxas de consumo de oxigénio via
respiracdo aumentassem gradativamente nos tratamentos controle final e tratamento
com adicdo de C. truncatus, tendo em vista que 0 maior tempo de exposi¢do ao qual
foram submetidos estes tratamentos deve ter possibilitado um maior crescimento dos
microrganismos. Além disso, no tratamento com adicdo de C. truncatus deve ser
contabilizada ainda a respiracdo destes organismos, assim COmMo a sua excrecao, que,

por sua vez, fornecia substrato adicional para colonizacdo da microflora.

No entanto, talvez o peso da influéncia da variacdo nos niveis de oxigénio nao
tenha sido tdo determinante assim, uma vez que mesmo com a reducdo em questdo, a
agua dos microcosmos de todos os tratamentos continuou supersaturada em oxigénio
dissolvido. E necessario considerar que a dindmica de populacbes bacterianas é algo
extremamente sensivel e complexo, de modo que é muito provavel que outros fatores
ndo avaliados neste trabalho tenham atuado em conjunto e somente se tivéssemos
acesso a tais parametros seria possivel explicar este resultado em sua totalidade. Porém,
é possivel fazer inferéncias com base na literatura a respeito do que pode ter acontecido
no tratamento com adic¢do de C. truncatus, tendo em vista que, conforme apresentado

em detalhes no item anterior (4.1), existe uma série de trabalhos que indicam que o
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biorrevolvimento promovido por este organismo gera um incremento nos fluxos de

nutrientes (formas dissolvidas e particuladas de C, N e P) para a coluna d’agua.

Portanto, existem evidéncias suficientes para sugerir que o transporte por
carreamento de fragOes dissolvidas e particuladas de nutrientes (C, N e P) dos estratos
internos do sedimento para a coluna d’agua através do processo de bombeamento ¢/ou
ventilacdo mecéanica promovida pelas ninfas de C. truncatus ao forragear o sedimento
pode ter favorecido outros grupos de bactérias, gerando uma competi¢cdo que pode ter
resultado nesta diminuicdo ainda mais pronunciada na densidade de metanotroficas

observada para o tratamento com adicao de C. truncatus.

Com relagéo aos resultados do sedimento, ndo foi observada nenhuma diferenga
estatisticamente significativa na comparacéo entre os diferentes tratamentos (Figuras 16
e 17, Tabelas 18 e 19), seja na comparacdo entre mesmos estratos ou entre estratos
distintos, diferentemente do que ocorreu no Experimento 1, onde houve uma
diferenciagdo significativa entre os tratamentos, especialmente com relagdo as
metanotroficas, que apresentaram densidades mais elevadas em todas os estratos do
tratamento com adicdo de Campsurus sp. em relacdo ao tratamento controle. As
possiveis causas para as diferencas observadas entre os resultados dos dois
experimentos serdo abordadas em detalhes no proximo item (4.3).

A configuracdo da disposicdo das ninfas de C. truncatus ao longo do perfil
vertical do sedimento ao final das 72 horas de incubacdo (Tabelas 23 e 24) se mostrou
muito similar aquela encontrada por Gongalves (2013), confirmando o habito escavador
destas ninfas e sua tendéncia em se posicionar e forragear preferencialmente os estratos
mais profundos do sedimento, ocupando a curva do tubo em “U”. A principal diferenga
destes resultados para aqueles obtidos por Gongalves (2013) reside no fato de que no
trabalho deste autor ndo foram encontradas ninfas ocupando o estrato mais superficial
(0-2 cm, no caso do referido trabalho), enquanto que no presente estudo foram
encontrados dois organismos. Contudo, a explicacdo para este registro de dois
organismos presentes no estrato mais superficial reside no fato de que, na verdade,
tratava-se de dois individuos que haviam se transformado em adultos ao longo do
periodo de incubagdo, de modo que estes dois individuos ndo encontravam-se mais
presentes nos respectivos microcosmos no momento da particéo e retirada das aliquotas

de sedimento, apenas tendo deixado como vestigios as suas exuvias na superficie.
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Ainda com relacdo aos resultados de abundancia do gene pmoA no sedimento,
chama atencdo também os valores registrados para o tratamento controle final no estrato
mais superficial (0-1 cm) (Figura 17). No entanto, é preciso levar em consideracéo que
a confiabilidade deste resultado ficou prejudicada ja que apenas uma das trés amostras
deste tratamento para este estrato foi amplificada corretamente nos ensaios de qPCR. E
de se destacar ainda que este tratamento foi o Gnico que apresentou valores nesta ordem
de grandeza (10%), o que poderia caracterizar este valor como um outlier. Porém, mesmo
com o problema da perda de informacéo, do ponto de vista ecoldgico, este resultado ndo
é tdo aberrante assim, uma vez que a tendéncia natural € que as bactérias metanotroficas
estejam presentes e de forma mais ativa nas zonas onde ha presenca tanto de metano
como de oxigénio, o que normalmente ocorre na interface entre ambientes Oxicos e
anoxicos (Cicerone & Oremland, 1988), motivo pelo qual optou-se pela manutencédo

deste resultado para as analises realizadas.

