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RESUMO

PASSOS, Julia Gasparini. Processos microbianos do ciclo do carbono em exsudagdes frias
no mar profundo (Atlantico Sudoeste). 2023. 78 f. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto
Oceanogréfico, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2023.

No mar profundo, a produgdo primaria quimiossintética (PPQ) é uma fonte de carbono labil,
enquanto a producdo microbiana heterotréfica (PMH) reintroduz a matéria orgénica dissolvida
na cadeia tréfica pela alca microbiana. Este estudo tem como objetivo investigar a relevancia
desses processos e elucidar as principais vias metabdlicas nas exsudacdes frias e arredores na
Bacia de Santos, Atlantico Sudoeste. As amostras foram coletadas ao longo de dois cruzeiros a
bordo do Noc. Alpha Crucis. No primeiro cruzeiro (BIOIL 1), a PPQ e PMH foram estimadas
em trés profundidades, compreendendo a zona epipelagica e mesopelagica, e em sedimentos.
No segundo cruzeiro (BIOIL 2), foi determinado apenas o PPQ para a coluna d'agua e, além
disso, foram realizados experimentos em microcosmos da PPQ para quatro tratamentos
diferentes (amonio, nitrito, tiossulfato e acetato). PPQ e PMH foram determinadas pela
incorporacio de “C-bicarbonato e 3H-leucina, respectivamente, em temperaturas in situ
simuladas no escuro. Contudo, neste estudo, ndo foram identificadas exsudacdes frias na Bacia
de Santos, mas foi possivel coletar amostras das zonas pelagicas e bentdnicas usuais. Na zona
pelagica, a PPQ variou de 5,22 x 10° a 3,24 x 10% ugC.m=.h"%, que foram até quatro ordens de
magnitude inferiores 8 PMH, que variou de 1,26 x 10 a 1,48 x 10* ugC.m=.h"t, Nos sedimentos,
a PPQ variou de 1,15 x 10% a 1,83 x 10° pgC.m.h"t, enquanto o HMP foi até quatro ordens de
magnitude menor, de 3,22 x 10* a 1,56 x 10° pgC.m=3.h™. Comparada com outras bacias
oceanicas, a coluna d'agua da Bacia de Santos apresenta taxas relativamente superiores de PPQ);
no entanto, zona bent6nica se mostrou como o local com maiores taxas quimioautotroficas
devido a uma maior disponibilidade de fontes de energia nos sedimentos do que na agua
oligotrofica acima. O PMH teve um padrdo oposto, com maiores taxas na zona pelagica,
provavelmente devido a associacdo da heterotrofia com a producdo primaria fotossintética na
camada eufotica. Embora a via quimioautotrofica preferencial permanega incerta em mar
profundo, os experimentos de microcosmos indicam que, na zona peldgica da Bacia de Santos,
0 PPQ é principalmente estimulado pela adigdo de am6nio — via oxidagdo de amonio, mas
também possui um potencial para reducdo da oxidacdo de enxofre em condicdes especificas.

Este estudo representa novos insights sobre os processos microbianos do Oceano Atlantico



Sudoeste, o que reforga a necessidade da inclusdo do PPQ nas estimativas globais do ciclo do

carbono.

Palavras-chave: Producéo primaria quimiossintética. Producdo microbiana heterotroéfica.

Ciclo do carbono marinho. Zonas pelégicas e bentonicas.



ABSTRACT

PASSOS, Julia Gasparini. Processos microbianos do ciclo do carbono em exsudagdes frias
no mar profundo (Atlantico Sudoeste). 2023. 78 f. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto

Oceanogréfico, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo, 2023.

In the deep ocean, the chemosynthetic primary production (PPQ) is a source of new and labile
carbon, while the heterotrophic microbial production (PMH), reintroduces dissolved organic
matter into the food chain through the microbial loop. This study aims to investigate the
relevance of these processes and enlighten the metabolic pathway of PPQ in cold seep and
surroundings of the Santos Basin, Southwestern Atlantic Ocean. The samples were collected
throughout two cruises aboard of the R/V Alpha Crucis. In the first cruise (BIOIL 1), the PPQ
and PMH were estimated in three water depths, comprising the epipelagic and mesopelagic,
and in sediments. In the second cruise (BIOIL 2), only the PPQ was determined for the water
column and, in addition, a microcosms experiment was performed for four different
amendments (ammonium, nitrite, thiosulphate and acetate). PPQ and PMH rates were measured
by 4C-bicarbonate and 3H-leucine incorporation, respectively, and incubated in situ simulated
temperatures, in the dark. However, no active cold seep were identified in the Santos Basin in
this study, but it was still possible to sample the usual pelagic and benthonic zones. In the
pelagic zone, the PPQ ranged from 5.22 x 10° to 3.24 x 10? ugC.m=.h", which were up to four
orders of magnitude lower than the PMH, which varied from 1.26 x 102 to 1.48 x 10* pgC.m"
3.h. In the sediments, the PPQ ranged from 1.15 x 10* to 1.83 x 10° pgC.m=.ht, while HMP
was up to four orders of magnitude lower, 3.22 x 10 to 1.56 x 10% ugC.m=.h"t. Compared with
other ocean basins, the water column of the Santos Basin has relatively higher rates of PPQ;
however, the benthic zone had shown to be the prime location for the chemoautotrophy due to
higher availability of energy sources in the sediments than in the oligotrophic water above. The
PMH had an opposite pattern, with higher rates in the pelagic zone likely due the relation of
heterotrophs with the photosynthetic primary production in the euphotic layer. Although the
preferential chemoautotrophic pathway remains uncertain in the deep ocean, the microcosms
experiments indicate that, in the pelagic realm of the Santos Basin, the PPQ is mostly stimulated
with ammonium amendments — via ammonium oxidation, but with the potential for reduced

sulfur oxidation in specific conditions. This study represents new insights into the microbial



processes of the Southwestern Atlantic Ocean, which reinforces the need for the inclusion of

the PPQ in global carbon cycle estimations.

Keywords: Chemosynthetic primary production. Heterotrophic microbial production. Marine

carbon cycle. Pelagic and benthic zones.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Localizacdo das estacBes oceanogréficas realizadas durante o BIOIL 1 (vermelho) e 2

Figura 2 - Esquerda: processo de filtracdo das amostras de 4gua em kit de filtragdo manifold. Direita:
membrana (0,22 um) apos o processo de filtragdo, sendo armazenada em criotubo para, em seguida, ser
CONGEIAA @ “BOCPC......eeeieiteit ettt bbbt b bbbt bbbttt 10
Figura 3 - Amostras de sedimento no processo de aeracdo com HCI 1% para remocdo do CO;
FEIMANESCENTE. ... eeeeteeittee et e et e sttt et e s e e e skt este e e sse e e s st e aEe e e amEe e e aR e e e ebe e e b e e e aaEe e smRe e e sm e e e n e e smre e e anneeenreesnneeannes 10
Figura 4 - Amostras em sucessivas etapas de centrifugagdo para a precipitacdo de
ST 01 (=T 13- VSRS 12

Figura 5 - Vials de cintilacdo a serem analisados no contador cintilador liquido (Packard Tricarb 2100

Figura 6 - Esquema metodoldgico do experimento em microcosmos realizado no BIOIL 2. 14C: #C-
bicarbonato (NaH*CQOg3), Formol: controle fixado com formaldeido 2%, Sem adigéo: apenas com 4C-

bicarbonato, TS: tiossulfato de sédio, AM: cloreto de amonio, NT: nitrito de sodio, AC: acetato de

700 | [ TSSOSO 14
Figura 7 - Diagrama temperatura-salinidade espalhado para o talude da Bacia de Santos durante o
BIOIL 1 (esquerda) durante novembro, 2019; e 0 BIOIL 2 (direita) durante julho, 2022........................ 16

Figure 8 — Concentracdes dos nutrientes: fosfato, silicato, nitrato, nitrito e amonio representadas em
umol.L™ por profundidade aproximada (m) da coluna d’agua. Concentragdes representadas como média
o (ST Vol o To - To TSSOSO PP PPPRO 17
Figure 9 — Carbono orgénico total, nitrogénio total, contetido de Carbonato de Calcio (%) e 813C (%o)
por estrato de sedimento, representados como média + desvio Padrao............ccceevveierenererierieiese e 18
Figura 10 - Producdo Primaria Quimiossintética média + desvio padréo (ugC.m=3.h?) da coluna d’agua
do BIOIL 1, por zona pelégica (A) e area (B). Producdo Microbiana Heterotréfica média + desvio padréo
(ugC.m3.h?1) da coluna d’agua do BIOIL 1, por profundidade (C) e é4rea (D). Pontos representam
ODSErVACOES INUEPENABNTES. ... . eeeeteitieieiet ettt ettt s st e st e e s e s e e s e e s e e neebesaesbeseerearenreas 19
Figura 11 - Producdo Priméria Quimiossintética média + desvio padrdo (ugC.m=.h) do sedimento do
BIOIL 1, por zona pelégica (A) e area (B). Produgdo Microbiana Heterotréfica média + desvio padrdo
(ugC.m3h?1) do sedimento do BIOIL 1, por profundidade (C) e area (D). Pontos representam
0DSEIVAGOES INAEPENUBNTES. ... .. eeieeeee ettt ettt sttt e e e e see s en e e s e naeaneeneeeaeaneeneeneas 20
Figura 12 - Produgdo Primaria Quimiossintética média + desvio padrédo (ugC.m3.h"!) da coluna d’agua
do BIOIL 1. Pontos representam observagoes iNdependentes...........ccocvee e veeeenesenese e 21
Figura 13 - Producéo Primaria Quimiossintética média + desvio padréo (ugC.m=.h") da coluna d’agua

do BIOIL 1 e 2. Pontos representam observagtes independentes. ..........oveveveeeereneneseeniene e 21



Figura 14 - Grafico da correlacdo entre a producdo primaria quimiossintética (PPQ) e producédo
microbiana heterotrofica (PMH) na coluna d agUa..........coeiveiiiiiiiieiece e 22
Figura 15 - Analise de componentes principais para a coluna d’agua da Bacia de Santos durante o BIOIL
1 com vetores de producdo primaria quimiossintética (PPQ), producdo microbiana heterotréfica (PMH),
profundidade, salinidade, fosfato, silicato, nitrato, nitrito € amONi0...........c.ccceevvveviie i, 23
Figura 16 - Grafico da correlagdo entre a producdo primaria quimiossintética (PPQ) e carbono organico
total (COT), producdo microbiana heterotréfica (PMH) e COT e nitrogénio total (NT) em
=T L0 0T (o TSR 24
Figura 17 — Grafico da correlacdo entre a producdo primaria quimiossintética (PPQ) e producao
microbiana heterotrofica (PMH) N0 SEAIMENTO.........cviiiiiiiiiee s 24
Figura 18 - Anélise de componentes principais para o sedimento da Bacia de Santos durante o BIOIL
1 com vetores de producgdo priméria quimiossintética (PPQ), producéo microbiana heterotréfica (PMH),
conteudo de areia, lama e carbonato de célcio (CaCOs), 813C, carbono orgénico total (COT) e nitrogénio
L40] ro LI (A I ) OSSOSO U TSP P PP PRSP 25
Figura 19 - Razdo das taxas de producdo primaria quimiossintética (PPQ) obtidas nos diferentes
tratamentos dividida pelo controle da PPQ. Valores acima da linha 'y = 1 representam uma resposta ao

tratamento comM 0 ESPECITICO NULFIBNTE.......c.iii et re et re st 26



SUMARIO

1. INTRODUCAO
2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.
3.2.

AREA DE ESTUDO
AMOSTRAGEM

3.2.1. BIOIL 1
3.2.2. BIOIL 2

3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

VARIAVEIS AMBIENTAIS

PRODUGAO PRIMARIA QUIMIOSSINTETICA (PPQ)
PRODUCAO MICROBIANA HETEROTROFICA (PMH)
EXPERIMENTO PILOTO EM MICROCOSMOS

ANALISES ESTATISTICAS

4. RESULTADOS

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

VARIAVEIS AMBIENTAIS
PROCESS0OS MICROBIANOS
ANALISES MULTIVARIADAS

EXPERIMENTO PILOTO EM MICROCOSMOS

5. DISCUSSAO

5.1
5.2.

