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RESUMO

A ressurgéncia da massa de Agua Central do Altantico Sul (ACAS) é o principal
processo oceanografico de disponibilizacdo de nutrientes na zona eufética da
plataforma continental sudeste do Brasil (PCSE). Isto gera um acréscimo na
populacdo de organismos autotroficos e consequente de heterotréficos que
produzem e oxidam a matéria organica gerada. O que possibilita um aumento
no fluxo de carbono e consequentemente a manutencdo dos recursos
pesqueiros na regiao durante o verdo. A abundéancia de micro-organismos
autotroficos e heterotréficos planctonicos e a relacdo destes com as massas de
agua da PCSE foram avaliadas no verdo de 2013. Para o tal, os micro-
organismos autotroéficos, menores que 20 um foram quantificados por citometria
de fluxo. Foram realizadas andlises de abundéancia do gene 16S de bactérias,
archaeas e do clado Sarll e a expressdo dos genes rubisco e proteorodpsina
por meio de PCR em tempo real. O valor médio obtido de micro-organismos
autrotroficos, Prochlorococcus spp. e Synechococcus spp. foi de 15.151 e de
8.313 células.ml™, respectivamente. E de bactérias heterotréficas de 7.4x10°
células.ml™. Em relacdo aos dominios, a distribuicdo de Bacteria ocorreu na
superficie e de Archaea no fundo da regido oceénica. Os resultados indicam
que a distribuicdo dos micro-organismos ocorreu conforme as caracteristicas
fisicas e a disponibilidade de nutrientes das massas de agua. Bactérias
heterotréficas foram abundantes em regifes costeiras provavelmente devido a
maior disponibilidade de matéria organica, o que corrobora com o resultado
encontrado de maior biomassa de carbono em regido costeira.

Palavras-chave: Plataforma Continental Sudeste, Ressurgéncia, Microbiologia
Marinha, Citometria de fluxo e PCR em tempo real.
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ABSTRACT

The resurgence of South Atlantic Central Waters (ACAS) is the main
oceanographic process that involves availability of nutrients in the photic zone
of the southeast continental shelf in Brazil. This causes an increase in the
population of autotrophs and heterotrophic organisms (that produce and
oxidizes the organic matter). The carbon flux increase and consequently the
maintenance of fish resource in the region during the 2013 summer. The
abundance of autotrophic and heterotrophic planktonic microorganisms was
evaluated and also was studied their relation with the masses of water of the
continental shelf. Thus, autotrophic microorganisms, smaller than 20 microns
were quantified by flow cytometry. Using real time PCR were analysed 16S
abundance of bacteria, archaea and SAR11 clade and the expression of the
rubisco and  proteorhodopsin  gene.  Autotrophic  microorganisms,
Prochlorococcus spp. and Synechococcus spp. had a mean value of 15.151
and 8.313 cell.ml-1, respectively. Heterotrophic bacteria had a mean value of
7.4x105 cell.ml-1. In relation to the domains, the distribution of bacteria
occurred in the surface and the Archaea in the deep of the ocean region. The
results indicate that the distribution of micro-organisms occur as the physical
characteristics and the availability of nutrients of water masses. Heterotrophic
bacteria were abundant in coastal areas probably due to increased of organic
matter, which corroborates the result of higher biomass carbon in coastal
region.

Keywords: Southeast Continental Shelf, Resurgence, Marine Microbiology,
Flow Cytometry and Real Time PCR.



1. INTRODUCAO

A plataforma continental sudeste brasileira € uma zona de transicao
entre os climas subtropical e tropical (Longhurst et al., 2006). E constituida por
massas de 4gua com diferentes caractérisiticas fisicas e quimicas (Castro et
al., 2006), a interacdo das massas de agua com hidrodinamica sazonal local
cria nichos ecoldgicos de distribuicdo de micro-organismos marinhos na zona
eufética da plataforma.

A Plataforma Continental Sudeste (PCSE) pode ser dividida em
setores: interna, média e externa. Em cada setor diversas fontes de nutrientes
sd0 necesséarias para a producdo primaria marinha. Na porgéo interna, a
drenagem continental e a regeneragédo de nutrientes do sedimento sustenta a
producdo durante o ano. Na plataforma média e externa, principalmente no
verdo, as intrusbes da massa de Agua Central do Atlantico Sul (ACAS)
disponibiliza nutrientes na base da zona euf6tica suficiente, para a formacéo de
maximos de subsuperficiais de clorofila—a (MSC’s) (Brandini, 2006;Castro et al.,
2006; Conti & Araujo, 2009).

MSC’s séo nucleos de alta produgao fotossintética, formados na base
da zona eufética, entre a zona de mistura e o limite superior da nutriclina
(Gaeta et al., 2006). O di6xido de carbono fixado pela fotossintese nos MSC’s
€ convertido em matéria organica particulada e dissolvida (Fenchel, 2008;
Madigan et al., 2011). Parte desta matéria organica é transferida a niveis
troficos superiores, oxidada por micro-organismos e uma fracdo pequena €
perdida para os sedimentos marinhos (Ducklow & Carlson, 1992). Os MSC’s
sdo fundamentais para a manutencao dos estoques pesqueiros na PCSE, uma
vez que, a maior parte dos peixes desovam no mesmo periodo (Gaeta et al.,
2006).

Do ponto de vista molecular, organismos autotréficos com atividade da
enzima RuBisCO (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase) contribuem
com a entrada de carbono inorganico no oceano por meio da fotossintese. No
ambiente marinho, 0s micro-organismos autotroficos, denominados de
fitoplancton sdo constituidos de algas microscopicas e protistas
fotossintetizantes (fito) unicelulares, que vivem a mercé da dinamica das

massas de agua e correntes (plancton). De acordo com Sieburth e



colaboradores (1978), o fitoplancton pode ser dividido conforme suas
dimensfes, nas seguintes categorias: picoplancton (0,2-2,0 um, bactérias,
arqueias, cianobactérias e alguns eucariotos); nanoplancton (2,0-20 pm,
flagelados nus, cocolitoforideos, pequenas diatomaceas e dinoflagelados);
microplancton (20-200 um, diatomaceas, dinoflagelados, silicoflagelados,
cocolitoforideos e cianobactérias de grande porte). Os géneros de
cianobactérias marinhas, Prochlorococcus e Synechococcus, dominam o
picoplancton e representam aproximadamente 60% de toda a biomassa
autotréfica dos oceanos (Mann & Lazier, 2006).

Os micro-organismos picoplanctbnicos também sdo compostos por
organismos heterotréficos, representados por bacterias e arqueias. Estes
oxidam a matéria organica gerada pelos MCS’s, organismos maiores ou pelo
agregamento da mesma (neve marinha). Assim, nutrientes e outros compostos
sdo disponibilizados novamente para a producdo primaria nos diferentes
setores e profundidades da PCSE.

Dentre os micro-organismos heterotréficos destaca-se o clado Sarll,
pertencente a classe Alphaproteobacteria, representa mais de 25% das células
do picoplancton encontrado em regides costeiras e oceanicas (Morris et al.,
2002; Campbell et al., 2008). Seu sucesso ecoldgico é devido capacidade de
converter radiacdo solar em trifosfato de adenosina (ATP) suprindo o seu
metabolismo energético (Madigan et al., 2011; Yutin et al., 2007). Isto é feito
por meio da enzima proteorodpsina que codifica o pigmento rodopsina e
converte a energia luminosa em ATP.

Devido a classificacdo por tamanho do plancton e a presenca de
pigmentos fluorescentes, cianobactérias (Prochlorococcus spp.,
Synechococcus spp.) picoplancton e nanoplancton eucarioto e micro-
organismos heterotroficos (batérias e archaeas), podem ser rapidamente
qguantificados e discriminados de particulas ndo vivas na coluna de agua do
mar, por meio da técnica citometria de fluxo (Glazer & Wedemayer, 1995).

A citometria de fluxo vem sendo aplicada em estudos sobre micro-
organismos planctdnicos no ambiente marinho, principalmente por ser uma
técnica rapida, sensivel, quantitativa e permitir a analise de diversos
parametros simultaneamente (Andrade et al., 2003; Jellett et al., 1996;

Castberg, 2001; Kamiya et al., 2007). Reacdo em Cadeia Polimerase



guantitativo (QPCR) pode ser usada para complementar e validar os dados
obtidos por citometria de fluxo (Cottrell & Kirchman, 2009).

Durante os ultimos 15 anos, os estudos moleculares tém caracterizado
a diversidade de procariontes marinhos plancténicos por meio da analise de
sequéncias genéticas que codificam a molécula 16S rRNA (Madigan et al.,
2011). A técnica de PCR em tempo real (QPCR), além de amplificar o gene
RNA ribossomal, pode quantificar também o nimero de cépia de transcritos de
genes funcionais. Por meio dessa técnica € possivel detectar e enumerar
sequéncias Unicas de &cidos nucleicos indicativos de organismos especificos,
genes funcionais representativos de processos metabdlicos e outros
marcadores genéticos em amostras coletadas em diversos ambientes (Novais
& Pires-Alves, 2004; Labrenz et al., 2004).

Muitas pesquisas tém aplicado a técnica qPCR para determinar micro-
organismos planctdnicos no ambiente marinho (Countway & Caron, 2006;
Labrenz et al., 2004; Cottrell & Kirchman, 2009; Corte et al., 2009; Coci et al.,
2010), devido a maior precisdo, sensibilidade, reprodutibilidade e maior
velocidade de andlise no processamento das amostras quando comparado a
técnicas tradicionais (Novais & Pires-Alves, 2004; Labrenz et al., 2004).

No Brasil, trabalhos para determinar a abundancia e a biomassa
bacteriana em ecossistemas marinhos utilizaram métodos tradicionais, como a
contagem em placas, coloracdo de células e determinacdo de peso seco
(Riviera et al.,, 2008). O método de citometria de fluxo também tem sido
empregado em regides costeiras do estado do Rio Janeiro e oceanicas do pais
(Andrade et al., 2007; Andrade et al., 2003, Silveira et al., 2011, Gonzalez et
al., 2006; Cury et al., 2011; Alves et al., 2014). No entanto, estes estudos nao
avaliaram a abundancia microbiana e o seu papel funcional na plataforma
continental sudeste do pais e na regido oceanica adjacente do Atlantico Sul.

E de suma importancia a compreens&o da abundancia e da distribuicdo
dos micro-organismos planctdnicos autotréficos e heterotréficos, pois estes
constituem a base da cadeia alimentar marinha e sdo essenciais na producao e
consumo da matéria organica dissolvida e particulada. A aquisicdo de
informacdes sobre esta abundancia e funcionalidade pode auxiliar na
exploracdo sustentavel de recursos pesqueiros e biotecnoldgicos. E importante,

avaliar a abundancia de micro-organismos planctbnicos autotroficos e



heterotréficos e a interacdo destes com os parametros fisico-quimicos e
elementos nutrientes, na Plataforma Continental Sudeste (PCSE). Estes
resultados, obtidos pela primeira vez na PCSE, servirdo também de base de
dados para futuros monitoramentos que poderdo registrar possiveis alteracdes
da comunidade microbiana em decorréncia de mudancas climaticas globais.

Neste contexto, esta dissertacdo vem atender a necessidade de
quantificar micro-organismos plancténicos autotroficos e heterotréficos e avaliar
a expressao de genes relacionados a fixacdo do carbono (rubisco) e da
degradacdo da matéria organica (proteorodopsina), associados intrusdo da
ACAS na Plataforma Continental Sudeste no verdo de 2013, utilizando as
técnicas de gPCR e citometria de fluxo.

Este estudo foi desenvolvido como parte do projeto “Caracterizacéo
Ambiental e Avaliacdo dos Recursos Biogénicos Oceéanicos da Margem
Continental Brasileira e Zona Oceanica Adjacente” (INCT-
OCEANOS/CARBOM), coordenado pelo Instituto Oceanografico da

Universidade de Sao Paulo.



2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo avaliou a abundancia dos micro-organismos
planctdnicos autotroéficos, heterotréficos e de genes relacionados ao ciclo do
carbono, juntamente com a dinamica dessas comunidades durante a intrusdo
da Agua Central do Atlantico Sul, na Plataforma Continental Sudeste no veréo
de 2013.

2.1.Objetivos Especificos

e Determinar a abundancia e descrever os padrdes de distribuicéo de
Bactérias Heterotréficas, das cianobactérias Synechococcus spp. e
Prochlorococcus spp., e do Picoplancton e Nanoplancton Eucarioto em relacao
aos paramentros ambientais.

e Determinar a abundancia e descrever os padroes de distribuicéo de
dos genes 16S rRNA de Arqueias, Bactérias e Sarll em relacdo aos
paramentros ambientais.

e Determinar a contribuicio de Bactérias Heterotrdficas,
Synechococcus spp., Prochlorococcus spp., Picoplancton Eucarioto para o
reservatorio de carbono organico particulado na Plataforma Continental
Sudeste.

e Analisar como o0s parametros fisico-quimicos controlam a

expressao dos genes proteorodopsina de Sarll e rubisco de Synechococcus

spp.



3. AREA DE ESTUDO
3.1.Localizacao

A Plataforma Continental Sudeste Brasileira (PCSE) extende-se desde
Cabo Frio, no Rio de Janeiro (40°58'W e 21°59’S) até o Cabo de Santa Marta,
em Santa Catarina (48°48'W e 28°36’S) com cerca de 1.100 km de
comprimento e &rea total de aproximadamente 150.000 kmz2 (Figura 1), (Castro
et al., 2006).

Sua porcdo mais larga esta localizada em frente a Santos, Sdo Paulo,
com 230 km estreitando-se nas suas extremidades (Cabo Frio com 50 km e
Cabo de Santa Marta, com 70 km). A profundidade da quebra da Plataforma
varia entre 120 e 180 m (Castro et al., 2006).

A area de estudo corresponde a um transecto perpendicular a costa de
Santos, SP, formado por 9 estacfes localizadas entre as isobatas de 50m a
2500 de profundidade Figura 1. Na Tabela 1 estdo resentadas as coordenadas

geograficas dos pontos de amostragem.

Tabela 1. Estacbes amostradas, coordenadas geograficas e profundidade local.

Estacédo Latitude Longitude Isobatalocal (m) Regido
1 -24.3553333 -46.01416667 50 Costeira
2 -24.669500 -45.84778333 75 Costeira
3 -25.1481667 -45.59766667 100 Costeira
4 -25.4153333 -45.46001667 130 Costeira
5 -25.7678333 -45,28373333 200 Oceénica
6 -26.0276667 -45.15410000 1500 Oceanica
7 -26.1838333 -45.07508333 2000 Oceénica
8 -26.1848333 -45.07546667 2000 Oceénica
9 -26.7153333 -45.78820000 2500 Oceanica
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Figura 1. Plataforma Continental Sudeste, delimitada ao norte por Cabo Frio,
RJ e ao sul pelo Cabo de Santa Marta, SC. Em azul estdo os pontos de coleta.

3.2.Correntes oceanicas e Massas d’agua na PCSE

A costa do Brasil recebe a corrente Sul Equatorial, que se movimenta
no sentido leste-oeste na latitude do Equador, dividindo-se ao alcancar a costa
nordeste do Brasil. Uma corrente flui para o norte, denominada corrente das
Guianas (e/ou corrente Norte do Brasil) e outra corrente flui em dire¢cdo ao sul,

corrente do Brasil.




Figura 2. Estrutura oceanografica da regido sul-sudeste na época do verao.
Fonte: Junior (2008) adaptado de Matsuura (1986).

A corrente do Brasil (de contorno oeste) flui sobre a plataforma
continental até aproximadamente 38° de latitude sul, onde se encontra com a
corrente das Malvinas e ambas se afastam da costa em direcdo ao leste
(Silveira et al., 2000).

De acordo com Rezende (2003) sédo detectadas as seguintes massas
de agua na zona eufética da costa sul-sudeste do Brasil, Figura 2:

o Agua Costeira (AC): formada pela diluicdo de &guas
provenientes da drenagem continental, massas de agua de plataforma e
oceanicas. A salinidade (S< 34) e a temperatura variam ao longo das
estacdes climéticas devido a influéncia da drenagem continental.

o Agua da Plataforma Continental (AP): observada acima da
plataforma e também assume caracteristicas continentais.

o Agua Tropical (AT): oligotréfica e com baixa concentracéo
de oxigénio dissolvido, caracterizada por salinidade > 36 e temperatura >
20°C. Transportada pela Corrente do Brasil para o sul-sudeste ao longo
do talude continental (Emilson, 1961). Formada em regides com intensa
radiacdo solar e excesso de evaporacdo em relacdo a precipitacao.
Pode ocupar até 200 metros de profundidade (Mirada, 1982; Silveira et
al., 2000; Pedrosa et al., 2006).

o Agua Central do Atlantico Sul (ACAS): caracterizada por
temperaturas entre 6°C e 20°C, salinidade entre 35.9 e 34.6, rica em
nutrientes inorganicos e com altas concentracdes de oxigénio dissolvido.
E encontrada na regi&o da picnoclina com profundidade em torno de 200
e 500 m (Miranda, 1982). Formada na Convergéncia Subtropical do
Atlantico Sul. Segundo Silveira et al. (2001), a ACAS entra no Giro
Subtropical do Atlantico Sul a partir da corrente do Atlantico Sul, alcanca
a corrente de Benguela e retorna a costa brasileira pela corrente Sul
Equatorial, aproximadamente ao sul da latitude 20°S. Como nas
correntes superficiais, a ACAS se bifurca e um ramo que flui para norte
rumo ao Equador e outro que flui para sul — sudoeste, abaixo da AT ao
longo do talude continental e da quebra da plataforma e ao fundo da

corrente do Brasil. Durante os periodos de verdo, a ACAS se desloca em



direcdo a costa podendo chegar a superficie. Esse processo de avanco

durante o verdo é o mais influente na alta taxa de producdo primaria na
plataforma continental (Matssura, 1986).