O fato de terem sido registrados valores maiores para abundancia de copias do
gene pmoA em comparacdo aos valores de abundéncia de cdpias do gene rrs causou
muita estranheza, uma vez que o conjunto de iniciadores utilizado para quantificar a
comunidade bacteriana era do tipo universal para Bacteria, enquanto que o par utilizado
para as metanotroficas era especifico para o grupo, o que por si sO torna este resultado
inconcebivel. No entanto, em biologia molecular é de certo modo recorrente deparar-se
com problemas envolvendo conjuntos de iniciadores, seja porque eles apresentem
algum grau de ineficiéncia em seu raio de detec¢cdo ou entdo por conta de algum nivel

de degeneracdo, o0 que pode acabar ocasionando leituras inespecificas.

Um dos problemas mais recorrentemente reportados na literatura diz respeito as
leituras inespecificas envolvendo bactérias e arqueias nitrificantes em ensaios com o
gene pmoA como marcador filogenético para metanotréficas. Tais problemas ocorrem
porque 0s genes pmoA, que codifica a subunidade catalitica da forma particulada da
enzima metano monooxigenase (PMMO), e amoA, que codifica a subunidade catalitica
da enzima amo6nia monooxigenase (AMO), compartilham de uma alta similaridade em
suas sequéncias. A propria enzima pMMO de metanotroficas possui muitas
semelhangas com a enzima AMO, encontrada em bactérias e arqueias nitrificantes.
Apesar das grandes diferengas fisiologicas entre bactérias metanotréficas e nitrificantes,
as enzimas-chave destes grupos podem ser consideradas andlogas, uma vez que

possuem um papel crucial para o metabolismo celular de ambos os grupos de bactéria.
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Holmes et al. (1995), em estudo com bactérias metanotréficas e nitrificantes,
observaram que a forte conservacdo das estruturas primarias e secundarias dos genes
pmoA e amoA de uma colecdo diversificada de organismos sugeria que estes genes
compartilham de uma ancestralidade comum. Além disso, os autores apontam ainda
para outra evidéncia ainda mais convincente, que sao as correlacfes de agrupamentos de
identidade de sequéncias de pmoA e amoA com as afiliagdes filogenéticas destes
organismos. Sendo assim, esses genes podem ser considerados homologos

evolutivamente, apesar dos seus papéis distintos em metanotréficas e nitrificantes.

Com relagdo as arqueias amonia-oxidantes, apesar do fato destes organismos
pertencerem a um Dominio diferente, descobriu-se que eles também possuem genes
relacionados aqueles que codificam a enzima aménia monooxigenase, e, dessa forma, é
provavel que a fisiologia da oxidacdo de amonia apresentada por bactérias e arqueias
seja similar, uma vez que exploram enzimas homdlogas para catalisar este processo
(Pester et al., 2012). Contudo, uma grande diferenca reside no fato de que ao contrario
das bactérias amonia-oxidantes, as arqueias que oxidam aménia podem fazer isso em
niveis de mistura extremamente baixos, como 0s encontrados nos oceanos abertos.
Nesse contexto, é possivel que as arqueias nitrificantes que habitam solos em vez de
oceanos podem ser os principais oxidantes de aménia em ambientes terrestres
(Madigan, 2016). De fato, diversos estudos tem demonstrado que as arqueias
nitrificantes dominam a oxidacdo de aménia no solo quando ha baixa disponibilidade de
nitrogénio (< 15 pg N-NH;" por g peso seco de solo), enquanto que as bactérias
nitrificantes tornam-se mais competitivas quando ha maiores quantidades de nitrogénio
(Erguder et al., 2009; Jia & Conrad, 2009; Di et al., 2010; Gubry-Rangin et al., 2010;
Zhang et al., 2010; Pratscher et al., 2011; Verhamme et al., 2011; Xia et al., 2011).