DISTRIBUIGAO ESPACIAL

EXPERIMENTO EM MICROCOSMOS

6. CONSIDERACOES FINAIS

6.1.
6.2.

CONCLUSAO

TRABALHOS FUTUROS

REFERENCIAS
APENDICE

© 0O N o o o

11
13
15

16

16
18
22
26

27

27
31

34

34
35

36
49



1. INTRODUCAO

O mar profundo é um ambiente altamente conectado, com ligacfes a atmosfera, ao
oceano superior e bacias oceanicas (LEVIN et al., 2019), estando nele os principais ambientes
hipdxicos e andxicos da Terra (DANOVARO et al., 2014). Abaixo de 200 m, mudancas no
ambiente fisico, redugdo no suprimento de alimentos e a auséncia de algas fotossinteticamente
tipicas levam a alteracBes da composicdo taxonémica dos seres vivos, morfologias dos
organismos, atividade metabdlica e fluxos de energia no mar profundo, tanto na coluna de agua
(HERRING, 2002) quanto no sedimento (DANOVARO et al., 2014).

Nos ultimos anos, novas tecnologias como remotely operated vehicles (ROVS) e
autonomous underwater vehicles (AUVs) facilitaram nossa capacidade de estudar o mar
profundo, no entanto, por razdes historicas e econdmicas, 0 oceano profundo ainda permanece
sub-amostrado, particularmente no Hemisfério Sul (LLODRA et al., 2003; LEVIN et al., 2019;
FRAZAO et al., 2021). Frazéo et al. (2021) revisou publicacdes sobre ecologia microbiana no
Oceano Atlantico Sul e, apesar do aumento do esforco cientifico nas dltimas décadas, a
quantidade de publicacdes ainda é baixa, de apenas 38, quando comparadas com as 209 do

Atlantico Norte.

Existe uma quantidade ainda inferior de estudos publicados sobre cold seeps do que
outros ecossistemas de mar profundo, como fontes hidrotermais. Os primeiros relatos de cold
seeps, ou exsudacdes frias, foram feitos ha cerca de 40 anos por Paull et al. (1984) no Golfo do
México. Com base em buscas bibliograficas, encontrou-se que as pesquisas nesses ambientes
se concentram no Oceano Pacifico e Atlantico Norte (ex: PAULL et al.,1984; DAS et al., 2011;
VIGNERON et al., 2015; SEABROOK et al., 2017), enquanto que o Hemisfério Sul recebe
menor atencdo e/ou investimento, com alguns relatos na costa da Africa, Peru, Chile e Nova
Zelandia (ex: LLODRA et al., 2003; THURBER et al., 2009; OLU-LE ROY et al., 2019).

Apesar disso, sua ocorréncia € ampla, estando presente em ambas as margens
continentais ativas e passivas, nas dorsais meso-oceanicas, montes submarinos, margens de
plataformas continentais e até fossas oceanicas (LLODRA et al., 2003; LEVIN et al., 2016).
Também se encontram associados a diversas estruturas geologicas, como pockmarks, diapiros
de sal, montes carbonaticos e brine pools (CERAMICOLA et al., 2018). Essas exsudaces frias
sdo caracterizadas pelo escape de hidrocarbonetos do assoalho oceénico, frequentemente sendo

abastecido por um reservatorio em subsuperficie de gas metano ou enxofre (SMITH, 2012; LE



BRIS et al., 2016). Essa migracédo de hidrocarbonetos ocorre devido a processos de subducgdo
de placas, formacéo de diapiros, compressao pelos sedimentos ou a dissociacao de hidratos de
gas (LE BRIS et al., 2016).

Evidéncias biologicas e geoldgicas indicam que esses ecossistemas podem ser comuns
na costa brasileira. Recentemente, houve a descoberta de escape de gas metano junto de uma
comunidade biol6gica quimiossintética tipica de cold seeps no Cone de Rio Grande, na Bacia
de Pelotas (GIONGO et al., 2016). Além disso, Sumida et al. (2004) registraram a presenca de
um poliqueta (Amelinna sp.) que geralmente habita ecossistemas redutores, indicando também
a ocorréncia desses ambientes na Bacia de Santos. Posteriormente, uma série de estruturas
geomorfoldgicas que atestam a presenca de 6leo e gas em subsuperficie foram descobertas
nessa mesma regido, como pockmarks e diapiros de sal (DE MAHIQUES et al., 2017) e a
descoberta do Monte Carbonatico Alpha Crucis (MALY et al., 2019).

Ambientes redutores possuem energia e carbono limitado, devido a isso, houve a
necessidade da adaptacdo da microbiota de mar profundo. Por exemplo, os micro-organismos
quimioautotroficos (fixadores de carbono no escuro), que obtém carbono de fontes inorganicas
e sua energia da oxidacdo de substratos inorganicos, como enxofre, ferro ou nitrogénio. Em mar
profundo, seu principal papel é de produtor priméario de novos materiais organicos, fornecendo
alimento e energia para os demais niveis da teia tréfica (HERRING, 2002). No oceano, a
quimiossintese tem sido estudada principalmente em interfaces 6xicas-andxicas (TAYLOR et
al., 2001), nas fontes hidrotermais profundas (SIEVERT & VETRIANI, 2012; MCNICHOL et
al., 2018) e exsudac0es frias (VIGNERON et al., 2015; SAVVICHEYV et al., 2018), isso €
devido a necessidade desses microrganismos a presenca de compostos oxidados e reduzidos
para fixar o carbono inorganico em ambientes aféticos (carbono escuro) (ENRICH-PRAST et
al., 2014). Esse processo ocorre por diversas vias metabolicas: ciclo de Calvin Benson Bassham
(CBB), ciclo redutor do acido tricarboxilico (rTCA), via redutiva do acetil-CoA (Wood-
Ljungdahl, WL), ciclo de 3-hidroxipropionato (3HP) e 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato
(3HP/4HB) (HUGLER & SIEVERT, 2011).

Nas exsudacoes frias, devido a alta concentracdo de substancias redutoras, o sedimento
é geralmente colonizado por micro-organismos quimiossintetizantes - bactérias e arqueias -
formadores de tapetes microbianos, que se distribuem em mosaicos de variados tamanhos
(LEVIN, 2005; ORCUTT et al. 2011). As comunidades de cold seeps apresentam,

principalmente, micro-organismos aerébicos e anaerdbicos que oxidam metano, enxofre



reduzido e fixam nitrogénio (LEVIN, 2005). Essas regides sdo dominadas por bactérias da
classe Deltaproteobacteria — que s&o em sua maioria redutoras de enxofre — e arqueias do grupo
Methanomicrobia — compreendendo organismos metanogénicos e metanotroficos (ORCUTT et
al., 2011).

Além disso, descobertas recentes revelaram a crescente necessidade de esforcos na
quantificacdo e compreensdo da fixacdo de carbono no escuro na coluna d’agua oOxica (ex.,
REINTHALER etal., 2010; SWAN et al., 2011; HERNDL & REINTHALER, 2013; BALTAR
et al., 2016). No ambiente pelagico, a quimioautotrofia esta relacionada ao metabolismo do
nitrogénio por bactérias oxidantes de nitrito e arqueias oxidantes de aménia (MIDDELBURG,
2011; PACHIADAKI et al., 2017), com uma pequena contribuicdo da oxidagdo de enxofre
reduzido. Na camada d’agua do Atlantico Sudoeste, a quimiossintese € dominada por bactérias
da classe Gammaproteobacteria e do filo Nitrospinota, e arqueias da classe Nitrososphaeria
(JUNIOR, et al., 2015; COUTINHO et al., 2021; BENDIA et al., 2021). Entretanto, no
sedimento, a quimiossintese esta associada a oxidacdo de enxofre reduzido, particularmente
sulfeto (MIDDELBURG, 2011; DYSKMA et al., 2016) por Gammaproteobacteria, com uma
pequena contribuicdo da oxidacdo de nitrogénio (DYSKMA et al., 2016; BENDIA et al., 2021).

Assim como as bactérias e arqueias quimiossintetizantes, 0s micro-organismos
heterotréficos, atuando pela alga microbiana, sdo igualmente fundamentais para o ciclo do
carbono marino. A microbiota heterotréfica, composta tanto por bactérias quanto arqueias, é
responsavel por consumir a matéria organica dissolvido (MOD) - proveniente dos produtores
primarios — e transforma-la em matéria organica particulada (MOP) (AZAM et al., 1983). Desta
forma, o carbono, antes inacessivel, é reintroduzido na cadeia trofica e passa a ser transferivel
a niveis tréficos superiores (AZAM et al., 1983). A zona eufética, onde os processos de
producdo primaria ocorrem de forma intensificada, exporta a matéria organica para camadas
mais profundas da coluna d’agua, por meio da advecgéo vertical do MOD e do afundamento de
MOP, como pelotas fecais, neve marinha, fitodetritos (TURNER, 2015). Nesse transporte, a
matéria organica e remineralizada pela microbiota da coluna d’agua, que desta forma, conecta
diferentes zonas peldgicas (ROBINSON, 2008). Parte desse material pode vir a alcangar o
sedimento, o qual possui uma grande biomassa e diversidade de micro-organismos, que em
grande parte sdo heterotroficos (MAHMOUNDI et al., 2020), e aproveitam tanto a matéria

organica proveniente do ambiente pelagico quanto a que é produzida no proprio sedimento.



Além do seu papel na alca microbiana, os micro-organismos heterotréficos podem
participar da fixacdo de carbono inorgénico via reacdes anapleréticas do ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA) (ALONSO-SAEZ et al., 2010). A dimensdo dessas reacbes &
principalmente determinada pela disponibilidade de carbono organico labil (REINTHALER et
al., 2010), visto que as enzimas envolvidas aumentam com o input de matéria organica
(BALTAR et al., 2016).

Os seeps sdo conhecidos por serem muito produtivos e por possuirem micro-organismos
quimiolitoautotroficos na base da cadeia trofica (TUNNICLIFFE et al., 2003), que fornecem
matéria organica para os organismos heterotréficos; de forma que a produtividade desses
ecossistemas foi vista como sendo contribuinte para a pesca de certos locais (LEVY & LEE,
1988). Além disso, o fluxo de energia proporcionado por esses ecossistemas constitui relevantes
fontes e/ou sumidouros de carbono e enxofre nos ciclos biogeoquimicos e no balanco termal
global (LEVIN et al., 2016).

Como mencionado anteriormente, as pesquisas em mar profundo no Atlantico Sudoeste
ainda estdo incompletas, isso inclui a descoberta e a descricdo de comunidades microbianas
quimiossintéticas. Entretanto, o uso de abordagens baseadas em radioisotopos, associada a
exposicdo dos micro-organismos a diferentes tratamentos, proporcionardo um melhor
panorama e entendimento da produtividade desses ambientes, clarificando processos
quimioautotroficos e heterotroficos, e a conexdo do input de nutrientes com as vias metabdlicas
associadas ao ciclo do carbono (HALLAM et al., 2006; BERG et al., 2007; BALTAR et al.,
2016; DYKSMA et al., 2016).



