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COMUNIDADE MICROBIANA DE UM TAPETE HIPERSALINO DE PUNA 

ATACAMA COMO MODELO ASTROBIOLÓGICO1 

 

Autor: Vanise Pereira de Medeiros 

Orientador(a): Prof(ª). Dr(ª). Ana Paula Guedes Frazzon 

 

RESUMO 

O estudo dos tapetes microbianos modernos desperta grande interesse em 
investigações astrobiológicas, pois as informações geradas podem fornecer novos 
elementos para o entendimento sobre a origem, desenvolvimento e limites da 
adaptação da vida na Terra, além de oferecer inéditos parâmetros às investigações 
em ambientes extraterrestres. Com vistas a ampliar os conhecimentos dentro da 
astrobiologia, objetivou-se estudar a comunidade microbiana presente no tapete 
hipersalino da laguna Ojos de Campo, situada na Puna Atacama, Argentina, com o 
propósito de avaliar a composição taxonômica e a tolerância às condições de estresse 
osmótico. Para tanto, foram realizadas as seguintes análises: (1) composição 
taxonômica e predição funcional da comunidade microbiana do tapete hipersalino, 
mediante sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA; (2) análises das 
bactérias cultiváveis por meio do emprego de cultura marinha em três temperaturas 
diferentes (15, 30 e 45 °C), sob condições aeróbias e anaeróbias e; (3) análise 
qualitativa da tolerância de isolados aos sais de perclorato de magnésio [Mg(ClO4)2] 
e análise quantitativa de tolerância da cepa OC 9.7 aos sais de cloreto de sódio (NaCl), 
sulfato de magnésio (MgSO4) e Mg(ClO4)2. O resultado da composição microbiana 
demonstrou que os filos majoritários no tapete são: Proteobactérias (44,4 %), 
Bacterioidetes (8,9 %), Firmicutes (3,8 %), Verrucomicrobia (3,3 %) e Cianobactérias 
(2,9%). As famílias de maior abundância dos respectivos filos, a incluir 
Oscillatoriaceae (Cianobactéria), constituiram bactérias capazes de metabolizar o 
enxofre. A predição metabólica identificou uma comunidade microbiana envolvida no 
metabolismo do metano, nitrogênio e enxofre. No total, 33 bactérias foram isoladas e 
identificadas aos gêneros de Bacillus, Halomonas e Shewanella. Destas, 54 % 
apresentaram tolerância à concentração de 0,5 M de Mg(ClO4)2. A cepa OC 9.7, 
identificada como Halomonas boliviensis, obteve crescimento em até 1,0 M de 
Mg(ClO4)2 e constitui resultado inédito. Ademais, mostrou-se tolerante em 25 % de 
NaCl e 2,0 M de MgSO4. Os resultados mostram que a comunidade microbiana expõe 
uma possível organização das primeiras formas de vida na Terra. Da mesma forma, 
organismos que vivem neste ambiente extremo, com tolerância a altas concentrações 
de sais, podem ser usados em pesquisas astrobiológicas. 
 
Palavras-chave: Tapete Microbiano, Puna Atacama, Marte, Perclorato, Halomonas. 
 

 
1 Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências Básicas da 
Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (89 p.) fevereiro, 2020. 
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MICROBIAL COMMUNITY OF A PUNA ATACAMA HYPERSALINE MAT AS 

ASTROBIOLOGICAL MODEL2 

 

Author: Vanise Pereira de Medeiros 

Advisor: Prof. Dr. Ana Paula Guedes Frazzon 

 

ABSTRACT 

The study of modern microbial mats arouses great interest in astrobiological 
investigations, since the information generated can provide new elements for 
understanding the origin, development and limits of the adaptation of life on Earth and, 
enable unprecedented parameters to investigations of extraterrestrial environments.In 
order to broaden the within astrobiology, the aim of this investigation was to study the 
microbial community present in the hypersaline mat of the Ojos de Campo lagoon, 
located in Puna Atacama, Argentina, with the purpose to evaluate the taxonomic 
composition and tolerance to osmotic stress conditions. For this purpose following 
analyzes were performed: (1) the taxonomic composition and functional prediction of 
the microbial community of the hypersaline mat, through high-throughput sequencing 
of the 16S rRNA gene; (2) analyzes of cultivable bacteria using marine culture at three 
different temperatures (15, 30 and 45 °C) under aerobic and anaerobic conditions and; 
(3) qualitative analysis of the tolerance of isolates to the magnesium perchlorate salts 
[Mg(ClO4)2] and quantitative analysis of the tolerance of the OC 9.7 strain to the sodium 
chloride (NaCl), magnesium sulphate (MgSO4) and Mg(ClO4)2. The result of the 
microbial composition showed that the majority phyla on the mat were: Proteobacteria 
(44.4%), Bacterioidetes (8.9 %), Firmicutes (3.8 %), Verrucomicrobia (3.3 %) and 
Cyanobacteria (2.9 %). The most abundant families of the respective phyla, includes 
(Cyanobacteria), constituting of the bacteria capable of metabolizing sulfur.The 
metabolic prediction identified a microbial comunity involved in the metabolism of 
methane, nitrogen and sulfur. In total, 33 bacteria were isolated and identified to the 
genera of Bacillus, Halomonas and Shewanella. Of these, 54 % showed tolerance to 
0.5 Mg(ClO4)2 concentration. The OC 9.7 strain, identified as Halomonas boliviensis, 
grown to 1.0 M Mg(ClO4)2 and is an unprecedented result. In addition, it was tolerant 
to 25 % of NaCl and 2.0 M of MgSO4. The results show that the microbial community 
exposes a possible organization of the first life forms on Earth. Similarly, organisms 
living in this extreme environment with tolerance to high concentrations of salts, might 
be used in research astrobiology.  