Hé& ainda outro fator a ser levado em consideragdo, que é o fato de que muitas
metanotréficas possuem multiplas cépias do pmo operon (conjunto de genes que
codificam pMMO) que inicialmente pensava-se se tratar de cdpias do gene pmoA
praticamente idénticas entre si, 0 que ndo afetaria os estudos de diversidade baseados na
deteccdo deste gene como marcador filogenético para metanotréficas (Auman et al.,
2000; Gilbert et al., 2000). No entanto, estudos posteriores identificaram cepas de
metanotroficas que comprovadamente possuiam ao menos dois genes pmoA distintos, o
gene convencional e uma segunda copia, referida como pmoA2. Esta segunda cépia

aparentemente permite que seus portadores possam crescer e oxidar metano em
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ambientes com menores niveis de mistura de metano em relacdo ao que a enzima

metano monooxigenase convencional permite.

Portanto, deve ser levado em consideragdo que cOpias paralogas do gene pmoA e
copias de genes que codificam mono-oxigenases relacionadas evolutivamente presentes
em organismos que ndo sdo metanotroficas sdo por vezes detectados em estudos
independentes de cultivo, dependendo do conjunto de iniciadores utilizado para
amplificar o gene alvo. Tais detecgOes podem assim contribuir para a diversidade de
tipos de sequéncias detectadas em um estudo ambiental, mas ndo representam e nem
devem ser contabilizados como metanotroficas distintas (Knief, 2015). No caso do
presente estudo, como este ndo € um estudo de diversidade, ressalta-se o fato de que
estes resultados devem ser interpretados apenas a luz da ecologia, de modo que os dados
obtidos nesta pesquisa se configuram Unica e exclusivamente como parametros para
avaliar o efeito do modo de forrageio do organismo alvo de estudo (C. truncatus) sobre

a dinamica da comunidade bacteriana na interface sedimento-agua.

Contudo, a despeito da suspeita com relacdo aos dados de abundancia de copias
do gene pmoA, foram tomadas medidas de precaucdo para evitar esse tipo de problema,
tendo em vista que de antem&o ja se tinha a informacdo de que o par A189f e A682r
(Holmes et al., 1995) resultava na producdo de produtos inespecificos de PCR, uma vez
que esta combinacdo amplificava também o gene amoA precursor da enzima amdnia
monooxigenase presente em bactérias e arqueias amonia-oxidantes. Por este motivo,
optou-se por realizar os ensaios de gPCR utilizando o par de iniciadores A189f e
mb661r (Costello & Lidstrom, 1999). Bourne et al. (2001), em estudo promovendo a
comparagdo entre os conjuntos de iniciadores para o gene pmoA, verificaram que esta
segunda combinacdo foi a que demonstrou a melhor amplitude de deteccdo da
diversidade do gene pmoA dentre todos os conjuntos testados, que incluiam também o
par A189/A682, dentre outros. Além deste resultado, o fato deste par ndo amplificar o
gene amoA, evitando assim a producéo de produtos de PCR inespecificos adicionais, fez
com que os referidos autores considerassem este conjunto de iniciadores como 0 mais
indicado para investigar a diversidade de metanotroficas em estudos ambientais, uma
vez que reflete de maneira mais realistica a diversidade de metanotroficas do tipo | e 11
dentre todos os conjuntos de iniciadores disponiveis para 0 gene pmoA. Além disso,

outro fator que argumenta a favor dos ensaios de gPCR utilizando o gene pmoA como
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marcador para metanotroficas € o fato de que o Experimento 1 apresentou valores em

ordem de grandeza similar (~10%) em relagéo & densidade de metanotréficas.

Portanto, devido as evidéncias apresentadas, a suspeita maior recai sobre um
possivel problema de ineficiéncia na leitura efetuada nos ensaios utilizando o conjunto
de iniciadores 357F e 529R (Muyzer et al., 1993). Na literatura, no entanto, ndo foram
encontrados trabalhos que tenham reportado qualquer tipo de mau funcionamento deste
par de iniciadores. Apenas Soriano et al., 2015, em trabalho utilizando o mesmo primer
set, verificou que as contagens bacterianas via gPCR foram inferiores aquelas obtidas
pelo método de contagem de células viaveis. Porém, ainda que essa informacao possa
ser encarada como um indicio de ineficiéncia do par de iniciadores, é possivel também
que as razbes por trds das diferencas nos valores sejam de origem puramente
metodologicas. Além do mais, como os autores ndo discutiram essa questdo seria
precipitado tomar qualquer tipo de conclusdo. No entanto, seja como for, 0s ensaios de
gPCR realizados no presente trabalho utilizando o gene rrs como marcador para
bactérias em geral servem como um pardmetro, ainda que apenas parcialmente
realistico, para se avaliar o efeito do biorrevolvimento promovidos pelas ninfas de C.
truncatus sobre a comunidade bacteriana e por este motivo foram mantidos e analisados
em contraposi¢do aos resultados obtidos nos ensaios com o conjunto de iniciadores

utilizado para deteccdo e quantificacdo de bactérias metanotroficas.