As massas de agua presentes na PCSE sao o resultado da mistura

entre AT, AC e ACAS. O contato entre essas massas de agua forma regidoes

frontais que podem separar as areas da PCSE (Castro et al.,2006).

3.3.Frentes Térmicas, Ressurgéncias e Producdo Primaria na PCSE

De acordo com o modelo proposto por Castro & Miranda (1998), séo
identificadas duas frentes para a PCSE: Frente Térmica Profunda (FTP) e
Frente Halina Superficial (FHS). As frentes caracterizam a divisdo da PCSE em
trés areas morfolégicas: plataforma continental interna (PCI), média (PCM) e
externa (PCE).

A separacdo entre a plataforma continental interna e a média é
demarcada na regido de maximo gradiente térmico de fundo (Frente Térmica
Profunda). Esta frente é o local aonde a termoclina sazonal encosta no fundo,
ou seja, separa a agua mais quente (AC) da agua mais fria (ACAS).

A divisdo entre a plataforma continental média e a externa ocorre no
gradiente maximo de salinidade (Frente Halina Superficial). Esta frente separa
as regides influenciadas pela AC (com baixa salinidade) das regies sobre
influéncia da AT (alta salinidade) da corrente do Brasil.

A plataforma interna é ocupada principalmente pela AC e seu
reservatério de carbono organico particulado € continuo o ano inteiro, devido ao
aporte de matéria organica de origem fluvial dos estuarios de Cananeia,
Paranagud, do Rio da Prata e da Lagoa dos Patos (descarga sazonal, maior no
inverno) e pela menor profundidade (regeneracdo de nutrientes no sedimento
pela comunidade bentbnica) (Burone et al., 2010; Gaeta et al., 2006; Castro et
al., 2006).

A plataforma média se apresenta em camadas, na qual a camada
superior € formada por aguas provenientes da mistura entre AT e AC, e a
camada inferior, pela ACAS. Na plataforma externa a AT domina a camada
superior (acima da termoclina) e a camada de fundo (abaixo da termoclina) &

ocupada pela ACAS (Castro et al.,1998). A AT possui baixa produtividade,
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refletindo suas condi¢Bes oligotréficas (baixa concentracdes de nutrientes),
com regeneracao de nitrogénio na zona eufotica (Gaeta et al., 2006).

Nas porcOes meédia e externa da PCSE, os nutrientes em abundéancia
provenientes da ACAS nado podem ser assimilados para a producao primaria
por estarem em camadas afoticas. Quando a ACAS rompe a termoclina em
movimentos ascendentes (ressurgéncias, vortices ciclénicos e ondas internas),
a produtividade na zona eufética aumenta. A intrusdo da ACAS sobre a
plataforma continental gera os maximos subsuperficiais de clorofila—a (MSC'’s)
na base da zona eufética, entre a zona de mistura e o limite superior da
nutriclina (Brandini et al, 2014; Gaeta et al., 2006).

As ressurgéncias costeiras, ou no caso da PCSE, o afloramento da
Agua Central do Atlantico Sul (ACAS), podem ocorrer em toda a plataforma. No
entanto, as intrusbes sd&o mais frequentes nos extremos da plataforma,
principalmente ao norte (Cabo Frio). A instru¢do da ACAS ocorre em resposta
aos ventos predominantes de nordeste (NE) e leste (E), que removem a massa
de agua superficial, permitindo o movimento vertical ascendente da ACAS. A
intensidade, duracdo e frequéncia destes ventos variam em escala sazonal,
sendo predominantes durante os meses de primavera e verdo. (Castro, 1996).
Meandros e vortices que se desprendem da Corrente do Brasil também podem
bombear a ACAS em direcdo a superficie. Isso ocorre mais frequentemente
entre as isobata de 100 m e de quebra da plataforma (Campos, 1995; Castro &
Miranda, 1998; Campos et al., 2000; Castro et al., 2006). Estes processos de
meso-escala (da ordem 10km) podem elevar a producdo primaria na PCSE,
pois disponibilizam nutrientes.

MSC’s sdo comuns no verao devido ao crescimento de populacdes
adaptadas a baixa intensidade luminosa e condic¢des satisfatorias de nutrientes,
também estdo associados a altas concentracdes de oxigénio dissolvido,
sugerindo intensa atividade fotossintética (Brandini, 1988; Brandini, 2006;
Brandini et al., 2014; Castro et al., 2006; Gaeta et al., 2006). Aléem da
importancia ecoldgica, os MSC’s sao essenciais para a manutengdo de
recursos pesqueiros pelagicos e demersais da PCSE. Peixes de interesse
comercial desovam no verdao no mesmo periodo em que as MSC’'s se

intensificam na plataforma média (Gaeta et al., 2006).
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Apesar do aporte de nutrientes provenientes da drenagem continental,
do ambiente atmosférico e da regeneracao in situ de nutrientes pela atividade
microbiana, a maior disponibilidade de nutrientes na PCSE tem origem
oceanica, na ACAS (Brandini, 2006).

Em escala temporal de minutos, ondas de gravidade internas na PCSE
também podem provocar a ascenséo da picnoclina/nutriclina, a exemplo do que
ocorre em South Atlantic Bight, na costa sudeste (SE) dos EUA (Atkinson,
1977).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Amostragem

A amostragem foi feita perpendicular & costa de Santos, SP, formado
por 9 estacdes localizadas entre as isobatas de 50m a 2500 de profundidade
Figura 1.

Os procedimentos de amostragem, filtragem e fixacéo foram realizados
a bordo do Navio Oceanografico “Alpha Crucis” do Instituto Oceanografico da
Universidade de Sao Paulo (IOUSP) no verdo de 2013, entre os dias 25 e 31
de janeiro de 2013.

4.2.Coleta de dados fisico—quimicos e elementos nutrientes

Dados de dados de temperatura, condutividade (salinidade) e
fluorescéncia foram obtidos desde a superficie até 200 m de profundidade com
0 auxilio do sensor CTD (conductivity, temperature and depth). A partir do perfil
de florescéncia gerado pelo sensor CTD (como indicador de concentracdo de
clorofila), garrafas de niskin com volume de 10L do sistema rosette foram
fechadas em 6 profundidades distintas para cada ponto: duas na camada de
mistura, duas no MSC e duas na camanda de fundo da termoclina, totalizando

54 amostras.

Seis niveis de profundidade de amostras agua foram coletados em
cada estacdo para analises in vitro de nutrientes inorganicos (nitrato, nitrito,
amonio, fosfato e silicato), Carbono e Nitrogénio Organico Particulado. As
amostras foram enviadas para analise no Laboratorio de Limnologia na
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, RN aos cuidados do Prof.
Dr. André Megali Amado.

Os dados fisico—quimicos e a concentracdo de nutrientes foram plotados
no software Ocean Data View® gerando mapas de interpolagcdo do tipo Diva
gridding.
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4.3.Filtragem de amostra de 4gua para: extracdo de DNA, RNA e andlise
por citometria de fluxo

As amostras de agua (10L) removidas das garrafas de Niskin foram
filtradas com bomba peristaltica e mangueiras de silicone esterilizadas através
de limpeza com acido cloridrico (10%) e autoclavagem. Foram utilizados
suportes de filtro swinex com membranas de 0,22 um estéreis para a extracdo

dos acidos nucléicos.

Ao término de 15 min. de filtracdo para RNA (2L) e 30 min. para DNA
(5L), os filtros foram removidos do suporte com o auxilio de uma pinca estéril e
armazenados em um criotubo de 2 ml contendo tampao apropiado para
estocagem (RNA - tampdo RLT QIAGEN com [ - mercaptoetanol na
concentracao de 10 ul por ml de tampao; DNA - 20 mM, Tris HCL, pH 8.0, 2
mM, EDTA, pH 8.0, 1.2% Triton X e 20 mg/ml de lisozima).

Simultaneamente foi fixado 1,5 ml de amostra de dgua em triplicata,
com 0,2% de glutaraldeido e armazenado, segundo protocolo padrao descrito
por Marie et al. (1999), para a andlise por citometria de fluxo. Todas as
amostras foram mantidas em nitrogénio liquido até o momento do
processamento no Laboratério de Ecologia de Micro-organismos do Instituto
Oceanografico da USP (LECOM-IOUSP).

Todos os dados de varidveis bioldgicas obtidos foram plotados no
software Ocean Data View® gerando mapas de interpolacdo do tipo Diva
gridding.

4.4.Citometria de Fluxo

Para a enumeracao de Synechococcus spp., Prochlorococcus sp spp.,
nanoplancton, picoplancton e bactérias heterotroficas, 1,5 ml das amostras
foram fixadas com glutaraldeido (0,2%) em triplicata e armazenadas em
nitrogénio liquido até a analise no Laboratorio de Ecologia de Micro-organismos
no Instituto Oceanografico da USP (LECOM-IOUSP) conforme o protocolo de
Marie et al., 1999.


http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Prochlorococcus
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Synechococcus spp., Prochlorococcus spp., nhanoplancton e
picoplancton foram discriminados com base na florescéncia intrinseca de
pigmentos fotossintéticos fluorescentes (clorofila e ficoeritrina) e pelo tamanho
celular utilizando o citdbmetro de fluxo BD Accuri™ C6 (BD Accuri Cytometers,
Ann Arbor, MI, USA) com velocidade de fluxo médio. Para reduzir o ruido foi
aplicado threshold de 500 no FL3. Para contagem das bactérias heterotroficas,
foi adicionado o corante de DNA, SYBR Green | (Invitrogen Life Technologies,
Invitrogen, EUA) nas amostras e apos 10 min. analisadas no citdmetro de fluxo

com velocidade de fluxo médio e threshold de 2.000 no FL1.

4.4.1. Calculo da Biomassa

A partir dos dados de abundancia gerados pelo citbmetro de fluxo foi
calculada a biomassa de Prochlorococcus spp., Synechococcus spp.,

picoplancton eucarioto e bactérias heterotroficas.

A biomassa foi determinada de acordo com os fatores de conversao
volume — carbono de Buitenhius et al. (2012) para Prochlorococcus spp. (36
fgC.célula™), Synechococcus spp. (255 fgC.célula™) e picoplancton eucarioto
(2590 fgC.célula™) e para bactérias heterotréficas (20 fgC.célula™) de Lee &
Furhrman (1987).

4.4.2. Andlise Estatistica

A analise dos dados obtidos por citometria de fluxo integrado aos
paramétricos fisico-quimicos foi realizada pela técnica multivariada
denominada de andlise de componentes principais (PCA) no software

Canoco®.

4.5. Anélise Molecular

4.5.1. Extragdo do DNA total das amostras de agua filtradas

A partir dos filtros armazenados em nitrogénio liquido foi realizada a

extracdo dos acidos nucleicos das 54 amostras coletadas. A extracdo contou


http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Prochlorococcus
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com o auxilio de kits de extracdo: Qiagen DNeasy Tissue, contendo os
reagentes necessarios (Suzuki, 2001; Eiler et. al, 2009). Para a extracdo de

DNA utilizou-se o protocolo do kit com as seguintes adaptacdes:

a) Para o descongelamento, os filtros com amostra foram deixados em
temperatura ambiente (37°C) durante 1 hora, sendo homogeneizados a cada
15min com auxilio de vortex; b) Posteriormente, adicionou-se 70 pl de
proteinase K e 556 ul de tampédo de ART em cada criotubo seguido de
homogeneizacdo no voértex e aquecimento a 56°C por 30 min; c) Apés a
incubacéo foi adicionado 556 pl de etanol absoluto (100%) em cada criotubo e
homogeneizado no vortex; d) As amostras foram transferidas para as
minicolunas Dneasy e centrifugadas a 8.000 rpm durante 1 min. em uma
microcentrifuga. O sobrenadante foi descartado. Depois as colunas foram
transferidas para tubos novos de coleta; e) Em seguida adicionou-se 500 ul de
tampao de AWL1 para cada coluna, centrifugando novamente a 8.000 rpm
durante 1 min. e descartando o sobrenadante; f) Adicionou-se 500 ul de
tampéo de AW2 para cada coluna e centrifugado a 13.300 rpm durante 3 min.;
g) Posteriormente os tubos de coleta foram descartados e as colunas
colocadas em microtubos de 1,5 ml; h) Para eluir o DNA adicionou-se a cada
tubo 100 pl de agua ultrapura pré-aquecida (ou tampdo AE), incubando a
temperatura ambiente durante 1 min. e centrifugando a 8.000 rpm durante 1

min.; i) As amostras de DNA gendmico foram armazenadas a -20 °C.

A qualidade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de
agarose 1,0 % (g/mL) em tampédo TAE (Tris—Acetato—EDTA) 1X e padrao de
peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies, EUA).
Para visualizacdo do material genético os géis de agarose foram corados por
15 min. com SYBR safe (Invitrogen Life Technologies, EUA), na concentracao
de 2 pg/ml e submetidos a um campo elétrico de 80 volts por 40 min. Os géis
de agarose foram visualizados no E-Gel Imager (Invitrogen Life Technologies,
EUA) com luz ultravioleta e fotografadas utilizando o software de imagens Gel

Capture (Invitrogen Life Technologies, EUA).

A concentracdo total de cada amostra foi verificada no fluorimetro
Qubit® (Life Technologies, EUA).
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4.5.2. Extracdo do RNA total das amostras de agua e Transcricdo em
cDNA

O material genético foi extraido a partir dos filtros armazenados em
nitrogénio, com o auxilio dos kits de extracdo: Qiagen RNeasy, contendo os
reagentes necessarios (Zehr et al., 2005). Para extracdo de RNA também se

utilizou o protocolo do kit com as seguintes modificacdes:

a) Os criotubos contendo as amostras foram retirados do nitrogénio
liquido e descongelados sobre gelo; b) Em seguida foram colocados no
desruptor de célula e agitados na velocidade méxima por 30 segundos; c)
Novamente, os criotubos foram colocados sobre gelo por aproximadamente 5
min. ou até esfriar; d) A agitacdo e o resfriamento foram repetidos por 3 vezes;
e) Com os criotubos sobre o gelo adicionou-se 250 pl de etanol absoluto
(100%) em cada amostra, misturando-se por pipetagem; f) Em seguida as
amostras foram transferidas para a minicoluna RNeasy Qiagen e centrifugadas
durante 15 segundos a 14.000 rpm; g) Posteriormente, 350 pl de tampao de
RW1 foi pipetado na minicoluna e centrifugado por 15 segundos a 14.000 rpm
descartando o material filtrado; h) Pipetou-se 80 uyl do mix DNase (10 pl de
DNase |, 70 yl de tampao RDD) em cada minicoluna e incubou-se na bancada
durante aproximadamente uma hora; i) Em seguida foi pipetado 350 ul do
tampéao adicional de RW1 e centrifugado durante 15 segundos a 14.000 rpm; j)
Adicionou-se 500 ul de tampao RPE e centrifugou-se durante 15 segundos a
14.000 rpm; I) Foi adicionado novamente 500 pl de tampao RPE na minicoluna
e centrifugada durante 2 min. a 14.000 rpm; m) Posteriormente as minicolunas
foram colocadas em microtubos (1,5 ml) pré-rotulados e pipetado 50 ul de agua
RNase e incubado por 2 min.; o) Finalmente foi centrifugada durante 1 min. a
14.000 rpm, para eluir o RNA.

O RNA foi transcrito para cDNA com o kit SuperScript® VILO™ cDNA
Synthesis Kit (Invitrogen Life Technologies, EUA) conforme as instru¢des do
fabricante. A integridade do cDNA e a quantificagdo da concentracdo de cada

amostra foi analisada conforme citado no item 4.5.1.


http://www.lifetechnologies.com/us/en/home/life-science/pcr/reverse-transcription/cdna-synthesis-kits/rt-real-time-pcr/superscript-vilo-cdna-kit.html
http://www.lifetechnologies.com/us/en/home/life-science/pcr/reverse-transcription/cdna-synthesis-kits/rt-real-time-pcr/superscript-vilo-cdna-kit.html
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4.5.3. PCR em tempo real (QPCR)

A PCR em tempo real é uma técnica com o principio da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) que consiste em fazer copias de um DNA—-molde,
a partir dos elementos basicos da replicacéo celular natural. Além de copiar o
DNA molde também o quantifica, por meio de um sinal gerado pela
fluorescéncia de sondas (TagMan) ou de corantes florescentes (SYBR green).
O sinal emitido aumenta na proporcao direta, da quantidade de cépias do DNA
molde gerado em cada ciclo (Novais e Pires-Alves, 2004). Para a aplicacdo da
técnica de PCR em tempo real foi necessario construir inicialmente uma curva
padrao com concentracdes conhecidas de DNA molde para o controle dos
ciclos de amplificacbes. Os passos de construcdo da curva padrdo sao

descritos a sequir.

4.5.4. Amplificacdo dos genes de interesse para a construcao da curva

padrao para quantificacdo em PCR em tempo real

A deteccdo e analise dos genes 16S rRNA de bactéria, archaea e
sarll, rubisco e proteorodopsina no DNA e cDNA total foi realizada por meio
da técnica de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR). Os genes de interesse
foram amplificados a partir do DNA total extraido das amostras de agua

provenientes do transecto.

