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RESUMO

ANA CAROLINE RIBEIRO DA CRUZ

INTERACOES ENTRE MICRORGANISMOS E MINERAIS EM ESTEIRAS
MICROBIANAS DA LAGOA VERMELHA (SAQUAREMA, RJ)

Orientadora: Carolina Neumann Keim

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

As esteiras microbianas sdo ecossistemas laminados complexos que se formam na superficie
de sedimentos iluminados, atualmente encontradas apenas em ambientes extremos. Séo
constituidas por microrganismos organizados em camadas de acordo com sua fisiologia.
Possuem um registro féssil de mais de 3 bilhdes de anos, sendo provavelmente o tipo de
ecossistema mais antigo a existir. As esteiras microbianas podem ser preservadas na forma
de estruturas sedimentares como estromat6litos e outros microbialitos. Atualmente, poucos
locais no planeta possuem condig¢des adequadas ao desenvolvimento destas comunidades.
A Lagoa Vermelha (Saquarema e Araruama, RJ) € um destes ambientes onde ocorrem
esteiras microbianas vivas e estromatolitos subfosseis. Ha muitas controveérsias sobre como
as esteiras microbianas ddo origem aos estromatélitos, e sobre quais informacdes 0s
estromatolitos fdsseis podem fornecer sobre as condi¢des em que foram formados. O estudo
de esteiras microbianas modernas, as quais sdo consideradas analogas daquelas existentes
no periodo Pré-Cambriano, pode ajudar a identificar os processos relacionados a formacao
dos estromatdlitos e sobre que tipo de estruturas e assinaturas quimicas e estruturais sdo
preservadas, e quais ndo sdo. Isso torna as esteiras microbianas da Lagoa Vermelha
interessantes para ajudar a compreender 0s processos envolvidos na organo-mineralizacao
que leva a formacéo dos estromatolitos, e como eram 0s primeiros ecossistemas aquéaticos
deste planeta. Este estudo tem como objetivo observar a diversidade de microrganismos e
minerais presentes nas esteiras e nos sedimentos abaixo delas, buscando evidéncias da
influéncia microbiana na precipitacdo mineral e da preservacdo de estruturas microbianas
nos minerais. Para isto, foram coletadas amostras de esteiras microbianas e sedimentos em
um mesmo ponto da Lagoa Vermelha em 2016 e em 2020, os quais foram observados em
microscopia Otica e microscopia eletrénica de varredura (MEV), e analisados por
microanalise de raios-X (EDS). Foi encontrada uma grande diversidade de cianobactérias,
bactérias purpuras e microalgas, além de minerais autigénicos, tanto em lupa quanto em
microscopia Otica e MEV. Em microscopia Otica de contraste interferencial de Nomarski,
foram observadas particulas de minerais birrefringentes impregnando a substancia
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polimérica extracelular (EPS) ao redor de microcolonias de cianobactérias, mas nao no
interior das microcolonias. Em MEV, foram observados gréos botrioidais compostos de
microcristais apresentando cristalizacdo trigonal. A analise da composicao elementar por
EDS mostrou trés minerais distintos na fragdo mineral das esteiras microbianas, tendo sido
identificadas como calcita magnesiana (Cax-1MgxCOs, 0,10 < x < 0,25), proto-dolomita
(Cax-1MgxCO3, 0,25 < x < 0,45), e silicato de magnésio. O silicato de magnésio
frequentemente aparece ao redor dos grdos de calcita magnesiana e proto-dolomita, o que
corrobora achados de outros locais, onde os carbonatos de calcio e magnésio substituem
gradualmente os silicatos de magneésio. Frequentemente, graos de carbonatos de célcio e
magnésio autigénicos que ndo estao cobertos por silicatos de magnésio e também conchas
apresentaram microperfuracbes, provavelmente feitas por cianobactérias perfurantes.
Nossos resultados mostram que a precipitacdo de minerais ainda ocorre nas esteiras
microbianas da Lagoa Vermelha, que a interagdo entre microrganismos e minerais envolve
precipitacdo e dissolucdo, e que a mineralizacdo se da por etapas, nas quais o silicato de
magnésio é gradualmente substituido por carbonatos de calcio e magnésio.

Palavras-chave: esteiras microbianas, estromatolitos, cianobactérias,
biomineralizag&o, organo-mineralizagéo, Lagoa Vermelha



ABSTRACT

ANA CAROLINE RIBEIRO DA CRUZ

INTERACTIONS BETWEEN MICROORGANISMS AND MINERALS IN
MICROBIAL MATS FROM LAGOA VERMELHA (SAQUAREMA, RJ)

Orientadora: Carolina Neumann Keim

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséao de Curso.

Microbial mats are complex laminated ecosystems that form on the surface of illuminated
sediments, currently found only in extreme environments. They are composed of
microorganisms organized in layers according to their physiology. They have a fossil record
of over 3 billion years, likely making them the oldest type of ecosystem to exist. Microbial
mats can be preserved in the form of sedimentary structures such as stromatolites and other
microbialites. Currently, few locations on the planet have suitable conditions for the
development of these communities. Lagoa Vermelha (Saquarema and Araruama, RJ) is one
of these environments where live microbial mats and subfossil stromatolites occur. There is
much controversy about how microbial mats give rise to stromatolites, and what information
fossil stromatolites can provide about the conditions in which they were formed. The study
of modern microbial mats, which are considered analogous to those existing in the
Precambrian period, can help identify the processes related to stromatolite formation and
what type of structural and chemical signatures are preserved, and which are not. This makes
the microbial mats of Lagoa Vermelha interesting for understanding the processes involved
in organo-mineralization leading to stromatolite formation, and what the first aquatic
ecosystems on this planet were like. This study aims to observe the diversity of
microorganisms and minerals present in the mats and the sediments beneath them, seeking
evidence of microbial influence on mineral precipitation and the preservation of microbial
structures in minerals. For this, samples of microbial mats and sediments were collected at
the same point in Lagoa Vermelha in 2016 and 2020, which were observed under optical
microscopy and scanning electron microscopy (SEM) and analyzed by energy-dispersive
X-ray spectroscopy (EDS). A wide diversity of cyanobacteria, purple bacteria, and
microalgae, as well as authigenic minerals, were found, both under magnifying glass, optical
microscopy, and SEM. Under Nomarski interference contrast microscopy, birefringent
mineral particles were observed impregnating the extracellular polymeric substance (EPS)
around cyanobacterial microcolonies, but not inside the microcolonies. Under SEM,
botryoidal grains composed of microcrystals with trigonal crystallization were observed.



Elemental composition analysis by EDS showed three distinct minerals in the mineral
fraction of the microbial mats, identified as magnesian calcite (Cax.1MgxCOs, 0,10 < x <
0,25), proto-dolomite (Cax-1MgxCOs, 0,25 < x < 0,45), and magnesium silicate. Magnesium
silicate frequently appears around grains of magnesian calcite and proto-dolomite,
corroborating findings from other locations where calcium and magnesium carbonates
gradually replace magnesium silicates. Often, uncoated autigenic calcium and magnesium
carbonate grains and shells presented microperforations, likely made by perforating
cyanobacteria. Our results show that mineral precipitation still occurs in the microbial mats
of Lagoa Vermelha, that the interaction between microorganisms and minerals involves
precipitation and dissolution, and that mineralization occurs in stages, with magnesium
silicate gradually being replaced by calcium and magnesium carbonates.

Keywords:  microbial ~ mats,  stromatolites,  cyanobacteria,
biomineralization, organomineralization, Lagoa Vermelha.
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Os estromatolitos sdo as evidéncias
mais antigas da vida na Terra, com
alguns exemplares ultrapassando os
3 bilhdes de anos. Muito antes de
toda a fauna que conhecemos
através de fdsseis existir, a vida na
Terra consistia em microrganismos.
Em locais onde as &guas eram
limpidas e a luz do sol era capaz de
atingir  os  sedimentos,  estes
poderiam se fixar ao substrato e
formar  esteiras microbianas,
ecossistemas formados por
microbios que se organizam em
camadas, e cujo processo de
fossilizagdo da  origem  aos
estromatdlitos. Embora  sejam
estruturas fascinantes e tragam
inimeros  esclarecimentos acerca
dos primordios da vida no nosso
planeta, hd muitas controvérsias
sobre como as esteiras microbianas
dariam origem aos estromatolitos, e

sobre quais informagdes  0s
estromatdlitos  fosseis ~ podem
fornecer sobre um  passado

longinquo. Para ajudar a entendé-los
melhor, uma saida é estudar esteiras
microbianas atuais, que podem ser
encontradas em alguns ambientes
extremos. A Lagoa Vermelha, uma
lagoa rasa e hipersalina localizada
na Regido dos Lagos do Rio de
Janeiro, € um destes ambientes. Nela
podem ser encontradas esteiras
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microbianas vivas e estromatolitos calcareos. Os principais componentes vivos das esteiras
sd0 as cianobactérias, bactérias capazes de realizar fotossintese assim como as plantas. Estes
organismos tém como caracteristica liberar grandes quantidades de uma substancia pegajosa
capaz de proteger as células de dessecacao e radiacdo e manter a comunidade microbiana
unida e aderida ao fundo da lagoa. O metabolismo dessas cianobactérias € também capaz
de desencadear a precipitacdo de carbonato de célcio (calcario) no sistema, o qual
permanece entre as camadas da esteira (junto a grdos do sedimento e outros minerais
originados fora da esteira) quando a comunidade microbiana sobe em busca de
luminosidade formando outra camada. Esta pesquisa teve como objetivo observar a
diversidade de microrganismos e de minerais presentes nas esteiras microbianas e
sedimentos da Lagoa Vermelha, buscando evidéncias da influéncia microbiana na
precipitacdo dos minerais. Para isto, coletamos amostras de esteiras microbianas e
sedimentos e observamos utilizando diversos tipos de microscopios. Foi possivel observar
a organizacdo em camadas da esteira fresca ainda no local de coleta. No microscépio o6tico,
encontramos uma grande diversidade de cianobactérias e alguns outros microrganismos
como bactérias purpuras (bactérias de coloracdo roxa ou avermelhada que fazem um tipo
especial de fotossintese) e microalgas eucariontes (algas unicelulares), bem como gréos de
minerais autigénicos (originados dentro da esteira). Em microscopio eletrénico de
varredura, foram identificados pelo menos trés tipos de minerais autigénicos distintos,
identificados como calcita magnesiana, proto-dolomita (dois tipos de calcario que diferem
pela proporcdo de magnésio e célcio), e silicato de magnésio (outro tipo de mineral,
contendo principalmente magnésio, silicio e oxigénio). Observamos também perfuracdes
em grdos de minerais autigénicos e conchas, aparentemente feitos por cianobactérias
perfurantes. 1sso nos mostra que a precipitacdo de minerais ainda ocorre nas esteiras
microbianas da Lagoa Vermelha, e que a dinamica de interacdo entre 0s microrganismos e
0s minerais neste ambiente é complexa, envolvendo tanto a precipitacdo como a dissolucao
de minerais. Nossos resultados mostram também que a precipitacdo dos minerais
autigénicos se da por etapas, sendo o silicato de magnésio precipitado inicialmente, que
depois € gradualmente substituido pelos carbonatos de calcio e magnésio.
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1. INTRODUCAO

Esteiras microbianas foram, provavelmente, os ecossistemas mais antigos a surgir na
Terra (Gemerden, 1993; Awramik, 2006; Walsh, 2010), sendo preservadas no registro geologico
dos dltimos 3,43 bilhdes de anos (Allwood et al., 2006) em estruturas geradas por interacoes
biogeoquimicas envolvendo microrganismos e minerais (MISS - microbially-induced
sedimentary structures), que incluem microbialitos como estromatdélitos e trombdlitos, dentre
outras facies sedimentares (Gemerden, 1993; Noffke et al., 2003; Allwood et al., 2006; Walsh,
2010).

1.1. Estromatélitos

Estromatolitos sdo “estruturas organo-sedimentares litificadas formadas pela captura e
cimentagdo de sedimentos e/ou atividade de precipitacdo de carbonatos por microrganismos”
(Dupraz e Visscher, 2005). Diferenciam-se de outros microbialitos (rochas de origem microbiana)
devido a sua estrutura interna formada por ldaminas constituidas principalmente por carbonatos de
calcio e/ou magnésio (Riding, 2011). Os estromatélitos tém um registro fossil extremamente
longo, ocorrendo em quase todas as eras geoldgicas, com alguns exemplares apresentando idades
superiores a 3,4 bilhdes de anos (Awramik, 1991; Allwood et al., 2006). A figura 1 mostra

estromatdlitos da Lagoa Vermelha.