 

Key Words: Microbial mats, Puna Atacama, Mars, Perchlorate, Halomonas

 
2 Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências Básicas da 

Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (89 p.) february, 2020. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Tapetes microbianos ocorrem frequentemente em ambientes extremos da 

Terra, resultantes das estratégias defensivas de sobrevivência da comunidade, a 

partir de um arranjo estrutural em micronichos laminados (Bolhuis et al., 2014). Além 

disso, essas organizações microbianas são consideradas as formas de vida mais 

antiga já documentadas. De acordo com evidências fósseis, os primeiros organismos 

terrestres aglomeraram-se em comunidades complexas, o que resultou na formação 

de tapetes microbianos, provavelmente no início do período arqueano, há quase 3,5 

bilhões de anos (Noffke et al., 2013). Os tapetes microbianos hipersalinos modernos 

são sistemas modelos ecológicos ideais para pesquisas astrobiológicas, pois 

fornecem importantes compreensões da vida microbiana em eras passadas. 

Especificamente, disponibilizam informações relevantes quanto aos limites 

fisiológicos do desenvolvimento da vida na Terra e em outros planetas, como Marte.  

Tapetes microbianos hipersalinos são encontrados em lagos na região 

desértica de Puna Atacama a até 6000 metros de altitude. Esta região é caracterizada 

como um dos lugares mais extremos da Terra porque registra os níveis mais altos de 

radiação solar (Albarracín et al., 2015). Os lagos hipersalinos presentes nesta 

extensão estão inseridos em um ambiente árido com precipitação episódica e sazonal, 

acarretando a presença de alta salinidade associada a depósitos de cloretos, sulfatos 

e percloratos (Parro et al., 2011; Smith et al., 2014). Embora este ambiente extremo 

seja constituído por uma gama de características desafiadoras ao desenvolvimento 

metabólico dos organismos, a grande maioria dos nichos hipersalinos da região possui 

microbiodiversidade com capacidade adaptativa ao estresse determinado pelo 

ambiente hostil (Albarracín; Gärtner; Farias, 2016). 

Ambientes hipersalinos terrestres representam condições semelhantes às da 

formação inicial de Marte, a partir da descoberta da presença de sais caotrópicos na 

sua superfície, o que infere a possibilidade de antigas formações de salmouras 

líquidas neste planeta (Martínez e Renno, 2013). Ainda que a existência de água 

líquida seja um indício importante para compreender a potencialidade de vida em 

Marte, a presença de altas salinidades influencia a força iônica de solução, com 

probabilidade de atuar como barreira na habitabilidade (Fox-Powell et al., 2016). Isto 

porque salmouras de alta caotropicidade podem perturbar atividades celulares e 

causar deformações em moléculas biológicas (Cray et al., 2013).  
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Os processos pós-deposicionais e as assinaturas fósseis em ambientes 

extremofílicos registram uma microbiodiversidade complexa e ainda pouco conhecida 

(Petroff et al., 2010). Portanto, a presente pesquisa foi desenvolvida com o objetivo 

de estudar a composição taxômica da comunidade bacteriana presente em tapete 

hipersalino visando identificar a estrutura e dinâmica dessa população e assim 

contribuir para o conhecimento dos primeiros arranjos de vida na Terra. A tolerância 

a sais caotrópicos de uma comunidade de bactérias cultiváveis deste 

microecossistema também foi avaliada, com o intuito de melhor compreender os 

limites para o desenvolvimento da vida na Terra e em outros planetas. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Postulou-se, enquanto objetivo geral, avaliar a composição taxonômica e a 

possibilidade de tolerância metabólica às condições de estresse osmótico da 

comunidade microbiana presente no tapete hipersalino da laguna Ojos de Campo, 

situada no salar de Antafolla, Argentina.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Para atingir o objetivo geral, especificaram-se três procedimentos, conforme 

discriminado abaixo. 