2. OBJETIVOS

Neste cendrio, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de comunidades
microbianas na producéo de matéria organica via quimiossintese, a atividade heterotréfica local,
e elucidar as principais vias metabolicas nas exsudaces frias e arredores na Bacia de Santos,

Atlantico Sudoeste.
2.1. Objetivos Especificos

e Determinar as taxas de producdo primdaria quimiossintética, em coluna d’agua e

sedimento;

e Determinar as taxas de produgdo microbiana heterotrofica, em coluna d’agua e

sedimento;

e Comparar as taxas estimadas entre si e entre as diferentes areas e profundidades/estratos

amostrados;
e Analisar a variacdo das taxas estimadas em relacdo as variaveis ambientais aferidas.

e Verificar a resposta das taxas de quimiossintese aos diferentes tratamentos do

experimento piloto em microcosmos.

Este estudo ocorreu no escopo do Projeto BIOIL — Biology and Geochemestry of Oil
and Gas Seepages, financiado pela empresa petrolifera Shell, cujo objetivo principal era de

descobrir e caracterizar areas de cold seep na Bacia de Santos.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Area de Estudo

A Bacia de Santos se localiza no Oceano Atlantico Sudoeste, e estd compreendida
entre a costa Estado do Rio de Janeiro (Alto de Cabo Frio - 23° S) até o Estado de Santa Catarina
(Plataforma de Floriandpolis - 28° S), totalizando uma area estimada em 350.000 km?
(MOREIRA et al., 2007). Os padrdes de circulagdo e empilhamento de massas d’agua sdo bem
definidos no Atlantico Sul; na camada superficial ha o predominio da Corrente do Brasil (CB),
uma corrente de contorno oeste que se inicia na latitude de 10° S, com alta salinidade e
temperatura, e caracteristicas oligotréficas (SILVEIRA et al., 2000). Ela exerce grande
influéncia nas porcdes da plataforma externa e principalmente no talude superior (DELLA
GIUSTINA, 2006). Na Bacia de Santos, a CB flui para Sul e promove o transporte da Agua
Tropical (AT) e Agua Central do Atlantico Sul (ACAS). A AT é uma massa d’agua superficial,
que possui temperatura superior a 20 °C e salinidade acima de 36 (EMILSON, 1961). A ACAS
ocorre até 550 m de profundidade, com temperatura entre 6-20 °C e salinidade entre 34,6-36
(MIRANDA, 1982; STRAMMA & ENGLAND, 1999). Abaixo da CB, a Corrente de Contorno
Intermediério (CCI) transporta a Agua Intermediaria Antartica (AIA) em direcdo ao equador
(BOEBEL et al., 1997; LEGEAIS et al., 2013). A AIA ocorre até 1200 m de profundidade,
possuindo temperatura entre 3-6, salinidade entre 34,2-34,6 e alto teor de oxigénio dissolvido
(SVERDRUP et al., 1942; STRAMMA & ENGLAND, 1999). Abaixo da AIA, a Agua
Profunda do Atlantico Norte (APAN) é transportada pela Corrente de Contorno Profunda (CCP),
ocupando profundidades de até 3000 m ao largo do sudeste brasileiro (STRAMMA &
ENGLAND, 1999; SILVEIRA et al., 2000; LEGEAIS et al., 2013).

3.2. Amostragem
3.2.1. BIOIL1

A primeira expedi¢do oceanogréafica do projeto BIOIL (SUMIDA et al., 2022) ocorreu
entre 11 e 25 de novembro de 2019, com apoio logistico do navio de pesquisa Alpha Crucis
(Instituto Oceanogréafico, Universidade de S&o Paulo). Foram realizadas 12 estagGes
oceanograficas na Bacia de Santos (Figura 1, detalhado no Apéndice A e B), abrangendo
is6batas de 400 m até 800 m. As estacBes oceanograficas foram estrategicamente divididas em
trés areas com diferentes estruturas geomorfologicas: area 1 (estagdes 681, 682, 683 e 684) com
potencial para pockmarks ativos (MALY et al., 2019); area 2 (estaces 685, 686, 687 e 688)



associadas com o Monte Carbonatico Alpha Crucis (MALY et al., 2019); area 3 (estacdes 690,
691, 692 e 693) associadas com pockmarcks e didpiros de sal (SCHATTNER et al., 2016; DE
MAHIQUES et al., 2017; SCHATTNER et al., 2018; RAMOS et al., 2019). O cruzeiro se
iniciou nas estacdes localizadas no extremo nordeste (area 1), onde havia um maior potencial

de se encontrar exsudacdes ativas.

Diariamente, antes de qualquer langamento de equipamentos e coleta de amostras,
foram realizados levantamentos geofisicos com uso de multibeam e perfilador acustico de 3,5
kHz. Apds a inspecdo geofisica da area, foram realizadas as coletas de amostras de agua e
sedimento para a determinacdo das Variaveis Ambientais (Tdpico 2.3.) PPQ (Tdpico 2.4.) e
PMH (Tépico 2.5.). A agua foi coletada em uma profundidade do epipeldgico (~40 m) e duas
profundidades do mesopeagico (~250 m e ~600 m), com uso do sistema Sea-Bird 911 CTD-
Rosette equipado com 12 garrafas Niskin de 10 L. Amostras de sedimento foram coletadas em
trés estratos: 0-5, 5-10 e 10-15 cm, com o0 uso de Box-corer (Ocean Instruments ®, 50 cm x 50
cm x 50 cm). Antes da abertura do Box-corer, a dgua superficial dentro do equipamento foi

drenada e, apds aberto, o sedimento foi sub-amostrado nos estratos mencionados acima.
3.2.2. BIOIL?2

A segunda expedi¢do oceanografica do projeto BIOIL ocorreu entre 08 e 16 de julho
de 2022, com apoio logistico do navio de pesquisa Alpha Crucis (Instituto Oceanografico,
Universidade de S&o Paulo). As estacdes do segundo cruzeiro foram definidas de acordo com
os resultados integrados dos grupos de pesquisa envolvidos no primeiro embarque. Foram
observadas evidéncias de um potencial ecossistema quimiossintético na area 3 e, portanto, essa
area possuiria maiores probabilidades de se encontrar um cold seep ativo. Desta forma, foram
realizadas 6 estacGes oceanograficas adicionais na area 3 (Figura 1, detalhado no Apéndice A)
(estacBes 819, 821, 822, 823, 824 e 825), abrangendo isdbatas de 500 até 700 m. O cruzeiro se
iniciou nas estacdes localizadas no extremo sudeste da &rea 3, onde havia um maior potencial

de exsudagdes ativas.

No BIOIL 2, foram coletadas amostras de dgua para a determinacédo da PPQ (Topico
2.4.) em profundidades semelhantes ao primeiro embarque (Topico 2.1.1.). Ja as amostras para
0s experimentos de microcosmos (Topico 2.4.) foram coletadas na primeira e ultima

profundidades superficie (~40m) e fundo (~600m), em 5 das 6 estacGes oceanograficas. Ambas



as coletas foram realizadas com uso do sistema Sea-Bird 911 CTD-Rosette equipado com 12
garrafas Niskin de 10 L.

Para clarificacdo, como ambos o primeiro e segundo embarque possuem a mesma area
em comum, a area 3; essa area do primeiro cruzeiro sera referida como 3a e as estacdes do

segundo cruzeiro como 3b.
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Figura 1 - Localizacdo das estagdes oceanograficas realizadas durante o BIOIL 1 (vermelho) e 2 (preto).
3.3. Variaveis Ambientais

Temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido (apenas para o segundo embarque)
foram medidos in situ com uso do sistema Sea-Bird 911 CTD-Rosette. Os dados de
concentracdo de nutrientes em agua foram cedidos pelo grupo da Profa. Dra. Vivian H. Pellizari;
os dados de granulometria de sedimento foram cedidos pelo grupo do Prof. Dr. Michel de
Mahiques; e os dados geoquimicos do sedimento foram cedidos pelo grupo do Prof. Rafael
Lourenco.



A andlise de nutrientes foi realizada apenas no primeiro embarque. As amostras de
agua foram filtradas em membrana de 0,22 um (Sterivex™) e em seguida, foram armazenas em
garrafas ou frascos ambar (para aménia) e congeladas em -80°C (BERTINI & BRAGA, 2022).
Posteriormente, a analise da concentracdo de fosfato, silicato, nitrato, nitrito e amonia, foi
realizada no laboratério de Nutrientes, Micronutrientes e Tragos no Mar do Instituto
Oceanogréafico da Universidade de Séo Paulo (IOUSP), de acordo com Grasshoff et al. (2009).
Fosfato, silicato e aménia foram analisados em espectrofotdometro (Thermo Scientific
Spectrophotometer Evolution 200), enquanto o nitrato e nitrito foram analisados com o

autoanalyzer (SEAL Analytical AutoAnalyzer I1).

A anédlise granulométrica e geoquimica dos sedimentos foi realizada apenas no
primeiro embarque. A granulometria de sedimento foi determinada com Malvern Mastersizer
2000 Laser Analyzer no laboratoério de Geologia de Margens Continentais do IOUSP, de acordo
com o sistema ISO (1SO13320 2009). Carbono Organico Total (COT), Nitrogénio Total (NT)
e 813C (%o PDB) foram determinados com um analisador elementar (EA - Costec) acoplado com
espectrometro de massa de razao isotopica (IRMS - Delta Advantage — Thermo Scientific) apds
a acidificacdo das amostras com HCI 2M. O Carbonato de Calcio (% de peso seco) foi
determinado por analises gravimétricas antes e depois dessa acidificacdo. As analises acima
foram realizadas no laboratério de Quimica Organica Marinha do IOUSP.

3.4. Producdo Primaria Quimiossintética (PPQ)

A produgdo primaria quimiossintética (PPQ) foi estimada pela assimilacdo de 4C-
bicarbonato (NaH*COs3) de acordo com Steemann-Nielsen (1952) e Teixeira (1973), com

adaptacOes de Reinthaler et al. (2010).

Ap0s a coleta, ainda embarcado, um controle (fixado com formaldeido 2%) e duas
réplicas de 50 ml de 4gua e 5 g de sedimento foram incubados no escuro com 10 uCi *C-
bicarbonato (primeiro embarque) e 2,5 uCi *C-bicarbonato (segundo embarque) (atividade
especifica de 56 mCi mmol ™%, Perkin Elmer, USA), por 12 h em temperaturas in situ simuladas.
Antes da incubacgdo, adicionou-se agua de fundo filtrada (0,22 pum) ao sedimento para a
formacdo do slurry. Apds a incubacdo, as amostras de agua do mar foram filtradas em
membranas de acetato de celulose com porosidade de 0,22 um (Sartorius Stedim Biotech)
(Figura 2), utilizando-se o kit de filtracdo manifold Sartorius e bomba a vacuo. A incubacdo de
sedimento foi interrompida pela adicdo de formaldeido com concentracdo final de 2%. O
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material foi congelado & -80° e transportado em gelo até o Laboratério Multiusuério de
Radioisotopos do Departamento de Oceanografia Bioldgica do IOUSP.

Figura 2 — Esquerda: processo de filtracdo das amostras de dgua em Kit de filtracdo manifold. Direita:
membrana (0,22 pm) ap6s o processo de filtragdo, sendo armazenada em criotubo para, em seguida, ser

congelada a -80°C.