4.3 DISCUSSAO GERAL

Esta secdo ird dar maior énfase nas diferencas nos resultados, procurando
abordar os principais motivos pelos quais obtiveram-se resultados distintos em ambas as
abordagens experimentais, sejam eles de origem estritamente metodolégica ou
ecoldgica. Além das diferencas entre os resultados dos experimentos realizados no
presente estudo, esta secdo ira abordar também as diferencas verificadas com relacao

aos resultados observados por outros autores.

De imediato, torna-se prudente salientar aqui que ndo existem evidéncias para
suspeitar que as diferencas nos resultados obtidos para ambos os experimentos da
presente pesquisa estejam relacionadas ao fato de terem sido utilizadas duas espécies

distintas do mesmo género (C. violaceus e C. truncatus). Pelo contrario, a literatura
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aponta para uma serie de semelhancas entre os habitos ecologicos de ambas as espécies,
basta para isso analisar a similaridade de resultados obtidos em trabalhos de escopo
parecido utilizando uma ou outra espécie. Zilli (2012), em estudo com a espécie C.
violaceus em lagos da planicie de inundacdo do Rio Parana (Argentina), salienta que 0s
seus resultados obtidos para producdo secundaria, tempo de geracdo, taxa de producéo
de biomassa, além de outros tracos de ciclo de vida, foram muito similares aqueles
obtidos para outras espécies do mesmo género na regido neotropical (Irmler, 1975;
Pereira & Da Silva, 1991; Melo et al., 1993; Takeda & Gryzbkowska 1997; Leal &
Esteves, 2000). Feito este esclarecimento, o proximo passo sera discutir os fatores que
poderiam ter ocasionado as diferencas observadas entre os experimentos realizados

nesta pesquisa.

No Experimento 1 foram observados valores superiores de densidade de
metanotroficas em todos os estratos do tratamento com adicao das ninfas de Campsurus
sp. em relacdo ao tratamento controle (Figura 7), algo que ndo se repetiu no
Experimento 2 (Figura 17), onde apenas o Ultimo estrato apresentou, ainda que
discretamente, valores médios de abundancia de copias do gene pmoA superiores em
relacdo aos demais tratamentos, e, ainda assim, tais diferencas ndo foram significativas
do ponto de vista estatistico (Figura 17, Tabela 19). Uma das possiveis explicacfes para
a ndo repeticdo do padrdo apresentado pelo Experimento 1 reside na diferenca nas
densidades de ninfas de Campsurus sp. por core empregada em ambos 0s experimentos,
tendo em vista que no primeiro experimento a incubacdo foi realizada utilizando-se 5
individuos por microcosmo, enquanto que para o segundo experimento foram utilizados
8 individuos. O maior adensamento de individuos pode ter acarretado em efeitos que
ajudam a explicar as diferencas encontradas na comparacdo entre os resultados de
ambos 0s experimentos. Um destes efeitos, e possivelmente o mais determinante, diz
respeito a um provavel aumento nas taxas de ingestdo de metanotréficas por esses
organismos. Tendo em vista que as ninfas desta espécie apresentam habitos de
detritivoria (Nolte, 1987; Callisto & Esteves, 1996; Leal & Esteves, 2000), é bastante
plausivel sustentar a proposicdo de que ao forragear o sedimento, as ninfas de

Campsurus sp. estariam se alimentando também de bactérias aderidas a esses detritos.

A alimentacdo de macroinvertebrados bentdnicos sobre bactérias metano-
oxidantes ¢ um fato bem consolidado na literatura, tendo em vista que diversos

trabalhos relatam este habito de forrageamento da fauna bentbnica sobre este grupo de
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bactérias, especialmente com relagdo as larvas de Chironominae, que apresentam o
mesmo comportamento alimentar das ninfas de Campsurus, alimentando-se de detritos.
Estas larvas sdo conhecidas pelo seu intenso forrageamento sobre bactérias
metanotroficas, que pode ocorrer até mesmo de forma preferencial, fazendo com que o
carbono biogénico deste grupo de bactérias tenha muita relevancia na dieta destes
organismos e na contribuicdo para a biomassa dos mesmos (representando até cerca de
60 % do carbono assimilado como biomassa) (McCafferty, 1975; Kiyashko et al., 2001;
Kiyashko et al., 2004; Eller et al., 2005; Grey & Deines, 2005; Deines et al., 2007;
Molineri & Emmerich, 2010; Jones & Grey, 2011; Mbaka et al., 2014).