A reacdo de amplificacédo foi realizada com um volume final de 25 pl,
contendo: 1X do tampéo de reagcédo (20mM Tris — HCL pH 8,4; 50 mM KCI); 1,5
mM de MgCI’; 0,8 mM de DNTP’s; 0,8uM dos primers e 1U de Platinum Tagq
DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, EUA). Todas as reacfes foram
programadas com um passo inicial de desnaturacao de 1 min. a 94°C, seguido
de 35 ciclos (1 min. a 94°C), anelamento (Tabela 2) e 1 min. a 72°C de

extensdo. As condi¢gOes de anelamento e os primers estao citadas na Tabela 2.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_em_cadeia_da_polimerase
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_em_cadeia_da_polimerase
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Tabela 2. Relacdo de genes,

sequéncias e condi¢cdes de anelamento.

primers (oligonucleotideos

iniciadores),

Pares Temperatura

Gene Primer Sequéncia do primer de de Referéncia
bases Anelamento
Gantner
1000F 5 -GGCCATGCACYWCYTCTC-3' s
16S Archaea 340R 5-CCCTAYGGGGYGCASCAG-3' 660 55°C-30s (Ztoﬂ
. 27F 5-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3' . Lane,
165 Bacteria 1401R 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' 1374 56°C-30s g1,
SAR11-433F 5.CTCTTTCGTCGGGGAAGAAA-3' i _ Suzuki, et
16S Sarll SAR11-588R 5-CCACCTACGWGCTCTTAAGC-3' 100 59°C-Imin ) "5001
PR SARPR_125F  5-THGGWGGATAYTTAGGWGAAGC-3’ 350 56°C. 30 s CaeTF;tl’e"'
(Proteorodopsina) SARPR_288R  5-CCCAACCWAYWGTWACRATCATTCT-3’ 008,
. RbcLF 5'-GACTTCACCAAAGAYGACGAAAACAT-3' s Fewer, et.
rbel. (RuBisCO) RbcLR 5-GAACTCGAACTTRATYTCTTTCCA-3' 700 54°C-30s 4 o007,

O tamanho dos produtos obtidos por PCR para cada um dos genes de

interesse foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (g/mL)

em tampdo TAE 1X e padrdo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen Life Technologies, EUA), conforme descrito no item 4.5.1.

4.5.5. Clonagem dos fragmentos amplificados (ligacéo e transformacéao)

para a construcdo da curva padrdo para quantificagdo em PCR em

tempo real

Apos a confirmacdo do tamanho dos produtos de PCR obtidos por
eletroforese em gel de agarose, para cada um dos genes de interesse, 0s
mesmos foram purificados utilizando o kit DNA Clean Concetrator™ (Zymo
Research, EUA) e quantificados no fluorométrico Qubit® (Life Technologies,
EUA).

A clonagem dos genes amplificados foi realizada segundo o protocolo
do TOPO® TA Cloning® Kit® (Life Technologies, EUA). A reacéo de ligacdo
inserto — vetor foi realizada em temperatura ambiente, durante 60 min. Dois
microlitros da ligagédo de inserto — vetor foi utilizado para transformar 50 pL de
células competentes de E. coli por choque térmico. As células transformadas
foram recuperadas em 250 pL de meio S.O.C (triptona 20,0 g/L; extrato de
levedura 5,0 g/L; NaCl 0,58 g/L; MgS0O,.7H,O 2,46 g/L; MgCl, 0,95 g/L) e
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incubadas horizontalmente a 37°C por 60 min. a 225 rpm. Posteriormente, 100
UL das células transformadas foram inoculadas por espalhamento com alga de
vidro em placas de petri contendo meio Luria Bertani — LB (triptona 10,0 g/L;
extrato de levedura 5,0 g/L; NaCl 15 g/L), ampicilina (100 pg/mL) e 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl B-D-galactopyranoside [X — Gal (40 pg/mL)] e incubadas a

37°C overnight para confirmar a transformacao e o isolamento dos clones.

Apés o periodo de incubacgdo, as colbnias transformadas (que néo
degradaram o substrato X — Gal) apresentam coloracdo branca. As mesmas
foram transferidas individualmente com o auxilio de palitos a microtubos de 1,5
ml contendo 0,5 ml de meio Luria Bertani (LB) e ampicilina (100 pg/mL) e
incubadas novamente a 37°C overnight a 180 rpm.

Para a confirmacdo dos insertos, o DNA plasmidial das culturas foi
extraido utilizando o kit Pure Link™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen Life
Technologies, EUA). Dois microlitros desse volume foram utilizados para
confirmar a presenca do inserto em uma PCR. A reacédo de PCR, o programa
de amplificacédo e a confirmacgéo do tamanho dos fragmentos para cada um dos

genes foi descrita anteriormente no item 4.5.4.

Os clones foram armazenados em tubos criogénicos a -20°C contendo
0,85 mL de meio cultura de cada clone (LB juntamente com ampicilina) com

0,15 mL de glicerol estéril.

4.5.6. Construcéo da curva padréo para o PCR em tempo real (QPCR)

Os produtos de PCR realizados a partir do DNA plasmidial (item 4.5.5),
contendo o inserto de cada gene interesse, foram purificados com o kit Pure
Link™  Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen Life Technologies, EUA).
Posteriormente foram encaminhados ao Centro de Estudos do Genoma
Humano da Universidade de Sao Paulo para o sequenciamento usando o

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram editadas no software
BioEdit (Hall, 1999) para remoc¢ao do vetor e dos primers. Posteriormente as
sequéncias foram comparadas com sequéncias disponibilizadas no banco de

dados GeneBank do Centro de Informagdes Biotecnologicas (NCBI). Os


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601943
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organismos com sequéncias mais similares aos grupos de interese foram

selecionadas para a construcdo da curva padrao do PCR em tempo real.

A curva padréo foi construida a partir da diluicdo seriada (10" a 10®
ng/ml) dos DNAs de plasmideos de cada gene em agua ultrapura livre de

nucleases (Invitrogen Life Technologies, EUA).

4.5.7. Quantificacdo dos genes de interesse pela PCR em tempo real
(gPCR)

Foram empregados os grupos de iniciadores e sondas segundo dados
da literatura, apresentados na Tabela 2 do item 4.5.4 amplificacdo dos genes
de interesse, a fim de analisar a abundancia dos seguintes grupos taxonémicos

e funcionais:

v' 16S rRNA para Bactéria — gene que codifica o0 RNA integrante da
subunidade (16S) do ribossomo de representantes do dominio Bacteria,
utilizado como marcador universal.

v 16S rRNA para Arqueia — idem ao item anterior, mas para o
dominio Archaea.

v' 16S rRNA para Sarll - gene que codifica o0 RNA integrante da
subunidade (16S) do ribossomo de representantes do claro Sarll.

v" PR (Proteorodopsina) — gene que codifica a transcricdo da
enzima proteorodopsina, utilizado para quantificar dados de expressao génica
nas amostras analisadas.

v rbcL (Rubisco) - gene que codifica a transcricdo da enzima
RuBisCO (ribulose-bisfosfato carboxilase oxigenase), empregado para
guantificar dados de expressdo génica nas amostras analisadas.

As amplificagbes dos genes citados acima foram realizadas no
termociclador StepOne™ Real-Time PCR Systems Thermal Cycling Block
(Applied Biosystems). Todas as reacOes foram feitas em placas de reacdo
Opticas (Applied Biosystems) em triplicata, com um volume final de 25 i
contendo 1X de tampao de polimerase de DNA AmpliTag Gold® Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen Life Technologies, EUA), 5 pl de
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DNA e de primers (ver Tabela 3). Posteriormente foram seladas com um filme

adesivo optico (Applied Biosystems) e centrifugadas a 4.000 (rpm) por 5 min.

O controle positivo da reacdo foi preparado utilizando clones com
inserto dos fragmentos de interesse, ver item 4.5.6. O controle negativo de
reacao foi preparado substituindo o volume do DNA molde pelo mesmo volume

de agua livre de nucleases.

Todas as reacfes foram programadas com um passo de ativacdo da
enzima de 10 min. a 95°C, seguido de 40 ciclos, de 15 s a 94°C para a
desnaturacdo e 30 s para o anelamento, 30 s para a extensédo e 10 s para a
quantificacdo da florescéncia do Syber Green. As temperaturas de anelamento,
extensdo e quantificacdo da florescéncia sdo apresentadas na Tabela 3. Os
resultados foram analisados no software StepOne™ v2.2 (Applied Biosystems).

Tabela 3. Relagdo de primers (oligonucleotideos iniciadores), concentracdes e temperaturas de
anelamento, extensdo e quantificacao.

~ Temperatura Quantificagédo da
. Concentragéao Temperatura e
Primers (mM) de de Extensio florescéncia
Anelamento (qPCR)
16S rRNA Archaea 0.50 56 °C - 30s 72 °C-1min 81 °C - 10s
16S rRNA Bactéria 0.16 55°C - 30s 72°C-1min 81°C - 10s
16S rRNA Sarll 0.07 59 °C -1 min 72°C-1min 81°C- 10s
PR (Proteorodopsina) 0.35 54 °C -30s 72 °C - 30s 75,5 °C - 10s
rbcL (RuBisCO) 0.50 56 °C - 30s 72°C-1min 81°C - 10s

Os dados obtidos em numero de coépias de 16S rRNA foram
convertidos para células por ml assumindo 1 copia do gene 16S de archaea
(Swan et al., 2010; Borrel et al., 2012), 3,6 cOpias do gene 16S de bactéria
(Swan et al.,, 2010; Borrel et al.,, 2012) e 1 copia do gene 16S de Sarll
(Campbell et al., 2011; Grote, et al., 2012).

Os resultados de expressédo génica de proteorodpsina e rubisco foram
analisados considerando-se uma coépia do gene rubisco por célula de
Synechococcus spp. (Paerl et al., 2012) e 1.9 copias do gene proteorodpsina
por célula de Sarll (Campbell et al.,, 2011). Os dados foram analisados

conforme o periodo da coleta, diurno ou noturno, ver Tabela 4.
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Tabela 4. Relacdo das estacbes amostradas e suas respectivas isObatas e
periodo de coleta.

Estacdes Isobata Data Periodo  Hora

50 23/01/2013  Diurno 20:00
75 30/01/2013 Noturno  00:00
100 26/01/2013 Diurno  09:00
150 30/01/2013 Diurno 09:00
200 26/01/2013 Noturno  20:00
1000 28/01/2013 Noturno  02:00
1500 27/01/2013 Diurno 14:00
2000 27/01/2013 Noturno 22:00
2500 28/01/2013 Diurno 17:00
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4.5.8. Analise Estatistica

A analise dos dados obtidos por gPCR para genes 16S rRNA integrado
aos paramétricos fisico-quimicos foi realizada pela técnica multivariada
denominada de andlise de componentes principais (PCA) no software

Canoco®.

Os dados de expressdo génica de rubisco e proteorodopsina obtidos
pela técnica de gPCR foram separados em expressdo génica diurna e noturna.
Os dados de expressao génica foram analisados por meio de estatistica
inferencial ndo paramétrica uma vez que ndo se verificou a normalidade da
distribuicdo dos dados. Para a correlacdo das variaveis quantitativas (rubisco,
proteorodpsina com parametros abiéticos) foi utilizado o coeficiente de
correlacdo de Spearman no software Statistica®. Para interpretacdo dos dados
foi considerado valores de r = 0,10 até 0,30 como uma correlacéo fraca; r =
0,40 até 0,6 correlacdo moderada e r = 0,70 até 1 correlacéo forte (Gibbons &
Chakraborti,2010).
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RESULTADOS

4.6. Variaveis fisico-quimicas

4.6.1. Salinidade, Temperatura e Fluorescéncia

Os dados obtidos do sensor CTD foram plotados no software Ocean
Data View® e analisados por meio de perfis de temperatura, salinidade e

fluorescéncia, apresentados nas Tabelas 6 (Apéndice) e Figura 4.

O perfil de salinidade teve valores crescentes no sentido continente ->
oceano, Figura 4-A. O menor valor de salinidade foi de 34,97 psu na estacéo 1
(5 m de profundidade) e o maior de 37,15 psu na estacdo 8 (60 m de
profundidade). Observa-se uma distingao entre as esta¢cdes sobre a plataforma
continental e as localizadas a partir da quebra do talude continental. As
estacbes mais proximas a costa estdo sujeitas a maior influéncia dos
processos costeiros e, consequentemente, a salinidade é menor do que em

regides mais afastadas da costa (> 36 psu).

A temperatura minima de 14,3°C registrada na estacdo 4 (120 m de
profundidade) e maxima de 26,7°C na estacdo 1 (5 m de profundidade). Nas
outras estacdes a temperatura da superficie ndo foi inferior a 25°C, devido a
exposicdo a radiacdo solar, Figura 4 - B. Temperaturas em torno de 14°C foram
registradas nas estacfes 4 (100 e 120m) e 2 (50 e 60m).

Baseado nos perfis de salinidade e temperatura (Figuras 3 - A e 3 - B)
pode-se notar uma termoclina acentuada nas esta¢des mais internas (1, 2, 3 e
4) fig. 5 — A e B. A estacdo 4 (is6bata de 150 m) teve maior influéncia da
ACAS, com temperatura em torno de 14°C e salinidade superior a 36. Além
disso, nos graficos 4 - A e B observa-se um aprofundamento da camada de

mistura nas estacdes de oceano aberto (estacbes 5 a 9).

A presenca da ACAS (T: 6 — 20°C; S: 35-36) em todas as estacles €
melhor visualizada no diagrama T-S, Figura 3 - A. Além da ACAS também
foram registradas mais duas massas de agua na PCSE. Agua Tropical (AT;
T>20°C; S >36,5) fluindo da corrente do Brasil na superficie sobre as is6batas
de 200, 1000,1500, 2000 e 1500 m, ou seja, nhas estacOes externas da

plataforma continental. Agua Costeira (AC, T >20°C; S <35) detectada somente
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na superficie da isobata de 50m (estacdo 1). Agua de Plataforma (AP, T >20°C;
S 35-36) registrada nas das isObatas 50, 75, 100 e 150 m, ou seja nas

estacdes da plataforma interna e média.

Os valores de fluorescéncia variam entre 1.457,72 na estacdo 1 (42 m
de profundidade) e 7,73 na estacao 7 (240 m de profundidade). Com méximos
nas isébatas de 50, 75 e 100 m, respectivamente nas estacdes 1, 2 e 3, ou

seja, sobre a plataforma continental, Figura 4 - C.

Também se observa um gradiente decrescente na direcdo da zona
ocedanica para a plataforma continental. Nas estacdes mais internas, o MSC
ocorreu proximo a superficie (25-30m), deslocando-se para niveis mais

profundos (100m) na regido oceanica, Figura 4 - C.
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Figura 3. Diagrama de temperatura e salinidade, T-S (A) das estacfes
amostradas ao longo do gradiente costa — oceano (B).
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Figura 4. Distribuicdo dos valores de salinidade (A), temperatura (B),
fluorescéncia (C), nas estacbes amostradas ao longo do gradiente costa —
oceano (D).
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4.6.2. Elementos Nutrientes
4.6.2.1. Carbono Orgéanico Dissolvido

A concentracdo de carbono organico dissolvido (COD) oscilou entre 0,5
e 2 mg.L? (Figura 5), com um méaximo de 1,6 mg.L™ a 240 m de profundidade,
na estacao 6. As menores concentracdes foram registradas nas estacoes 3 e 4,
respectivamente, nas profundidades de 60 e 50 m, com valores de 0,75 - 0,7
mg.L™. O valor médio de COD foi de 0,97 mg.L™.

No gradiente costa — oceano, Figura 5, observa-se a maior concentracao
de COD no fundo das estac¢des de quebra de plataforma. Na plataforma interna
e média ha concentracdes em torno de 1 mg.L™, e na superficie e ao fundo

valores préximos a 0,8 mg.L™.

COD [mg/L]

<]
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Profundidade [m]

200

250

Distancia da costa [Km]

Figura 5. Distribuicdo da concentracdo do carbono organico dissolvido nas
estacdes amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.

4.6.2.2. Nitrogénio Inorganico Total (Amonio, Nitrito e Nitrato)

As concentracdes de nitrogénio dissolvido oscilaram entre 0 e 1 mg.L™,
com concentracdo média de 0,28 mg.L™. Nas estacdes 5 e 4 foram registrados
as maiores concentracdes, de 0,83 e 0,71 mg.L™ (100 m de profundidade),
Figura 6 - A, coincidindo com o maximo de subsuperficial de clorofila na
estacdo 5. A menor concentracédo de ND, 0,12 mg.L™ na profundidade de 10m
foi registrada também na estacdo 4. As estacdes ndo apresentaram

estratificacdo na concentracao de ND.

Na Figura 6 — A pode-se observar a maior concentracdo de ND na

profundidade 100m, a uma distancia da costa de 150 km, na quebra da
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plataforma continental. Na superficie da plataforma continental e na superficie
a partir de 200 km da costa observa-se uma concentracdo maior de nitrogénio

dissolvido, diminuindo com o aumento da profundidade.

As concentracbes de amobnio variaram de 0 a 1,5 puM, com
concentracdo média de 0,12 uM. Na estacdo 1 foi registrado as maiores
concentracdes, com o valor madximo de 1,03 uM a 5 m de profundidade. Nas
estacbes 3 e 7, os valores de aménio foram de 0,55 e 0.29 puM nas
profundidades de 10 e 160 m. No restante das estacfes as concentracdes
foram inferiores a 0,2 uM ao longo do transecto amostral. As estagbes 2, 5, 8 e
9 apresentaram estratificacdo na concentracdo. Nas demais estacOes, as
concentracfes de amonio variam muito pouco ao longo da coluna de agua. Na
Figura 6 - B pode se observar a maior concentracdo de amonio na plataforma
interna, ou seja, na estacdo mais proxima a costa e diminuindo ao longo do
gradiente costa — oceano. Na distancia de 120 e 200 km da costa observa-se
maior concentragcdo de amoénio na superficie diminuindo com o aumento da

profundidade.