Figura 3 — Amostras de sedimento no processo de aeracdo com HCI 1% para remocdo do CO;

remanescente.
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No laboratorio, para a remo¢do do CO> remanescente, as membranas foram expostas
a vapores de HCI 37% e, para o sedimento, adicionou-se 100 ul de HCI 1% e foi-se mantido
em aeracdo por 1 h (Figura 3). Por fim, as membranas e o sedimento foram colocados em vials
de cintilacdo com 5 ml de substancia cintiladora (Optiphase Hisafe 3, Perkin EImer) e deixadas
no escuro (geladeira) por 24 h antes de serem analisadas através do contador cintilador liquido
(Packard Tricarb 2100 TR), com tempo de leitura de 30 min para a membrana e 60 min para o
sedimento. Os resultados apresentados em desintegracfes por minuto (DPM) foram calculados
e convertidos em taxas de producdo (gC.m=3.h™) de acordo com Steemann-Nielsen (1952) e
Teixeira (1973):

DPM 12
*1,05%), COxx;

PPQ = DPMadicionadot ’ (1)

onde t: tempo de incubagdo (h); 1,05: razdo isotopica *C/*2C; YCO,: CO total na
agua, no oceano é considerada como 90 mg/l por Steemann-Nielsen (1952).

3.5. Producéo Microbiana Heterotroéfica (PMH)

Para amostras de agua, a producdo de bactérias e arqueias heterotréficas (PMH) foi
analisada através da assimilagio de *H-leucina de acordo com Kirchman et al. (1985) e com
adaptacGes de Smith e Azam (1992), utilizando etapas de centrifugacdo ao invés de filtracéo.
Para as amostras de sedimento, foram utilizados os métodos adaptados de Svensson et al. (2001)
e Santoro et al. (2013).

Para as amostras de dgua, dois controles (fixados com formaldeido 2%) e as trés réplicas
de 1 ml foram colocados em microtubos (Eppendorf de 2 ml) e incubados no escuro com 10
nM de 3H-leucina (atividade especifica de 125,6 Ci mmol™!, Perkin Elmer, USA), por 6 h em
temperatura in situ simulada. Para o sedimento, amostras de 1 g (junto com uma camada da
agua circundante, formando um slurry) foram homogeneizadas em voértex e incubadas da
mesma forma que a &gua. A incubacdo foi interrompida pela adicdo de formaldeido com
concentracédo final de 2%. O material foi congelado em -80°C e transportado em gelo até o
Laboratorio multiusuario de Radioisotopos do Departamento de Oceanografia Bioldgica do
IOUSP.
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Figura 4 — Amostras em sucessivas etapas de centrifugacdo para a precipitacao de proteina.

No laboratorio, as amostras foram tratadas com acido tricloroacético 5%, agua Mili-Q
e etanol, passando por sucessivas etapas de centrifugacdo (SMITH & AZAM, 1992) (Figura 4),
para a precipitacdo da proteina. Por fim, foram adicionados 1,5 ml de substancia cintiladora
(Optiphase Hisafe 3, Perkin EImer) e deixados no escuro (geladeira) por 24 h antes de serem
analisadas utilizando-se o contador cintilador liquido (Packard Tricarb 2100 TR) (Figura 5). Os
resultados apresentados em desintegragdes por minuto (DPM) foram calculados e convertidos
em taxas de producéo (gC.m=.h"1). A leucina total incorporada (nmolinc) foi calculada de acordo
com Wetzel e Linkens (1991):

anIinc — DPMre’plica_DPMcontrole (2)
AE=2,22x106

onde AE: atividade especifica do radioativo (Ci/nmol); 2,22*10°: DPM de 1 Ci.

De acordo com Simon & Azam (1989), a taxa de incorporacao de leucina, ou producéo

de proteina bacteriana (BPP) é calculada pela equacéo:

BPp = Mmoline , 100, 131 24D 3)
Vxt 7,3
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onde V: volume da amostra (L); t: tempo de incubag&o (h); 100/7,3: percentagem de
leucina em uma molécula de proteina; 131,2: peso molecular da leucina; ID: diluigdo isotopica

da leucina, considerada como 2 por Simon & Azam (1989).

Por fim, a PMH foi encontrada pela multiplicacdo da BPP por 0,86, de acordo com
Simon & Azam (1989).

Figura 5 — Vials de cintilacdo a serem analisados no contador cintilador liquido (Packard Tricarb 2100
TR).

3.6. Experimento Piloto em Microcosmos

Os experimentos preliminares em microcosmos para a avaliagdo da potencial conexao
dos nutrientes com a via quimioautotrofica foram realizados de acordo com métodos adaptados
de Baltar et al. (2016). Nos tratamentos de adicdo, foram utilizados enxofre (tiossulfato) e
nitrogénio inorganico (amonio e nitrito), por serem as principais fontes de energia para a fixacéo
de carbono escuro no oceano (ALONSO-SAEZ et al, 2010; SWAN et al, 2011;
MIDDELBURG, 2011; PACHIADAKI et al., 2017) além de uma fonte organica de carbono
(acetato), que foi demonstrada como um parte significante da assimilacdo de carbono orgénico
por microrganismos (HO et al., 2002; GOMEZ-CONSARNAU et al., 2012). Além disso, a
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escolha do acetato foi inicialmente planejada com o intuito da comparacdo dos experimentos
em &gua e sedimento, onde o acetato é utilizado como proxy na decomposicao anaerobica de
carbono organico (HO et al., 2002), sendo o doador de elétrons em até 65 % das reacdes de
sulfato-reducdo em regides costeiras (SORENSEN et al., 1981).

Os experimentos ocorreram em duplicata em 5 estacdes da &rea 3b (estacdes 819, 821,
822, 823 e 824). O microcosmo foi realizado de acordo com o esquema da Figura 6, em que
foram usados os seguintes tratamentos: controle (fixado com formaldeido 2%); controle da
quimiossintese (sem nenhuma adicdo); adicdo de tiossulfato de sddio (Na.S:03z); adicdo de
cloreto de amonio (NH4CI); adi¢do de nitrito de sodio (NaNOy); adicdo de acetato de sodio
(C2H3sNaOs). A concentracdo final dos nutrientes foi de 50 uM para amostras de agua, valores
escolhidos com base nas concentracdes de nutrientes in situ obtidas por outros autores na regido
de estudo (AIDAR et al., 1993; MARINELLI et al., 1998; BRANDINI et al., 2007) e com base
em experimentos similares de Signori et al. (n&o publicado). Todos os controles e tratamentos
foram incubados com “C-bicarbonato (NaH*COs) de acordo com a metodologia de PPQ,
descrita no topico anterior (2.3.) e os resultados foram apresentados em taxas de producéo

(gC.m3.hY), de acordo com a equagao 1.

-

e o G g e iy S
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Sistema Sea-Bird 911
CTD-Rosette

Figura 6 — Esquema metodoldgico do experimento piloto em microcosmos realizado no BIOIL 2. 14C:
4C-bicarbonato (NaH“*CQs), Formol: controle fixado com formaldeido 2%, Sem adicdo: apenas com
14C-bicarbonato, TS: tiossulfato de sddio, AM: cloreto de amonio, NT: nitrito de sédio, AC: acetato de

sodio.
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3.7. Analises Estatisticas

Para comparar as médias de diferentes conjuntos amostrais foram utilizados o teste-t
Student ou a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Tukey HSD. A normalidade dos
residuos foi verificada por Shapiro-Wilk e, quando néo obtidos a normalidade, os dados foram
transformados logaritmicamente. A homogeneidade de variancias foi testada por meio do teste
de Levene, usando o pacote “car3.0-1.0” (FOX & WEISBERG, 2019). Foi obtida o coeficiente
de correlacdo de Pearson entre as taxas de producdo estimadas e as variaveis ambientais, e a
analise de componentes principais (PCA) foi utilizada como analise exploratéria para diminuir
a dimensionalidade dos dados e proporcionar uma ordenacdo das amostras. Para validar essa
ordenacdo, foi realizado uma analise multivariada de permutacdo (PERMANOVA), usando o
pacote “vegan 2.5-7” (OKSANEN et al., 2020). Todas as analises estatisticas foram realizadas
pelo software R (versdo 4.2.1; R core team, 2022) e os dados foram visualizados pelo software
R e pelo Ocean Data View 5.6.3 (SCHLITZER, 2021).
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4. RESULTADOS

Este estudo esta incluido no Projeto BIOIL da Shell Brasil para caracterizacéo de areas
de exsudac0es frias, ou cold seeps, na Bacia de Santos. Entretanto, nao foi possivel encontrar
cold seeps devido a problemas com o0s equipamentos a bordo, mas foi possivel apresentar dados

de PPQ e PMH da zona pelégica e bentdnica usual.

4.1. Variaveis ambientais

Em ambos os embarques, a temperatura e salinidade diminuiram de acordo com a
profundidade da coluna d’agua, variando de 4,6 a 24,7 °C e 34,3 a 37,2 psu, respectivamente,
para o BIOIL 1 (Figura 7, Apéndice C); e variando de 6,1 a 23,0 °C e 34,4 a 36,7 psu,
respectivamente, para o BIOIL 2 (Figura 7, Apéndice D); havendo a presenca da AT, ACAS (a
partir da densidade de ¢ = 25,7) e o inicio da AlA (a partir de o = 27,1) em alguns pontos;
valores de densidade de acordo com Miranda (1982) e Stramma e England (1999). O oxigénio
dissolvido, medido no segundo embarque, aumentou com a profundidade, variando de 4,94 6,9
mL.L? (Apéndice D).
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Figura 7 — Diagrama temperatura-salinidade espalhado para o talude da Bacia de Santos durante o
BIOIL 1 (esquerda) durante novembro, 2019; e o BIOIL 2 (direita) durante julho, 2022.
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As concentragOes de fosfato, silicato e nitrato aumentaram com a profundidade,
variando de 0,05 a 1,92 pumol.L%, 0,64 a 20,25 pmol.L? e 0,33 & 27,51 pmol.L?,
respectivamente (Figura 8, Apéndice C). As concentracdes de nitrito e aménio apresentaram
seu maximo no meio da coluna d’agua, com valores entre 0,01 a 0,05 pmol.L™* e 0,02 a 0,42

umol.Lt (Figura 8, Apéndice C), respectivamente.
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Figure 8 — Concentracdes dos nutrientes: fosfato, silicato, nitrato, nitrito e amonio representadas em
umol.L™ por profundidade aproximada (m) da coluna d’agua. Concentragdes representadas como média

* desvio padrdo.

A maioria do sedimento foi caracterizado como lama arenosa, sendo que a area 1
apresentou menores porcentagens de areia (Apéndice E). O COT e NT diminuiram de acordo
com os estratos sedimentares, variando desde 0,05 a 1,74 % e 0,01 a 0,17 %, respectivamente
(Figura 9, Apéndice E). O conteudo de carbonato de calcio e 13C se manteve homogéneo ao
longo dos estratos, com valores entre 3,38 a 13,78 % e -22,35 a -20,64 %o, respectivamente
(Figura 9, Apéndice E). Adicionalmente, observou-se que o contetdo de carbonato de calcio

foi maior nas areas 1 e 2.
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Figure 9 — Carbono organico total, nitrogénio total, conteudo de Carbonato de Calcio (%) e 613C (%o)

por estrato de sedimento, representados como média + desvio padrao.