Nteziryayo (2013), em estudo analisando via is6topos estaveis a teia alimentar
de um lago da planicie de inundacdo do Pantanal sul-mato-grossense, sugeriu que as
bactérias metano-oxidantes representam uma fonte de carbono para os insetos aquéaticos
bentbnicos, incluindo tanto as larvas de Chironominae como as ninfas de Campsurus,
que inclusive foram agrupadas no mesmo clado trofico pelo referido autor com base em
suas assinaturas de 8"3C e 8°N. O autor acredita que a ingestdo de bactérias
metanotrdficas por esse grupo de organismos forneca uma explicacdo plausivel para 0s
valores de 8*°C estimados para esses insetos, uma vez que organismos que consomem
bactérias metano-oxidantes geralmente apresentam baixos valores de §*3C (tipicamente
na ordem de -40 %o segundo Mbaka et al., 2014), sendo que as ninfas de Campsurus
apresentaram taxas de 5°C de -39.7%o no estudo em questio. Sendo assim, existem
elementos suficientes para sustentar a ideia de que a ingestdo de bactérias
metanotroficas tenha sido um fator determinante para os menores valores de densidade
bacteriana encontrados no segundo experimento, efeito esse que acabou sendo
potencializado pelo maior adensamento de organismos noOsS mMICrocosmos em

comparagdo com o primeiro experimento.

Porém, ha ainda outro fator, também relacionado indiretamente a questdo do
maior adensamento dos organismos, que pode ter contribuido para esta ndo verificacdo
de aumento nas densidades de metanotréficas ao longo de todo o perfil vertical do
sedimento, que é a questdo da inibicdo da metanotrofia mediante a determinadas
concentracdes de ion amonio, nitrito e elevadas concentraces (> 10 mM) de nitrato”
(Dunfield & Knowles, 1995). E possivel que a alta densidade de organismos dentro dos
microcosmos tenha produzido um ambiente com altas concentragdes destes compostos,

seja devido a um estimulo a remineralizardo da matéria organica em decorréncia da
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atividade de biorrevolvimento promovido pelas ninfas, ou pela propria excrecédo
intrinseca ao metabolismo desses organismos. Aliado a esses fatores, contribui também
para esta hipotese de um ambiente supersaturado em formas nitrogenadas a questdo da
natureza extremamente organica do sedimento da lagoa onde foi realizada a coleta.
Portanto, ha razdes suficientes para sustentar a hipotese que teria havido uma inibicao
da oxidagdo de metano em decorréncia da alta disponibilidade destes inibidores, 0 que
teria influenciado diretamente sobre as taxas de crescimento deste grupo de bactérias,

acarretando nesta ndo verificacdo de aumento nas densidades de metanotroéficas.

Outro resultado que destoou bastante, mas desta vez com relacdo ao que ja havia
sido descrito na literatura, foram os resultados referentes as densidades bacterianas na
agua (Figura 13, Tabela 11), uma vez que ja havia sido reportado que o processo de
biorrevolvimento promovido por ninfas do género Campsurus influenciava diretamente
sobre a produtividade bacteriana. Leal (2003), trabalhando com a espécie C. violaceus,
verificou um aumento significativo da producdo bacteriana nos cores submetidos a
bioturbacdo em relagdo a producéo inicial e aos cores do tratamento controle. Neste
estudo em questdo, a producdo bacteriana foi avaliada no inicio (antes do periodo de
incubacdo), e apds 6, 12 e 24 horas de incubacdo. Verificou-se um aumento das taxas de
producdo bacteriana ao longo do periodo de incubacdo até o periodo de 12 horas, sendo
registrada uma ligeira queda ap6s 24 horas de incubacdo, ainda que essas mudancas ao
longo do tempo nédo tenham sido estatisticamente significativas. De modo semelhante,
Leal et al. (2007), em estudo com a mesma espécie do trabalho anterior, verificaram que
apos duas e trés horas de incubac¢do houve um aumento significativo na producéo
bacteriana registrada para 0s cores com a presenca das ninfas de C. violaceus, enquanto
que o tratamento controle ndo registrou mudancas significativas ao longo do tempo.
Ambos os trabalhos citados avaliaram a producdo bacteriana pela incorporacdo de *H-
leucina, segundo a metodologia proposta por Smith & Azam (1992). Com base nisto,
era esperado que se registrasse para o presente estudo maiores densidades bacterianas
para o tratamento com adi¢do de C. truncatus em relacdo aos tratamentos controles,

algo que, no entanto, ndo foi verificado.