Figura 1 — Fotografias de estromatolitos da por¢do leste da Lagoa Vermelha. (a) Estromatélitos realocados para a
borda da lagoa. (b) corte de estromatolito da Lagoa Vermelha, onde é possivel observar as laminagdes caracteristicas.
(Imagens de Keim et al., 2020 em “a” e Keim e Farina, 2023 em “b”).
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Embora a relagdo entre a estrutura interna dos estromatolitos e atividades microbianas
esteja atualmente bem estabelecida (ex. Awramik, 2006; Vasconcelos et al., 2006; Pace et al.,
2018; Keim et al., 2020), a escassez de microfosseis no interior dos estromatolitos ja fez com que
houvessem questionamentos sobre a classificacdo destas rochas como fdsseis, devido a
possibilidade de que as laminacges ocorressem através de deposicdo abidtica, sem influéncia de
fatores biologicos (Awramik, 2006; Walsh, 2010). Varias possibilidades para a formacéo abiotica
destas estruturas foram propostas, e é provavel que ocorram tanto estromatolitos (de origem
biogénica) quanto rochas laminadas com bastante semelhanca na aparéncia macroscopica, porém
de origem puramente abidtica (Grotzinger e Rothman, 1996; Allwood et al., 2006; Balci et al.,
2020; Porras-Toribio et al., 2022).

Na literatura, é consenso que a formacdo dos estromatdlitos estd relacionada a trés
processos-chave nas esteiras microbianas, mostrados na figura 2: (1) captura de particulas de
sedimento, que se ligam ao EPS (substancia polimérica extracelular); (2) organomineralizacao
associada a matéria organica; e (3) deposicdo de minerais nas superficies de organismos e
particulas de sedimentos, com consequente cimentacdo (Riding, 1991). A literatura também
afirma que ha uma forte relacdo entre a formacdo das laminas estromatoliticas e processos
metabdlicos como fotossintese, respiracdo anaerébica e degradacdo de EPS (Vasconcelos et al.,
2006; Pace et al., 2018).
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Figura 2 — Representacdo gréafica dos processos de precipitacdo de minerais nas esteiras microbianas. Em (a),
particulas de sedimento trazidas pela d4gua ou vento sdo capturadas na superficie do EPS; em (b), a organo-
mineralizacdo ocorre associada ao EPS no interior da bainha, por acdo do metabolismo microbiano e da capacidade
de ligacdo do EPS aos ions Ca,*; e em (c) vemos a deposicdo de minerais nas superficies dos microrganismos e
particulas de sedimentos, que com o tempo sdo consolidados. Imagem de Riding (1991).



1.2. Esteiras microbianas

As esteiras microbianas podem ser definidas como ecossistemas microbianos laminados
e compactos que crescem na superficie de sedimentos iluminados de ambientes aquaticos, sendo
mais comumente encontrados, na atualidade, em ambientes extremos (figura 3). Dentro desses
ecossistemas, 0s microrganismos se organizam de acordo com sua fisiologia, com os fototréficos
oxigénicos, como cianobactérias e microalgas, ocupando as camadas superiores da esteira,
seguidos por bactérias parpuras sulfurosas, que realizam fotossintese anoxigénica utilizando
sulfeto (H2S) em vez de H.O como fonte de elétrons para a fixagdo de CO». Heterotroficos
aerobios degradam produtos organicos oriundos de outros microrganismos enquanto consomem
0., tornando as camadas inferiores anoxicas. Além de um gradiente de luz, ha gradientes de Oo,
H.S e outras substancias, o que aumenta a segregacdo das camadas de microrganismos, que
incluem também bactérias verdes sulfurosas, bactérias sulfurosas incolores, fermentadores e
bactérias redutoras de sulfato, além de outros grupos de heterotroficos anaerdbios e
quimiolitotroficos (Stolz, 1990; Gemerden, 1993). Ha também, por vezes, camadas de minerais,
as quais podem ser formadas por captura de grdos do sedimento trazidos pela agua ou vento e/ou
pela precipitacdo de minerais autigénicos (precipitados no interior da esteira por agdo do
metabolismo microbiano) na esteira microbiana. A precipitacdo de minerais autigénicos pode ser
extensa a ponto de formar laminas consolidadas de minerais, dando origem aos estromatolitos, os
quais sdo considerados formas fdosseis das esteiras microbianas por preservar sua estrutura
laminada (Dupraz & Visscher, 2005; Vasconcelos et al., 2006). Processos fisicos, quimicos e
biolégicos como dessecacdo, pH levemente alcalino e/ou degradacdo de EPS (substancia
polimérica extracelular), dentre outros, podem contribuir para a litificagdo (Dupraz & Visscher,
2005).

As esteiras microbianas sdo constituidas por uma vasta gama de microrganismos,
podendo variar de biofilmes pouco diversos até ecossistemas complexos contendo uma grande
diversidade de espécies de microrganismos em camadas estratificadas (Prieto-Barajas et al.,
2018). As esteiras microbianas crescem mais frequentemente na interface sedimento-agua e
interagem com os sedimentos incorporando particulas e adicionando matéria orgéanica, além de
frequentemente induzir a precipitacdo de particulas minerais e a litificacdo (Dupraz e Visscher,
2005; Franks e Stolz, 2009).



Figura 3 — Organizagdo das esteiras microbianas. (a) llustracdo representando a organiza¢do dos microrganismos
nas camadas da esteira. As diferentes formas representam grupos variados de microrganismos, mostrando a
distribuicdo heterogénea destes entre as camadas da esteira. (b-d) Imagens de esteiras microbianas de diferente
composicdo, organizacao e diversidade. O aspecto gelatinoso é resultado da grande quantidade de EPS secretada no
interior destas estruturas. Imagens de Prieto-Barajas et al., (2018).

Por prosperar em habitats diversos, incluindo ambientes extremos de pH (tanto &cido
como baésico), temperatura e salinidade, e também devido a diversidade metabdlica e
adaptabilidade caracteristica dos dominios Bacteria e Archaea, as esteiras microbianas modernas
sdo consideradas 6timos modelos para o estudo da ecologia microbiana, evolugdo da vida terrestre
e astrobiologia, por serem provaveis analogos dos ecossistemas predominantes do éon Arqueano
(Vasconcelos et al., 2006). A constituicdo e abundancia de espécies nas esteiras microbianas tem
relacdo direta com fatores fisicos como luminosidade, temperatura e pressao, e quimicos como
pH, concentracdo de O, potencial redox, disponibilidade de aceptores e doadores de elétrons e a

presenca ou auséncia de algumas espécies quimicas. A prevaléncia de organismos fototroficos



depende tanto da quantidade quanto da qualidade da luz que chega ao sedimento, que pode sofrer
influéncia dos materiais particulados e microrganismos planctonicos suspensos na coluna d’agua.
Boa parte dos fototroficos possui algum nivel de adaptacdo a baixa luminosidade, como producéo
de pigmentos (clorofilas, bacterioclorofilas, carotendides e ficobiliproteinas) sensiveis a
diferentes comprimentos de onda de luz. Isso que permite que uma vasta gama de organismos

fototroficos possa coexistir em associacdo (Franks e Stolz, 2009).

Processos como a fotossintese oxigénica, respiracdo aerobica, producao de sulfetos e a
difusdo de O determinam a profundidade da zona de transicdo 6xica/andxica (Dupraz e Visscher,
2005). A produgdo de oxigénio comumente atinge seu pico no meio do dia, e & noite a respiracéo
leva a deplecdo do oxigénio e consequente elevacdo da zona de transi¢do em relacdo a superficie
do sedimento. O pH impacta a diversidade e composi¢do da biota a0 mesmo tempo em que é
afetado diretamente pelo metabolismo dos microrganismos presentes, sendo elevado pela agéo da
fotossintese oxigénica e reduzido pela fermentacdo. A ciclagem de nutrientes nas esteiras é
intensa, com varios ciclos de producdo e consumo de metabolitos antes que os &tomos deixem a
esteira (Franks e Stolz, 2009).

1.3. Precipitacdo de minerais em esteiras microbianas

A maioria dos processos de precipitacdo de minerais em esteiras microbianas pode ser
considerada “organomineraliza¢do”, pois ocorre externamente aos microrganismos e depende
tanto de fatores bidticos (macromoléculas e/ou produtos do metabolismo microbiano) quanto
abioticos (concentracdes de ions em solucdo, pH, temperatura, pressao etc.) para ocorrer. A
organomineralizacdo em geral esta associada a superficies internas ou externas de uma matriz
organica. Os organominerais (produtos da organomineralizacdo) em geral apresentam
propriedades quimicas e/ou estruturais que comprovam sua origem microbiana ou organica, como
microfdsseis de células microbianas, incorporacdo de macromoléculas, ou até preservar a
organizacéo estrutural original (Visscher et al., 2010; Défarge, 2011; Pace et al., 2018; Keim et
al., 2020).

Tém sido propostos varios modelos de litificagdo em esteiras microbianas, que variam

de mecanismos puramente bioldgicos até os puramente quimicos. Dentre os fatores bioldgicos, as
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atividades de cianobacteérias, assim como heterotroficos aerdbicos e bactérias redutoras de sulfato
(BRS), tém sido associadas a precipitagdo de CaCOs dentro das esteiras microbianas (Dupraz e
Visscher, 2005). A fotossintese é considerada uma forca-motriz da calcificacdo, causando uma
deplecdo do CO2(aq) e aumento de fons carbonato (COs%), acompanhado de aumento do pH. Este
processo também é dependente da taxa de difusdo dos elementos envolvidos na calcificagdo
(Pentecost, 1991).

Portanto, a fotossintese das cianobactérias leva a liberacdo de O, fixacdo de carbono e
producdo de grandes quantidades de EPS. Esse EPS forma a matriz das esteiras microbianas,
protegendo-a dos danos da radiagdo UV, dessecacdo e predacdo, e fornecendo uma estrutura
tridimensional que cria um microambiente com condicGes fisico-quimicas ideais para diversos
microrganismos e consércios microbianos, aumentando a diversidade da comunidade microbiana
das esteiras (Visscher et al., 2010). A maior parte das esteiras microbianas onde a calcificacao
ocorre esta situada em ambientes alcalinos, com pH entre 7,8 e 9,5. Nestas condi¢des, a
disponibilidade de carbono inorgéanico dissolvido na forma de CO> é baixa, 0 que faz com que a
fonte de carbono utilizada por algas e cianobactérias sejam os ions bicarbonato (HCO3"). Para isto,
as células utilizam mecanismos como transporte ativo e passivo de HCO3™ (dependente da carga)
e conversdo de HCOs em CO2 + OH" por acéo da enzima anidrase carbonica, o que pode levar a
aumento de pH no microambiente ao redor (Pentecost, 1991; Zavarzin, 2002).

A precipitacdo de CaCOz também depende de fatores geoquimicos (indice de saturagéo,
SI) e bioquimicos (producdo de EPS). O indice de saturacdo depende fundamentalmente das
concentragdes de reagentes (COs®, Ca®") e do pH. A matriz de EPS se comporta como uma
extensdo da célula, atuando como quelante para cétions e fornecendo estrutura para a nucleacao
de minerais. Algumas moléculas de EPS possuem grupos hidroxila/carboxila/sulfato que
capturam cétions como Mg?*, o que pode inibir ou estimular a precipitagdo de CaCOs, dependendo
de fatores como a organizacao destes grupamentos nas moléculas e o SI (Dupraz e Vischer, 2005).
A figura 4 ilustra trés modificacbes do EPS que podem levar a precipitacdo de CaCOs: (a) a
decomposicdo do EPS por microrganismos libera HCOs e Ca?*, aumentando o SI; (b) a
reorganizacgdo dos sitios de ligacdo de Ca®* e Mg?*, que pode levar a nucleagio de minerais
(organomineralizacdo); e (c) regulacdo do balango externo de céations pela capacidade de ligacdo
de cations do EPS, modificando o SI (Dupraz e Visscher, 2005; Visscher et al., 2010). As



caracteristicas do mineral formado sdo controladas principalmente pela quantidade e qualidade

do EPS presente (Dupraz e Visscher, 2005).
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Figura 4 — Esquema ilustrado dos processos de mineralizacdo com influéncia do EPS microbiano. O EPS produzido
por microrganismos liga-se a cations como Ca?* até levar a inibicdo da precipitacdo. Modificagdes no EPS podem
posteriormente levar a precipitacdo de carbonatos de calcio no interior do sistema. Imagem traduzida e adaptada do

original de Dupraz e Visscher, 2005.