4.2. Processos Microbianos

Para os dados do primeiro embarque, as taxas de PPQ variaram de 1,51 x 10! a 3,24 x
102 ugC.m3.h! na coluna d’agua; sendo que, nio foi observado uma diferenca significativa (p
> 0,05) em relacgdo as zonas pelagicas (Figura 10A) ou areas (Figura 10B). A PPQ foi 1 ordem
de magnitude inferior do que & PMH, que variou de 1,26 x 10%a 1,48 x 10* ugC.m=3h e de

mesma forma, ndo apresentou padrbes espaciais significativos (p > 0,05) (Figura 10C e 10D).
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A Produgao Primaria Quimiossintética ¢ Produgdo Microbiana Heterotréfica
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Figura 10 — Producéo Primaria Quimiossintética média + desvio padrdo (ugC.m2.h'!) da coluna d’agua
do BIOIL 1, por zona pelégica (A) e &rea (B). Producéo Microbiana Heterotréfica média + desvio padréo

(LgC.m3.h?) da coluna d’agua do BIOIL 1, por profundidade (C) e area (D). Pontos representam
observac@es independentes.

No sedimento, a PPQ variou 1,15 x 10* a 1,83 x 10° ugC.m=.nt e os dados nio
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) em relagédo aos estratos (Figura 11A), mas se
observou que a area 2 teve taxas de PPQ significativamente maiores (p = 0,036) que a area 3a,
entretanto a area 1 ndo se mostrou significativamente diferente das demais areas (Figura 11B).
A PPQ, em sedimento, foi 2 ordens de magnitude superior do que a PMH, que variou de 3,22
x 10'a 1,56 x 10° ugC.m=.h, este valor maximo representa um outlier observado no estrato
de 0-5 cm da estacdo 685, que foi mantido nas analises estatisticas. Adicionalmente, ndo foram

observados padrdes espaciais significativos (p > 0,05) (Figura 11C e 11D).
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BIOIL 1, por zona pelégica (A) e area (B). Produgdo Microbiana Heterotréfica média + desvio padrdo
(ugC.m=3.h?1) do sedimento do BIOIL 1, por profundidade (C) e éarea (D). Pontos representam
observacGes independentes.

No BIOIL 1, comparou-se 0s processos microbianos em agua e sedimento, a PPQ
apresentou taxas muito superiores no sedimento, com uma diferenca de 2 ordens de magnitude;

a PMH apresentou um padrao inverso, com taxas de 1 ordem de magnitude maiores na coluna

d’agua.

No segundo embarque, as taxas de PPQ variaram de 5,22 x 10° a 9,18 x10* pgC.m=.ht
(excluindo o outlier observado no mesopelagico da estacdo 824, igual a 139,53 pgC.m=3h?,
que foi retirado nas analises estatisticas). Apesar de uma aparente tendéncia de maior PPQ no
epipelagico, ndo se observou uma diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo as zonas
pelagicas (Figura 12), entretanto, houve uma diferenca significativa (p = 0,002) entre as demais

areas, em que a area 3b apresentou taxas inferiores as areas do primeiro embarque (Figura 13).
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Figura 13 — Producdo Primaria Quimiossintética média + desvio padrédo (ugC.m=.h") da coluna

d’agua do BIOIL 1 e 2. Pontos representam observagoes independentes.
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4.3. Analises Multivariadas

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi determinado para avaliar a relagéo entre as
taxas estimadas e as variaveis ambientais. Na coluna d'agua de ambos 0 BIOIL 1 e 2, aPPQ e
PMH néo se correlacionaram significativamente com as variaveis ambientais (Apéndice F e G).
Além disso, ndo houve correlacdo significativa entre as proprias taxas (r = -0,069, p = 0,79) do
BIOIL 1 (Figura 14). Apesar disso, optou-se por continuar com a PCA, que foi realizada apenas
para os dados do BIOIL 1.
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Figura 14 — Grafico da correlacdo entre a producdo primaria quimiossintética (PPQ) e producao

microbiana heterotréfica (PMH) na coluna d’agua.

Na coluna d’agua, a PCA revelou que duas componentes principais explicaram 74,18%
da variabilidade amostral. A primeira componente (PC1) explicou 55,64% da variacéo e foi
positivamente correlacionada, principalmente, com profundidade, fosfato, nitrato e silicato;
temperatura e salinidade se correlacionaram negativamente com a PC1. A segunda componente
(PC2) explicou 18,54% da variacdo total, se correlacionado positivamente com nitrito e amonio.
As taxas de DCF e HMP ndo foram relevantes para a variabilidade amostral representada pela
PCA, visto que ndo estavam fortemente associadas as PCs. A PC1 esté associada as variaveis
dependentes da profundidade, desta forma é possivel observar uma aparente separagdo entes as
zonas pelégicas no eixo dessa componente (Figura 15). No entanto, a ordenacéo observada na
Figura 13 ndo foi confirmada pela PERMANOVA (R? = 0,002, p = 0,86). Adicionalmente,
nenhuma ordenac&o foi observada referente as areas (Figura 12, PERMANOVA, R? = 0,02, p
=0,56).



23

0.50 4

0.25 Area
© & ]
% s 2
0 ® 3a
©
Z
o
O Zona
o T
|E| Epipelagico

0.00 [®] Mesopelagico

R\gosfato
u =

icato njitrato
A A Ao Pprofundidade

-0.254

02 00 02
PC1 (55.64%)

Figura 15 — Analise de componentes principais para a coluna d’agua da Bacia de Santos durante o
BIOIL 1 com vetores de producdo priméria quimiossintética (PPQ), producao microbiana heterotréfica
(PMH), profundidade, salinidade, fosfato, silicato, nitrato, nitrito e amonio.

Nos sedimentos, houve uma correlacdo significativa entre PPQ e COT (r=0,41, p =
0,05), PMH e COT (r=0,75, p=0,0007) e NT (r = 0,71, p = 0,0023) (Figura 16, Apéndice H);
essas correlagdes ocorreram em fungdo do outlier do estrato 0-5 cm da estacdo 685. Foram
realizados testes de correcdo desconsiderando o outlier, o que resultou em uma correlagdo néo
significativa entre as variaveis (resultados ndo mostrados neste trabalho), entretanto, foi optado
por prosseguir com o uso dos dados com o outlier nas analises estatisticas. Adicionalmente, a
correlacdo observada entre PPQ e PMH néo foi significativa (r = 0,36, p = 0,15) (Figura 17).
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Figura 16 — Gréfico da correlacéo entre a produgdo primaria quimiossintética (PPQ) e carbono organico
total (COT), producdo microbiana heterotrofica (PMH) e COT e nitrogénio total (NT) em sedimento.
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Figura 17 — Grafico da correlacdo entre a producdo primaria quimiossintética (PPQ) e producdo

microbiana heterotréfica (PMH) no sedimento.
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A PCA nos sedimentos revelou que duas PCs explicaram 64,89% da variabilidade
amostral, com a PC1 explicando 36,92% da variacgéo total e sendo positivamente correlacionada
com COT, NT, PMH e, em menor intensidade 513C e PPQ. A PC2 explicou 27,96% da variag&o,
sendo positivamente correlacionada com areia e negativamente com lama e CaCOs. A PC1 esta
associada com varidveis relacionadas com a matéria organica, principalmente COT e NT. Além
disso, houve uma aparente separacdo de Al das outras &reas ao longo do eixo da PC2 (Figura
18), que ¢ ditada principalmente pela granulometria e conteudo de carbonato de célcio. Essa
ordenacdo entre areas mostrou-se significativa (PERMANOVA, p =0,04), representando 25,17 %
(R? = 0,25) da variagcdo. Adicionalmente, ndo foi observada nenhuma ordenagdo entre os
estratos do sedimento (Figura 15, PERMANOVA, R? = 0,006, p = 0,94).
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Figura 18 — Analise de componentes principais para o sedimento da Bacia de Santos durante o BIOIL
1 com vetores de producdo priméria quimiossintética (PPQ), producdo microbiana heterotréfica (PMH),

conteude de areia, lama e carbonato de célcio (CaCOs), 813C, carbono orgéanico total (COT) e nitrogénio
total (NT).
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4.4. Experimento Piloto em Microcosmos

Para a determinar o efeito de cada tratamento nas taxas de PPQ (Figura 19), calculou-
se a razao entre a taxa encontrada em cada tratamento (detalhada no Apéndice I) com o controle

da quimiossintese (sem adicao). O experimento resultou em uma grande variacdo em respostas.

Em superficie, a PPQ nas estacdes 819, 821 e 823 ndo foi estimulada por nenhum
tratamento, em comparagéo as estagdes 822 e 824 obtiveram uma resposta significativa a quase
todos os nutrientes. Em destaque esta a resposta ao acetato na 822, que foi 3 vezes maior que 0
controle, e na resposta a adi¢do de tiossulfato e amonio para a estacdo 824, que foram 4 vezes

maiores que o controle.

Em &guas de fundo, as estacBes 819, 821 e 822 obtiveram resultados positivos para,
principalmente, a adicdo de amonio. Além dessa resposta, a 821 também teve a producéo
estimulada pela adicdo de acetato, com uma diferenca que quase 3 vezes o valor do controle.
N&o houve um aumento nas taxas de PPQ na estacdo 823, para nenhum dos tratamentos; e para
a estacdo 824, s6 foi observada uma resposta ao tratamento com tiossulfato, este 3 vezes o

controle.

O-_ANWARUO_NOARAOO_ANWAONO_NWRAEO

819 821 822 823 824 819 821 822 823 824
Estacdes

Figura 19 — Razdo das taxas de producdo primaria quimiossintética (PPQ) obtidas nos diferentes
tratamentos dividida pelo controle da PPQ. Valores acima da linha 'y = 1 representam uma resposta ao

tratamento com o especifico nutriente.
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5. DISCUSSAO
5.1. Distribuicéo Espacial

Embora nenhuma separacdo ente as zonas pelagicas tenha sido observada na PCA
(Figura 13), a variacdo dos dados ocorreu, principalmente, no eixo associado com distribuicéo
vertical das variaveis ambientais, como € o caso da temperatura, salinidade e nutrientes. Como
esperado, os valores de temperatura e salinidade em superficie estdo de acordo com as médias
para 0s meses de julho e novembro, 22,5 e 24 °C, respectivamente (KAMPEL et al., 2015); e a
distribuicéo vertical estd de acordo com o empilhamento de massas d’agua tipico do Atlantico
Sudoeste (CIRANO et al., 2006). Em geral, as concentra¢Bes de nutrientes foram tipicas do
Oceano Atlantico Sudoeste oligotréfico, sendo similares as observadas por Suzuki et al. (2015).
A distribuicdo vertical tipica de nutrientes por parte do fosfato, silicato e nitrato é explicada
pela alta producdo primaria fotossintética na camada eufética, que resulta em um maior
consumo de nutrientes, mas também na producdo de grandes quantidades de matéria organica
(SUZUKI et al., 2015; BRISTOW et al., 2017). A distribui¢cdo do nitrito também segue um
padrdo relatado por outros estudos (DORE & KARL, 1996; SUZUKI et al., 2015), ocorrendo
devido a reducdo do nitrato durante a assimilacdo pelo fitoplancton ou pela nitrificacdo

realizada por bactérias nitrificantes.

Como esperado, a variacdo da PPQ e PMH nédo foram explicadas por meio da PCA,
visto que essas taxas ndo foram influenciadas pelas varidveis ambientais na coluna d’agua, o
gue também foi observado por outros estudos no Atlantico Norte (REINTHALER et al., 2010)
e no Pacifico Noroeste (ZHOU et al. 2017). Apesar disso, a quimioautotrofia depende,
principalmente, de compostos nitrogenados (MIDDELBURG, 2011; PACHIADAKI et al.,
2017), mas podendo utilizar outras fontes de energia que ndo foram estimadas neste estudo,
como hidrogénio molecular, 6xido nitroso (REINTHALER et al., 2010), compostos de enxofre
reduzido e metano (SWAN et al., 2011).