Este aumento nas taxas de producdo bacteriana verificados pelos referidos
autores deve estar correlacionado ao incremento nas taxas de remobilizacdo de
nutrientes (fracGes dissolvidas e particuladas de C, N e P) promovida pela atividade de

bioturbacdo, tornando estes elementos disponiveis para a comunidade microbiana na
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agua sobrejacente. Prova disso € que Leal (2003) demonstrou que 0 aumento
significativo dos fluxos de NH;" e de COD nos cores sujeitos a bioturbagio apresentava
elevadas correlagbes com a producdo bacteriana, revelando a influéncia direta na

disponibilidade destes elementos (C e N) sobre o crescimento bacteriano.

Sendo assim, é notorio que a auséncia de diferenciacdo significativa entre os
diferentes tratamentos do presente estudo com relacéo as abundancias de copias do gene
rrs na coluna d’agua (Figura 13, Tabela 11) contrasta com os resultados obtidos por
outros trabalhos, os quais verificaram um aumento da producdo bacteriana associado a
atividade bioturbadora promovida por ninfas do género Campsurus. No entanto, é
preciso atentar para a questdo da diferenca nos tempos de incubacdo empregados nos
diferentes trabalhos, tendo em vista que o segundo experimento do presente estudo
promoveu um periodo incubatdrio de 72 horas, enquanto que o trabalho de Leal (2003)
fez medidas na escala de 24 horas e Leal et al. (2007) determinaram as taxas de
producdo bacteriana em uma escala de apenas trés horas. Interessante observar o
decréscimo relatado por Leal (2003) nas taxas de producdo bacteriana entre as marcas
de 12 horas e 24 horas, isto fornece um indicio de que talvez o tempo de incubacédo
tenha sido um fator determinante para a auséncia de diferencas significativas entre os
tratamentos com relacdo & densidade bacteriana verificadas neste trabalho. E possivel
que ap6s um periodo inicial onde supostamente teria havido um grande estimulo a
produtividade bacteriana decorrente da atividade de bioturbagdo promovida pelas
ninfas, atingiu-se um momento de estabilizacdo deste crescimento, seguido entdo por
um periodo de reducdo (entre 12 e 24 horas), que devido ao longo tempo de incubacéo
empregado (72 horas) teria sido o suficiente para explicar a auséncia de diferencas

significativas entre os tratamentos.

Porém, é importante ressaltar também que, no presente estudo, foi registrada
para o tratamento com a presenca de C. truncatus o maior valor de cépias do gene rrs
em uma unica amostra. No entanto, o valor em questdo foi tdo discrepante que ele foi
tido como um outlier e excluido da andlise estatistica. Por mais que, como argumentado
anteriormente, faca sentido do ponto de vista ecologico haver valores mais elevados de
densidade bacteriana neste tratamento, ndo seria correto aproveitar um resultado tdo
aberrante, uma vez que o referido valor registrado esta na ordem de grandeza de 10°
enquanto os demais valores de todos os tratamentos ficaram entre 10° e 10*. Neste caso,

0 que deve ter ocorrido € que o microcosmo de onde foi retirada a aliquota de agua
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deveria estar com a agua extremamente turva em decorréncia da ressuspensdo de
material particulado sedimentar promovendo assim um considerdvel aumento da
densidade bacteriana, ja& que este material particulado ressuspendido poderia estar
carreando consigo um elevado numero de bactérias aderidas. Esta ressuspensdo do
material sedimentar, no entanto, poderia ser uma consequéncia natural do processo de
biorrevolvimento, o que fica evidenciado pelo aumento da turbidez na 4gua de todos os
cores que compuseram o tratamento com adicdo de C. truncatus, mas também pode ter
sido fruto de um descuido no momento da retirada da aliquota, onde a seringa pode ter
encostado no sedimento e consequentemente ressuspendido e coletado este material.
Seja como for, optou-se pela exclusdo deste valor exorbitantemente alto a fim de néo

comprometer a analise estatistica e gerar informacéao equivocada.

Seguindo uma linha de raciocinio similar, havia tambeém a expectativa por um
aumento na abundéancia de copias do gene pmoA (marcador para metanotroficas) na
agua no tratamento com adicdo de ninfas de C. truncatus, algo que, no entanto, nao se
concretizou (Figura 14, Tabelas 12 e 13). Essa expectativa ndo confirmada por um
possivel aumento na densidade de metanotréficas se justifica pelos trabalhos que
demonstraram que o biorrevolvimento promovido por ninfas do género Campsurus
aumenta os fluxos de CH,4 para a coluna d’agua. Por exemplo, estudos realizados por
Leal et al. (2007) e Goncalves (2013), ambos trabalhando com ninfas do género
Campsurus, verificaram um aumento significativo nas taxas de emissdo de CH, para a
agua sobrejacente no tratamento sujeito a bioturbacdo em relacdo ao tratamento controle
e, no caso do segundo autor, valores superiores de liberacdo de CH, também na

comparagdo com tratamentos com outros macroinvertebrados.