As concentragbes de nitrito oscilaram entre 0 e 0,15 pM, com
concentracdo meédia de 0,08 puM. Na estacdo 4 foi registrada a maior
concentracdo de nitrito, 0,14 uM na profundidade de 30m, em varios pontos de
coleta, a concentracdo de nitrito menor que o limite de deteccédo. Na Figura 6 -
C pode se observar que nos pontos de coleta proximos a superficie, os valores
de nitrito foram inferiores a 0,1 uM ou nulos, assim como, em toda a coluna de
agua nas estacOes realizadas com distancia da costa maior que 200 km.
Observa-se a maior concentracdo de nitrito no fundo da plataforma interna,

média e externa.

As concentracdes de nitrato variam entre 0 e 11 uM, com concentracao
meédia de 2,5 pM. As maiores concentragdes foram registradas na estacao 2,
com valores de 10,19 e 10,45 pM, nas profundidades de 50 e 60 m,
respectivamente (camada maxima de clorofila). Em todos os pontos de coleta
na superficie as concentracdes de nitrato foram nulas ou préximas a zero
(Figura 6 - D). As maiores concentragdes de nitrato foram registradas abaixo
dos 150 m de profundidade nas estacodes 5, 6, 7,8 e 9. No gradiente costa -

oceano foram observadas as maiores concentra¢cdes de nitrato no fundo da
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plataforma interna e média (Figura 8 - D). Na superficie das estacdes, as
concentracdes de nitrato registradas séo baixas. Nas estacdes amostradas na
plataforma externa e areas oceanicas adjacente a. concentracdes de nitrato no

fundo também é maior.
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Figura 6. Distribuicdo das concentracdes de nitrogénio dissolvido (A), amonio
(B), nitrito (C), nitrato (D) nas esta¢gfes amostradas ao longo do gradiente costa
— oceano (E).
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4.6.2.3. Fosfato

As concentragcdes de fosfato oscilaram <LD (limite de deteccédo) a 1,5
UM, Maximos de 1,27 e 1,22 uM a 50 e 60 m de profundidade, respectivamente
na estacao 2, coincidindo com a camada subsuperficial de clorofila. Maiores
concentragcbes” foram registradas no fundo das estacdes 1, 2, 3 e 4. O menor
valor foi de 0,07 uM, registrado nas estagdes 5 (20, 70 e 100m), 7 (20 m), 8
(60m) e 9 (70 m), Figura 7 - A.

No gradiente costa - oceano observam-se as maiores concentracoes
de fosfato no fundo das estacdes 1, 2, 3, 4 e 5 realizadas na plataforma interna,
média e externa. Na superficie os valores sdo nulos ou proximos a zero.
Observa-se que com o aumento da profundidade as concentracdes de fosfato

também aumentam em todas as estacoes, Figura 7 — A.

4.6.2.4. Silicato

As concentragdes de silicato variaram de 0 a 11 pM, com concentracao
meédia de 2,64 uM. Na estacdo 2 foram registradas as maiores concentracées
de silicato, com valores méximos de 10,61 e 9,72 pM a 50 e 60 m de
profundidade, respectivamente. Os valores maximos de silicato coincidiram
com a profundidade da camada subsuperficial de clorofila da estacdo 2. As
maiores concentracdes foram registradas no fundo das estacbes 1, 2, 3 e 4. O
menor valor de silicato foi de 0,02 pM, registrado nas esta¢des 8 (60m), Figura
7 - B. Também observa-se que na profundidade de 100m que os valores de
silicato sdo de aproximadamente 1,3 uM com o aumento da profundidade os
valores de silicato aumentam. A profundidade de 100m coincide com a

profundidade da camada subsuperficial de clorofila.

No gradiente costa - oceano observam-se as maiores concentracoes
de silicato no fundo as estacdes realizadas na plataforma continental interna e
média. No restante das estagcfes os valores de silicato séo inferiores a 2 uM,

Figura 7 — B.
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Figura 7. Distribuicdo das concentracfes de fosfato (A) e silicato (B) nas
estacOes amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.



32

4.7.Variaveis Biologicas

4.7.1. Citometria de Fluxo

Cada populacéo detectada pelo citbmetro de fluxo foi discriminada de
acordo com suas caracteristicas, ver item 4.4. Os resultados obtidos estédo
listados na Tabela 6, Apéndice. Exemplos de citogramas com resultados de

autotroficos e bactérias heterotréficas (Figura 8).
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Figura 8. Citograma discriminando cinco populagdes: A - Prochlorococcus spp.
(azul); Synechococcus spp. (verde); Picoplancton Eucarioto (roxo) e
Nanoplancton Eucarioto (vermelho), sendo no eixo x, FL2-H (ficoeritrina) e no
eixo y, FL3-H (clorofila). B - Bactérias heterotréficas totais, sendo no eixo X,
SSC-H (tamanho) e no eixo y, FL1-H (ficobilina).

4.7.1.1. Prochlorococcus spp.

O numero de células por ml de Prochlorococcus spp. variou de 0 a
70.000 células.ml™. Maximos foram registrados nas estacdes 7 e 9, com
valores de 65.687 células.ml™ e 63.745 células.ml?, a 110 e 105 m de
profundidade, respectivamente, coincidindo com a camada subsuperficial de

clorofila. Em superficie foram registradas poucas células ou nenhuma.

No gradiente costa - oceano observa-se na plataforma interna menor
abundancia de Prochlorococcus spp., com aumento a partir de 200 km da costa
Figura 9. Também se observa a distribuicdo de Prochlorococcus spp. abaixo da
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profundidade de 50 m, sendo os nucleos de maior concentracdo em torno de
100m de profundidade.

Prochlorococcus sp [cel/ml]

~ = 70000

60000
50

50000

100 1 40000

150 30000

Profundidade [m]

20000
200
10000

Ocean Data View / DIVA

250

0 100 260 7 360 400
Distancia da costa [km]

Figura 9. Distribuicdo de Prochlorococcus spp. ha coluna de agua nas estacdes
amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.

4.7.1.2. Synechococcus spp.

O numero de células por ml de Synechococcus spp. variou de 45 a
120.000 células.ml™. Maximos foram resitrados nas estacdes 1 e 3, com
valores de 119.215 e 116.365 células.ml®, a 10 m de profundidade,
respectivamente. Densidades maximas foram detectadas acima da camada
subsuperficial de clorofila. O menor nimero de células foi registrado na estacao
6 com 45 células.ml™ a 160 m de profundidade.

Observa-se a maior abundancia de Synechococcus spp., ha superficie
das estacdes na plataforma continental diminuindo com o aumento da
profundidade. A abundancia € menor, em toda a coluna de agua, a partir da
distancia de 200 km da costa (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo de Synechococcus spp. na coluna de &agua nas
estacdes amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.

4.7.1.3. Picoplancton Eucarioto

A abundancia de picoplancton eucarioto variou de 25 a 40.000
células.ml™. Maximos foram registrados nas estacdes 3 e 4, com valores de
36.450 e 25.250 células.ml™, a 50 e 40 m profundidade respectivamente. O
valor maximo na estacdo 3 coincidiu com a profundidade da camada
subsuperficial de clorofila. A menor abundancia foi detectada na estagcdo 6 com
25 células.ml™ a 200 m de profundidade.

No gradiente costa - oceano observa-se a maior abundancia de
picoplancton eucarioto na superficie da plataforma interna. Na plataforma
externa e média observa-se a uma concentragdo maior de células em torno de
50m de profundidade que diminui com o aumento da profundidade. A
abundéancia é menor em toda a coluna de agua, a partir de 200 km da costa,
(Figura 11).
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Figura 11. Distribuicdo de picoplancton eucarioto na coluna de agua nas
estacdes amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.

4.7.1.4. Nanoplancton Eucarioto

O numero de células por ml de nanoplancton eucarioto variou de 0 a
9.000 células.ml™. Maxima abundancia registrada na estacdo 1 com valor de
8.615 células.ml*, a 5 m profundidade. Nenhuma célula foi registrada na

estacdo 6 a 200 m de profundidade.

No gradiente costa - oceano observa-se a maior abundéncia de
nanoplancton eucarioto na superficie da plataforma interna. Na plataforma
externa e média observa-se a uma concentragdo maior de células em torno de
50m de profundidade. A abundancia € menor em toda a coluna de agua, a
partir de 200 km da costa, exceto na ultima estacdo na profundidade de 100 m
(Figura 16).
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Figura 12. Distribuicdo de nanoplancton eucarioto na coluna de agua nas
estacdes amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.

4.7.1.5. Bactérias Heterotroficas

A abundancia de bactérias heterotréficas variou de 8.1x10* a 2.5x10°
células.ml™. Maxima abundancia registrada nas estacdes 1 e 2, com valores de
2,1x10° e 2.0x10° células.ml™*, ambas a 5 m profundidade. Minimo de células
de 8,1x10* células.ml™ a 240 m de profundidade, na estacéo 7.

No gradiente costa - oceano observa-se a maior abundancia de
bactérias heterotroficas na superficie da plataforma interna e média, diminuindo
com o aumento da profundidade. A partir de 200 km da costa, a abundancia
diminui em toda a coluna de agua com o aumento da profundidade, (Figura 13).
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Figura 13. Distribuicdo de bactérias heterotrdficas na coluna de dgua nas esta¢gdes amostradas
ao longo do gradiente costa — oceano.
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4.7.1.6. Biomassa picoplanctonica e abundéancia relativa

Os valores obtidos por citometria de fluxo foram convertidos em
conteudo celular de carbono para avaliar a dinamica da biomassa da
comunidade picoplancténica por meio dos perfis de distribuicdo no gradiente

costa-oceano (Tabela 7, Apéndice).

Os maiores valores de biomassa foram registrados nas estacoes
costeiras 1, 2, 3 e 4. No restante das estacOes os valores de biomassa foram

inferiores a 200 ugC.L™.

Observa-se que a biomassa bacteriana heterotréfica diminuiu com o
aumento da profundidade (Figura 14). Em todo o transecto os valores maximos
de biomassa bacteriana foram obtidos em amostras sub-superficiais e
superficiais e 0s minimos em amostras coletadas em maiores profundidades. O
maior valor de biomassa de bactérias heterotréficas foi de 42,2 ugC.L*, na
estacdo 1, a 5 m de profundidade. O menor valor foi de 1,6 ugC.L™ registrado
na estacdo 7, a profundidade de 240 m. O valor médio foi de 14,86 ugC.L™.
Em relacdo a biomassa bacteriana heterotrofica relativa aos grupos autotroéficos
do picoplancton (Figura 15), observou-se o aumento da importancia relativa em
funcdo da biomassa total em maiores profundidades, devido ao decréscimo dos

outros grupos.

A biomassa do picoplancton eucarioto foi maior nas estacdes proximas
a costa (1, 2, 3 e 4). Com méaximo de 944,1 ugC.L™ & profundidade de 50 m de
profundidade, na estacéo 4. E minimo de 0,6 ugC.L™?, na estacéo 6 & 200 m de
profundidade (Figura 14). O valor médio foi de 92,50 ugC.L'1. A importancia
relativa da biomassa de picoplancton eucarioto para a biomassa total foi maior
na MSC e abaixo dela (Figura 15).

A biomassa de Synechococcus sp. foi maior na superficiais da regiao
costeira (estacbes 1, 2, 3 e 4), (Figura 14). Com maximo de 304 pgC.L*
corresponde profundidade de 10 m da estacdo 1. E os valores minimos
registrados denotaram quase auséncia de biomassa do Synechococcus em
amostras coletadas abaixo do MSC nas estacdes 6, 7, 8 e 9 (Figura 15), sendo
o menor valor registrado de 0,1 pgC.L™, na estacéo 6 na profundidade de 160

m. O valor médio foi de 38,64 pgC.L™". A importancia relativa da biomassa de
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Synechococcus ssp. para a biomassa total foi maior na superficie das estacdes
1,2,3,4,5, 6 e7diminuindo abaixo do MSC (Figura 15).

A biomassa de Prochlorococcus sp. foi abaixo do limite de deteccéo
nas estacdes 1 e 2. O maior valor foi registrado a 110 m de profundidade na
estacdo 7, de 23,6 uygC.L™ (Figura 14), correspondente a MSC. Os maiores
valores biomassa foram registrados em profundidades préximas e abaixo aos
MSC (Figura 14). A importancia relativa da biomassa de Prochlorococcus sp.
para a biomassa total foi maior na profundidade da MSC e abaixo da mesma.
Além disso, a importancia relativa aumentou nas estacdes mais afastadas da

costa (Figura 15).

A ordem de média de conteudo de carbono de biomassa encontrada foi
Prochlorococcus sp.( 2,9 ugC.L-1) > bacteriana heterotréfica (14,8 uygC.L-1) >
Synechococcus sp. (38,6 pgC.L-1) > picoplancton eucarioto (92,5 ugC.L-1)
registrada.
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Figura 14. Biomassa de bactérias heterotroficas, picoplancton eucariotos,
Synechococcus spp. e Prochlorococcus spp. (ugC.L™) nas profundidades de
coleta de cada estacéo.
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Figura 15. Abudancia relativa (%) de bactérias heterotroficas, picoplancton
eucariotos, Synechococcus spp. e Prochlorococcus spp. (ugC.L™') nas
profundidades de coleta de cada estacao.
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4.7.1.7. Analise de Componentes Principais (PCA)

Na andlise de componentes principais (PCA) foram correlacionados os
dados obtidos por citometria de fluxo (células.ml™) com os parametros fisico—

quimicos, Figura 16.
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Figura 16. Analise de componentes principais correlacionando dados obtidos
por citometria de fluxo com parametros fisico—quimicos.

A distribuicdo dos micro-organismos segundo o PCA esta influenciada

pela profundidade das amostras (Figura 16).

A correlacdo entre Synechococcus sp. e nanoplacton eucarioto foi

positiva em relacdo ao COD, amonio, temperatura e florescéncia e negativa
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com a profundidade, nitrito e nitrogénio dissolvido. A maior abundancia destas
duas populacdes foi registrada em amostras de superficie, como descrito nos

resultados.

Picoplancton eucarioto também teve influéncia de amostras
superficiais, de 5 a 20m de profundidade. E teve correlacdo positiva com a
salinidade, profundidade local, temperatura e a florescéncia e correlagéo

negativa com o nitrato, nitrito, fosfato e bactérias heterotroéficas.

Bactérias Heterotroficas evidenciaram correlagdo com silicato, nitrato,
nitrito e fosfato e correlagdo negativa a salinidade, flourescéncia, a
temperatura. E influéncia das amostras de 200 a 240 m e de 40 a 60 m de
profundidade.

As amostras de 70 a 110 m de profundidade coincidiram com a maioria
das amostras coletadas no méaximo subsuperficial de clorofila e apresentaram
correlagdo com Prochlorococcus spp. Além disso, Prochlorococcus spp. teve
correlacdo positiva com o nitrogénio dissolvido, a profundidade, a profundidade
local e com amostras de 120 a 190 m e 160 a 200 m de profundidade.
Prochlorococcus spp. teve correlagdo negativa com o amodnio, COD e

Synechococcus spp. e nanoplacton eucarioto.



43

4.7.2. Biologia Molecular

As amostras de agua foram filtradas e o0 DNA e RNA foram extraidos
conforme o item 4.5.1. e 4.5.2. O método utilizado para extracdo de DNA e
RNA resultou em pouca quantidade de material genético. A quantificacdo do
DNA e cDNA total relevada pelo Qubit®, apds a purificacdo estd apresentada
na Tabela 8, Apéndice.

Os resultados obtidos por PCR em tempo real para quantificar a
abundéancia de cada gene 16S rRNA analisado e a expressdo génica de
rubisco e proteorodopsina nas amostras de agua (Tabela 9), sdo descritos a

seqguir.

4.7.2.1. Dominio Bacteria

Na quantificacdo do gene 16S rRNA Bacteria, a temperatura média de
dissociacao na curva de melt foi de 81 °C, Figura 24 — B, apéndice. O valor de
regressao logaritmica (r2) foi de 0,99 (Figura 24 - C, apéndice). Os resultados
foram analisados considerando multiplas cépias do gene 16S rRNA de bactéria

(ver item 4.5.7) que ocorre por célula.

A abundancia de bactérias variou de 30 a 30.000 células.ml™. M&ximos
de 29.272 e 28.021 células.ml™?, a 110 e 10 m profundidade foram registrados
nas estacdes 8 e 9. Com minimo de 39 células.ml™* a 60 m de profundidade na

estacdo 8 (Tabela 9, apéndice).

No gradiente costa - oceano observa-se a maior abundancia de
bactérias na superficie da plataforma externa e na regido oceanica adjacente
(is6batas de 2.000 e 2.500 m). A concentracdo de células diminui com o
aumento da profundidade. Na plataforma interna em superficie a abundancia &
baixa e na profundidade de 25 m aumenta, mas com 0 aumento da

profundidade diminui novamente (Figura 17).
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Figura 17. Distribuicdo do dominio Bacteria na coluna de agua nas estacfes
amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.

4.7.2.2. Dominio Archaea

Na quantificacdo do gene 16S rRNA Archaea, a temperatura média de
dissociacdo na curva de melt foi de 81 °C (Figura 25 - B, apéndice). O valor de

regressao logaritmica (r%) foi de 0,99, Figura 25, apéndice.

O numero de copias do gene 16S rRNA por ml de archaeas variou de 1
a 3.000 n°copia/ml. Maximo de 2.720 a 200 m de profundidade, na estacao 8. E
minimo de 1 n°copia/ml a 20 m de profundidade, na estagdo 7 (Tabela 9,

apéndice).