1.4. Outros minerais precipitados

Como visto anteriormente, os minerais mais abundantemente formados nas esteiras
microbianas como resultado do metabolismo autotréfico sdo os carbonatos, especialmente
CaCOg3. Dependendo da proporgdo entre Ca:Mg no ambiente, pode haver precipitacdo de
aragonita (CaCOs3) ou de calcita magnesiana (Cax-1MgxCOs, 0 <x < 0,5), na qual 0 Mg?* substitui
o Ca®* mantendo a estrutura cristalina (Dean, 1999; Al Disi et al., 2021; Molnér et al., 2023).
Além disso, é relativamente comum haver precipitacdo de fases amorfas e cristalinas de silicatos
de Mg, como sepiolita (Mga(SieO15)(OH).-6H20), stevensita (Mgz(SisO10)(OH).) e paligorsquita
(M@2Si4O10(OH)-4H,0) (Burne et al., 2014; Del Buey et al., 2021). Estes silicatos de Mg em
geral sdo precipitados em associacdo com o EPS de cianobactérias vivas ou em decomposicao
(Wacey et al., 2018), tendo sido reportada sua precipitacdo em diversas lagunas hipersalinas ao
redor do globo, como é o caso de lagunas em Cayo Coco, Cuba (Pace et al., 2018), Lake Thetis,
Australia (Wacey et al., 2018) e El Longar, Espanha (Del Buey et al., 2021). Durante a diagénese,
os silicatos de Mg sdo frequentemente substituidos por aragonita, calcita magnesiana e/ou
protodolomita (Burne et al., 2014; Keim et al., 2020).

1.5 Precipitacdo de minerais em esteiras microbianas e a formacéao de estromatoélitos

A precipitacdo de carbonatos de Ca e Mg e/ou silicatos de Mg e a presenca de
microbialitos compostos majoritariamente de carbonatos de célcio sdo comuns em lagoas onde ha
esteiras microbianas, alguns destes mantendo particularidades inerentes ao local de formacéo. Na
Argentina, a Laguna Negra é um ambiente hipersalino onde ha dois mecanismos diferentes de
mineralizacdo. A matriz de EPS é permeada por calcita, principalmente em forma de micrita, e
nas regidoes onde o EPS € ausente e a producdo primaria oriunda de diatomaceas ¢ maior, ha
precipitacdo de aragonita (Gomez et al., 2018). Na Austrélia, os lagos Clifton e Thetis mostram
uma forte interacdo entre os silicatos de Mg e os carbonatos. No Lago Clifton, hipossalino,
pesquisadores encontraram evidéncias de que a silica presente nas paredes celulares de
diatomaceas dissolvidas pode interagir com o Mg?* do ambiente em condicdes em que C e Ca tém
reducdo de atividade, formando assim os silicatos de Mg. Quando materiais de origem microbiana

sdo degradados ou as atividades de C e Ca aumentam, forma-se gradualmente aragonita (Burne
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et al., 2014). J& no ambiente salino do Lago Thetis, eles encontraram evidéncias de que a
fossilizacdo envolve a substituicdo gradual dos silicatos de Mg por aragonita, e que esses silicatos
estdo associados ao material microbiano e a preservacao dos microfosseis no ambiente (Wacey et
al., 2018). Em uma laguna hipersalina no sistema lagunar de Cayo Coco, Cuba, foi observado que
as camadas superiores da esteira microbiana ocorre apenas a precipitacdo de silicatos de Mg, os
quais sdo gradualmente substituidos nas camadas inferiores conforme ha degradagdo de EPS por

outros microrganismos, com consequente liberacdo de Ca,* no ambiente (Pace et al., 2018).

2. LOCAL DE ESTUDO: A LAGOA VERMELHA

A Lagoa Vermelha (figuras 5 e 6) € uma lagoa hipersalina rasa localizada entre 0s
municipios de Saquarema e Araruama, no Rio de Janeiro, a aproximadamente 110 km a leste da
capital. Tem aproximadamente 4,4 km de comprimento e largura variando entre 250 e 850 m,
com uma area total de 2,4 km2. A regido mais profunda da lagoa esta a cerca de 1,5 m abaixo do
nivel do mar, e a profundidade da agua varia entre 1 m na estacdo seca a 1,7 m na estacdo chuvosa
(H6hn et al., 1986). Esté situada no Parque Estadual da Costa do Sol, que engloba a Area de
Protecdo Ambiental de Massambaba (figura 6) (Laut et al., 2017).

Integra um grande aglomerado de ecossistemas lacustres no litoral Atlantico Sul
(Vasconcelos et al., 2006). Dois sistemas de dunas separam a Lagoa Vermelha do Oceano
Atlantico e da Lagoa de Araruama. A geologia local é composta por depdsitos de restinga do
periodo Quaternario e campos de dunas (depdsitos edlicos) recentes (CPRM, 2000). Analises por
radiocarbono de conchas de animais marinhos de diferentes testemunhos retirados da lagoa
indicaram idades entre 3800 e 4200 anos atrds, correspondendo provavelmente as datas
aproximadas de formacéo da Lagoa Vermelha apds uma série de flutuacdes do nivel do mar (Héhn
et al., 1986).
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Figura 5 — A localizacdo da Lagoa Vermelha nas areas de protecao ambiental. Mapas mostram a area de abrangéncia
do Parque Estadual da Costa do Sol (acima) e da APA de Massambaba (abaixo). A area que engloba a Lagoa
Vermelha esta destacada dentro de um retangulo em cada imagem. Fonte: INEA.
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Figura 6 — Imagens da Lagoa Vermelha e da vegetag&o do entorno. E notavel a presenca de (A) palmeiras de pequeno
porte (Allagoptera arenaria (Gomes) Kuntze) e (B) arvores do género Casuarina proximas as margens da lagoa.
Imagens: Carolina Keim, arquivo pessoal.
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A média de precipitacdo no local é de 900 mm/ano, grande parte na primavera, e a taxa
de evaporacdo anual é de cerca de 1300 mm/ano (Hohn et al., 1986). Segundo a classificagao
climatica de Koppen, apresenta microclima de transicdo entre tropical e semiarido quente,
alternando chuvas de verdo e secas de inverno caracteristicas do clima tropical com ventos de
intensidade variavel na direcdo Nordeste e alta taxa de evaporacédo (Silva et al., 2004). Por conta
dos fortes ventos, do balango hidrico da regido e de sua pouca profundidade, a coluna d’4gua nao
é estratificada. O balanco hidrico da Lagoa sofre influéncia também de aguas subterraneas
oriundas do subsolo continental e do Oceano Atlantico (H6hn et al., 1986).

Em algumas regides da Lagoa, em profundidades inferiores a 80 cm, podem ser
encontrados estromatolitos domais, ndo colunares e estratiformes distribuidos de forma néo
homogénea. Nao ha registros recentes de esteiras microbianas vivas associadas a estromatolitos
no local (Silva et al., 2004; Laut et al., 2017; Keim e Farina, 2023).

A vegetacdo local é composta principalmente por plantas rasteiras e formacdes de
restinga, um tipo de vegetacdo nativa de planicies costeiras capaz de suportar altas temperaturas,
alta salinidade e dessecacdo
(https://www.museunacional.ufrj.br/hortobotanico/plantasdarestinga.html), que cobrem a regido
litoranea entre Saquarema e Armacéo de Buzios (figura 6). A flora local € rica e comporta varias
espécies endémicas, no entanto, ao longo dos anos a vegetacdo nativa foi largamente removida
(Bidegain e Pereira, 2005), sendo inicialmente substituida por tanques para extracdo de sal, e
posteriormente por areas urbanizadas. Além disso, a proliferacao excessiva de arvores do género
Casuarina, nativas da Asia e Oceania, diminui o espaco disponivel para as espécies nativas (Costa
et al., 2022). Estas arvores se caracterizam pela sua adaptabilidade a ambientes arenosos e com
alta salinidade e por seu rapido crescimento podendo ultrapassar 30m, oferecendo um alto risco
para ecossistemas costeiros em todo o mundo (Fontes, 2013). Essa degradacdo da vegetacao
nativa, somada a instalacdo de marnéis e tanques de extracdo de sal junto as margens da Lagoa, a
urbanizacdo e o turismo predatorio impactaram a integridade ecoldgica deste ecossistema
aquatico. A Lagoa Vermelha, bem como outras lagoas da regido (Pitanguinha, Pernambuca, e
Brejo do Espinho) faz parte de um conjunto que estava ameagado de desaparecer devido a
expanséo dos loteamentos (Bidegain e Pereira, 2005). A criagéo do Parque Estadual da Costa do
Sol em 2011 teve dentre seus objetivos a preservacdo dos remanescentes de Mata Atlantica e
ecossistemas das baixadas litordneas como restingas, mangues, lagoas, brejos, lagunas etc., e
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possibilitar a recuperacdo das &reas degradadas (http://www.inea.rj.gov.br/biodiversidade-
territorio/conheca-as-unidades-de-conservacao/parque-estadual-da-costa-do-sol/), e desde entéo
0s impactos ambientais foram mitigados na regido da Restinga de Massambaba. Por outro lado,
os conflitos com a populagéo, empreendimentos locais e turismo fazem com que a implementacéo
do parque ndo seja suficiente para a completa protecdo da biodiversidade no local e em seu
entorno, apesar da diminuicdo da degradacao (Veronese, 2018; Miller e Oliveira, 2020).

2.1. Aspectos fisico-quimicos da Lagoa Vermelha

Na Lagoa Vermelha, a salinidade varia entre 16 € 97%0 e o pH entre 7,0 ¢ 9,4 (Hohn et
al., 1986; Vasconcelos & McKenzie, 1997; Van Lith et al., 2002; Laut et al., 2017; Pennafirme
et al., 2019; Keim e Farina, 2023).

Mesmo encontrando-se em area de protecdo ambiental, a Lagoa Vermelha apresenta
interferéncias indicando efeitos antrpicos. Segundo Laut et al. (2017), em janeiro de 2013 a
salinidade variou entre 45 e 63 PSU em diferentes partes da lagoa, sendo que a salinidade da
porcdo leste era menor em comparacdo as porcOes central e oeste. De modo similar, eles
observaram varia¢des grandes de pH, com minimo de 7,7 e maximo de 9,2, sendo os valores
minimos encontrados nas regides proximas as salineiras. As variacdes de salinidade e pH
provavelmente se devem a captacdo de agua para as salineiras, seguida de reposicdo por agua
menos salgada que vem da Lagoa de Araruama através de um canal artificial (Laut et al., 2017).

Um estudo sobre o estado trofico da Lagoa Vermelha identificou niveis de fésforo total
nos sedimentos superficiais relativamente altos, provavelmente em decorréncia do aporte de
esgotos ndo tratados. Também foram observadas concentracdes elevadas de COT (carbono
organico total). As altas concentracdes de fosforo e COT nos sedimentos indicam eutrofizacéo, o
que pode, por meio do aumento da produtividade priméaria, aumentar ainda mais as concentraces
de matéria orgénica nos sedimentos. Além do alto teor de COT, os niveis de carbono
biopolimérico (CBP) também se mostraram elevados, o que é esperado em ambientes com alta
produtividade primaria. Este parametro, obtido pela soma do carbono total contido em proteinas,
lipideos e carboidratos, € utilizado para caracteriza¢do bioquimica, assim como interpretacao da
origem, quantidade e qualidade da matéria organica disponiveis no ambiente bentonico, e também

como estimativas da quantidade de matéria organica biodegradavel. A faixa de CBP é, ainda, mais
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alta que em outros ambientes hipersalinos, sendo compardvel a ambientes com alta descarga de
esgoto, como a Baia de Guanabara. A propor¢do entre os componentes biopoliméricos reforca
que a atividade autotréfica é mais intensa que a heterotréfica, e a proporcao entre proteinas e
carboidratos se mostrou caracteristica de um ambiente eutréfico (Laut et al., 2017; Pennafirme et
al., 2019).