No sedimento, a separacdo entre a area 1 das demais na PCA, foi estabelecida devido a
uma granulometria distinta e, como esperado, as areas compostas por pockmarks e montes
carbonaticos (MALY et al., 2019) revelaram um maior teor de carbonato de calcio. Parte da
variacdo das amostras vista na PCA dos sedimentos também esta relacionada & matéria organica;
e devido aos microrganismos heterotroficos utilizarem-na como fonte de energia (AZAM et al.,
1983; FUKAMI et al., 1983), a relacdo observada entre PMH, COT e NT ja era esperada. A
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distribuicdo de COT nos sedimentos marinhos € atribuida a producdo fotossintética na camada
eufética (SEITER et al., 2004), que chega ao fundo apos ser remineralizada na coluna d’agua
MIDDELBURG, 1989; DEL GIORGIO & DUARTE, 2002). Além disso, valores de 613C
também estdo relacionados com a matéria organica, visto que diferentes fontes de carbono
possuem valores Unicos de *C (MEYERS, 1994). Os valores entre -22 e -20%o, COMO 0s deste

estudo, estdo relacionados a matéria organica de origem marinha.

Uma das estacOes se destacou das demais, a 685 (area 2), particularmente o estrato 0-5
cm com valores significativamente superiores de COT, NT e PMH, que foram considerados
outliers, com uma significativa influéncia nas correlagdes ente si. Eles foram mantidos nas
andlises estatisticas, pois concluiu-se que se tratavam de outliers naturais e ndo de um erro nas
analises, devido a localizacdo da estacdo e de ser um outlier simultaneo para os trés fatores. A
estacdo 685 esta localizada na secdo leste do Monte Carbonéatico Alpha Crucis (ACCR),
préximo ao Monte Besnard, o pico mais alto desse sistema de montes (340 m acima do fundo
do mar) (MALY et al. 2019, BENDIA et al., 2021). O ACCR ¢ fortemente influenciado pelo
intenso fluxo da CCI, que, combinada com a CB, € o mecanismo dominante de transporte
sedimentar ao longo do fundo oceanico do Sudeste do Brasil (MALY et al., 2019). Além dos
sedimentos, as correntes oceénicas transportam nutrientes e matéria organica (MORIARTY et
al., 1995; HANSELL et al., 2002; SCHATTNER et al., 2020) e, visto que a estacdo 685 esta
localizada em uma se¢do com maior influéncia da CCI dentro do ACCR, isso poderia refletir

nos valores encontrados de COT e NT e, consequentemente nas taxas de PMH.

Uma correlacao significativa entre PPQ e PMH poderia indicar que a matéria organica
l&bil produzida pela quimioautotrofia esta sendo consumida pelos heterotroficos ou também
poderia representar a fixacdo heterotréfica de carbono inorganico. Entretanto como essa relacéo
entre as taxas ndo foi observada, infere-se que o COT que é consumido pelos heterotrofos no
sedimento seria majoritariamente originado da producao fitoplancténica da camada eufética e
que talvez essa fixacdo de CO- via heterotrofia ndo estaria ocorrendo durante a amostragem.
Ainda existem muitas incertezas da relevancia das reacdes anapleroticas, apesar disso, estudos
observam essa via metabélica em colunas d’agua oligotréficas (GONZALEZ et al., 2008;
ALONSO-SAEZ et al., 2010) e em sedimento de mar profundo (BRAUN et al., 2021); sendo
que essas reacOes estdo relacionadas ao eventual aumento no input de matéria organica
(BALTAR et al., 2016). No entanto, os dados obtidos neste estudo ainda ndo nos permitem

concluir sobre a ocorréncia dessas reagdes, uma vez que o COT ou producdo fotossintética na
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coluna d’agua nao foram medidos e 0 método utilizado neste estudo ndo diferencia as vias

metabdlicas utilizadas.

No oceano, ha uma grande variacdo nas taxas de processos microbianos; acredita-se que
a quimioautotrofia ocorra, principalmente, nos grandes giros oceanicos (MIDDELBURG,
2011). Entretanto, as taxas encontradas para a camada d’agua acima do talude da Bacia de
Santos mostraram-se ser similares as do Pacifico Noroeste (ZHOU et al. 2017) e foram até
quatro ordens de magnitude superiores as taxas encontradas no Atlantico Tropical e Norte
(REINTHALER et al., 2010; BERGUAUER et al. 2013; BALTAR et al., 2016; LA CONO et
al., 2018). As concentragdes de nutrientes para o Atlantico Tropical e Norte séo relativamente
constantes para o nitrito, de 0,005 pmol L para ambas as regides; e para o aménio sdo de,
aproximadamente, 0,02 umol L e 0,08 umol L, respectivamente (CLARK et al., 2008).
Observamos concentracGes mais altas para a Bacia de Santos, principalmente para o nitrito, o
que poderia explicar as taxas superiores de PPQ na regido, considerando que as bactérias
oxidantes de nitrito contribuem consideravelmente para a quimiossintese, entre 15-43% da PPQ
total da coluna d’agua (PACHIADAKI et al., 2017).

Considerando que o BIOIL 1 e 2 compartilham a mesma area 3, ainda nao esté claro a
razdo dos valores de PPQ coletados em julho de 2022 terem sido cerca de uma ordem de
magnitude inferiores aos de novembro de 2019. Como n&o foram encontrados estudos pretéritos
na regido, nem estudos relacionando a quimiossintese com variagBes sazonais no oceano, a
hipdtese levantada seria por uma maior disponibilidade de nutrientes no periodo de inverno
devido a uma quebra da termoclina e intensificacdo dos processos de mistura vertical.
Entretanto, a diferenca entre taxas foi observada tanto no epipelagico, quanto no mesopeléagico,
com ambas as coletas apresentando uma estratificacdo similar no perfil da temperatura
(Apéndice J). Em um cenério oceanografico, é complicado compara ambos 0s embarques sem
os dados de concentracdo de nutrientes para o BIOIL 2, mas foi possivel comparar os valores
observados no BIOIL 1 com as concentragdes relatadas por Suzuki et al. (2015) na Bacia de
Campos. Os autores relataram concentragdes de fosfato, nitrato e silicato variando entre valores
ndo detectados a 1,9 umol.L?, 5 a 27 pmol.L™* e 1,3 a 22 pumol.L?, respectivamente. As
concentragfes de nitrito ndo foram divulgadas pelos autores, mas o aménio permaneceu
constantemente indetectavel. E, embora o objetivo deste trabalho ndo seja uma discussao sobre
variagOes temporais, a falta de estudos sobre a variagdo sazonal da quimiossintese no oceano e

as diferencas na PPQ no inverno e primavera neste trabalho demonstra a necessidade de
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aumentar o esforco de pesquisa sobre a variagdo da quimiossintese, ndo s6 espacialmente, como

sazonalmente.

Na comparacdo da PPQ em sedimento com outros estudos, foi necessario integrar as
taxas para toda a camada sedimentar (0-15 cm), o que resultou em valores de 5,5 x 10% a 19,4
x 10* ugC.m=2.h'L, Esses valores foram de trés a quatro ordens de magnitude superiores que no
sedimento profundo do Atlantico Nordeste (PIMENOV et al., 2000). A quimioautotrofia em
sedimento - sem influéncia de compostos reduzidos provenientes de cold seeps e vents
hidrotermais, depende da oxidacdo de metabolitos reduzidos produzidos durante a degradacéo
anaerobica da matéria organica (JORGENSEN, 1982; MIDDELBURG, 2011), o que pode
explicar a correlagéo observada entre PPQ e COT. Os continentes sdo uma das principais fontes
de carbono organico para o oceano (SUZUKI et al., 2015; DEININGER & FRIGSTAD, 2019)
e, desta forma, essas regifes tem a tendéncia de contar com taxas quimiossintéticas superiores
(MIDDELBURG, 2011). Contudo, os estudos sobre esses processos microbianos em sedimento
marinho ainda sdo escassos para realizar uma comparagdo adequada com outras regides

oceanicas.

A area 2, engloba o ACCR, primeiramente descrito por Maly et al. (2019) e, embora
nenhum cold seep tenha sido encontrado na Bacia de Santos, 0s autores sugerem que a origem
desse monte carbonatico estd associada a um escape recente de gas, o que criaria um ambiente
enriquecido de compostos reduzidos, promovendo um aumento das taxas de PPQ (LEVIN et
al., 2016). Mesmo no ambiente benténico habitual, a PPQ é intensificada devido a ocorréncia
natural de compostos reduzidos (WHITICAR, 1990; ORCUTT et al., 2011), o que justificaria

as taxas superiores em sedimento.

A PMH na coluna d’agua desse estudo foi de uma a duas ordens de magnitude maior do
gue no Pacifico Noroeste (ZHOU et al., 2017) e de uma a seis ordens de magnitude superior ao
Atlantico Norte e Subtropical (ARISTEGUI et al., 2005; REINTHALER et al., 2010; BALTAR
etal., 2016; LA CONO et al., 2018). Para a comparacdo da PMH em sedimentos globalmente,
as taxas foram integradas em todos os estratos (0-15 cm), resultando em valores de 2,2 x 10 a
9,1 x 10! ugC m2 h*. Esses valores foram similares as de mar profundo no Pacifico Sudoeste
(ALONGI et al., 1990), mas duas ordens de magnitude inferior aos sedimentos costeiros do
Atlantico Nordeste (VAN DUYL & KOP, 1994), devido a respectiva proximidade dessas

regides ao continente.
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Adicionalmente, a forte associagcdo de microrganismos heterotréficos com a matéria
organica (AZAM et al., 1983) também esta relacionada com o padrdo de maiores taxas de PMH
na coluna d’agua do que nos sedimentos. Devido ao relativamente baixo aporte continental de
matéria organica na Bacia de Santos (DE MAHIQUES et al., 2004), a PMH seria primeiramente
influenciada pela producéo fotossintética na zona eufotica. Como apenas uma quantidade
limitada de matéria orgénica alcanca o mar profundo e os sedimentos devido a sua
remineraliza¢do na camada d’agua (DEL GIORGIO & DUARTE, 2002), tanto o COT quanto

a PMH diminuiriam com a profundidade.
5.2. Experimento em Microcosmos

Houve uma grande variacdo nas respostas obtidas nesse experimento, sendo que, em
varias estacOes, a PPQ ndo foi estimulada dela adicdo de nutrientes. Possivelmente, o tempo de
incubacdo de 12h pode ter influenciado nesse resultado, baseando-se no experimento similar
em mesocosmos realizado por Baltar et al. (2016), em que os autores relataram um resultado
mais satisfatério apds 4 a 5 dias de incubacéo.

O efeito do tiossulfato nas taxas foi observado, principalmente, na estacdo mais
profunda, a 824; este resultado foi surpreendente, pois a utilizacdo de enxofre reduzido nédo é
usual na coluna d’agua (SWAN et al., 2011). Um estudo similar no Atlantico Tropical
(BALTAR et al., 2016) relatou que durante o tratamento com tiossulfato, houve um aumento
na propor¢édo dos genes de oxidagdo de enxofre, indicando que o bacterioplancton possuiria um
potencial para a utilizacdo desse metabolismo. Apesar disso, Baltar et al. (2016) ndo observou

uma resposta das taxas de PPQ ao tiossulfato, como foi apresentado neste trabalho.

Foram observadas respostas positivas nos tratamentos com compostos nitrogenados,
sendo que o efeito do amonio foi relativamente mais intenso do que do nitrito. Apesar das
diferencas na dimensé&o e tempo de incubagdo entre 0s experimentos neste trabalho e de Baltar
et al. (2016), a magnitude do efeito do amonio foi similar. Esses resultados indicaram a aménia
como uma importante fonte de energia para a quimioautotrofia, entretanto, a principal via
metabolica ainda nédo esta clara devido a diminui¢do na proporcdo dos genes da via CBB e
3HP/4HB durante a incubacdo com aménio (BALTAR et al., 2016).