No gradiente costa - oceano observa-se menor abundancia do gene
16S por ml de archaeas na superficie de todo o transceto. A abundancia
aumenta com o aumento da profundidade. A partir de 180 km da costa a

abundancia aumenta em profundidades superiores a 100 m (Figura 18).
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Figura 18. Distribuicdo do dominio Archaea na coluna de agua nas estacfes
amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.

4.7.2.3. Clado Sarl1l

Na quantificacdo do gene 16S rRNA Sarll, a temperatura média de
dissociacao na curva de melt foi de 81°C, Figura 26 - B. O valor de regresséo
logaritmica (r?) foi de 0,99 (Figura 26 — C). Os resultados foram analisados
considerando uma copia do gene 16S rRNA de Sarll que ocorre por célula de
Sarll (ver item 2.5.7).

A abundancia Sarl1 variou de 7 a 30.000 células.ml™, com valor médio
de 3.568 células.ml™. Maiores densidades foram registradas nas estacdes 4 e
9 com valores de 29.424 e 26.882 células.ml™, a 10 m profundidade,
respectivamente. Menor densidade de 7 células.ml™ a 35 m de profundidade,
na estacao 2, coincidindo com a camada subsuperficial de clorofila (Tabela 9,

apéndice).

No gradiente costa - oceano observa-se menor abundéancia de Sarll
na plataforma interna e média em toda a coluna de 4gua. Com o aumento da
distancia da cota, a partir de 120 km a abundancia € maior na superficie
diminuindo com o aumento da profundidade. Mas € possivel observar que
maiores concentracdes de células ocorream a 250 km da costa entre 50 e 100
m de profundidade (Figura 19).
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Figura 19. Distribuicdo do clado Sarll na coluna de &agua nas estacles
amostradas ao longo do gradiente costa — oceano.
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4.7.2.4. Analise de Componentes Principais (PCA)

Na analise de componentes principais (PCA) foram correlacionados o0s
dados obtidos por PCR em tempo real (QPCR; n°copias/ml) com os parametros

fisico — quimicos, Figura 20.
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Figura 20. Andlise de componentes principais correlacionando dados obtidos
por gPCR com parametros fisico—quimicos.

A distribuicdo dos dominios Bacteria, Archaea e do clado Sarll

hY

conforme a PCA estdo relacionados regido (costeira e oceéanica) e a
profundidade de coleta das amostras. Plataforma continental compreende
amostras coletadas nas estacdes 1, 2, 3, 4 e 5. Ja as amostras consideradas
oceénicas foram coletadas nas estagdes 6, 7, 8 e 9. A temperatura, COD,
amonio, fluorescéncia, ND, nitrito e fosfato influenciam diretamente as

amostras de regido costeira enquanto que as amostras de regido oceanica
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estdo mais relacionadas a salinidade, profundidade local e de coleta e o nitritro.
(figura 26).

O dominio Bactéria evidenciou correlacédo positiva com COD, amoénio,
principalmente com a temperatura e com as amostras superficiais de regido
costeira. Observa-se uma correlagdo inversa do dominio Bactéria com a

profundidade e com nitrato.

O dominio Archaea foi influenciado por pela profundidade local (isébata
local), profundidade de coleta, o nitrato e com amostras de regido oceéanica de
60 a 70m e de 200 a 240m de profundidade. Além disso, teve correlagcédo
negativa com o COD e o0 amoénio.

O clado Sarll teve correlacdo positiva com amostras da regido
oceéanica de 10 a 20 m e de 60 a 70 m de profundidade e com a salinidade. E

correlacdo negativa com nitrogénio dissolvido, nitrito, silicato e florescéncia.

4.7.2.5. PCR em tempo real dos Genes Funcionais

A expressdo génica foi analisada em todas as estacdes. Considerando
que as coletas foram realizadas nos periodos diurno e noturno, os resultados
de expressao génica sdo apresentados nestes dois periodos (Tabelas 11 e 12,
Apéndice). Na quantificacdo do gene rubisco, a temperatura média de
dissociacao foi de 75,5 °C (Figura 21 — A3). O valor de regressao logaritmica
(r?) foi de 0,99 (Figura 21 — A4). Na quantificacdo do gene proteorodopsina, a
temperatura média de dissociacdo foi de 81°C (Figura 21 — B3). O valor de
regressao logaritmica (r%) foi de 0,99 (Figura 21 — B4).
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Figura 21. Curva padrdo (Ale Bl), de amplificacdo (Al e B1), de dissociacéo
(A3 e B3) e equacao da reta (A4 e B4) obtidas a partir da amplificacdo dos
genes rubisco (A) e proteorodopsina (B) por gPCR, nas amostras de agua.
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4.7.2.6. Rubisco

Periodo Diurno

O ndmero de copias de transcritos da enzima rubisco por ml variou de
2 a 3.000 n°transcritos.ml™ (Figura 22 - A). Na estacédo 4 foram registrados, o
maximo de 2.811 n°transcritos.ml™, a 70 m de profundidade) e o minimo de 2

n°transcritos.ml™ a 100 m de profundidade.

No gradiente costa - oceano observa-se menor expressao da enzima
rubisco na superficie de todas as estacfes, exceto a estacdo 3 (Figura 22 — A).
A expressao aumenta com o aumento da profundidade até certo ponto, no qual
diminui. Na estacdo 3 (costeira) os valores de expressado génica sao inferiores
a 1.000 n°transcritos.ml® na coluna de A&gua, exceto na superficie. Nas
estacdes 4 e 7 observa-se maiores valores de expressao do gene rubisco em
profundidades superiores a 25 m. Na estacdo 9 (oceanica) observa-se baixos
valores de expressdo génica, no entanto na profundidade de 160 m a

expressdo do gene rubisco € elevada.

Em relagdo ao horario de coleta, maximo de expressdo durante o dia

foram entre as 9 e 14 horas, nas estacdes 4 e 7.

Periodo noturno

O numero de cédpias transcritos da enzima rubisco por ml variou de 1 a
5.000 n°transcritos.ml™ (Figura 22 — B). A expressdo maxima foi de 4.899
n°transcritos.ml™ a 160 m profundidade, na estacéo 8. E a expressdo minima

de 2 n°transcritos.ml™a 240 m de profundidade na estacao 6.

No gradiente costa - oceano observa-se maior expressdo da enzima
rubisco a partir da segunda profundidade de coleta de todas as estacoes,
exceto a estacdo 8 (Figura 22 — A). Na estacdo 8 a expressdo da enzima

rubisco aumenta somente a partir dos 100 m de profundidade.

Em relacdo ao horéario de coleta, maximos de expressdo génica foram

registrados a noite, a partir da meia noite (estacdes 2 e 6).
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Figura 22. Perfil de expressao génica da enzima rubisco durante o dia (A),
rubisco durante a noite (B), (C e D) mapa com as estacbfes amostradas em
cada periodo.
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4.7.2.7. Proteorodopsina
Periodo Diurno

O numero de cépias de transcritos da enzima proteorodopsina variou
de 2x10% a 1,5x10" n°transcritos.ml™® (Figura 23 — A). Na estacdo 7 foram
registrados o maximo de expressdo génica de 1,34x10° e 1,46x10°
n°transcritos.ml™®, a 110 e 20 m profundidade, respectivamente e minino de
1,77x10° n°transcritos.ml®a 240 m de profundidade. O maior valor de
expressdo génica na profundidade de 110 m coincide com a camada

subsuperficial de clorofila.

No gradiente costa - oceano observam-se valores parecidos de
expressao génica da enzima proteorodopsina em todas as estacfes, exceto a
estacdo 7 (Figura 23 — B). Os maiores valores de expressdo génica foram

obtidos em amostras coletadas até 120 m de profundidade.

No periodo diurno houve maior média de transcricdo da enzima
proteorodopsina. Nao se observa diferenca de transcricdo de proteorodopsina

entre os horarios de coleta, a ndo ser a estacao coletada as 14 horas.

Periodo Noturno

O numero de copias de transcritos da enzima proteorodopsina variou
de 4x10° a 3x 10° n°transcritos.ml™ (Figura 23 — B). Maximos de expressao
génica de 2,70x10° e 1,36x10° n°transcritos.ml™, a 110 e 70 m profundidade,
respectivamente foram registrados nas estacdes 6 e 5, coincidindo com a
profundidade do MSC. O minimo de expressdo de 3,62x10° n°transcritos.ml*a
50 m de profundidade foi detectado na estacao 2.

No gradiente costa - oceano observam-se valores parecidos de
expressao génica da enzima proteorodopsina na coluna de 4gua em todas as
estacdes, exceto a estacao 6 e 5 (Figura 23 — B). No qual, os maiores valores
de expressao génica foram registrados em amostras coletadas a partir de 100

m de profundidade.
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Figura 23. Perfil de expressdo génica da enzima proteorodopsina durante o dia
(A), rubisco durante a noite (B), (C e D) mapa com as estacdes amostradas em
cada periodo.

4.7.2.8. Anélise Estatistica

Os resultados dos dados de expressdo génica dos periodos diurno e
noturno obtidos pela técnica de qPCR foram analisados estatisticamente e séo

apresentados a seguir.

De acordo com a correlacdo de Spearman, os dados de expresséo
génica de rubisco e de proteorodopsina coletados tanto durante dia quanto a
noite ndo tiveram correlacdo com os parametros fisico—quimicos. Os postos de
correlacdo de Spearman podem ser visualizados na Tabela 11, Apéndice.
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5. DISCUSSAO

5.1.Variaveis fisico—quimicas e elementos nutrientes

As caracteristicas termohalinas da Plataforma Continental Sudeste
(PCSE) e a area oceanica adjacente apresentam variacdes sazonais (Braga &
Niencheski, 2006). Um mecanismo que contribui para estas alteracées sdo 0s
ventos predominantes de NE e E no verdo. Os ventos favorecem a penetracéo
da Agua Central do Atlantico Sul (ACAS) sobre a plataforma continental e o
desenvolvimento de uma termoclina sazonal (Castro et al., 2006; Braga &
Niencheski, 2006). No presente estudo foi possivel observar a presenca da
ACAS e da termoclina sazonal em todo transecto de estudo.

Além da ACAS foi possivel detectar outras trés massas de agua: Agua
Costeira (AC), Agua da Plataforma (AP) e Agua Tropical (AT). A AC foi
registrada na superficie da plataforma interna, a AT transportada pela corrente
do Brasil foi detectada na superficie da plataforma externa e na area oceénica
adjacente, e por fim a AP registrada na superficie da plataforma interna e
média. Castro et al. (2006) descrevem que as massas de agua presentes na
PCSE séo em geral resultado da mistura entre AC, AT e ACAS.

Maiores valores de fluorescéncia foram observados em areas de
ascensao da ACAS na plataforma interna e média (25-30m de profundidade) e
de influéncia da AC na superficie da estacdo 1 (10m de profundidade), ver
Figura 5. Segundo Brandini (1990), a ascensao da nutriclina associada a
elevacdo da ACAS a profundidades inferiores a 30 m demonstra a ocorréncia
de um evento de ressurgéncia parcial na qual o desenvolvimento do

fitoplancton é favorecido.

Na plataforma externa e éarea oceénica adjacente (100m de
profundidade) os valores de fluorescéncia foram menores e corresponderam a
base da zona eufatica (Figura 5-C). Brandini (1988b) verificou que os maximos
subsuperficiais de clorofila préximos a quebra da plataforma estdo associados
a concentragfes elevadas de populagfes fitoplanctdnicas adaptadas a baixos
niveis de luz. O decréscimo de fluorescéncia na superficie no sentido costa -

oceano observado neste estudo pode estar relacionado com a diluicdo da AC
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pela AT, também confirmado em outro estudo (Aidar et al., 1993), ver Figura 5-
C.

Os nutrientes quando disponiveis na zona eufdtica apresentam
comportamento ndo conservativo estando ligados a atividades biolégicas
(producado primaria e decomposicdo — regeneracdo) e muitas vezes limitam a
producdo primaria (Braga & Niencheski, 2006). De acordo com Libes (2009), a
baixa concentracdo de nutrientes e de carbono inorganico na superficie das
aguas reflete o consumo eficiente dos mesmos pelo plancton (Figuras 7, 9 e
11).

De acordo com Zerh & Kudela (2011), o nitrogénio organico dissolvido
€ mais abundante na superficie dos oceanos, como de fato foi observado neste
estudo. Na superficie da plataforma continental e do oceano a partir de 300 km
da costa observa-se uma concentragdo maior de NOD que diminui com o
aumento da profundidade (Figura 9-A). No entanto h& nucleos com valores
elevados em 100m e abaixo de, 250m de profundidade. Isto porque aguas
profundas, como a ACAS, com baixa concentracdo de NOD, mas com altas
concentracfes de NID, aumentam a producédo de NOD na superficie (Charria et
al., 2008).

O primeiro produto de decomposicdo de matéria organica com
compostos organicos nitrogenados (aminoacidos e nucleotideos) é o aménio
(Baker et al., 2009). O amonio € uma fonte primaria de nitrogénio para fixacao
do carbono por organismos fotoautotréficos, uma vez que a reducao do amonio
em nitrogénio € energeticamente mais barata. Portanto, baixas concentracdes
de aménio sdo consequéncia da facilidade de assimilacdo por organismos
autotroéficos e heterotréficos como fonte de N (Zerh et al., 2011), o que explica
as baixas concentracdes de ambnio na plataforma média, externa e na area

oceanica adjacente (Figura 9-B).

A segunda forma de facil absor¢é@o do nitrogénio por micro-organismos
€ o nitrito (Zerh et al., 2011). A concentracdo de nitrito normalmente € baixa,
como encontrado neste estudo, pois esta associado a processos bioldgicos e
quimicos, como nitrificagcdo (processo Oxico, converte nitrito em nitrato) e

denitrificacdo (processo anoxico, converte nitrato em nitrito e nitrito em éxido
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nitroso) (Braga et al., 2006). O padrao de distribuicdo do nitrito € semelhante ao
do nitrato na plataforma continental, com valores elevados em maiores

profundidades (Figura 9-C e D).

A forma de maior custo de absorcdo para 0s micro-organismos € o
nitrato (Zerh et al., 2011). Valores elevados de nitrato foram registrados nas
camadas de fundo dominadas pela ACAS, fria e rica em nutrientes (Figura 9-
D). Na superficie de todo o transecto foi detectado baixos valores de nitrato, o
mesmo resultado obtido por outros autores (Braga et al., 2006; Aidar et al.,
1993). Nas estacdes de plataforma externa e area oceénica adjacente 0s
valores de nitrato aumentam logo abaixo da termoclina. Libes (2009) descreve
gue valores de nitrato no Atlantico aumentam abaixo da zona eufética. O nitrato
€ uma forma estavel do nitrogénio inorganico, mas geralmente ndo esta
disponivel para a maioria do fitoplancton, porque é rapidamente consumido em
aguas superficiais. No entanto, em regides de ressurgéncia formas oxidadas de
nitrogénio, principalmente nitrato, pode ser dominantemente biodisponivel
(Zerh et al., 2011).

Quanto ao nutriente silicato foram observadas altas concentragbes no
fundo das estacBes de plataforma interna e média, Figura 11-B. Também,
comprovando a presenca da ACAS com maior concentracao de silicato (Braga
& Niencheski, 2006). No restante das estacfes os valores de silicato na
profundidade de 100m sdo baixos e aumentam com o0 aumento da
profundidade, possivelmente pelo consumo de silicato para a producao
primaria na camada subsuperficial de clorofila da plataforma externa e area

oceanica adjacente.

Em grande parte dos oceanos globais fosforo é uma das principais
limitacdes encontradas para a producdo primaria, principalmente na porcao
central do Atlantico (Moore et al., 2013). O fésforo € um elemento estrutural do
DNA e do RNA e transmissor de energia quimica, através da molécula ATP,
entre outras fungdes fisiologicas (Paytan & Mclaughlin, 2007). Concentracdes
de fosfato > 1 pM, registradas na estacdo 1 estdo associadas a ACAS (Braga
et al., 2006). No restante das estaces os valores de fosfato sdo <1 uM até

150m de profundidade (Figura 11-A), estdo associadas ao intenso consumo na
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superficie e na camada subsuperficial de clorofila que termina na profundidade
de 150m.

Em relacdo ao carbono organico dissolvido, os valores obtidos no
transceto (0,70 a 1,6150mg.L™") foram similares ao estudo de Alves et al.
(2014) na Bacia de Campos (1,20 a 1,50mg.L™), com valores maiores na

superficie decrescendo com o aumento da profundidade, ver Figura 7.

5.2. Abundancia de Fotoautétrofos e de Bactérias Heterotroficas

O género Prochlorococcus é um dos fotoautétrofos mais abundantes
(10° cel.mI™) nos oceanos tropicais e subtropicais oligotréficos entre latitudes
de 40°N e 40°S (Rush, 2010; Partensky et al., 1999). E é responsavel por 21-
43% da biomassa fotossintética contida nos oceanos oligotréficos (Johnson et
al., 2006), gerando um impacto substancial sobre os ecossistemas marinhos e

nos ciclos bioquimicos globais.

Neste estudo, o valor médio de células foi duas ordens de grandeza
inferior (103 cel./ml). Isto pode ser explicado pela fluorescéncia da clorofila de
Prochlorococcus spp. ser baixa perto da superficie dificultando a sua deteccao.
Na superficie, concentracdo intracelular de pigmentos fotossintéticos das

células de Prochlorococcus é menor, podendo levar a subestimaticdo de

concentracdes de células por citbmetros de fluxo (Partensky et al., 1999).