No caso do estudo realizado por Gongalves (2013), foi avaliada também a
emissdo de CH,4 para o compartimento atmosférico, e os resultados indicaram que o
tratamento com adicdo das ninfas de Campsurus sp. mesmo apresentando a maior
concentracdo de CH4 na coluna d’agua, apresentava 0S menores valores na atmosfera.
Este resultado indicaria, conforme discorre o autor, que Campsurus sp., por criar um
fluxo intenso de agua a partir do bombeamento fisico, desloca uma elevada quantidade
de CH, do sedimento para a coluna d’agua além de grande quantidade de particulas de
sedimento, podendo esse processo fisico sobrepor outros fatores como a ingestdo de
bactérias metanotréficas e a producéo e liberacdo de CH,4 via decomposicao anaerobica

no intestino desta espécie. Desta forma, o CH, seria liberado por fluxo difusivo na
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coluna d’agua e, neste compartimento, seria consumido pela acdo das metanotroéficas,
podendo este consumo ainda ser agravado pelo aumento da quantidade de
metanotréficas liberadas na dgua aderidas as particulas de sedimento.

No entanto, € preciso salientar que, conforme relatado por Goncalves (2013),
apesar de ter sido observado um estimulo a emissdo de CH4 nos tratamentos sujeitos a
bioturbacao, é importante ressaltar que os valores de liberacdo deste gas para a coluna
d’agua sobrejacente sdo muito baixos (valores proximos a zero), indicando que uma
consideravel fracdo do CH,4 é consumida ao longo do fluxo difusivo entre as interfaces
sedimento-agua. Sendo assim, ndo fica claro se talvez este efeito do biorrevolvimento
promovido pelas ninfas do género Campsurus seja mesmo suficiente para gerar um
aumento significativo na densidade de metanotrdficas ou entdo este aumento até ocorre,
mas ele ndo foi verificado devido novamente a questdo da escala de tempo em que as
aliquotas foram retiradas. E possivel supor, da mesma forma com que foi conduzido o
raciocinio com relacdo a densidade bacteriana, que também teria ocorrido um periodo
inicial de estimulo a metanotrofia na coluna d’agua como reflexo da liberagdo de CH,4
proveniente do sedimento, gerando assim um aumento na densidade de metanotroéficas,
que seria seguido por um momento de estabilizacdo e posteriormente de queda devido a
possiveis efeitos competitivos com outros grupos de bactéria que viriam a se beneficiar

do intenso fluxo de nutrientes para a coluna d’agua promovido pelo biorrevolmento.

Contudo, existe ainda outro fator aparentemente ainda mais preponderante para
esta ndo verificacdo de aumento na densidade de metanotréficas na éagua, que é
novamente a questdo do efeito inibitério que determinados compostos nitrogenados
(aménia, ion amdnio, nitrito e nitrato) exercem sobre o processo de oxidacdo do metano
promovido pelas bactérias metanotroficas. Isto ocorre devido a plasticidade catalitica da
enzima metano monooxigenase (MMO) presente nas metanotréficas, que é capaz de
oxidar uma variedade de outros substratos além do metano gerando assim uma
competicdo destes compostos pelo sitio ativo da enzima. Dentre estes substratos
alternativos estdo tanto a aménia (NH3), como o jon aménio (NH4"), que geram nitrito

(NO7") como produto final da reacdo (Bédard & Knowles, 1989).