2.2. Caracteristicas das esteiras microbianas da Lagoa Vermelha

As esteiras microbianas da Lagoa Vermelha possuem espessura variavel entre 2 e 8 cm
(figura 7). Podem apresentar gretas de dessecamento e encolhimento devido a exposicdo subaérea,
0 que somado a bioestabilizacdo leva a formacdo do que chamamos de mat curl, fendmeno no
qual as bordas da esteira ganham aparéncia de papel enrolado (figura 6a) (Sampaio et al., 2015).
Os estromatolitos encontrados sdo do tipo domal e biscuit (Sampaio et al., 2015; Keim et al.,
2020).

Os microrganismos mais abundantes no ambiente sdo as cianobactérias. Mais de vinte
géneros de cianobactérias ja foram encontrados na Lagoa Vermelha, distribuidos entre esteiras
microbianas e estromatoélitos. Um estudo apontou que as espécies mais frequentes sdo
Aphanothece clathrata, Chroococcus minimus e Chroococcus turgidus (Silva et al., 2004).
Microcoleus chthonoplastes foi posteriormente apontado como 0 microrganismo mais comum nas
camadas superiores das esteiras microbianas, sendo atribuido a espécie um importante papel na
formacdo e estabilizacdo das esteiras microbianas (Silva et al., 2021). A tabela 1 mostra a relacdo
das espécies de cianobactérias descritas na Lagoa Vermelha. Alguns dos géneros encontrados
(Microcoleus,  Schizothrix, Halospirulina, Aphanothece, Aphanocapsa, Chroococcus,
Gloeocapsopsis, Synechococcus, Johannesbaptistia) sdo conhecidos por sua tolerancia a altas
salinidades e a dessecacdo (Silva et al., 2021). As cianobactérias presentes também influenciam
na estrutura macroscopica dos biolaminoides oriundos de esteiras microbianas da Lagoa
Vermelha, sendo Lyngbya aestuarii apontada como principal cianobactéria em biolaminoides

“lisos”, Microcoleus chtonoplastes em biolaminoides “poligonais” e Chlorogoea tuberculosa em
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biolaminoides “pustulares” (Silva e Carvalhal, 2005).

Figura 7 — Esteiras microbianas da Lagoa Vermelha. (A) Esteiras microbianas apresentando gretas de dessecamento.
(B) Corte transversal da esteira, onde é possivel ver as camadas em diferentes cores a olho nu. (Imagem em “A”
obtida de Sampaio et al. 2015; imagem em “B” obtida de Pacton et al. 2014).
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Tabela 1 - Cianobactérias previamente descritas na Lagoa Vermelha. Algumas espécies sdo encontradas apenas nas
esteiras microbianas, outras nos estromatdlitos, e algumas estdo presentes em ambos (Silva et al., 2004; Silva e
Carvalhal, 2005; Silva et al., 2021). *Spirulina de ambientes hipersalinos foram realocados para o género

Halospirulina.

Cianobactérias

Localizacéo

Aphanocapsa litoralis

esteiras microbianas

Aphanocapsa marina

esteiras microbianas

Aphanocapsa salina

estromatolitos

Aphanothece clathrata

esteiras microbianas, estromatolitos

Aphanothece conglomerata

estromatolitos

Aphanothece halophytica

esteiras microbianas, estromatélitos

Aphanothece saxicola

esteiras microbianas

Aphanothece stagnina

esteiras microbianas

Aphanothece marina

esteiras microbianas

Borzia endophytica

estromatolitos

Chlorogoea tuberculosa

esteiras microbianas

Chroococcus dispersus

estromatélitos

Chroococcus lithophilus

estromatolitos

Chroococcus membraninus

estromatélitos

Chroococcus microscopicus

estromatolitos

Chroococcus minimus

esteiras microbianas, estromatélitos

Chroococcus minor

esteiras microbianas, estromatélitos

Chroococcus minutus

estromatélitos

Chroococcus obliteratus

esteiras microbianas

Chroococcus prescotii

esteiras microbianas

Chroococcus quaternarius

estromatolitos

Chroococcus turgidus

esteiras microbianas, estromatélitos

Chroococcus turicensis

esteiras microbianas

Chroococcidiopsis fissurarum

estromatélitos

Cyanosarcina thalassia

esteiras microbianas

Entophysalis conferta

esteiras microbianas

Entophysalis granulosa

estromatélitos

Entophysalis maior

estromatélitos

Gloeocapsopsis crepidinum

esteiras microbianas

Gloeothece subtilis

estromatolitos

Gomphosphaeria aponina

estromatolitos, esteiras microbianas

Gomphosaeria salina

esteiras microbianas

Jaaginema subtilissimun

esteiras microbianas
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Johannesbaptistia pellucida esteiras microbianas
Leptolyngbya tenuis esteiras microbianas, estromatdlitos
Lyngbya aestuarii estromatdlitos
Lyngbya fragilis esteiras microbianas
Microcoleus chthonoplastes esteiras microbianas, estromatolitos
Microcoleus tenerrimus esteiras microbianas
Oscillatoria formosa esteiras microbianas, estromatolitos
Oscillatoria limnetica esteiras microbianas
Oscillatoria princeps esteiras microbianas
Oscillatoria vizagapatensis esteiras microbianas
Phormidium aerugineo-caeruleum esteiras microbianas
Phormidium breve esteiras microbianas
Phormidium chalybeum esteiras microbianas
Phormidium inundatum esteiras microbianas
Phormidium jasorvensis esteiras microbianas
Phormidium okeni esteiras microbianas
Porphirosiphon martensianus esteiras microbianas
Pseudocapsa sphaerica estromatdlitos
Pseudocapsa dubia esteiras microbianas
Schizothrix friesii esteiras microbianas, estromatdlitos
Halospirulina* meneghiniana esteiras microbianas
Halospirulina* subsalsa esteiras microbianas
Halospirulina* subtilissima esteiras microbianas
Synechococcus salinarum esteiras microbianas
Whoronichinia radians estromatolitos

Nas camadas superiores da esteira, outros microrganismos presentes sdo principalmente
heterotroficos que realizam respiracdo aerdbia e fermentacao, seguidos de fotoheterotroficos e
bactérias redutoras de sulfato; enquanto nas camadas inferiores sdo encontrados também
microrganismos com outros tipos de metabolismo, como respiracdo anaerobia, nitrificacdo e
desnitrificacdo (Shiraishi et al., 2023). Os principais filos encontrados e sua abundancia, de acordo
com analises de DNA, sdo mostrados na figura 8. Bactérias purpuras sulfurosas (ordem
Chromatiales) foram detectadas nas camadas inferiores, sendo representadas pelos géneros
Thiohalobacter, Arhodomonas, Halofilum e Woeseia (Shiraishi et al., 2023). VVasconcelos et al.

(2006) apontaram também a presenca de bactérias parpuras do género Thiocystis nas esteiras da
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Lagoa, no entanto, atualmente todas as espécies descritas como pertencentes a este género vivem
em ambientes de agua doce, salobra ou marinha (Imhoff et al., 1998). Bactérias sulfurosas
incolores do género Beggiatoa foram reportadas por Keim e Farina (2023).

Além dos procariotos, estdo presentes alguns eucariotos entre microalgas, foraminiferos
e alguns moluscos. Vinte espécies de foraminiferos foram relatadas por Laut et al. (2022),
pertencentes aos géneros Adelosina, Ammonia, Bolivina, Cribroelphidium, Entzia, Hanzawaia,
Haplophragmoides, Massilina, Miliolinella, Quinqueloculina, Rosalina, Trilouculina e
Valvuneria, sendo Quinqueloculina seminula e Ammonia tepida as espécies mais abundantes. A
densidade de foraminiferos na Lagoa Vermelha é singular, sendo bem maior do que se encontra
em outras lagoas ao redor do mundo (Laut et al., 2022). Dentre as microalgas, foram identificadas
28 espeécies de diatomaceas pertencentes a 15 géneros: Amphipleura, Amphora, Climaconeis,
Cocconeis, Cyclotella, Fragilaria, Frustulia, Gyrosigma, Halamphora, Mastogloia, Navicula,
Nizschia, Rhopalodia, Sellaphora, Thalassionema (Laut et al., 2019). As espécies encontradas
sdo comuns em outras lagoas hipersalinas, no entanto, a quantidade total de espécies € menor do
que em outros sistemas similares (Laut et al., 2019). E provavel que essa reducio na riqueza de
espécies esteja relacionada ao isolamento da lagoa em relacéo ao oceano, pois existem evidéncias
de que ha uma reducdo drastica de diversidade em ecossistemas confinados com baixa
hidrodinamica e renovacdo limitada de recursos (Laut et al., 2011 apud Laut et al. 2019). Os
animais, menos frequentes, sdo moluscos bivalves, gastropodes ou ostracodas. O bivalve mais
comum é Anomalocardia brasiliana, e os gastropodes e ostracodas mais frequentes sdo dos

géneros Hydrobia e Cyprideis, respectivamente (Silva et al., 2004).
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Parte superior da esteira microbiana

= Bacteria
= Bacteria; Actinobacteria
w Bacteria; Bacteroidetes
Bacteria; Chlorofiexi
m Bacteria; Firmicutes
m Bacteria; Candidatus Peregrinibacteria
m Bacteria; Microgenomates group incertae sedis
m Bacteria; Nitrospirae
m Bacteria; unclassified Parcubacteria group
m Bacteria; Planctomycetes
m Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria
m Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria
= Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria
m Bacteria; Rhodothermaeota
Bacteria; Spirochaetes

Parte inferior da esteira microbiana

m Bacteria
m Bacteria; Actinobacteria
» Bacteria; Bacteroidetes
Bacteria; Chlorofiexi
= Bacteria; Firmicutes
m Bacteria; Candidatus Peregrinibacteria
= Bacteria; Microgenomates group incertae sedis
m Bacteria; Nitrospirae
= Bacteria; unclassified Parcubacteria group
= Bacteria; Planctomycetes
m Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria
m Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria
m Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria
u Bacteria; Rhodothermaeota
Bacteria; Spirochaetes

Figura 8 — Principais grupos de bactérias encontrados na Lagoa Vermelha. Anélises de 16S rDNA feitas por Shiraishi
et al. (2023) mostram os principais grupos de microrganismos presentes em cada regido das esteiras microbianas.

2.3. Lipideos nas esteiras microbianas e sedimentos da Lagoa Vermelha

Estdo presentes nas esteiras microbianas da Lagoa Vermelha hidrocarbonetos, acidos
graxos livres, esterdis, hopandis, ésteres de cera e alcoois (Silva et al., 2021). Dentre 0s
hidrocarbonetos, n-alcanos entre n-C16 a n-C40 sdo abundantes nos sedimentos (Areias et al.,
2022), enquanto nas esteiras os n-alcanos variam entre n-C17 a n-C35, sendo que quanto mais
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proximo a superficie, maiores as quantidades de hidrocarbonetos de menor peso molecular (Silva
et al., 2021). Os n-alcanos predominantes nos sedimentos variam entre C27 e C35, como
betacaroteno (C40) e fitano (C20) (Areias et al., 2022). Hidrocarbonetos terpendides pentaciclicos
derivados do metabolismo de microrganismos aerébios, como cianobactérias, e anaerobios
também estdo presentes em todas as camadas da esteira, enquanto os acidos graxos sofrem uma
forte queda de concentracéo conforme a profundidade aumenta (Silva et al., 2021). Outros lipidios
incluem acidos graxos de cadeia linear; alcoois ramificados isoprenoides, tais como fitol e isofitol,

além de glicolipidios e fosfolipidios (Silva et al., 2021).

2.4. Minerais encontrados na Lagoa Vermelha

Os sedimentos da Lagoa Vermelha contém duas facies sedimentares, sendo um
sedimento de origem marinha em grandes profundidades (> 85 cm), e outro laminado de origem
lacustre (< 85 cm) (Areias et al., 2022). Nos sedimentos de origem lacustre sdo encontradas
conchas e fragmentos de conchas, e os testemunhos examinados mostraram tanto camadas
consolidadas como camadas nao consolidadas, ambas ricas em carbonatos (Santelli et al., 2006;
Areias et al., 2022).