Uma das razfes para seu sucesso ecologico € a ocorréncia de varias
espécies ou ecotipos ao longo de um gradiente vertical de luz. Existem
espécies ou ecotipos adaptados a elevada intensidade luminosa com baixa
concentracédo intracelular de clorofila, distribuidos perto da superficie, e outros
adaptados a baixa luminosidade, geralmente mais abundantes nas aguas mais
profundas perto da nutriclina com alta concentracdo intracelular de clorofila
(Moore et al.,1998; West et al., 2001). Partensky et al. (1999) descreveram trés
tipos de distribuicdo vertical de Prochlorococcus spp.: i) em aguas perto da
costa e restrito a camada de mistura; ii) alta abundancia de células 10° cel.ml™
perto da zona eufética (base da nutriclina) e menor concentracdo na superficie
no oceano; e iii) distribuicdo desde a superficie até ao fundo da zona eufotica

em concentragdes quase constantes na ordem de 1x10° e 3x10° cel.ml™. Neste
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estudo, sugere-se a presenca do segundo ecotipo, denominado de eNATL2A
(Johnson et al., 2006). Estes autores, ainda descrevem que o ecotipo eNATL2A
possui distribuicdo predominante em isotermas de 15 a 23°C, semelhante ao
registrado neste estudo entre a AP e a ACAS (Figura 13). No entanto, para
confirmar a presenca deste ecotipo ou de outros € necessario o

sequenciamento genético das amostras.

A correlagcdo positiva entre Prochlorococcus spp. e 0 nitrogénio
organico dissolvido total e negativa com o amonio, possivelmente devido ao
alto consumo de amoénio como fonte de N. A baixa concentragdo de amonio na
plataforma média, externa e area oceénica adjacente evidenciam o consumo
desta fonte de nitrogénio (Figuras 22 e 9-B). Moore e seus colegas (2002)
indicaram que cepas de Prochlorococcus isoladas de &guas pobres em
nutrientes de regibes oceanicas nao sao capazes de utilizar nitrito e nitrato,

recorrendo a formas reduzidas do nitrogénio.

Além disso, Prochlorococcus spp. pode utilizar aminoécidos (formas
dissolvidas) como fonte de nitrogénio, via heterotrofia parcial. Isso exerce uma
competicdo com bactérias heterotréficas por nitrogénio organico forcando-as a
consumir nitrogénio inorganico com maior gasto energético (Zubkov et al.,
2004). Isto poderia explicar a relacdo de Prochlorococcus spp. com nitrogénio

organico dissolvido (Figura 22).

A correlacdo negativa entre Prochlorococcus spp e Synechococcus
spp. também foi registrada em outros trabalhos no oceano Atlantico (Olson et
al., 1990; Johnson et al.,, 2006). Segundo Johnson et al. (2006) a correlagéo
negativa implica que quando ha niveis altos de nutrientes a abundancia de

Synechococcus spp. € maior e tende a limitar o desenvolvimento de

Prochlorococcus spp, ver Figura 22.

7

Synechococcus spp. € mais abundante (10° cel.ml®) em regides
costeiras (Wang et al., 2011) do que em regides oceanicas oligotréficas. Neste
estudo a abundancia média de Synechococcus spp. (103 cel.ml™) foi inferior &
descrita por Wang et al. (2011), mas com maior abundancia em regides

costeiras.


http://en.wikipedia.org/wiki/Synechococcus
http://en.wikipedia.org/wiki/Synechococcus
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A abundancia de Synechococcus spp. normalmente nao é afetada pela
ressurgéncia sazonal, no entanto esta pode ocorrer devido ao transporte de
Ekman (Paerl et al., 2012). O transporte de Ekman remove a agua da
superficie do mar pela acdo dos ventos que em seguida € substituida pela
agua do fundo, contendo menos células de Synechococcus spp. Além deste
efeito de diluicdo, &gua ressurgida é mais fria e rica em nutrientes
(principalmente metais tracos), ambos capazes de diminuir a abundancia de
Synechococcus spp. (Paerl et al., 2012), ver Figura 14. Temperatura baixa é
um fator de inibicdo ao crescimento de Synechococcus spp. (Brand et al.,
1986). Em geral, cianobactérias sdo mais competitivas com outros
representantes do fitoplancton em aguas com temperaturas elevadas
(Reynolds, 2006).

A temperatura foi um fator importante na distribuicdo de
Synechococcus spp, ver Figura 22. Alguns autores (Chiang et al., 2002; Chang
et al.,1996; Tsai et al., 2005; Tsai, et al., 2008) sugerem que a abundéancia de
Synechococcus spp. ha costa subtropical oeste do oceano Pacifico pode estar
relacionada com a sazonalidade da temperatura da agua. No inverno o
crescimento de Synechococcus spp. é limitado pela baixa temperatura e no
verao favorecido por maiores temperaturas (Tsai et al., 2008). Neste estudo, a
correlagdo positiva entre Synechococcus spp. e a temperatura e ficou restrito a
aguas superficiais quentes (AP e AC) com limite inferior préximo a nutriclina, a
ACAS (T > 20°C) e salinidade entre 35 e 3,5 psu. Murrell & Lores (2004)
observaram que grupos de Synechococcus ricos em ficocianina (PC) sao

abundantes em aguas menos salinas.

Aguas superficiais mais quentes com menor concentracdo de
nutrientes dissolvidos. A correlacdo negativa de Synechococcus spp. e
nanoplancton com nutrientes, execto amoénio, também foi evidenciada em
outros estudos (Qiu et al., 2010; Zhang et al., 2013; Wafar et al., 2004). Estes
trabalhos sugerem que Synechococcus spp. e nanoplancton absorvem o
amonio para a fixacdo de carbono e crescimento celular (Zehr & Kudela.,
2011), por ser uma fonte primaria de nitrogénio de menor custo (Zehr &
Kudela., 2011).


http://en.wikipedia.org/wiki/Synechococcus
http://en.wikipedia.org/wiki/Synechococcus
http://en.wikipedia.org/wiki/Synechococcus
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Aléem disso, Synechococcus spp., picoplancton eucarioto e
nanoplancton apresentaram correlagdo positiva com o carbono organico
dissolvido (COD). Valores elevados de abundancia de Synechococcus spp. e
picoplancton eucarioto e de concentracdo de COD foram registrados na
superficie da plataforma continental (Figuras 14, 15 e 16). Isto pode ser
explicado pela producdo do COD nos oceanos provir de varios processos: (i)
producdo primaria na zona fética (Myklestad, 2000); (ii) excrecdo direta de
células vivas (Sharp, 1977); (iii) pastagem pelo zooplancton (Mgller et al.,
2003); (iv) lise celular devido a infeccéao viral (Wilhelm & Suttle, 1999); (v)
senescéncia celular (Myklestad, 2000).

A maior abundancia de Synecochoccus spp., picoplancton e
nanoplancton eucarioto na regido costeira também foi evidenciada no estudo
de Wang e colaboradores (2010). A abundancia de picoplancton eucarioto de
4x10* cel.ml* na plataforma continental foi semelhante & encontrada no
trabalho de Kirkham et al. (2013) de 3,9x10* cel.mI"* a0 longo de um transecto
entre os oceanos Atlantico e Artico. O valor médio de 3.571 cel.ml™ foi inferior

ao encontrado no oceano Pacifico de 29.300 cel.ml™* (Wang et al., 2010).

A correlacdo positiva entre picoplancton eucarioto com a salinidade e a
temperatura, com distribuicio em amostras de salinidade inferior a 36 psu,
principalmente em superficie associado a AC, e abaixo de 50m de
profundidade com intervalo de temperatura de 17 e 20°C, caracteristico da
ACAS, o que pode ser observado nas Figuras 22, 15 e 5-A e B. Com maior
abundéancia nos pontos coletados na agua Central do Atlantico Sul, rica em
nutrientes (principalmente nitrato e fosfato) (Worden & Not, 2008) e decréscimo
do numero de células abaixo da camada subsuperficial de clorofila (Kirkham et
al, 2013). A maior abudancia de picoplancton eucarioto na ACAS pode ser
explicada pela correlagcéo inversa com nitrato e fostato, ou seja, picoplancton
eucarioto esta possivelmente utilzando estes nutrientes para o crescimento
celular. A temperatura ideal de ocorréncia foi entre 17 e 20°C, ao contrario dos

estudos de Pan et al. (2007) que foi acima de 25°C.

A abundancia maxima de nanoplancton eucarioto (9.000 cel.ml™)
observada na plataforma continental interna foi alta se comparada ao obtido na

na costa do mar de Beaufort ao norte do Canada (2.901 cel.ml™) e baixa em
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relacdo ao obtido no oceano Pacifico (57.000 cel.ml™) (Schloss et al., 2008;
Wang et al., 2010).

Pan et al. (2007) também observaram maior distribuicdo de
nanoplancton e picoplancton eucarioto préximo a costa (Wang et. al., 2010) e
em temperaturas mais elevadas. Maiores concentracbes de células de
nanoplancton eucarioto estiveram distribuidas na superficie, como registrado
por Schloss e colaboradores (2008), da plataforma interna sobre influéncia da
AC que é mais quente. Pan e seus colegas (2007) também registram elevada
abundancia de nanoplancton eucarioto em &guas quentes. Contudo, ndcleos
de distribuicdo, na plataforma média e externa com temperaturas
caracteristicas da ACAS também foram detectados. Varias espécies de
nanoplancton e picoplancton eucarioto sdo capazes de crescer sob baixa
temperatura e condigbes de maior disponibilidade de nutrientes (principalmente
nitrato e fosfato) (Romari & Voult, 2004; Worden, 2006).

A abundancia de bactérias heterotréficas de 8,10x10* a 2,11x10° cel.mI
! foi similar & encontrada no oceano Pacifico, com valores entre 4.99x10*
cel.ml™ e 3.81x10° cel.ml* (Wang et al., 2010). O valor médio de abundancia
de 7.4x10° cel.ml™ deste estudo foi préximo ao encontrado por Alves et al.
(2014) de 8.9x10° cel.ml™ no oceano Atlantico (Bacia de Campos).Similar a
outros estudos, maior abundancia de bactérias heterotroficas na superficie e
proximo a costa, diminuindo com o aumento da profundidade foi registrado
neste trabalho (Wang et al., 2010; Alves et al., 2014), mais especificamente

sobre a massa de agua costeira e de plataforma.

A menor abundancia de bactérias heterotroficas na regido oceanica,
pode ser explicada pela influéncia da maior penetracdo da radicao ultravioleta
(280-400 nm) na coluna de agua danificando o DNA, RNA, as proteinas e
lipideos das células (fotoinibicdo). Que difere da regido costeira, onde ha mais
matéria organica particulada distribuida na coluna de &gua dificultando a
penetracdo da radicdo ultravioleta (Hader, et al., 2011; Ruiz-Gonzalez, et al.,
2013). Além da fotoinibicdo, a juncdo de fatores como competicéo, pastagem,
ataque por virus, disponiblidade de matéria organica e nutrientes, temperatura
e correntes também podem influenciar na abundancia e distribuicdo das

bactérias heterotréficas em regides oceanicas (Ruiz-Gonzalez, et al., 2013).
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Picoplancton eucarioto e bactérias heterotroficas tiveram correlagdo
inversa, ver Figura 22. Uma razdo para isto é que as bactérias heterotroficas
competem com o0 picoplancton eucarioto por nutrientes organicos e/ou
inorganicos, tais como o nitrato e fosfato (Wang et al., 2010; Drakare, 2002), o
gue pode estar ligado ao fato de nitrato, nitrito e fosfato terem correlacéo
positiva com bactérias heterotroficas (Wang et al., 2010). Células pequenas,
tais como as de bactérias heterotréficas e de picoplancton eucarioto
geralmente absorvem preferencialmente aménio ou aminoéacidos, do que nitrito
e nitrato, pois estes sado energeticamente mais baratos (Zehr & Kudela, 2011).
No entanto quando ha maior disponibilidade de nitrato, como observado neste
estudo em consequéncia da ressurgéncia costeira, a utilizacdo de nitrato como
fonte de nitrogénio por bactérias heterotréficas aumenta (Kirchman & Wheeler,
1998; Allen et al., 2002). Isto porque mesmo com baixa taxa de absorcdo
celular, o nitrato absorvido sera suficiente para suprir as necessidades
bacterianas (Allen et al., 2002; Kirchman & Wheeler, 1998). Bactérias
heterotroficas absorveram de 4 a 14% do nitrato durante um bloom de
primavera no oceano Atlantico norte e assimilaram de 5 a 60% de nitrato no
Pacifico (altas concentracdes de nitrato entre 6 to 20 uM) (Kirchman, 1994 e
Kirchman & Wheeler, 1998).

A correlacdo positiva entre bactérias heterotroficas e fosfato pode
indicar um consumo deste nutriente. De acordo com Longnecker et al. (2010),
bactérias heterotréficas sdo os principais consumidores de fosfato nas aguas
superficiais da regido central do oceano Atlantico norte, sendo a maior parte

usada para a sintese de RNA, DNA associados com o crescimento celular.

5.3. Biomassa Picoplanctonica

A maior biomassa da comunidade picoplanctonica tanto autotrofica
como heterotrofica foram registrados nas estacdes costeiras, evidenciando o

aporte de nutrientes pelo afloramento da ACAS, (Figura 18).

A comparacdo entre os dados obtidos neste estudo com da costa da
China indica que o valor médio de biomassa de bactérias heterotrofica de 14,8

ugC.L* foi baixo (28,2 pgC.L™"), mas os valores médios de Synechococcus
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spp.de 38,64 ugC.L™ e picoplancton eucarioto de 92,50 ugC.L™ foram elevados
(1,36 pgC.L™ e 44 pgC.L™ respectivamente) (Wang et al., 2010).

Buitenhuis et al. (2012) estimaram a biomassa do picoplancton
autotrofico tanto procarioto quando eucarioto e obtiveram valores médios de
13423 ugC.L™* para regides temperadas no hemisfério Sul; 15+24 pgC.L™ nos
trépicos e 12422 ugC.L™ em regides temperadas do hemisfério norte. Somente
a biomassa média do picoplancton autotrofico eucarioto registrado neste

estudo (92,5 ugC.L™) foi muito superior.

A maior contribuicdo de biomassa de carbono foi de picoplancton
eucarioto principalmente nas estacfes mais préximas a costa (Pan et al.,
2007), seguida por Synechococcus spp., como ja descrito por outros autores
(Wang et al.,, 2010; Buitenhuis et al., 2012), ver Figura 20. No entanto
Prochlorococcus spp. nado foi o maior responsavel pela biomassa
picoplanctdnica em aguas oligotroficas, como era de se esperar (Zubkov et al.,
1998; Pan, et al., 2007) e sim o picoplancton eucarioto que aparentemente
demonstrou ser mais competitivo ecologicamente. No entanto, € importante
ressaltar que a baixa fluorescéncia dos pigmentos fotossintéticos de
Prochlorococcus spp. pode subestimar sua abundancia em ambientes

marinhos, quando quantificado por citdmetros de fluxo (Partensky et al., 1999).

5.4. Abundéancia dos dominios Archaea e Bacteria e do clado Sarll

A abundancia de Archaea (1,00x10° a 3,00x10° cel.ml}), Bacteria
(3,00x10" a 3,00x10* cel.ml™) e Sarll (7,00x10° a 3,00x10* cel.ml™) foi baixa
quando comparada a outros trabalhos, que relataram 10*a 107, 10*a 10® e 10°
a 10° cel.ml® respectivamente (Beman et al., 2011; Swan et al., 2010;
Schippers & Neretin, 2006; Sjostedt et al., 2014; Eiler, et al., 2009), ver Tabela
9, Apéndice.

Provavelmente foi a insuficiente quantificacdo do DNA na reacdo de
PCR em tempo real, devido a baixa concentracdo de DNA gendmico nas
amostras. A possivel perda de DNA genémico no momento de lavagem com
etanol e/ou eluicdo do DNA durante o processo de extragcdo ou mesmo a
degradacdo do DNA durante o armazenamento, pode ter contribuido para o
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baixo niumero de cépias de 16S rRNA quantificados neste estudo (Bostrom et
al., 2004; Teske & Sorensen, 2008). O uso de um coprecipitante durante a
etapa de lavagem com etanol possivelmente teria evitado a perda de DNA em
uma escala de 6 vezes (Bostrom et al., 2004, Wang et al., 2002). Por esse
motivo, a discussdo em relagdo aos resultados de 16S rRNA sera baseado na
distribuicdo dos grupos e suas relagcdes com 0s parametros ambientais.

A temperatura foi um fator limitante de distribuicdo no dominio Bacteria,
com abundancia maior nas amostras superficiais sujeitas a AT com
temperaturas superiores a 20°C do que em aguas mais frias, ver Figuras 23 e
5-B. A correlagdo positiva com a temperatura e o COD podem ser facilmente
interpretados, pois em maiores temperaturas o potencial de metabdlico de
crescimento de micro-organismos é maior e possivelmente mais carbono pode
ser fixado por fotoautotréficos ou o carbono organico dissolvido pode ser
degradado (respiracdo) por heterotréficos (Figura 26). Ao contrario do que
ocorre em temperaturas menores, a taxa metabdlica de crescimento € menor, e
consequentemente a fixacdo ou degradacdo do carbono € menor, podendo
parte da matéria organica produzida na zona eufotica ser exportada para zona

afética sem ser degradada (Laws et al., 2000).