Além de uma variedade de estudos publicados ter demonstrado que NH3 atua
como um competidor inibitivo da oxidacdo de CH,4 (O'neill & Wilkinson, 1977; Carlsen
et al., 1991; Dunfield & Knowles, 1995), padrdes de inibicdo mais complexos do que a
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simples competicdo enzimatica entre CH4 e NH3 sdo ocasionalmente evidentes quando
se trata da inibicdo da oxidacdo de metano realizada por bactérias metanotroficas.
Curiosamente, e a0 mesmo tempo muito relevante para os propdsitos desta discussao, é
o fato de que a prépria adicdo de CH,4 pode estimular, ao invés de inibir, a oxidacao de
NH; por bactérias metanotréficas (Knowles & Topp, 1988; Megraw & Knowles, 1989;
King & Schnell, 1994). Sendo assim, dados os elementos fornecidos, o cenario deste
ndo aumento das densidades de metanotréficas na agua registrado para o tratamento
com adicdo de ninfas de C. truncatus comeca a fazer mais sentido, tendo em vista que
os efeitos presumivelmente esperados do biorrevolvimento promovido por estes
organismos envolvem tanto o aumento nas taxas de liberagdo de amonia do sedimento,
bem como dos fluxos de CH,4 para a coluna d’agua sobrejacente. Soma-se a estes fatores
a questdo da natureza organica (possivelmente rica em formas nitrogenadas) do
sedimento em questdo e o efeito da excrecdo inerente ao proprio metabolismo e
fisiologia do organismo, que proporcionou um incremento adicional na concentragéo de
amoOnia, fator este que acabou sendo ainda potencializado pelo maior adensamento de
organismos em cada microcosmo. Portanto, com base em tudo que foi relatado na
literatura, existem evidéncias suficientes para supor que este resultado tenha sido um
reflexo tanto de um mecanismo simples de competicdo enzimaética inibitdria, uma vez
que havia a disponibilidade tanto de CH, como de NHs, mas também de um efeito
inibitério em cascata mais complexo, envolvendo o estimulo a oxidacdo de NH3 por
metanotroficas em decorréncia do aporte de CH,4 e consequente inibicdo da metanotrofia

associada a liberagdo de NO,", produto da oxidacéo de NH3,
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V. CONCLUSOES

De modo geral, os resultados do EXPERIMENTO 1 indicaram que o
biorrevolvimento promovido pelas ninfas de Campsurus sp. foi capaz de alterar a
densidade e distribuicdo vertical da comunidade bacteriana ao longo do perfil vertical
do sedimento. Esta resposta, porém, diferiu entre a totalidade e a fracdo da comunidade
bacteriana formada pelas metanotréficas, corroborando assim com a hipétese

apresentada no presente trabalho.

Estes resultados evidenciam que o modo de forrageio do sedimento promovido
por ninfas de Campsurus sp. pode estimular processos aerdbicos de mineralizagdo da
matéria organica, o que fica evidenciado pelo aumento na densidade de metanotroficas

no tratamento com a presenca destes organismos.

Os resultados do EXPERIMENTO 2, no entanto, ndo corroboraram com a
hiptese em questdo. No entanto, existem fortes indicios para sustentar a ideia de que a
maior densidade de ninfas por microcosmo pode ter sido determinante para as

diferencas nas respostas entre ambos 0s experimentos.

E possivel que o maior adensamento de organismos, aliado a natureza organica
do sedimento, possa ter causado efeitos como a intensificacdo da ingestdo de
metanotroficas, bem como a liberacdo de compostos nitrogenados que ativaram
mecanismos de inibicdo da metanotrofia, de modo que estes fatores acabaram por

limitar o crescimento deste grupo de bactérias.
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V1. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista que ha uma discordancia entre os resultados obtidos nos
EXPERIMENTOS 1 e 2, seria interessante a realizacdo de estudos que analisassem a
influéncia dos fatores os quais suspeita-se terem sido determinantes para a ocorréncia de
tais diferencas. Neste sentido, um estudo analisando o efeito do biorrevolvimento
promovido por ninfas de Campsurus sp. sobre a densidade de bactérias metanotroficas
em sedimentos com diferentes composicGes organicas (com riqueza de formas
nitrogenadas distintas), promovendo assim um gradiente destas condigdes, poderia
elucidar a questdo da influéncia da natureza do sedimento em relacdo a resposta deste
grupo de bactérias frente a atividade de bioturbacdo. De modo similar, outro fator que
poderia ser analisado é a questdo do efeito da densidade de ninfas de Campsurus sp.
sobre a resposta das bactérias metanotroficas frente ao biorrevolvimento, realizando-se,

portanto, um experimento denso-dependente em uma oportunidade futura.

Trabalhos que tenham por objetivo responder sobre a questdo da influéncia
destes fatores citados anteriormente, caso venham a ser realizados, ajudariam a
solucionar as ddvidas geradas por este trabalho em torno da temaética apresentada.
Anteriormente a este trabalho, as evidéncias apontavam na diregdo de um aumento na
densidade de metanotréficas condicionado a atividade de bioturbacdo promovida por
ninfas de Campsurus sp., algo corroborado pelos resultados do primeiro experimento.
No entanto, os resultados obtidos pelo segundo experimento deste trabalho geram
perguntas que provocam uma incerteza em relacdo a confiabilidade deste padrdo de
resposta. Sendo assim, somente ao preencher as lacunas deixadas no presente estudo,
seria possivel haver novamente um consenso no que diz respeito a resposta da
comunidade bacteriana, em especial das bactérias metanotréficas, frente a atividade de

bioturbagdo promovida por Campsurus sp.
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