Na Lagoa Vermelha, predominam os carbonatos, tanto nas esteiras microbianas como
nos estromatolitos e nos sedimentos (Santelli et al., 2006; Nascimento et al., 2019; Keim et al.,
2020; Avreias et al., 2022; Guedes et al., 2022). Diversos autores mostraram a presenca de calcita
(Ca1-xMgxCO3, x < 0,04), calcita magnesiana (Ca1-xMgxCOs (x = 0,21), proto-dolomita (Cai-
xMgxCOs, x = 0,35), dolomita (CaMg(CO3)2), aragonita (CaCOs3), quartzo (SiO) e pirita (FeSz)
nos sedimentos (H6hn et al., 1986; Santelli et al., 2006; Nascimento et al., 2019; Areias et al.,
2022). Os estromatoélitos apresentam em sua composi¢cdo calcita magnesiana, proto-dolomita,
aragonita, quartzo, pirita e silicatos de magnésio (MgxSiyO;) (Keim et al., 2020). Nas esteiras
microbianas, foram encontrados 0s minerais autigénicos calcita, calcita magnesiana,
protodolomita, aragonita, gipsita (CaSO4-2H20), anidrita (CaSQOa), e silicatos de magnésio; e
minerais terrigenos como quartzo, caolinita (Al2(Si2Os)(OH4)) e micas (Areias et al., 2022;
Guedes et al., 2022).
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3. JUSTIFICATIVA

A Histdria evolutiva da Terra vem sendo estudada ha séculos na busca humana por
compreender onde e como a vida neste planeta surgiu, desde seus primordios. O éon Fanerozoico,
onde os fosseis da megafauna e megaflora conhecidos hoje surgiram, ndo possuia uma atmosfera
muito diferente da atual e representa apenas um periodo de cerca de 540 milhdes de anos
(Awramik, 1992). No entanto, os fosseis mais antigos podem trazer muito mais informac6es sobre
0 passado distante. Microfosseis de procariotos ja foram identificados em rochas do periodo Pré-
Cambriano datadas de mais de 3,4 bilhdes de anos atrés e alguns estromatolitos trazem registros
de evidéncias geoquimicas e texturais da existéncia de coloniza¢do microbiana até 3,8 bilhdes de
anos no passado, 0 que corresponderia aos primordios da vida no planeta Terra. Porém, as
informacdes contidas no registro fossil de estromatolitos possuem diversas limitacdes, tanto por
ndo serem bem compreendidos, como pela dificuldade de preservacdo de microfdsseis de
microrganismos, com excecdo do filo Cyanobacteria (Walsh, 2010). Uma saida para transpor
estas limitacGes e entender o fendmeno da organomineralizacdo que leva a formacdo de
estromatdlitos € o estudo de esteiras microbianas atuais, consideradas analogas daquelas
existentes no Pré-Cambriano. Estes analogos trazem informacdes importantes que podem ajudar
a compreender como eram 0s primeiros ecossistemas aquaticos deste planeta (Dupraz e Visscher,
2005; Vasconcelos et al., 2006; Walsh, 2010).

Na Lagoa Vermelha, foram reportados estromato6litos em crescimento ha algumas
décadas (Hohn et al., 1986; Vasconcelos et al., 2006), porém em estudos mais recentes apenas
esqueletos branqueados de estromatdlitos tém sido relatados (Silva et al., 2004; Laut et al., 2017;
Keim e Farina, 2023). Anélise por radiocarbono de um estromatélito da Lagoa Vermelha estimou
que o crescimento tenha parado por volta do ano de 1440+60 D.C. (Carvalho et al., 2018). Por
outro lado, alguns estudos relatam a precipitacdo de minerais (carbonatos de Ca e Mg e silicatos
de Mg) em esteiras microbianas da Lagoa Vermelha (Pennafirme et al., 2019; Guedes et al.,
2022). Mesmo que os estromatolitos ndo mais estejam crescendo na Lagoa Vermelha, a analise
dos minerais das esteiras microbianas e sua relagdo com o0s microrganismos pode trazer
informacdes sobre o0s processos de precipitacdo de minerais, a formacdo de laminacdes

estromatoliticas, e a preservacdo de microrganismos no registro fossil.
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A maioria dos estudos sobre as esteiras microbianas da Lagoa Vermelha possui
limitagGes em sua metodologia por ndo examinar 0s minerais da esteira e 0s microrganismos em
conjunto. Este estudo se diferencia por sua amplitude, abrangendo tanto a observacdo dos
microrganismos presentes nas esteiras microbianas como dos minerais presentes na propria
esteira, utilizando uma mesma amostra para observacfes tanto dos microrganismos presentes e
estruturas microbianas preservadas como da fracdo mineral. No entanto, este é um estudo
observacional descritivo que deve ser visto como uma porta de entrada para mais estudos sobre

0s aspectos biogeoquimicos na Lagoa Vermelha.

4. OBJETIVO

Descrever a organizacao e a diversidade morfoldgica dos microrganismos e dos minerais

precipitados no entremeio das esteiras.

4.1. Objetivos especificos

1. Descrever a estrutura macro- e microscopica das esteiras microbianas;

2. Visualizar associag¢fes entre microrganismos e minerais autigénicos em microscépio 6tico
de campo claro, interferencial de Nomarski, polarizacdo e fluorescéncia, através da
observacdo da morfologia dos microrganismos e da birrefringéncia caracteristica de
carbonatos autigénicos.

3. Visualizar associa¢Ges entre microrganismos e minerais autigénicos em microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) por meio da identificacdo das morfologias caracteristicas
de microrganismos e minerais.

4.  ldentificar minerais autigénicos por meio de morfologias caracteristicas, da
birrefringéncia, e da composic¢ao quimica por meio de microscopia Otica de polarizacao e
MEV-EDS (espectroscopia da dispersé@o de energia de raios X);

5. Identificar estruturas microbianas preservadas nos minerais autigénicos (microfosseis).

5. MATERIAIS E METODOS
22



5.1. Coleta das amostras

Foram realizadas duas coletas. Em 13 de outubro de 2014 foram coletadas amostras de
esteiras microbianas secas na Lagoa Vermelha, costa nordeste do Estado do Rio de Janeiro, Brasil
(22°55°46.37S, 42°22°33.1”W). Em 15 de outubro de 2021 foram coletadas esteiras microbianas
frescas e também o substrato logo abaixo delas no mesmo ponto da lagoa, conforme a figura 9. A
figura 10 mostra o aspecto da esteira umida “in situ”. Em cada coleta, foram coletados cerca de
200g de esteiras. As amostras coletadas foram submetidas a diferentes processos, mostrados na
figura 11.

No momento da primeira coleta (2014) a salinidade era de 80%o ¢ o pH 8.0. Na coleta

mais recente (2021), a salinidade da 4gua medida no local era de cerca de 57%o, € 0o pH 7,6.

Figura 9 — Imagem de satélite da Lagoa Vermelha mostrando o ponto de coleta. Imagem obtida do Google Earth.

5.2. Observacdo da estrutura macroscopica em microscopio estereoscopico

Para observacdo em microscopio estereoscopico, um pedaco de esteira fresca (2021) foi
cortado com faca e observado no microscépio estereoscopico Nikon AZ100 Multizoom equipado
com camera Nikon Digital Sight DS-Ril. Para uniformizar o relevo da amostra, foram adicionadas

algumas gotas de agua da lagoa e colocada uma laminula de vidro (24 x 50 mm) sobre a esteira.
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Figura 10 — Esteiras microbianas da Lagoa Vermelha coletadas para este trabalho. (a) Esteira microbiana “in situ”,
apresentando gretas de dessecamento. (b) Corte transversal da esteira no momento da coleta, onde é possivel ver as
camadas em diferentes cores a olho nu, indicadas pelas setas verde (camada verde), rosa (camada parpura) e branca

(camada de minerais). A espatula mede 6 cm de largura.
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‘ observagio a fresco microscopia 6tica ‘ secagem em ponto critico +
[ , metalizagio com ouro +
observagio em MEV

Coleta de fixagio no campo com -
amostras - glutaraldeido 2,5%

premeass s S S + PIPES 0'1 mol/L pH 7,2
. |nclusao em resina Spurr ‘
+ vermelho de ruténio 1%

+ desidratagio em etanol / \

digestdo da matéria orginica com NaOCl| ‘ ‘ corte e polimento para MEV ‘ corte e polimento para
\\ microscopia 6tica
'
metalizagio com ouro
+ observacio em MEV ’ inclusdo em resina Spurr + polimento + EDS ‘

Figura 11 — Fluxograma mostrando os diferentes processos aos quais as amostras da esteira fresca (2021) foram
submetidas para este estudo.

5.3. Preparacdo a fresco para microscopia otica

Para microscopia Otica, foram realizados dois processos distintos, a preparacao a fresco
e de amostras polidas. Para preparacdo a fresco, amostras da esteira fresca (2021) foram
dissecadas em lupa utilizando agulhas, montadas entre laminas e laminulas, e seladas com

esmalte, sendo observadas ap6s 30 minutos para secagem completa do esmalte.

5.3.1. Preparacdo de amostras polidas para microscopia otica

Amostras da esteira fresca (2021) foram fixadas no campo com glutaraldeido 2,5% em
tampédo PIPES 0,1 mol/L pH 7,2 e vermelho de ruténio a 1%, tendo permanecido na solugéo
fixadora por uma semana. Em seguida, foram lavadas em tampao PIPES e desidratadas em etanol
30%, 50%, 70% e duas vezes 100%. As amostras entdo foram incluidas em resina Spurr:etanol
1:1 por 12 h e em resina pura por mais 12 h. Apos troca da resina, foi polimerizada em estufa a
70°C por 20h. As amostras foram entdo cortadas em serra circular diamantada (South Bay
Technology, INC; modelo 650), polidas com lixa d’agua de carbeto de silicio e montadas entre

lamina e laminula utilizando 6éleo de imerséo e/ou araldite.
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5.4. Observacdo da estrutura de microrganismos e minerais em microscopia otica

As laminas preparadas conforme descrito acima foram observadas em microscopio 6tico
de campo claro e polarizacéo Zeiss Axioplan equipado com camera MediaCybernetics Evolution
MP 5.0 ou microscopio Zeiss Axioplan 2 equipado com cdmera Color View XS, utilizando os
modos campo claro, polarizacéo, interferencial de Nomarski e fluorescéncia. A microscopia de
fluorescéncia foi utilizada para evidenciar todas as células através da fluorescéncia verde
conferida pela fixacdo com glutaraldeido, e também para diferenciar as produtoras de clorofila
(cianobactérias e microalgas) pela autofluorescéncia da clorofila.

5.5. Visualizacdo de microrganismos e minerais em microscopia eletronica de varredura e

espectroscopia por dispersdo de energia de raios-X (EDS)

Para observacdo da morfologia de células, EPS e minerais, amostras da esteira fresca
(2021) foram fixadas e desidratadas conforme descrito no item 5.3.1. Apo6s isso, foram submetidas
a secagem em aparelho de ponto critico (Balzers CPD 030). Depois de secas, foram fraturadas
com auxilio de pingas, montadas em suportes de aluminio, e metalizadas com ouro (metalizador
Bal-Tec SCD 050).

Para observacdo da morfologia e composicao elementar da fracdo mineral, amostras da
esteira fresca (2021) e do substrato abaixo dela foram submetidas a tratamento quimico com
NaOCI para eliminagcdo de material organico e recuperacdo dos minerais presentes. Apds isso,
foram lavadas em agua destilada para eliminacdo de todo o NaOCI e secas ao ar. Posteriormente,
foram incluidas em resina Spurr. Ap6s polimerizacdo por 20h a 70°C, as amostras foram polidas
utilizando lixas de carbeto de silicio.

As amostras foram observadas no microscépio eletrénico de varredura Zeiss EVO MA10
equipado com baixo vacuo e detectores para elétrons secundarios e elétrons retro-espalhados, ou
no JEOL JSM-6490LV equipado com baixo vacuo, detectores para elétrons secundarios, para
elétrons retro-espalhados, e também um detector para espectroscopia da dispersao de energia de
raios-X (EDS) Noran.

Os elétrons secundarios séo gerados pelo espalhamento inelastico (interacao dos elétrons
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do feixe com a eletrosfera dos atomos da amostra) e sdo de baixa energia (< 50 eV). Geram
imagens de alta resolucdo, ja que somente os elétrons gerados perto da superficie sdo capturados
pelo detector. O contraste é gerado pelo relevo da amostra, pois o detector é inclinado em relacao
a amostra. Os elétrons retroespalhados se originam de interacGes elasticas, nas quais os elétrons
incidentes interagem com os nucleos dos dtomos da amostra. A imagem gerada tem menor
resolucéo em relagdo a imagem de elétrons secundarios, pois o sinal é gerado também em porc¢des
mais internas da amostra, abrangendo um diametro maior do que o do feixe de elétrons incidentes.
Na imagem de elétrons retroespalhados, o contraste € gerado em funcdo do numero atbmico
(quanto maior o nimero atbmico médio, maior a energia refletida e maior o contraste) (Farina,
1998; Dedavid, 2007). Dessa forma, estas técnicas trazem tanto informac@es sobre a morfologia
(relevo) da amostra como da composi¢do quimica destas, ajudando a diferenciar os minerais da
amostra e contribuindo para a identificacdo de minerais em conjunto com EDS.