A degradacao (respiracdo) do carbono organico dissolvido por
representantes heterotréficos do dominio Bacteria vem sendo bastante
discutida (Azam, 1998; Zweifel, et al., 1998, McCarren et al., 2010; Arnosti et
al.,, 2011). A producdo de biomassa de carbono por fotoautotréficos,
principalmente Synechococcus spp., Prochlorococcus spp e picoplancton
eucarioto em ambientes marinhos, é elevada em relacdo a outros micro-
organismos). E a degradacdo dessa matéria organica por micro-organismos
heterotroficos por diferentes vias metabdlicas € crucial para o equilibrio

biogeoquimico do carbono nos oceanos.

A correlacdo positiva do dominio Bacteria com o amonio pode ser pelo
fato de o amdnio ser o primeiro produto de degradacdo da matéria organica
nitrogenada (Zehr & Kudela, 2011).

Dentre o dominio Bactéria, os micro-organismos heterotréficos mais

representativos nos oceanos sdo membros do clado Sarll. Neste trabalho, a
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distribuicdo deste clado preferencialmente na superficie da plataforma externa
e area oceanica adjacente em relacdo aos outros pontos de coleta (Figura 25).
Indica que Sarll esta aparentemente mais adaptado as condicdes oligotroficas
tipicas de regides oceanicas, ndo respondendo prontamente a dinamica dos
fotoautréficos (Lefort & Gasol, 2013; Giebel et al., 2011; Morris et al., 2002).

Abundancias elevadas de Sarll foram evidenciadas nas massas de
aguas superficiais mais quentes: AT (salinidade > 36,2 psu, temperatura
>20°C) e na AP (salinidade 35-36 psu, temperatura >20°C), ver Figuras 25, 5A
e 5B. A importancia da temperatura, da salinidade e da clorofila na distribuicdo
de Sarll em ambientes costeiros e oceanicos foi estudada por outros autores
(Lefort & Gasol, 2013; Herlemann et al., 2014). E estes observaram que Sarll
tem preferéncia por maior temperatura e salinidades entre 35 e 37 psu, assim

como registrado neste trabalho.

Possivelmente um segundo ecoétipo de Sarll foi registrado na quebra
da plataforma continental sobre a ACAS, mais fria e rica em nutrientes
(salinidade 35.9 -34.6 psu, temperatura 6 - 20°C), o que pode ser observado na
Figura 25. De fato, Vergin e seus colegas (2013) constataram varios ecétipos
do clado Sarll distribuidos em diferentes nichos ao longo da coluna de agua,
mais préximos a superficie e em diferentes profundidades da zona eufética.
Além disso, com padrdo de distribuicdo altamente correlacionado com a

estrutura da comunidade plancténica (Gilbert et al., 2012).

O dominio Archaea é importante no fluxo biogeoquimico do carbono
nos oceanos. A baixa densidade na superficie e o respectivo aumento com o
aumento da profundidade esta bem discutida (Karner et al., 2001; Madigan et
al., 2012). Sendo que, trés filos planctonicos s&o abundantes no ambiente
marinho, dois tendem a ser mais relacionados a aguas profundas, abaixo de
100m (Crenarchaea e Thaumarchaeota), como registrado neste estudo, e o
outro a aguas mais superficiais, acima de 100m (Euryarchaea) (Ramon-
Massana et al., 1997; DeLong, 2007; Hu et al., 2013).

Representantes do dominio Archaea concetraram-se na ACAS sobre a
plataforma externa e regido oceanica adjacente, rica em nitrato, ver Figuras 24.

Amano-Sato et al. (2013), encontraram correlacdo negativa entre o dominio
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Archaea com o amoénio e o nitrato, ao contrario do observado neste estudo, ou

seja correlacao positiva entre o dominio Archaea e o nitrato (Figura 26).

5.5. Expressao Génica de Rubisco e Proteorodopsina

Indicadores moleculares tém sido aplicados para estudar a fixacdo de
carbono e a degradacdo da matéria organica em ambientes marinhos,
detectando a transcricdo (expressao) e o numero de cépias dos genes (Xu &
Tabita, 1996; John et al., 2007b; John et al., 2011; Paerl et al., 2012). Para
estudar a fixacao de carbono e a degradacédo da matéria organica foi avaliada a
transcricdo da enzima rubisco presente em Synechococcus e da enzima

proteorodopsina do claro Sarll.

Valores de expressdo génica de rubisco (rbcl) obtidos tanto de noite
quanto de dia de 10° a 10° n°cépias de transcritos.ml* foram similares aos
obtidos no lago Bonney, na Antartica (10* a 10° cépias de transcritos.ml™) e
baixo quando comparados aos da pluma do rio Mississipi no Golfo do México
(10* a 10° n°cépias de transcritos.ml™) (Kong et al., 2012; John et al., 2007b),
ver Tabela 9, Apéndice. Também se observou maiores valores de expresséo
génica a partir da meia noite, ver Figuras 28-A e 28-B. Estudos mostram que a
expressédo do rubisco varia durante o dia no oceano, com picos durante a
madrugada (John et al., 2007a; Pichard et al., 1996; Paul et al., 1999), quando
ocorre a sintese da enzima rubisco que € armazenada inativa até o periodo

diurno para utilizacéo nos cloroplastos (Paul et al., 1999).

Os valores de transcricdo de rusbisco foram baixos quando
comparados aos de proteorodopsina, ver Figuras 28-A, 28-B, 29-A e 29-B .
Assim, como a rubisco, muitos micro-organismos contém a enzima
proteorodopsina (Venter et al., 2004;. Sabehi et al., 2005; Campbell et al.,
2008). A proteorodopsina € altamente expressa no ambiente marinho, com

maior transcricdo que a rubisco (Frias-Lopez et al., 2008).

A transcricdo média do gene proteorodopsina do clado Sarll de
3,5x10° n°cépias de transcritos.ml™, nas estacdes coletadas tanto de dia ou de

noite, foi proéxima ao registrado em &guas costeiras ao norte do oceano
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Atlantico de 0,5 a 2,5 x10* n°cépias de transcritos.ml™ (Lami et al., 2009), ver

Tabela 9, Apéndice.

Os valores de transcritos dos dois genes funcionais ndo evidenciaram
correlagdo com nutrientes e parametros fisico—quimicos, assim como descrito

em outros estudos (Paerl et al., 2012; Campbell et al., 2008).

Campbell et al. (2008), sugerem que a baixa concentracdo de
nutrientes poderia selecionar bactérias heterotroficas contendo o gene
proteorodopsina, devido ao fato de que a energia extra adquirida pela bomba
de ATP gerada pela enzima proteorodopsina auxiliaria na assimilacdo de
fosfato e nitrato quando disponiveis em baixas concentracdes. Isto explicaria 0s
valores de expressao génica na superficie preenchida pelas massas de agua
AC, AT e AP, pobre em nutrientes. No entanto neste estudo os valores de
transcritos de proteorodopsina obtidos na regido ocupada pela ACAS, rica em

nutrientes, no fundo ndo foram inferiores aos da superficie.

E necessario avaliar outros genes de proteorodopsina relacionados a
outros espectros de absorcédo da luz (ex. 530 nm) e rubisco levando-se em
consideracdo a sazonalidade do Atlantico Sul, para entender suas relacdes

com os nutrientes e melhor compreender o ciclo do carbono.
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6. CONCLUSOES

A combinacéo da técnica de citometria de fluxo e de PCR em tempo

real possibilitou gerar informacdes inovadoras sobre a abundéancia e os

padrbes de distribuicdo de micro-organismos autotroficos e heterotroficos

durante o afloramento da ACAS na Plataforma Continental Sudeste:

Os resultados indicam que os micro-organismos foram distribuidos de
acordo com as caracteristicas fisicas e a disponibilidade de nutrientes
de cada massa de agua: a cianobacteria Prochlorococcus spp., o
dominio Archeae e o clado Sarll exibiram distribuicdo preferencial na
massa de Agua Central do Atlantico Sul enquanto que, a cianobacteria
Synechococcus spp., 0 hanoplancton e o picoplancton eucarioto, e as
bactérias heterotroficas nas massas de Agua Costeira e de Plataforma.
A cianobacteria Prochlorococcus spp., e 0 segundo clado de Sarll
sdo possivelmente ecotipos adaptados a menor indice de
luminosidade.

O restante dos autotréficos, a cianobacteria Synechococcus spp., o
nanoplancton e o picoplancton eucarioto sdo caracteristicos de regides
costeiras.

Bactéria heterotrofica foi abundante na regido costeira provavelmente
devido a maior disponibilidade de matéria organica, o que corrobora
com o resultado encontrado de maior biomassa de carbono proximo a

costa.

A expressdo dos genes, rubisco de Synechococcus spp. e
proteorodopsina de Sarll, ndo teve relagdo com paramentros

ambientais.

Para confirmar o acréscimo e o comportamento de micro-organismos

autotroficos e heterotréficos na PCSE durante a intrusao da ACAS, sugere-se a

realizacdo de um estudo sazonal. E em relagéo aos genes envolvidos no ciclo

do carbono ou outros ciclos biogeoquimicos, recomenda-se 0 emprego da

técnica de metatranscriptoma, que possa avaliar a expressao génica de toda a

comunidade microbiana.
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Figura 24. Curva padrao (A), de amplificacéo (B), de dissociacéo (C) e equacgao
da reta (D) obtidas a partir da amplificagdo do gene do rRNA 16S de Bacteria
por gPCR. Valores indicados na curva padrao (A) representam diluicdes do
DNA plasmidial.
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DNA plasmidial.
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Tabela 5. Parametros fisico-quimicos e elementos nutrientes com coordenadas geogréficas, profundidade local, profundidade
de coleta obtidos.

Parametros fisico - quimicos

Estacéo Lat. Long. Isob?::)local P(:rc:;‘ Tgn(;)p. Sal. Fluorescéncia F?j,]:%t ° Sét?\jll)t ° ’\(ISrM't;j N(lLtlrlat)o Amc'z/zl)lo (ng/?) ( n:l g[/)L)
5 26.70 34.97 248.83 0.12 3.21 0.07 0.23 1.03 1.21 0.34

10 26.02 35.14 279.93 0.12 2.39 0.05 0.03 0.18 1.27 0.34

1 -24.35533 -46.01417 50 20 19.64 35.56 992.83 0.28 2.21 0.03 0.23 0.76 1.22 0.34
30 18.18 35.56 1045.59 0.28 1.44 0.07 0.31 0.87 0.98 0.23

42 15.44 35.47 1457.72 0.85 7.12 0.37 6.41 0.24 0.94 0.22

5 25.81 35.21 137.80 0.28 2.45 0.03 0.02 0.00 1.11 0.16

10 25.80 35.29 153.65 0.23 2.33 0.00 0.00 0.00 1.13 0.58

) 2466950  -45.84778 75 20 25.37 35.61 181.00 0.23 1.44 0.03 0.00 0.03 0.98 0.13
35 15.04 35.43 994.71 0.75 8.36 0.12 4.99 0.03 1.03 0.26

50 14.96 35.44 977.11 1.22 1061 0.00 10.19 0.03 0.80 0.28

60 14.96 35.44 997.83 1.27 9.72 0.16 10.45 0.00 0.84 0.29

5 25.48 35.28 145.33 0.17 1.56 0.03 0.61 0.13 1.01 0.17

10 25.46 35.28 125.67 0.23 1.56 0.05 0.77 0.55 1.01 0.18

: SRR S 20 22.17 35.96 165.33 0.17 2.09 0.05 0.21 0.18 1.21 0.35
40 16.66 35.67 667.00 0.17 1.44 0.03 0.45 0.08 1.09 0.15

60 16.02 35.66 719.00 0.64 4.46 0.51 6.58 0.03 0.75 0.39

80 15.97 35.65 500.00 0.64 4.46 0.55 6.73 0.08 0.91 0.29

10 25.17 35.41 53.81 0.23 1.09 0.00 0.00 0.03 1.19 0.12

30 19.62 36.21 49.01 0.28 2.03 0.14 5.82 0.00 0.96 0.44

4 2541533 -45.46002 130 50 17.28 35.86 46.20 0.44 2.80 0.07 8.35 0.03 0.70 0.16
70 15.73 35.65 44.39 0.64 3.04 0.07 8.51 0.13 0.95 0.27

100 14.90 35.51 43.43 0.85 3.69 0.16 2.64 0.03 0.81 0.71

120 14.13 35.40 42.54 0.80 4.16 0.00 0.00 0.00 0.82 0.26
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10 26.10 36.97 77.17 0.12 1.44 0.07 0.70 0.18 0.96 0.14

20 26.10 36.97 70.40 0.07 1.38 0.03 0.10 0.08 0.87 0.18

-25.76783  -45.28373 200 70 23.44 37.05 160.00 0.07 2.51 0.03 0.35 0.18 1.16 0.18
100 21.94 36.78 309.00 0.07 1.20 0.00 0.66 0.13 0.94 0.83

190 15.79 35.64 236.00 0.44 1.56 0.23 6.40 0.13 0.80 0.28

10 25.72 36.88 54.67 0.12 1.56 0.00 0.00 0.13 0.97 0.13

60 23.11 36.91 150.83 0.12 1.14 0.00 0.00 0.00 0.96 0.13

26.02767  -45.15410 1500 110 21.81 36.74 465.57 0.12 1.14 0.10 0.38 0.13 0.80 0.15
160 18.59 36.10 139.00 0.44 2.03 0.03 0.00 0.00 0.75 0.21

200 16.24 35.71 19.20 0.49 2.62 0.00 4.77 0.00 0.67 0.22

240 15.18 35.52 11.86 0.59 2.86 0.00 5.96 0.08 1.61 0.36

20 25.43 36.83 38.92 0.07 1.32 0.00 0.22 0.08 1.04 0.36

60 23.54 37.07 123.00 0.12 4.10 0.03 0.33 0.13 0.95 0.14

SEEEES G e 110 21.85 36.82 590.33 0.12 1.32 0.07 0.41 0.00 1.09 0.31
160 18.53 36.13 211.40 0.44 1.38 0.12 2.31 0.29 0.90 0.40

200 16.84 35.78 41.00 0.44 * 0.05 4.03 0.08 0.75 0.17

240 15.48 35.57 7.73 0.64 2.98 0.05 6.27 0.08 0.90 0.38

20 25.64 36.81 49.60 0.12 1.62 0.03 0.04 0.08 * *

60 23.80 37.15 118.25 0.07 0.02 0.07 0.15 0.00 * *

-26.18483  -45.07547 2000 110 21.86 36.83 453.63 0.17 1.20 0.03 0.59 0.00 * *
160 18.28 36.14 186.00 0.44 2.09 0.00 3.56 0.00 * *

200 16.35 35.70 30.00 0.49 2.74 0.05 4.97 0.00 * *

10 26.22 37.08 28.67 0.17 1.32 0.03 0.00 0.00 1.13 0.48

e T = 70 23.53 37.07 112.14 0.07 1.14 0.03 0.00 0.00 1.25 0.21
105 22.22 36.86 772.40 0.17 1.32 0.03 0.56 0.00 0.98 0.21

160 17.50 35.87 298.33 0.28 1.56 0.10 1.71 0.03 0.90 0.22

200 16.26 35.70 100.76 0.44 2.33 0.03 4.49 0.00 0.67 0.22

240 15.29 35.56 3.83 0.49 2.56 0.03 5.02 0.08 0.81 0.30

Média Total 20.38 36.02 292.71 0.36 2.64 0.08 2.50 0.12 0.97 0.28
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*N&o ha dado; negrito: Maior valor e menor valor; em verde: camada subsuperficial de clorofila.
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Tabela 6. Abundancia das populacdes de Synechococcus spp., Prochlorococcus spp., Picoplancton Eucarioto, Nanoplancton
Eucarioto e Bactérias Heterotroficas detectados por citometria de fluxo nas estagfes e profundidades amostradas.

Citometria de Fluxo

= . . Isobata Profundidade Synechococcus  Prochlorococcus Picoplépcton Nanoplé_ncton Bactérje}s
Estacao Latitude Longitude local (m) Spp. (cel.ml'l) Spp. (Cel'ml-l) Eucanq}o Eucarlq}o Heteortroﬂcas

(m) (cel.ml™) (cel.ml™) (cel.ml™)

5 36055 0 11545 8615 2111282

10 119215 0 7280 3060 1931728

1 -24.35533333 -46.014167 50 20 30180 0 2465 325 679750

30 5580 0 1825 845 720197

42 9018 0 3015 1325 847205

5 7382 547 2857 318 2030695

10 8376 1503 5484 729 1987265

20 43510 15 3812 568 1376035

2 246695 45847783 75 35 17035 5 11007 795 1361110

50 15289 455 9564 2479 934175

60 19715 750 11295 3300 1251730

5 100045 100 2005 605 1559340

10 116365 160 2350 620 1697785

20 69445 160 3245 715 1262825

3 2514816067 -45.597667 100 40 17115 2970 25250 2985 1689700

60 3225 22005 10155 3885 998935

80 375 170 115 55 769170

10 33298 35 2433 358 1352170

30 28488 355 5295 1447 744570

4 2541533333 -45.460017 130 50 15014 27120 36450 2216 1175165

70 60 0 85 10 346855

100 1168 6273 1397 1307 372220

120 925 6890 1217 957 385065

10 37579 0 305 206 417184

5 -25.76783 -45.28373 200 20 2177 20 612 454 392034

70 762 38145 1657 593 484376


http://en.wikipedia.org/wiki/Synechococcus
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100 280 31996 877 1063 243710
190 2342 9215 1113 1144 424323

20 6510 0 613 148 728890

60 4158 750 767 260 729775

110 593 57776 2431 599 447605

6 -26.02766667  -45.1541 1500 160 45 2010 450 20 217110
200 60 350 25 0 167065

240 235 350 118 3 154235

2000 20 6844 0 761 198 606770

60 3005 0 763 428 449178

110 450 65687 1629 1068 270788

! -26.18383333  -45.075083 160 528 19362 604 458 206593
200 90 2828 154 74 160775

240 85 210 63 11 81033

20 2314 236 289 127 646978

60 1572 247 555 88 403225

8 -26.18483333 -45.075467 2000 110 590 0 968 1278 356900
160 238 15085 388 161 167470

200 144 0 386 106 115827

10 970 0 433 143 471800

70 3164 0 700 530 593710

105 438 63745 2923 2179 439418

o -26.71533333 457882 2500 160 363 32652 1261 510 393358
200 111 9560 1101 133 229910

240 190 2248 51 14 165890

Média total 15151 8313 3571 971 740214

* amostra ndo amplificou; negrito: maior valor e menor valor; em verde: camada subsuperficial de clorofila.
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Tabela 7. Biomassa de bactérias heterotréficas, Synechococcus spp.,
Prochlorococcus spp., picoplancton eucarioto (ugC.L™) obtida nas estacées e
profundidades amostradas.