Junior et al. (2015), Bendia et al. (2021) e Coutinho et al. (2021) investigaram a
comunidade microbiana na coluna de 4gua do Oceano Atlantico Sudoeste e descobriram que
Cyanobacteria, Alpha- e Gammaproteobacteria dominaram em aguas superficiais, enquanto
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Gammaproteobacteria predominaram em aguas profundas. Na zona mesopelagica, embora em
baixa abundéncia, houve a presenca de SAR324 e Nitrospinota, ambas capazes de fixar carbono
via quimiossintese (BENDIA et al., 2021; COUTINHO et al., 2021). Varias linhagens de
Proteobacteria de mar profundo, como SAR324, podem fixar carbono através da oxidacdo de
compostos reduzidos de enxofre, monoxido de carbono, metano e por meio da metilotrofia
(SWAN etal., 2011; COUTINHO et al., 2021). Além disso, alguns isolados do filo Nitrospinota
sdo bactérias oxidantes de nitrito e contribuem significativamente para a quimioautotrofia
global, atingindo 15 a 43% da fixacdo de carbono inorganico da zona mesopelégica
(PACHIADAKI etal., 2017). Em relagdo & comunidade de arqueias, Junior et al. (2015), Bendia
et al. (2021) e Coutinho et al. (2021) descobriram que a Thaumarchaeota (agora classe
Nitrososphaeria dentro de Crenarchaeota) dominou as aguas profundas, sugerindo que esse
dominio esta relacionado ao seu metabolismo quimiossintético, ja que varios membros desses
filos séo arqueias oxidantes de amonia e s&o capazes de fixar carbono no escuro (BEMAN et
al. 2008; BERG et al., 2014; DEKAS et al., 2019).

Baltar et al. (2016) observou que, em todos os tratamentos com nutrientes, houve um
aumento de organismos “raros”, ou seja, de baixa abundancia no ambiente. Embora, neste
trabalho, ndo se tem dados de comunidade microbiana do microcosmos, supdem-se que as taxas
de PPQ em resposta ao tiossulfato e amoénio tenham sido promovidas pelo SAR324 e
Nitrososphaeria (Crenarchaeota), pelo menos em aguas profundas, visto que foram ja foram
relatados como pertencentes a microbiota do Atlantico Sudoeste profundo (JUNIOR et al., 2015;
BENDIA et al. 2021; COUTINHO et al., 2021).

Embora haja indicios que a assimilacdo de acetato seja relevante no oceano oxigenado
(HO et al., 2002, GOMEZ-CONSARNAU et al., 2012, BALTAR et al., 2016) ela ainda se
mostra como um dos principais doadores de elétrons em interfaces 6xicas-anoxicas (HO et al.,
2002). Portanto, na realizagdo de experimentos na coluna d’agua, a escolha apenas do acetato
como fonte de carbono organico pode néo ter sido o ideal para a comparacdo desse experimento
com o ambiente in situ. Ademais, mudancas no input de matéria organica, como o uso de fontes
de carbono especificas, podem causar a dominancia de certos grupos da comunidade
microbiana (GOMEZ-CONSARNAU et al., 2012), portanto o ideal para a coluna d’4gua seria
a utilizacdo um conjunto de variados compostos organicos. Em aguas oxigenadas do oceano
oligotrofico, a PPQ promovida pela adicdo de matéria organica esta, geralmente, relacionada
com as reacdes anaplerdticas do ciclo TCA (BALTAR et al., 2016; ALONSO-SAEZ et al.,

2010). A intensidade da resposta ao tratamento com matéria organica descrita por Baltar et al.
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(2016) foi de 5 a 15 vezes o controle, valores muito superiores ao do presente estudo. O uso de
um conjunto de compostos organicos (piruvato + acetato, BALTAR et al., 2016) poderia, dentro

da realidade de um experimento laboratorial, ser uma representacdo mais fiel ao ambiente.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
6.1. Concluséo

Né&o foram identificados cold seeps na Bacia de Santos, mas foram apresentados dados
inéditos para a camada d’agua e sedimento do Oceano Atlantico Sudeste. A zona pelagica da
Bacia de Santos apresentou, em geral, taxas de producdo quimiossintética maiores do que as
demais bacias oceanicas comparadas neste trabalho. No talude, a PPQ seguiu o padrdo de maior
relevancia para o ambiente benténico devido a uma presenca mais abundante de compostos
reduzidos (WHITICAR, 1990; ORCUTT et al., 2011). Num padrdo inverso, a PMH teve maior
relevancia na zona pelagica, devido a sua estreita relacdo com a matéria organica produzida
pela fotossintese na camada eufética (AZAM et al., 1983). As variaveis ambientais estimados
por estre trabalho ndo foram o suficiente para explicar as taxas de PPQ e PMH, visto a falta de

uma relacdo significativa entre as variaveis.

Embora ainda ndo se conheca em detalhes a via quimioautotréfica preferencial no pelagial
da Bacia de Santos, os experimentos realizados neste trabalho indicam a amonia, como
importante fonte de energia para a PPQ, mas também com o grande potencial do uso de
compostos de enxofre reduzidos ao longo da coluna d’agua. Entretanto, essas observacdes

permanecem especulativas visto se tratar de um experimento piloto.

O Oceano Atlantico Sudeste € uma bacia oceénica ainda pouco estudada, desta forma,
este trabalho representa novos dados para a caracterizacdo desta area e novos insights sobre 0s
processos microbianos aqui estudados. Por fim, reforca-se a necessidade da inclusao das taxas
de PPQ nas estimativas do ciclo de carbono nos oceanos, porque a quimiossintese representa

um aspecto importante da producédo de carbono labil marinho.



6.2. Trabalhos Futuros

Para estudos futuros da determinacédo das taxas microbianas aqui estimadas, seria ideal o
aumento da resolucdo da camada d’agua ¢ sedimento. Devido a falta de uma relagédo
significativa entre as variaveis ambientais e as taxas, seria interessante explorar outras fontes
energéticas da PPQ, como compostos de enxofre reduzido, metano (SWAN et al., 2011),
hidrogénio molecular, 6xido nitroso (REINTHALER et al.,, 2010); juntamente com a
determinagdo da produgao fotossintética ou COT na coluna d’agua, dado sua influéncia na PMH
(AZAM et al., 1983). Adicionalmente, O outlier natural da estagdo 685 no ACCR é um
potencial indicativo de um ambiente diferenciado dentro sistema do monte carbonético,

podendo interessar eventuais estudos futuros na area.

Em relacdo a trabalhos futuros, o experimento piloto deste trabalho fornece insights sobre
0 método. ldealmente, o setup experimental poderia ser melhorado com sua realizacdo em
triplicata, um maior tempo de incubacéo e a insercao das estimativas de PMH. A fonte organica
de carbono deveria incluir substratos organicos complementares (como a combinacdo de
acetato+piruvato utilizada por Baltar et al. (2016)) e, em experimentos futuros, as fontes de
energia para a fixacao de carbono escuro poderiam se resumir apenas a adicdo de amobnio como
fonte de nitrogénio, e tiossulfato como fonte de enxofre. Adicionalmente, para futuros
experimentos, seria importante acoplar informacdes de diversidade taxonémica e funcional para

proporcionar resultados mais conclusivos.
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Apéndice A - Localizagdo das esta¢Oes da coluna d’agua do projeto BIOIL 1 (Novembro, 2019) e BIOIL 2 (Julho, 2022) a bordo do R/V Alpha
Crucis. Profundidade (m), Producdo Primaria Quimiossintética (PPQ, ugC.m=.n"1) e Producio Microbiana Heterotrofica (PMH, pgC.m=3.h™).

Linhas contendo (-) representam a auséncia de dados.

Cruzeiro Area Estacdo Latitude Longitude Zona Prof. PPQ PMH
BIOIL 1 1 682 24° 31.286 043° 55.712 Epipelagico 45 91,71 772,45
Mesopelagico 263 54,52 5888,52
Mesopelagico 701 118,12 425,94
683 24°37.476 044° 00.886 Epipelagico 44 32,75 213,73
Mesopelagico 283 99,46 829,21
Mesopelagico 811 20,97 2506,02
684 24° 40.710 044° 04.899 Epipelégico 40 188,47  14290,89
Mesopeldgico 280 135,32 9900,48
Mesopeldgico 804 46,81 14822,13
2 685 24° 55.983 044° 28.452 Epipelégico 46 50,10 883,31
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Mesopelagico 282 310,58 4065,41
Mesopelagico 551 288,21 2563,11
686 24°55238  044°35.450  Epipelagico 40 2450  9392,63
Mesopeldgico 278 43,48 1164,48
Mesopeldgico 530 56,14 10178,66
687 24° 53.975 044° 28.564 Epipelagico 48 37,73 2476,62
Mesopelagico 280 21,16 6287,09
Mesopelagico 560 247 45 125,94
688 24° 53.530 044° 32.107 Epipelagico 45 21,94 -
Mesopeldgico 280 79,44 -
Mesopelagico 530 213,08 -
3a 690 26° 11.571 045° 38.730 Epipelagico 41 80,87 -
Mesopelagico 280 115,85 -
Mesopeldgico 740 46,86 -



BIOIL 2

691 26° 53.222 046° 24.735 Epipelagico 49 15,08
Mesopelagico 282 135,12
Mesopelagico 513 324,34

692 26° 53.006 046° 25.067 Epipeléagico 45 61,58
Mesopeldgico 280 34,68

Mesopelagico 480 20,45
693 26° 50.894 046° 25411 Epipelagico 45 206,61
Epipelagico 160 18,18

Mesopelagico 380 -

3b 819 26°53,377 046°26,301 Epipelagico 46 91,78

Mesopelagico 222 5,83

Mesopeldgico 492 25,06

821 26°52,963 046°25,209 Epipelégico 42 84,66
Mesopeldgico 149 22,97
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822

823

824

825

26°49,869

26°30,623

26°15,650

26°14,977

046°24,149

045°55,244

045°42,761

045°40,929

Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico
Mesopelégico
Epipelagico
Mesopelégico
Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico
Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico

Mesopelagico

440

45

151

403

45

252

674

45

250

722

83

250

684

22,83

9,93

5,22

5,56

28,44

28,24

28,89

6,05

139,53

10,57

35,65

18,08

34,47
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Apéndice B - Localizagdo das estacbes do sedimento do projeto BIOIL 1 (Novembro, 2019) a bordo do R/V Alpha Crucis. Estrato (cm),

profundidade total (m), Producdo Primaria Quimiossintética (PPQ, ugC.m=.h"1) e Produgdo Microbiana Heterotrofica (PMH, pgC.m=3.h). Linhas

contendo (-) representam a auséncia de dados.

Cruzeiro Area Estacio Latitude Longitude  Estrato  Prof. total PPQ PMH
BIOIL 1 1 681 24° 31.422 043° 55.825 0-5 744 12513,18 772,45
5-10 55155,49 5888,52
10-15 42545,27 425,94
683 24°37.476 044° 00.886 0-5 852 123850,19 213,73
5-10 149299,58 829,21
10-15 88013,00  2506,02
684 24° 40.710 044° 04.899 0-5 820 71567,16  14290,89
5-10 92072,56  9900,48
10-15 2644714  14822,13
2 685 24° 55.983 044° 28.452 0-5 592 159421,80 883,31
5-10 17779294  4065,41



686 24°55.238 044" 35.450 0-5 581 55528,67 9392,63
5-10 79815,51 1164,48
10-15 70611,65 10178,66
687 24° 53.975 044° 28.564 0-5 675 161595,94  2476,62
5-10 50423,56  6287,09
10-15 134373,78 125,94
688 24° 53.530 044" 32.107 0-5 564 114504,27 -
5-10 90037,74 -
10-15 182782,95 -
3a 690 26° 11.571 045° 38.730 0-5 762 11525,98 -
5-10 64000,97 -
10-15 81584,75 -
691 26° 53.222 046" 24.735 0-5 519 77083,08 -
5-10 81320,21 -
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Apéndice C - Varidveis ambientais da camada d’agua do BIOIL 1, incluindo profundidade (m), temperatura (°C), salinidade (psu) e 0s nutrientes:

fosfato, silicato, nitrato, nitrito e amonio representados em pmol.L ™.