O EDS em MEYV foi realizado com amostras da esteira seca (2014), para comparagéo
com o material encontrado na fracdo mineral da esteira fresca (2021). Nesta técnica, o feixe de
elétrons incidente interage com a eletrosfera dos atomos da amostra, arrancando elétrons dos
atomos. Quando um elétron de uma camada mais interna € arrancado, um outro elétron de uma
camada mais externa pode ocupar a vacancia. A diferenca de energia entre as camadas € emitida
na forma de raios X, que sao capturados por um detector. A energia destes raios X € caracteristica
para cada tipo de decaimento, o que permite a identificacdo dos 4&tomos presentes no material
(Farina, 1998; Dedavid, 2007). Com isso, podemos identificar e quantificar os elementos
presentes nas amostras, o que permite identificar minerais. Para o EDS foi utilizado um feixe na
voltagem de 20kV, aumento de 500x e correcdo pelo método ZAF, que considera 0 numero
atdbmico Z, a absorcdo de radiacdo A e da fluorescéncia F, realizado automaticamente pelo

software de aquisicdo dos espetros de EDS.

6. RESULTADOS

6.1. Observacgdes em microscopio estereoscopico

A esteira fresca coletada se mostrou laminada e gelatinosa, com coloragéo variando entre

pelo menos dois tons de verde na regido mais superficial, tons avermelhados logo abaixo e tons
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acinzentados nas camadas inferiores. E clara a separacdo entre as regides verdes, onde ha
predominio de microrganismos fototréficos oxigénicos, e as regides avermelhadas, onde bactérias
purpuras predominam, além de quatro camadas enriquecidas em minerais (figura 12a).

Um aumento maior da camada superior mostra microcoldnias de cor verde em meio a
grdos de minerais autigénicos de cor branca (figura 12b). Nas camadas inferiores, ha
microcolbnias de tamanho e formato semelhantes as observadas na camada superior, porém com
coloracdo acinzentada e aparentemente em decomposicdo, entremeadas de microcolonias de
bactérias purpuras. Em associagéo a estas microcoldnias em decomposi¢do, ha minerais seguindo
a morfologia caracteristica do EPS (figura 12c). Também foram observadas microcoldnias de
cianobactérias vivas em associa¢do com bactérias parpuras (figura 13).

As quatro camadas de minerais observadas mostraram texturas e/ou cores diferentes,
indo desde branco até o cinza (figura 12a). Em meio as camadas da esteira microbiana, foram
identificados clastos como conchas de ostracodes e foraminiferos, além de grdos de quartzo. A
distribuicdo dos clastos é aparentemente aleatéria. H4 também particulas minerais ao redor das

microcolbnias verdes.
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Figura 12 - Imagem de esteira
microbiana  fresca ampliada em
microscépio estereoscdpico. (a) No
menor aumento, é possivel observar
camadas bem definidas e a presenga de
minerais autigénicos (em branco ou
cinza) em quatro camadas distintas no
interior da esteira, indicadas pelas setas.
Os retangulos indicam as é&reas
mostradas em detalhe em “b” e “c”. (b)
Em maior aumento, observam-se
particulas  minerais  isoladas  ou
agrupadas ao redor de microcol6nias
verdes na camada superficial. (c)
Minerais (branco) com a morfologia
caracteristica de EPS permeando
microcolénias em decomposicdo entre
bactérias pdrpuras, em uma das camadas
inferiores.
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Figura 13 — Microcol6nias de cianobactérias coexistem com bactérias purpuras. Na camada verde inferior da esteira,
observamos microcol6nias de cor verde e de bactérias purpuras coexistindo em um mesmo campo.

6.2. Microscopia Otica

6.2.1. Microrganismos

Foi observada uma grande diversidade de microrganismos, dentre cianobactérias,
microalgas e bactérias purpuras (figuras 14 a 17). A maior parte da biomassa encontrada na esteira
estudada é composta por cianobactérias, concentradas principalmente nas camadas superiores da
esteira, mas também presentes nas camadas avermelhadas logo abaixo. Microalgas eucariontes
sdo minoritrias em relagdo as cianobactérias e estdo concentradas nas regides verdes superficiais.

Bactérias parpuras sulfurosas também aparecem de forma expressiva, sendo o segundo tipo de
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microrganismo mais comum. Estas se diferenciam de cianobactérias avermelhadas pela presenca
de glébulos de enxofre no espaco periplasmico, ausentes nestas ultimas.

Com base em imagens de microscopia Otica, foi possivel identificar as cianobactérias
mais comuns a nivel de familia ou de género (Nubel et al., 2000; Siegesmund et al., 2008;
Komarek et al., 2011; Koméarek, 2018; Ullah et al., 2022). A maior parte das observacdes de
cianobactérias foi de espécies dos géneros Aphanothece, Microcoleus e Halospirulina
(anteriormente parte do género Spirulina), e da familia Oscillatoriaceae (géneros Oscillatoria,
Lyngbya e/ou Phormidium). Na esteira fresca, Aphanothece sp. apresenta-se como microcolonias
arredondadas com bordas bem definidas, compostas de células cilindricas imersas em uma
camada espessa de EPS (figura 14a), que correspondem muito bem a descricdo do género
(Komérek et al., 2011). S&o as células observadas com maior frequéncia, e compdem a maior
parte da biomassa das camadas verdes. E provavel que correspondam as microcolénias observadas
em microscopio estereoscopico, mostradas nas figuras 12b, 12c e 13. Cianobactérias filamentosas
da familia Oscillatoriaceae e as do género Microcoleus (familia Microcoleaceae) compartilham
muitas caracteristicas como a organizacao das células em tricomas, mas podem ser diferenciadas
pela espessura das células, ja que Oscillatoriaceae costumam ter células mais curtas do que largas
enquanto as células de Microcoleus tem dimensdes mais equilibradas, e pelas extremidades da
bainha, abertas em Microcoleus (figura 14b-d). Com isso, podemos distinguir Microcoleus de
outras cianobactérias filamentosas encontradas, mas a técnica utilizada ndo é suficiente para
identificacdo de quais géneros de Oscillatoriaceae estdo presentes. Halospirulina é facilmente
identificada por seu tricoma de morfologia helicoidal (figura 14e), e se diferencia de Spirulina
por crescer bem em ambiente hipersalino (salinidade 32 a 130 PSU) e quente (> 35°C) (Niibel et
al., 2000).

Esporadicamente, foram observadas algas flageladas (figura 15a), porém a maioria das
microalgas observadas sdo da classe Bacillariophyceae (diatomaceas), possivelmente Frustulia
sp. e Sellaphora sp. (figura 15b). As bactérias purpuras (figura 16) aparecem organizadas em
microcol6nias afiladas, e foram identificadas como pertencentes a familia Chromatiaceae, devido
a presenca de globulos de enxofre que parecem intracelulares, mas na verdade se localizam no
periplasma (regido entre a membrana externa e a membrana citoplasmatica de microrganismos
gram-negativos) (Prange et al., 2004). Também foram observadas outras células procaridticas
cuja identificacdo ndo foi possivel através de sua morfologia, as quais na visualizacdo com
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objetiva de 100x apresentam formas de cocos e bacilos com tamanhos compativeis com bactérias
e arqueas (figura 16a), os quais foram pouco visualizados nas amostras em relacdo a quantidade
relativa de cianobactérias, bactérias pdrpuras e microalgas presentes.

Em microscopia Otica, também foram observadas cianobactérias e bactérias purpuras
coexistindo num mesmo campo da regido verde superficial da esteira (figura 17) mostrando que
a separacdo entre as camadas das esteiras microbianas ndo é absoluta, ficando restrita a

observacBes macroscopicas.

Figura 14 — Cianobactérias mais
comuns nas esteiras microbianas da
Lagoa Vermelha. (a) Aphanothece sp.;
(b-c) Oscillatoria spp.; (d) Microcoleus
sp.; (e) Halospirulina sp.
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Figura 15 — Microalgas encontradas nas camadas superficiais da esteira. (a) microalga eucarionte ndo identificada;
(b) diatoméaceas, algumas identificadas como sendo pertencentes possivelmente aos géneros Frustulia (setas pretas)
e Sellaphora (setas brancas). Microscopia interferencial de Nomarski.
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Figura 16 — Bactérias pUrpuras sulfurosas da familia Chromatiaceae encontradas na esteira. (a) Colonias de bactérias
pUrpuras proximas a outras bactérias incolores, sem identificacdo; em (b) é possivel observar melhor os glébulos de
enxofre, que parecem ser intracelulares mas estdo localizados no periplasma (entre as membranas interna e externa)

das células. Microscopia interferencial de Nomarski.
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Figura 17 — Cianobactérias e bactérias plrpuras coexistindo em um mesmo campo. Observe que além das
microcoldnias de cianobactérias e bactérias purpuras ha um grande nimero de microcol6nias de cocos e bacilos,
assim como minerais autigénicos (de coloragdo amarronzada). Imagem obtida de amostra da parte verde superficial
da esteira. Microscopia interferencial de Nomarski.

6.2.2. Minerais em associacao a cianobactérias

Em microscépio 6tico interferencial de Nomarski e de polarizacdo, foi possivel observar
a associagdo entre microcoldnias de Aphanothece sp. e minerais precipitados na esteira (figura
18). Os minerais, que apresentam colora¢do amarronzada nas imagens obtidas por campo claro e
contraste interferencial de Nomarski, aparecem no entorno das microcolénias sem invadir o
espaco dentro das col6nias onde ha células vivas. Sob luz polarizada, estes minerais mostraram
birrefringéncia. A coloracdo uniforme da birrefringéncia indica que séo policristalinos, e que nao

ha orientacdo preferencial dos cristais (figura 18).
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Figura 1 — Microscopia ética de um campo dominado por microcol6nias de cianobactérias (Aphanothece sp.) em
meio a minerais autigénicos birrefringentes. (a) Em microscopia de contraste interferencial de Nomarski, vemos
coldnias de cianobactérias (em verde) envoltas por EPS e um material amarronzado; (b) em microscopia de
polarizagdo vemos que toda a &rea ao redor das col6nias apresenta varios niveis de birrefringéncia, indicando a
presenca de microcristais.
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6.2.3. Laminas polidas

Nas laminas polidas observadas em campo claro, é possivel ver a grande quantidade de
polissacarideos do EPS impregnados pelo vermelho de ruténio, e que essa coloracao rosada se
intensifica ao redor das células, em particular nos pélos (figura 19a). O vermelho de ruténio ndo
penetrou na amostra toda e por isso parte do EPS aparece sem coloracdo (figura 19a-b). Mesmo
assim, fica evidente que a 0 EPS preenche todos os espacos entre as células. A fluorescéncia verde
é inespecifica, emitida por células impregnadas pelo glutaraldeido utilizado na fixagédo, e
evidencia todos os microrganismos (figura 19c-d). A comparacdo da imagem da fluorescéncia
verde com a imagem de campo claro mostra que a maior parte do volume desta parte da esteira
consiste de EPS. A presenca de clorofila é evidenciada pela fluorescéncia vermelha (a clorofila
absorve o espectro de luz vermelho e reflete o verde, o que gera sua coloragdo caracteristica), que
destaca as cianobactérias presentes nos dois campos (figura 19e-f). A similaridade morfoldgica e
a abundancia (comparar figuras 14a, 17, 18) indica que estas cianobactérias sdo as mesmas
Aphanothece sp. observadas nas preparacgdes a fresco. Os cloroplastos das microalgas também sédo

evidenciados pela fluorescéncia vermelha da clorofila.
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Figura 19 — Imagens de amostras polidas de esteiras microbianas mostrando dois campos distintos, cada um deles
em campo claro e fluorescéncia. (a-b) Imagens de campo claro evidenciando a coloracdo rosada causada pela
impregnacao dos polissacarideos do EPS com vermelho de ruténio. A penetragdo do vermelho de ruténio na amostra
ndo foi completa, e a parte mais interna da amostra ndo foi corada. (c-d) Imagem de fluorescéncia verde inespecifica
causada pela fixagcdo com glutaraldeido evidencia as células bacterianas. (e-f) Fluorescéncia vermelha da clorofila
identificando as cianobactérias.
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6.3. Microscopia eletronica de Varredura

A visualizacdo das amostras de esteiras microbianas em microscopio eletronico de
varredura mostrou filamentos de cianobactérias e microcol6nias de bactérias (figura 20), bem
como uma grande quantidade de EPS (figuras 20-21). Foram encontrados minerais crescendo de
forma botrioidal (esferoides microcristalinos associados, em forma similar a um cacho de uvas)
em meio ao EPS, formando gréos policristalinos com tamanhos de cerca de 1mm (figura 21a). A
forma trigonal romboédrica das extremidades é similar a de minerais do grupo da calcita (calcita,

calcita magnesiana, protodolomita ou dolomita) (figura 21b).