Biomassa (ugC.L™)

Isobata Prof. Bactéria Synechococcus Prochlorococcus  Picoplancton

Estagdo local (m) (m) Heterotréfica spp. spp. Eucarioto
5 42.2 91.9 0.0 299.0
10 38.6 304.0 0.0 188.6
1 50 20 13.6 77.0 0.0 63.8
30 14.4 14.2 0.0 47.3
42 16.9 23.0 0.0 78.1
5 40.6 18.8 0.2 74.0
10 39.7 214 0.5 142.0
2 75 20 27.5 111.0 0.0 98.7
35 27.2 43.4 0.0 285.1
50 18.7 39.0 0.2 247.7
60 25.0 50.3 0.3 292.5
5 31.2 255.1 0.0 51.9
10 34.0 296.7 0.1 60.9
20 25.3 177.1 0.1 84.0
3 100
40 33.8 43.6 1.1 654.0
60 20.0 8.2 7.9 263.0
80 154 1.0 0.1 3.0
10 27.0 84.9 0.0 63.0
30 14.9 72.6 0.1 137.1
50 235 38.3 9.8 944.1
4 130
70 6.9 0.2 0.0 2.2
100 7.4 3.0 2.3 36.2
120 7.7 2.4 2.5 315
10 8.3 95.8 0.0 7.9
20 7.8 5.6 0.0 15.9
5 200 70 9.7 1.9 13.7 42.9
100 4.9 0.7 11.5 22.7
190 8.5 6.0 3.3 28.8
10 14.6 16.6 0.0 15.9
60 14.6 10.6 0.3 19.9
110 9.0 1.5 20.8 63.0
6 1500
160 4.3 0.1 1.4 11.7
200 3.3 0.2 0.1 0.6
240 3.1 0.6 0.1 3.1
20 12.1 17.5 0.0 19.7
60 9.0 7.7 0.0 19.8
7 2000 110 54 1.1 23.6 42.2
160 4.1 1.3 7.0 15.6

200 3.2 0.2 1.0 4.0
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240 1.6 0.2 0.1 1.6
20 12.9 59 0.1 7.5
60 8.1 4.0 0.1 14.4
8 2000 110 7.1 15 0.0 25.1
160 3.3 0.6 5.4 10.0
200 2.3 0.4 0.0 10.0
10 9.4 2.5 0.0 11.2
70 11.9 8.1 0.0 18.1
105 8.8 1.1 22.9 75.7
9 2500
160 7.9 0.9 11.8 32.7
200 4.6 0.3 3.4 28.5
240 3.3 0.5 0.8 1.3
Média total 14.80 38.64 2.99 92.50

Negrito: maior valor e menor valor; em verde: camada subsuperficial de clorofila.
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Tabela 8. Concentracdo de DNA e cDNA das amostras quantificadas no

Qubit®.
~ . . Isobata Profundidade

Estacdo Latitude Longitude I(();:;\I (m) DNA (ng/ul)  cDNA (ng/ul)
5 1.58 3.77
10 0.00729 <0,5

1 -24.35533333  -46.01416667 50 20 0.792 2.2
30 0.958 335
42 1.54 1.27
5 0.834 2.07
10 1.39 2.01

2 -24.6695 -45.84778333 75 20 1.38 2
35 3 20.9
50 1.55 1.83
60 1.59 36.7
5 0.343 0.881
10 0.473 1.41
20 0.692 0.792

3 -25.14816667  -45.59766667 100
40 0.786 0.7
60 0.599 2.41
80 0.298 1.63
10 1.07 0.709
30 3.46 1.11
50 1.07 7.32

4 -25.41533333  -45.46001667 130
70 0.687 441
100 0.716 1.85
120 * 2.14
10 0.259 1.81
20 0.328 0.768

5 -25.76783 -45.28373 200 70 0.492 2.69
100 0.173 92
190 0.432 2.08
20 0.495 2.88
60 0.607 1.31
110 0.319 3.02

6 -26.02766667 -45.1541 1500
160 0.757 *
200 0.315 2.47
240 1.37 2.57

2000 20 0.241 2.41

60 L 3.22
110 0.341 5.8

7 -26.18383333  -45.07508333
160 0.19 1.36
200 0.316 1.84
240 0.165 2.59


http://www.lifetechnologies.com/qubit.html
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8 -26.18483333  -45.07546667 2000

9 -26.71533333 -45.7882 2500

20
60
110
160
200
10

70
105
160
200
240

0.102
0.484
0.194

0.181
1.35

0.861
0.588
1.39
0.473
0.228

2.67
3.24
1.25
5.5
1.17
4.3

1.33
2.03
1.35
1.28
2.9

Em verde: camada subsuperficial de clorofila.
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Tabela 9. Abundancia dos genes de Bactéria, de Archaea, Sarll detectados por gPCR a partir do DNA total das amostras de agua
das estacOes e profundidades amostradas.

PCR em tempo real

~ . . Isobata  Profundidade  16S Archaea 16S Bacteria 16S Sarll ProtonKO(.jopsma oRu,b|_sco
Estacdo Latitude Longitude o s o s o (n° copias de (n° copias de
local (m) (m) (n° células/ml)  (n° células/ml)  (n° células/ml) X X
transcritos/ml)  transcritos/ml)

5 1.84E+02 1.04E+03 2.02E+02 1.19E+05 6.17E+02

) 10 4.50E+01 3.03E+02 8.02E+01 * 4.33E+01

1 0435533333 ~46-01416667 S0 20 4.30E+01 2.52E+04 2.30E+01 * 4.09E+01
30 4.14E+01 6.76E+03 4.12E+02 * &

42 4.13E+01 1.92E+03 6.64E+02 4.08E+03 2.14E+03

5 1.30E+02 1.08E+04 2.15E+02 8.23E+04 9.20E+02

10 2.87E+02 9.41E+01 1.23E+02 6.41E+03 7.31E+01

35 5.53E+01 1.10E+03 7.00E+00 8.81E+04 3.70E+00
50 * 5.40E+02 2.06E+01 3.62E+03 *

60 4.94E+01 1.78E+03 1.88E+01 6.07E+03 7.63E+02

5 4.72E+00 1.66E+02 1.32E+01 1.35E+04 1.57E+03

10 1.60E+01 7.55E+03 7.00E+01 2.34E+04 2.32E+01

- 20 2.57E+00 5.30E+02 1.05E+01 2.11E+04 2.88E+02

< 25.14816667 Reaeell 100 40 3.04E+01 1.88E+03 7.82E+01 3.11E+04 2.23E+02

60 5.84E+01 4.39E+03 1.64E+02 4.22E+03 5.67E+01

80 6.37E+01 4.19E+02 9.45E+02 5.55E+04 5.28E+02

10 5.19E+03 2.94E+04 1.44E+04 1.07E+02

30 1.17E+02 4.34E+03 2.54E+02 7.86E+04 8.09E+02

- 50 1.55E+02 2.54E+02 2.00E+02 3.54E+04 8.26E+02

4 25.41533333 -45.46001667 130 70 2.74E+02 8.82E+03 1.36E+03 1.14E+05 2.81E+03

100 1.37E+02 1.79E+03 1.36E+03 2.30E+03 2.12E+00

120 * * * 1.55E+04 2.03E+01

5 -25.76783 -45.28373 200 10 2.69E+00 7.36E+02 1.64E+02 7.68E+03 1.60E+03
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20 3.53E+00 3.43E+03 4.84E+02 1.63E+04 3.35E+02
70 3.62E+00 5.82E+02 2.93E+02 1.36E+05 1.92E+03
100 6.39E+00 8.76E+02 8.42E+02 2.88E+04 7.91E+02
190 8.87E+02 8.57E+03 1.17E+04 2.88E+04 6.89E+01
20 1.03E+02 1.79E+04 6.33E+03 7.07E+03 6.75E+01
60 1.78E+02 1.40E+03 8.00E+02 1.17E+04 4.34E+02
- 110 1.78E+02 9.12E+01 1.50E+02 2.70E+05 6.82E+02
6 2602766667 401941 1500 160 1.19E+02 3.01E+02 1.91E+03 . *
200 2.66E+02 7.01E+02 8.33E+03 * 9.90E+00
240 6.63E+02 2.03E+03 2.39E+01 5.21E+04 1.92E+00
2000 20 1.20E+00 1.97E+02 1.32E+03 1.46E+05 4.39E+02
60 * * * * 1.25E+03
- 110 2.61E+01 8.06E+02 1.54E+03 1.34E+07 *
7 2618383333 “#°:07508333 160 5.37E+01 1.56E+02 2 42E+03 1.58E+04 7.24E+02
200 3.13E+02 6.18E+02 4.80E+03 6.98E+03 8.12E+01
240 2.21E+02 7.73E+02 4.47E+03 1.77E+03 3.25E+02
20 1.44E+01 5.78E+02 6.21E+03 2.64E+04 2.53E+01
60 1.31E+00 3.94E+01 2.37E+04 3.12E+04 6.26E+00
8 . -45.07546667 2000 110 7.87E+02 2.93E+04 2.05E+04 1.06E+04 2.67E+01
26.18483333 160 * * * 3.05E+04 4.90E+03
200 2.72E+03 2.01E+03 3.71E+03 2.64E+04 5.88E+02
10 6.62E+01 2.80E+04 2.69E+04 1.57E+04 7.97E+01
70 1.11E+02 9.48E+01 1.63E+03 3.56E+04 7.69E+01
9 = 45.7882 2500 105 5.50E+01 * 5.42E+02 1.70E+04 5.17E+01
26.71533333 ‘ 160 1.01E+02 5.01E+02 5.69E+02 1.11E+04 7.78E+02
200 9.87E+02 2.90E+03 5.75E+03 * *
240 2.21E+02 1.33E+03 5.44E+02 * *
Média total 2.15E+02 4.10E+03 3.57E+03 3.50E+05 6.14E+02
* amostra ndo  amplificou; negrito: maior  valor e menor  valor; em  verde: camada  subsuperficial de clorofila.
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Tabela 10. Abundéancia de transcritos das enzimas rubisco e proteorodpsina
quantificados por gPCR a partir do cDNA total das amostras de agua coletadas
no periodo diurno.

PCR em Tempo Real - Expressdo Génica Periodo Diurno

Hora da Isobata Profundidade Proteorodopsina Rubisco
Estacdo Latitude Longitude local (n° copias de  (n° copias de
coleta (m) X X
(m) transcritos/ml)  transcritos/ml)
5 1.35E+04 1.57E+03
10 2.34E+04 2.32E+01
20 2.11E+04 2.88E+02
3 -25.14816667 -45.59766667 10:00 100
40 3.11E+04 2.23E+02
60 4.22E+03 5.67E+01
80 5.55E+04 5.28E+02
10 1.44E+04 1.07E+02
30 7.86E+04 8.09E+02
50 3.54E+04 8.26E+02
4 -25.41533333  -45.46001667 09:00 130
70 1.14E+05 2.81E+03
100 2.30E+03 2.12E+00
120 1.55E+04 2.03E+01
20 1.46E+05 4.39E+02
60 * 1.25E+03
110 1.34E+07 k.
7 -26.18383333  -45.07508333 2000
160 1.58E+04 7.24E+02
200 6.98E+03 8.12E+01
240 1.77E+03 3.25E+02
10 1.57E+04 7.97E+01
70 3.56E+04 7.69E+01
105 1.70E+04 5.17E+01
9 -26.71533333 -45.7882 15:00 2500
160 1.11E+04 7.78E+02
200 * *
240 * *

Média total 6.69E+05 5.27E+02
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Tabela 11. Abundancia de transcritos das enzimas rubisco e proteorodpsina
quantificados por gPCR a partir do cDNA total das amostras de agua coletadas
no periodo noturno.

PCR em Tempo Real - Expressédo Génica Periodo Noturno

. Proteor in Rubi
Estacdo Latitude Longitude Hch)rIZtia Il)scc;?a(l:ﬁ) Profu(rrlT(];l)ldade (?1°e§é%?:sp<sjea (n° cLé')bp_)?;sode
transcritos/ml)  transcritos/ml)
5 1.19E+05 6.17E+02
10 * 4,.33E+01
1 -24.3553 -46.0142 21:00 50 20 * 4.09E+01
30 * *
42 4.08E+03 2.14E+03
5 8.23E+04 9.20E+02
10 6.41E+03 7.31E+01
2 246695 -458478 0000 75 20 1.01E+04 4.99E+02
35 8.81E+04 3.70E+00
50 3.62E+03 *
60 6.07E+03 7.63E+02
10 7.68E+03 1.60E+03
20 1.63E+04 3.35E+02
5 -25.7678 -45.2837 21:00 200 70 1.36E+05 1.92E+03
100 2.88E+04 7.91E+02
190 2.88E+04 6.89E+01
20 7.07E+03 6.75E+01
60 1.17E+04 4.34E+02
110 2.70E+05 6.82E+02
6 -26.0277 -45.1541 02:00 1500
160 * *
200 * 9.90E+00
240 5.21E+04 1.92E+00
20 2.64E+04 2.53E+01
60 3.12E+04 6.26E+00
8 -26.1848 -45.0755 10:00 2000 110 1.06E+04 2.67E+01
160 3.05E+04 4.90E+03
200 2.64E+04 5.88E+02
Média total 4.21E+04 7.55E+02
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Tabela 12. Correlacdo de Spearman entre os dados de expressdo génica (proteorodopsina e rubisco) e os parametros fisico—
qguimicos durante o dia (A) e a noite (B).

A
. . . . . Nitrat a ND .
. Profundidad Temperatur Salinidad Florescénci Fosfato Silicat Nitrito Amobéni  COD Proteorodopsin ,
Variaveis o o} (mg/L Rubisco
e (m) a(°C) e a (MM) o (UM) (uM) wum) © (MM)  (mg/L) )

me“(rrf)'dade 1.000 -0.695 -0.016 -0.141 0482 0299 0191 0360 -0.170 -0.626 0.179 -0.267 -0.113
I%;‘perat“ra 1.000 0.417 0.188 -0.840 -0.691 -0.354 -0.566 0.088 0.690 -0.256 0.184 0.119
Salinidade 1.000 0.148 0.607 -0.379 -0.024 -0.286 -0.303 0.304 0.159 0.316 0.136
Florescéncia 1.000 .0.263 -0.121 0.308 -0.035 0.037 0221 -0.218 0.130 0.029
Fosfato (uM) 1.000 0724 0462 0651 0026 -0.748 0.317 -0.400 -0.138
Silicato (UM) 1000 0433 0590 0200 -0.702 0.169 -0.179 0.101
Nitrito (uM) 1.000 0.684 0123 -0.350 0.445 -0.072 0.162
Nitrato (uM) 1.000 0189 -0.694 0.190 -0.066 0.375
Amoénio (uM) 1.000 0.041 -0.150 -0.075 0.387
COD (mg/L) 1.000 -0.090 0.394 -0.018
ND (mg/L) 1.000 -0.136 -0.186
Proteorodopsina 1.000 0.353
Rubisco 1.000
B

. N . n —_ Nitrat . ND .
a Profundidad Temperatur Salinidad Florescénci Fosfato Silicat Nitrito Ambéni  COD Proteorodopsin .
Variaveis o o} (mg/L Rubisco
e (m) a(°C) e a MM) o (uM)  (uM) wm) °© (MM)  (mg/L) ) a
PrOf“(r;]?;dade 1.000 -0.679 0.298 0132 0329 -0.021 ;s 0496 -0361 -0518 0.073 0.141 -0.126
Temperatura 1.000 0.220 .0.355  -0.805 -0.438 0.743 0193 0362 .0 0.054 0.137

(°C) 0.121
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Salinidade

Florescéncia
Fosfato (UM)
Silicato (UM)

Nitrito (LM)

Nitrato (UM)
Amonio (UM)
COD (mg/L)
ND (mg/L)
Proteorodopsin
a

Rubisco

1.000

-0.405 -0.583 -0.687

1.000 0.255 0.154
1.000 0.696
1.000

0.185
0.454

0.128
0.088

1.000

-0.172

0.318
0.595
0.491

0.325
1.000

-0.097

0.345
-0.264
0.026

0.340

0.069
1.000

-0.382

0.002
-0.229
0.168

-0.071

-0.279
0.395
1.000

0.547
0.317
0.233
0.419

0.017
0.357

0.185
0.289
1.000

-0.223

-0.024
-0.155
-0.224

0.194

0.010
0.122
0.100
0.075

1.000

0.025

0.278
-0.069
0.047

0.140

0.098
0.180
-0.216
-0.249

-0.074
1.000

*Correla¢bes marcadas sao significativas a p <, 0,50 e r = 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até 0,6 (moderado); r = 0,70 até 1 (forte).