Estacéo Zona Prof. Temperatura Salinidade Fosfato Silicato Nitrato Nitrito Amonio
682 Epipelégico 45 24,5 37,2 0,05 0,69 0,36 0,02 0,14
Mesopelagico 263 14,6 35,4 0,61 2,83 3,66 0,03 0,21
Mesopelagico 701 54 34,3 1,83 15,91 21,67 0,02 0,11
683 Epipelégico 44 23,1 36,9 0,07 1,16 0,40 0,01 0,07
Mesopelagico 283 12,9 351 0,58 5,55 6,04 0,03 0,16
Mesopelagico 811 4,7 34,3 1,36 13,77 24,68 0,02 0,11
684 Epipelagico 40 23,5 36,9 0,09 5,61 1,48 0,02 0,05
Mesopelagico 280 12,8 351 0,80 3,99 7,02 0,04 0,28
Mesopelagico 804 4,6 34,3 1,92 20,25 27,51 0,02 0,14
685 Epipelagico 46 23,9 36,9 0,11 0,64 0,52 0,01 0,07
Mesopelagico 282 13,3 35,2 0,88 3,47 9,00 0,04 0,38
Mesopelagico 551 7,6 34,5 1,37 8,73 19,28 0,02 0,11
686 Epipelagico 40 24,6 37,2 0,05 0,98 0,33 0,02 0,11
Mesopelagico 278 13,6 35,3 0,65 11,34 7,06 0,05 0,42



687

688

690

691

692

693

Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico
Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico
Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico
Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico
Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico
Mesopelagico

Epipelagico

530

48

280

560

45

280

530

41

280

740

49

282

513

45

280

480

45

8,4
23,9
12,5

6,7
23,8
13,0

8,0
23,9
12,6

5,8
24,5
14,2
10,5
247
13,7
10,7

23,5

34,6
36,9
35,1
34,4
36,8
35,2
34,5
36,8
35,1
34,4
37,2
353
34,8
37,2
353
34,9

36,6

1,58
0,11
0,89
1,41
0,20
0,85
1,09
0,95
0,17
1,78
0,18
0,71
1,26
0,09
0,72
1,15

0,09

6,74
0,75
3,93
10,87
1,10
3,59
6,88
3,70
0,87
16,37
0,64
2,72
6,77
0,69
3,70
5,90

1,10

21,37
0,49
9,21
19,51
0,74
8,12
13,15
11,11
0,59

24,28
0,62
7,76
17,47
0,40
6,96
16,90

0,42

0,02
0,02
0,03
0,02
0,02
0,04
0,02
0,04
0,02
0,02
0,02
0,03
0,02
0,01
0,02
0,02

0,02

0,16
0,05
0,30
0,14
0,11
0,24
0,09
0,16
0,11
0,11
0,14
0,24
0,16
0,02
0,14
0,07

0,05
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Epipelagico

Mesopelagico

160

380

18,3

11,5

36,0

35,0

0,33

1,08

2,37

5,32

1,43

11,87

0,03

0,03

0,11

0,25
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Apéndice D - Variaveis ambientais da camada d’agua do BIOIL 2, incluindo profundidade (m), temperatura (°C), salinidade (psu) e oxigénio

dissolvido (mL.L™).

Estacéo Zona Prof. Temperatura Salinidade Oxigénio Dissolvido
819 Epipelagico 46 22,1 36,5 4,9
Mesopelagico 222 14,9 35,5 57
Mesopelagico 492 10,4 34,8 6,3
821 Epipelégico 42 22,2 36,6 4,9
Mesopelagico 149 17,7 35,9 54
Mesopelagico 440 10,8 34,9 6,2
822 Epipelagico 45 21,6 36,4 50
Mesopelagico 151 17,4 35,8 54
Mesopelagico 403 11,5 34,9 6,1
823 Epipelagico 45 22,0 36,5 4,9
Mesopelagico 252 14,9 35,5 57
Mesopelagico 674 6,4 34,4 6,9
824 Epipelégico 45 22,2 36,7 49
Mesopelagico 250 14,3 35,3 57



825

Mesopelagico
Epipelagico
Mesopelagico

Mesopelagico

722

83

250

684

6,1
23,0
14,4

6,2

34,4
36,6
35,4

34,4

6,9
4,9
57

6,1
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Apéndice E - Varidveis ambientais do sedimento do BIOIL 1, incluindo estrato (cm), porcentagem de areia e lama, carbono orgénico total (COT,

%), nitrogénio total (NT, %), carbonato de célcio (CaCOsz, %) e 613C (%o). Linhas contendo (-) representam a auséncia de dados.

Estacdo Estrato Areia Lama CaCOs; COT (O TN
681 0-5 12,967 87,033 11,390 0,450 -20,860 0,070
5-10 19,800 80,200 8,150 0,310 -21,360 0,050
10-15 10,400 89,600 9,070 0,160 -22,150 0,020
683 0-5 10,567 89,433 9,585 0,510 -21,070 0,035
5-10 20,050 79,950 9,070 0,270 -21,650 0,010
10-15 24,667 75,333 12,420 <0,01 - <0,01
684 0-5 14,625 85,375 8,883 0,4967 -21,063 0,070
5-10 23,750 76,250 9,230 0,1500 -21,560 0,020
10-15 22,700 77,300 9,640 <0,01 - <0,01
685 0-5 23,850 76,150 6,430 1,740 -20,820 0,170
5-10 - - - - - -
686 0-5 29,233 70,767 6,485 0,475 -21,495 0,055
5-10 44,450 55550 7,820 0,240 -20,970 0,050
10-15 32,100 67,900 5,120 0,320 -20,900 0,020



687

688

690

691

0-5

5-10

10-15

0-5

5-10

10-15

5-10

10-15

5-10

10-15

13,750
25,050
28,433
34,700
47,450
45,200
21,767
29,850
31,133
26,633

26,650

86,250
74,950
71,567
65,300
52,550
54,800
78,233
70,150
68,867
73,367

73,350

4,990
13,780
8,270
7,275

5,220

3,710
3,530
3,600
4,635

3,380

0,540
0,300
0,190
0,565

0,450

0,440
0,420
0,410
0,380

0,360

-20,640
-21,300
-22,350
-21,235

-21,280

-22,130
-21,250
-21,830
-21,260

-22,280

0,050
0,020
0,010
0,055

0,040

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
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Apéndice F — Correlacdo entre Producdo Priméria Quimiossintética (PPQ), Producdo Microbiana Heterotrofica (PMH) e as variaveis ambientais

da coluna d’agua do BIOIL 1. Abaixo da diagonal: coeficiente de correlacdo de Pearson (r); acima da diagonal: p-value. Correlagdes

estatisticamente significativas em negrito (p < 0,05).

Prof. Temp. Sal. PPQ PMH Fosfato Silicato Nitrato Nitrito Amédnio

Prof. 0,00 0,00 0,28 0,77 0,00 0,00 0,00 0,91 0,59
Temp. -0,95 0,00 0,6 087 0,00 0,00 0,00 0,39 0,12

Sal. -0,92 0,99 0,10 091 0,00 0,00 0,00 0,22 0,06

PPQ 019 -0,26 -0,29 079 0,23 0,63 0,27 0,67 0,49
PMH 0,07 -0,04 -0,03 -0,07 0,59 0,55 0,60 0,83 0,98
Fosfato 09% -08 -087 0,22 0,13 0,00 0,00 0,48 0,25
Silicato 088 -0,78 -0,73 0,09 0,15 0,85 0,00 0,78 0,59
Nitrato 094 -087 -083 0,20 013 0,97 0,88 0,96 0,62
Nitrito -0,02 -0,15 -0,22 0,08 0,05 0,13 0,05 0,01 0,00
Amoénio 0,10 -028 -0,33 0,13 -001 0,21 0,10 0,09 0,85




64

Apéndice G — Correlagdo entre Producéo Priméaria Quimiossintética (PPQ), Producdo Microbiana Heterotrofica (PMH) e as variaveis ambientais

da camada d’agua do BIOIL 2. Abaixo da diagonal: coeficiente de correlagdo de Pearson (r); acima da diagonal: p-value. Correlagdes

estatisticamente significativas em negrito (p < 0,05).

Prof. Temp. Sal. oD PPQ

Prof. 0,00 0,00 0,00 0,32

Temp. -0,94 0,00 0,00 0,21

Sal. -0,96 0,98 0,00 0,18

oD 099 -097 -0,98 0,24
PPQ -0,25 -0,31 0,33 -0,29
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Apéndice H — Correlagdo entre Producéo Priméaria Quimiossintética (PPQ), Producdo Microbiana Heterotrofica (PMH) e as variaveis ambientais
do sedimento do BIOIL 1. Abaixo da diagonal: coeficiente de correlagcdo de Pearson (r); acima da diagonal: p-value. CorrelacGes estatisticamente

significativas em negrito (p < 0,05).

PPQ PMH Areia Lama CaCO; COT &C NT

PPQ 0,15 0,31 0,31 0,62 0,05 0,38 0,14
PMH 0,36 0,35 0,35 0,23 0,00 048 0,00
Areia 0,22 0,25 0,00 0,11 0,90 1,00 0,73
Lama -022 -025 -1,00 0,11 0,90 1,00 0,73
CaCO; -0,11 -0,32 -0,35 0,35 021 048 0,76
COoT 0,41 0,75 -0,03 0,03 -0,27 0,06 0,00
813C 0,20 0,21 0,00 0,00 0,16 0,41 0,01

NT 0,31 0,71 -0,08 0,08 0,07 085 057




Apéndice | — Taxas brutas de Produgdo Primaria Quimiossintética (PPQ, pgC.m.ht) para o controle da quimiossintese (sem adigio) e para os
tratamentos com adicao de nutrientes: tiossulfato de sodio (Na2S203), cloreto de aménio (NH4Cl), nitrito de sodio (NaNOz) e acetato de sddio

(C2HsNaOs) representados em pugC.m=3.h?,

Estacdo Zona Prof. PPQ (controle) Tiossulfato Amonio Nitrito Acetato
819 Epipelagico 46 91,78 1,82 58,96 66,01 32,81
Mesopeldgico 492 25,06 6,81 44,04 38,38 24,54
821 Epipelagico 42 84,66 25,76 48,34 36,91 38,87
Mesopelagico 440 22,83 30,63 46,49 28,39 56,84
822 Epipelagico 45 9,93 16,37 15,58 17,28 31,65
Mesopelagico 403 5,56 1,83 7,08 7,10 7,82
823 Epipelégico 45 28,44 19,10 25,13 17,06 32,20
Mesopelagico 674 28,89 15,46 12,59 11,55 24,78
824 Epipelagico 45 6,05 23,58 27,78 11,18 2,44

Mesopelagico 722 10,57 33,76 2,51 11,48 12,36




Apéndice J — Perfil vertical de temperatura em novembro, 2019 (BIOIL 1) e julho, 2022 (BIOIL 2).
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