6.3.1. Morfologia da fracdo mineral da esteira Umida

A fragdo mineral da esteira Umida consiste em grdos com morfologias variadas. As
imagens feitas em amostras polidas com elétrons retro-espalhados permitiram a observagdo de
que ha pelo menos duas fases solidas inorganicas distintas (figura 22): uma fase com maior
numero atdbmico médio, que aparece nas imagens com aparéncia mais brilhante e compacta e
ocorre em particulas de diferentes tamanhos, e uma fase com menor nimero atdmico médio, de
aparéncia fibrosa, e que aparentemente envolve a fase mais brilhante. A fase mais brilhante se
apresenta em (1) grdos maiores e compactos, maiores que 10 pum de didmetro; (2) graos pequenos,
de 5-10 um de didmetro, com bordas irregulares aparentando serem constituidos de
microparticulas; e (3) microparticulas em geral alongadas e tamanhos de até 2-3 um de
comprimento.

Nos grdos maiores constituidos da fase mais brilhante, por vezes foram observadas
microperfuracfes com diametros de cerca de 10 micrémetros de diametro. Nos grdos menores,

ndo foram observadas microperfuracdes (figura 22).
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Figura 20 — Microrganismos
visualizados em microscépio
eletronico de varredura (MEV)
utilizando elétrons
secundarios. (a)
Cianobactérias filamentosas
(setas brancas) e Halospirulina
(seta preta) em meio a EPS.
(b) Um feixe de cianobactérias
filamentosas (provavelmente
Microcoleus sp.) em meio a
EPS, outras cianobactérias
filamentosas, diatomaceas
(asterisco) e EPS. (¢)
Microcoldnia de bactérias
cocdides (seta branca). Os
microrganismos observados
condizem com os achados de
microscopia 6tica, embora seja
dificil afirmar se as
microcoldnias em ¢ sdo de
cianobactérias ou de bactérias
purpuras. Note a grande
quantidade de EPS (material
fibroso, setas pretas) ao redor
das células.
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Figura 21 — Morfologia de minerais autigénicos das esteiras microbianas, conforme observagdo por MEV utilizando
elétrons secundarios. (a) Grao de mineral autigénico precipitado em meio ao EPS. (b) Maior aumento mostrando o
aspecto policristalino e, em especial, a morfologia trigonal caracteristica de minerais do grupo da calcita em
crescimento. Observe também a morfologia em filamentos e lamelas do EPS, concentrados a direita da imagem e
indicados pelas setas.
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Figura 22 — MEV da fracdo mineral da esteira Umida, polida, utilizando elétrons retro-espalhados. O contraste
evidencia dois tipos de minerais distintos em um mesmo gréo (areas mais brilhantes e intermediérias), embebidos em
resina (&reas mais escuras). O mineral mais brilhante é mais uniforme, e a particula ao centro apresenta
microperfuragdes.

6.3.2. Morfologia da fracdo mineral do substrato da esteira Umida

Assemelha-se ao material encontrado na esteira, contendo as mesmas duas fases
inorgénicas e 0s mesmos tipos de grdos e microparticulas, além de conchas de foraminiferos e
ostracodes. Aqui, no entanto, hd predominancia de particulas grandes com uma estrutura mais
compacta, tanto na fase de menor nimero atdmico médio (figura 23a) como na fase de maior
numero atdmico médio (figura 23b). A fase de menor nimero atdmico médio é, aparentemente,
composta por um material fragil, capaz de se partir com facilidade. O material mais brilhante
apresenta superficies com textura irregular, evidenciando o carater policristalino. As particulas
maiores do material mais brilhante e as conchas apresentam frequentemente uma grande
quantidade de microperfurag@es, com didmetro semelhante ao encontrado na fracdo mineral da
esteira Umida (figura 24).
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Figura 23 — MEV da fracdo mineral do substrato da esteira Umida utilizando elétrons retro-espalhados. Foram
encontrados dois materiais distintos, um mais quebradi¢o e com menor nimero atdmico médio, predominando em
(a), e um mais brilhante apresentando numerosas microperfurag@es, predominando em (b). No canto inferior
esquerdo da imagem “b”, h4 uma concha de foraminifero sobre a qual foi depositado um material similar ao da
particula maior, e € possivel perceber a diferenca textural entre o material constituinte da concha e o mineral formado
nas suas superficies internas e externa.
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Figura 24 — MEV do substrato da esteira Umida utilizando elétrons retro-espalhados. (a) Concha de gastrépode
bastante desgastada encontrada entre os sedimentos, repleta de microperfuracées, junto a minerais autigénicos, alguns
também perfurados. Embaixo também ha uma concha de foraminifero. Observe a similaridade no brilho entre os
minerais das conchas e 0s minerais autigénicos. Outras fases (a direita) apresentam brilho comparativamente menor.
(b) Em maior aumento € possivel ver a diferenca textural entre o carbonato de calcio da concha (homogéneo) e os
minerais autigénicos ao redor (heterogéneos e menos compactos), bem como a similaridade no didmetro das
microperfuragdes.
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6.3.3. Morfologia e analise elementar da fracdo mineral da esteira seca

A microscopia eletronica de varredura utilizando elétrons retro-espalhados mostrou que
a morfologia e 0 nimero atdbmico médio dos minerais autigénicos recuperados da esteira seca sao
similares aos minerais recuperados da esteira fresca e do substrato abaixo dela (figuras 25a e 26a).
Além disso, observamos também fragmentos de conchas e grédos aloctones. Analise por EDS das
diferentes fases mostrou que a fase mais brilhante contém principalmente Ca e Mg (figuras 25b e
26b), indicando que se trata de um carbonato de Ca e Mg (Ca1.xMgxCQOz), enquanto que a fase
menos brilhante contém principalmente Si e Mg (figura 26€), o que indica que se trata de um
silicato de Mg. No mesmo campo, foram analisados um grdo aloctone contendo principalmente
Si e Al (figura 26a, c), consistente com um silicato de Al, e também um pedaco de concha
contendo principalmente Ca (figura 26a, d), o que indica se tratar de um carbonato de Ca (Ca1-
xMgxCOs, X < 0,04). Numerosas observacGes mostram os silicatos de Mg envolvendo os graos de
carbonato de Ca e Mg, 0 que ndo ocorre com grdos aloctones e conchas (figuras 25-26).

A quantificacdo relativa dos principais elementos encontrados nos minerais autigénicos
(Mg, Cae Si) indica que ha dentre os minerais autigénicos trés fases distintas: calcita magnesiana
contendo 12 a 23% Mg; calcita super-magnesiana ou proto-dolomita, contendo 29 a 44% Mg; e
silicatos de Mg contendo até 18% de Ca (tabela 2).
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Figura 25 - MEV-EDS de um grdo da esteira seca. (a) Imagem de elétrons retro-espalhados mostrando um gréo com
maior nimero atdmico médio envolto em numerosas particulas de uma fase com menor nimero atdmico médio. O
asterisco mostra o ponto onde o espectro em (b) foi obtido. (b) Espectro de EDS mostrando principalmente picos de
calcio e magnésio, o que indica que o material mais brilhante é um carbonato de calcio e magnésio. O pico de silicio
é originado no detector de Si-L.i.
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Figura 26 — MEV-EDS de grdos de minerais da esteira seca. (a) Imagem de elétrons retro-espalhados mostrando
dois graos autigénicos ao centro, compostos de uma fase mais brilhante cercada por uma fase menos brilhante, além
de outros materiais. Os ndmeros 1-4 ilustram os locais de onde os espectros de EDS foram obtidos. (b-d) Espectros
de EDS dos pontos marcados 1-4 na imagem em “a”. (b) Espectro obtido da parte mais compacta do grdo maior (1),
mostrando picos de calcio e magnésio, o que indica que a parte central do gréo consiste de Cai.x,MgxCOs. (¢) Espectro
obtido de um gréo brilho intermediario (2), mostrando principalmente picos de silicio e aluminio, o que indica um
silicato de aluminio de origem al6ctone. (d) Espectro obtido de um fragmento de concha (3) mostrando
principalmente célcio, o que indica que consiste de CaCOs. (e) Espectro obtido da fase menos brilhante (4),
apresentando principalmente picos de Si e Mg, 0 que permite identificar o material como silicato de magnésio.
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Tabela 2 — Fases identificadas através da proporc¢do dos elementos quimicos encontrados nas amostras secas (2014)
por EDS utilizando o método ZAF. O silicio ndo foi quantificado nas fases ricas em Ca e Mg, devido a presenca de
um pequeno sinal de Si gerado pelo detector do tipo Si(Li).

Atomic % (EDS)

Minerais Mg Ca Si N
Calcita
] 12-23% 77-86% — 12
magnesiana
Proto-dolomita 29-44% 71-56% — 13
Silicatos de
- 30-36% 8-18% 52-61% 3
magnésio
7. DISCUSSAO

7.1. Diversidade de microrganismos

A esteira fresca coletada se assemelha em cor, espessura e textura as descritas por Silva
et al. (2004). A maior parte da biomassa das camadas verdes da esteira fresca € composta por
cianobactérias do género Aphanothece, que foi 0 mais frequentemente observado em microscopio
6tico, tanto a fresco quanto em amostras polidas. De fato, Aphanothece clathrata foi a espécie de
cianobactérias mais frequente nas esteiras microbianas no estudo de Silva et al. (2004). Por outro
lado, Silva et al. (2021) observaram que Microcoleus chthonoplastes era o microrganismo
dominante nas camadas superiores das esteiras microbianas da Lagoa Vermelha. A diversidade
de diferentes tipos de esteiras microbianas com diferentes composicdes de cianobactérias na
Lagoa Vermelha j& é conhecida (Silva et al., 2004; Silva e Carvalhal, 2005) e ilustra a diversidade
de micro-ambientes dentro da lagoa. Diversos fatores influenciam essa diversidade, como as
variagOes de pH e salinidade em regifes proximas as salineiras, a captacdo de agua da Lagoa de
Araruama por meio de um canal artificial e até as varia¢des de profundidade, visto que na estagdo
seca as esteiras microbianas mais proximas as margens ficam expostas ao ar e a dessecacéo,
devido as altas taxas de evaporacao (Silva et al, 2004; Silva e Carvalhal, 2005; Pennafirme et al,
2017).
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Além de ser o microrganismo dominante na camada superior da esteira, observamos que
col6nias de Aphanothece sp. em decomposi¢cdo ocupam a maior parte do volume das camadas
avermelhadas abaixo, o que indica que matéria organica produzida por Aphanothece sp. compde
a maior parte da matéria organica destas duas camadas da esteira. De fato, Silva et al. (2021)
mostraram distribuicdo decrescente da quantidade de lipideos conforme a profundidade em
esteiras da Lagoa Vermelha, o que indica que a maior parte destes é produzida na camada
superficial. A prevaléncia de alquenos n-Ci7:1 € tipica de lipideos produzidos por cianobactérias
(Silva et al., 2021).

As colbnias de bactérias purpuras sulfurosas foram encontradas principalmente na
camada avermelhada, mas também ocorrem nas camadas verdes, em meio a Aphanothece sp.
Estas foram identificadas como sendo da familia Chromatiaceae pela presenca de globulos de
enxofre no periplasma (Prange et al., 2004). Apesar de seu metabolismo fototréfico anoxigénico,
algumas espécies de Chromatiaceae apresentam tolerdncia ao oxigénio, mantendo seu
metabolismo ativo (Overmann e Pfennig, 1992), o que pode explicar sua presenca nas camadas
verdes da esteira, onde h& producdo de O por cianobactérias e microalgas na presenca de luz.
Vasconcelos et al. (2006) identificaram bactérias parpuras sulfurosas das esteiras microbianas da
Lagoa Vermelha como sendo provavelmente Thiocystis sp., porém atualmente este género contém
apenas espécies moveis por meio de flagelos e que habitam ambientes de dgua doce, salobra e
marinha, ndo tendo sido descritas em ambientes hipersalinos. A toleréncia e a necessidade de
sodio é um parametro importante para a taxonomia das Chromatiaceae (Imhoff et al., 1998).
Devido as condicdes extremas de salinidade da Lagoa Vermelha, o0s eucariotos estdo presentes
em pequena quantidade e baixa diversidade nas esteiras microbianas (Silva et al., 2004).

Nas amostras polidas observadas em MEV equipado com detectores de elétrons retro-
espalhados, observamos também microperfuracbes em carbonatos autigénicos e também em
conchas. A forma alongada e o didmetro homogéneo das microperfuracbes indicam que estas
tenham sido feitas por cianobactérias filamentosas endoliticas, perfurantes. Embora pareca
antagobnico, visto que a fotossintese € conhecida por estimular a precipitagdo de carbonatos, e que
a Lagoa Vermelha seja um ambiente propicio a precipitacdo, estas cianobactérias perfurantes sao
especializadas em escavar carbonatos de Ca, utilizando um mecanismo de transporte de Ca®*
trans-celular mediado por uma ATPase do tipo P, que causa sub-saturacdo em relacdo ao CaCOs
no microambiente proximo a célula apical, e este mecanismo se mantém ativo mesmo durante a
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realizacdo da fotossintese (Garcia-Pichel, Ramirez-Reinat e Gao, 2010; Ramirez-Reinat e Garcia-
Pichel, 2012; Guida e Garcia-Pichel, 2016). Micro-perfuracGes ja foram observadas nos
estromatdlitos da Lagoa Vermelha (Keim et al., 2020; Keim e Farina, 2023; Shiraishi et al., 2023).
A observacdo da fluorescéncia vermelha da clorofila dentro das microperfuracdes dos
estromatolitos indica que elas foram feitas por cianobactérias (Keim e Farina, 2023; Shiraishi et
al., 2023). Shiraishi et al. (2023) identificaram estas cianobactérias como Hyella (cianobactérias
croococoides que formam pseudofilamentos, nos quais as células sdo mantidas juntas por suas
bainhas (Bornet e Flahault, 1888 apud Jung et al., 2021), mas sem explicar como foi feita esta
identificacdo. O género Hyella é o mais conhecido dentre as cianobactérias perfurantes, porém
ndo foi identificado anteriormente em esteiras microbianas e estromatélitos da Lagoa Vermelha
(Silva et al., 2004, 2021; Silva e Carvalhal, 2005), nem foi encontrado entre 0s microrganismos
identificados pelo rDNA 16S da mesma amostra (Shiraishi et al., 2023).

7.2. Os minerais das esteiras microbianas

Tanto em microscopio estereoscOpico quanto em microscopia Otica e MEV
convencional, foi possivel observar minerais associados a EPS e/ou as superficies externas de
Aphanothece sp. vivas ou degradadas. Em microscopia de contraste diferencial interferencial de
Nomarski e polarizacdo, foi observada a presenca de minerais birrefringentes, tanto gréos
policristalinos quanto microparticulas monocristalinas, ao redor das col6nias de cianobactérias. O
fato de que ndo foram observados minerais dentro das coldnias de Aphanothece sp. indica que ha
inibicdo da precipitagdo no interior das microcoldnias, podendo haver estimulo a precipitacdo na
superficie das microcolénias.

Em particular, em microscopia eletrénica de varredura convencional foram encontrados
grdos de minerais policristalinos em meio ao EPS, porém com essa técnica ndo foi possivel
verificar se este EPS estava ou ndo impregnado por silicatos de Mg. Os microcristais que formam
estes grdos mostram a morfologia trigonal tipica de carbonatos de Ca e Mg autigénicos de esteiras
microbianas, (ex. Perri et al., 2018). A forma botrioidal indica crescimento radial. E tentador
associar estes graos aqueles observados nas amostras polidas, ja que o tamanho dos gréos e dos

microcristais € similar, porém o aspecto botrioidal ndo foi observado nas amostras polidas.
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Nas amostras oriundas da esteira Umida e seu substrato, assim como nas amostras da
esteira seca, foram encontradas pelo menos duas fases inorganicas autigénicas, classificadas como
calcita magnesiana/proto-dolomita e silicatos de Mg. A precipitacdo destas fases ja foi descrita
em esteiras microbianas da Lagoa Vermelha (Vasconcelos et al., 2006; Pacton et al., 2014; Areias
et al., 2022; Guedes et al., 2022), o que confirma nossos achados. A maioria dos trabalhos
encontrou aragonita, calcita, calcita magnesiana e protodolomita nas esteiras microbianas da L.
Vermelha (H6hn et al., 1986; Vasconcelos et al., 2006; Areias et al., 2022; Guedes et al., 2022).
Estes trabalhos utilizaram difracdo de raios X para identificacdo dos minerais cristalinos; fases
amorfas ou fracamente cristalinas ndo séo identificadas por esta técnica. Silicatos de Mg também
ja foram encontrados anteriormente nas esteiras microbianas da L. Vermelha, sempre utilizando
microscopia eletrénica de transmissao ou de varredura acoplado a EDS ou Nano-SIMS (nanoscale
secondary ion mass spectroscopy) (Pacton et al., 2014; Guedes et al., 2022). E interessante notar
que os carbonatos de Ca e Mg s&o os principais minerais encontrados em estromatolitos da Lagoa
Vermelha (Spadafora et al., 2010; Keim et al., 2020), havendo uma Unica mengdo a presenca de
silicatos de Mg em estromatolitos (Keim et al., 2020). Embora observada em trabalhos anteriores
(Hohn et al., 1986; Areias et al., 2022; Guedes et al., 2022), ndo observamos aragonita na esteira
seca, 0 que foi atestado pela presenca de concentragdes relativamente grandes de Mg nos
carbonatos de Ca, conforme Yoshioka et al. (1986) e Sunagawa et al. (2007).

O processo de organo-mineralizacdo se da por uma interacdo complexa entre o
metabolismo microbiano, a matriz orgénica e os parametros ambientais (Dupraz & Visscher,
2005; Visscher et al., 2010). Silicatos de Mg tém sido encontrados em esteiras microbianas,
estando relacionados sempre ao EPS (Pace et al., 2018). A precipitacdo de silicatos de Mg poderia
ser favorecida nas camadas superiores das esteiras microbianas, dominadas por microrganismos
fototroficos oxigénicos, devido ao sequestro de ions Ca?* pelo EPS em pH alcalino (Pace et al.,
2018). Com isso, 0 Mg se liga a outros compostos, principalmente silicio, e conforme o EPS é
degradado este calcio é liberado, aumentando o Sl e favorecendo a precipitagédo (Dupraz e
Visscher, 2005; Guedes et al., 2022).

Embora os silicatos de Mg tenham sido descritos anteriormente em esteiras microbianas
da Lagoa Vermelha (Pacton et al., 2014; Guedes et al., 2022), nossos resultados se diferenciam
do que foi encontrado anteriormente em virtude da observacdo da fragdo mineral sem a presenca
da fracdo organica, que foi obtida através da oxidacdo da matéria organica pelo NaOCI, e também
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da utilizacdo de microscopia eletrénica de varredura em aumentos maiores que os utilizados
anteriormente por Guedes et al. (2022). Nas imagens de MEV de amostras polidas, identificamos
gréos policristalinos de carbonatos de Ca e Mg se formando em meio a uma matriz de silicatos de
Mg, conforme ja havia sido descrito por Guedes et al. (2022). Isso indica que os silicatos de Mg
seriam uma fase precursora dos carbonatos de Ca e Mg nas esteiras microbianas da Lagoa
Vermelha, sendo gradualmente substituidos por carbonatos de Ca e Mg, ndo sendo preservados
na maior parte da estrutura litificada dos estromatolitos. De fato, Keim et al. (2020) observaram
pequenas areas de silicatos de Mg em meio a proto-dolomita em um estromatélito da Lagoa
Vermelha, e sugeriram que seriam resquicios de uma fase precursora da proto-dolomita.

Além disso, observamos também numerosos microcristais de calcita ou proto-dolomita
em meio a uma matriz de silicatos de Mg, o que ndo foi observado anteriormente. A comparagéo
desses microcristais com 0s grdos maiores sugere que estes surgem a partir do crescimento de
numerosos microcristais individuais, que se encontram durante o crescimento, cimentando-se
entre si. A nucleacéo de cristais adicionais de calcita magnesiana/protodolomita sobre os cristais
ja formados levaria a uma cimentacdo mais completa, formando grdos compactos.

No processo de substituicdo dos silicatos de Mg por calcita magnesiana e protodolomita,
os fons Mg?* seriam incorporados ao carbonato em crescimento, enquanto os fons silicato seriam
exportados. A substituicdo dos silicatos de Mg por calcita magnesiana e protodolomita explicaria
as concentrac@es relativamente altas de Mg destes carbonatos, ja que a dissolucdo dos silicatos de

Mg seria uma fonte adicional de Mg.

7.3. Comparacédo com outras lagoas

A precipitacdo de carbonatos de Ca e Mg e de silicatos de Mg tem sido observada
também em outros locais (Castro-Contreras et al., 2014; Burne et al., 2014; Gomez et al., 2018;
Pace et al., 2018; Wacey et al., 2018). Ha ambientes onde foi observada a precipitacao direta de
carbonatos de Ca (Castro-Contreras et al., 2014; Gomez et al., 2018), e outros onde os silicatos
de Mg aparecem como fases precursoras (Burne et al., 2014; Pace et al., 2018; Wacey et al.,
2018). Em um ambiente hipersalino, os silicatos de Mg séo precipitados nas camadas superiores
da esteira (Pace et al., 2018); em outro local, foi observado que o silicio era oriundo da dissolucgéo
da opala das diatoméceas (Burne et al., 2014). Com a diagénese, os silicatos de Mg séo
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substituidos por aragonita (CaCOs) (Burne et al., 2014; Wacey et al., 2018). Na Lagoa Vermelha,
é provavel que haja substituicdo dos silicatos de Mg por calcita magnesiana e protodolomita
durante a diagénese das esteiras microbianas. Foi proposto que as concentracdes relativamente
altas de Mg na calcita magnesiana e protodolomita dos estromatolitos da Lagoa Vermelha seriam
um resquicio da substituicdo de silicatos de Mg por calcita magnesiana/protodolomita (Keim et
al., 2020).

8. CONCLUSAO

A olho nu, a estrutura das esteiras microbianas da Lagoa Vermelha apresenta divisdes
bem definidas entre as camadas de microrganismos, que apresentam cores diferentes. No entanto,
esta divisdo se dilui a niveis microscopicos, ainda que ndo seja possivel estimar, com as técnicas
empregadas neste estudo, as dimensdes reais desta mistura. A diversidade morfoldgica dos
microrganismos presentes é grande e mais estudos sdo necessarios para identificar quais géneros
de cianobactérias compdem de fato a biomassa e quais deles estariam diretamente relacionados a
precipitacdo de minerais, embora tenham sido observados microcristais de minerais impregnados
no EPS de cianobactérias do género Aphanotece e que esse género tenha sido 0 mais observado
nas microscopias realizadas. Os carbonatos autigénicos presentes apresentam aspecto botrioidal,
0 que os diferenciam de outros carbonatos e esta relacionado as caracteristicas fisico-quimico-

biolégicas do microambiente onde foi precipitado.

Neste trabalho, identificamos que o processo de precipitacdo de calcita magnesiana e
protodolomita ainda ocorre nas esteiras microbianas da Lagoa Vermelha. Com base nos processos
descritos em outros locais e nas observacGes de outros pesquisadores, concluimos que este
processo provavelmente ocorre a partir de silicatos de Mg, pelo processo de nucleagdo
heterogénea com posterior substituicdo. Além disso, foram encontradas numerosas
microperfuragdes feitas por cianobactérias endoliticas em graos de carbonatos autigénicos e em
conchas de gastropodes e ostracodes, levando a dissolugdo destes minerais. Estas observacoes
mostram que 0s microrganismos das esteiras microbianas da Lagoa Vermelha realizam processos
que levam a precipitacdo de minerais autigénicos e podem também participar da dissolucdo dos

carbonatos, autigénicos ou ndo, a depender das condi¢bes ambientais.
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