 

(I) Identificar a composição microbiana em uma amostra de tapete hipersalino 

a partir da análise de sequenciamento de última geração, assim como suas 

predições funcionais; 

(II) Isolar e identificar microrganismos halófilos presentes neste tapete 

hipersalino;  

(III) Avaliar a tolerância osmótica dos microrganismos halófilos frente a 

diferentes concentrações de sais de perclorato de magnésio, cloreto de 

sódio e sulfato de magnésio. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

3.1 Ciência Astrobiologia 

 

Para compreender a vida como um fenômeno universal, foi necessário unir 

distintas áreas da ciência em uma só, denominada de astrobiologia. Essa nova ciência 

direciona o estudo da formação e adaptação da vida em um contexto cósmico 

(Cockell, 2015). O campo de pesquisa é a resultante da confluência de áreas de 

diferentes ciências, como a astronomia, biologia, geologia e suas variantes – 

astrofísica, biofísica, bioquímica, bioinformática, microbiologia, biogeografia, 

mineralogia, planetologia, paleobiologia, entre outras. Suas áreas de investigação 

incluem conceitos fundamentais sobre a vida e, seus ambientes na Terra, as quais 

possibilitam reconhecer possíveis biosferas extraterrestres (Cockell et al., 2018). 

O objetivo da astrobiologia é buscar em conjunto com a astronomia 

exoplanetas, planetas e satélites potencialmente habitáveis (Kopparapu, 2020). No 

campo da geologia, o estudo da estrutura e da dinâmica planetária fornece um 

importante material sobre como esses elementos contribuem para o desenvolvimento 

e manutenção da vida. Para tanto, deve-se entender cada era geológica como um 

ambiente que influenciou o desenvolvimento da vida de determinada forma (Cavalazzi 

e Barbieri, 2016). Da mesma forma, o registro fóssil fornecido pelo estudo da 

paleobiologia elucida empiricamente como as formas de vida tiveram resultados 

ecológicos e evolutivos ao longo do tempo (Knoll, 2015). Além disso, as 

investigações teóricas e experimentais sobre a origem e evolução da vida, os 

processos que podem afetar o seu desenvolvimento, assim como os limites de 

adaptação em ambientes extremos da Terra são linhas do âmbito das ciências 

biológicas (Staley, 2003). 

Sendo uma ciência emergente, a astrobiologia impulsiona reflexões a respeito 

de sua consistência e relevância enquanto ciência. Dessa forma, podemos observar 

premissas que abarquem sua factibilidade. Primeiramente, constata-se que até o 

momento nenhum dos milhares de dados coletados por todos os instrumentos que 

buscam detectar sinais de vida fora da Terra encontrou provas concretas de sua 

existência. Até o presente momento, a vida no planeta Terra é a única amostra de que 

a astrobiologia dispõe para afirmar que a vida é possível fora dele (Plaxco e Gross 

2011). Sob um primeiro olhar, a astrobiologia parece carecer de um objeto, pois estuda 
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algo que sequer foi encontrado: vida extraterrestre. Porém, há que se entender que 

essa ciência estuda o evento ‘vida’ no Universo incluindo a Terra. Por isso o termo 

‘exobiologia’ tem perdido terreno para ‘astrobiologia’ (Rampelotto, 2010). 

Cautelosa o suficiente, essa ciência vem tentando contemplar a verificabilidade 

de seu objeto de estudo a partir de conhecimentos apresentados por outras ciências. 

Ou seja, sua metodologia inclui eventos anteriores de uma narrativa histórica com o 

objetivo de descobrir os fatores causais que contribuíram para a ocorrência de eventos 

posteriores, sendo possível testá-las repetidas vezes e, portanto, falseá-las (Mayr, 

1997). Esse procedimento estipula a aceitação parcimoniosa das observações 

relevantes e, com menor número de pressupostos ad hoc, para explicar os dados. 

Sendo uma ciência totalmente factível, as investigações primárias têm se munido da 

caracterização da vida em ambientes extremos no planeta Terra, utilizada como 

modelo de uma possível vida extraterrestre (Galante et al., 2016). 

 

3.2 Ambientes Extremos e sua Habitabilidade 

 

Ambientes extremos são caracterizados pela variação de temperatura e 

pressão, alto nível de salinidade, exposição de radiação, valores altos e baixos de pH, 

entre outras condições extremas. A sobrevivência nesses ambientes depende da 

capacidade dos organismos de se estabelecerem, sendo que a possibilidade de 

conservação da vida no seu interior é decorrência das características taxonômicas 

dos indivíduos que conseguem exercer as condições de adaptação (Grant e Long, 

1989). Segundo Brock (1986), embora seja difícil estabelecer uma caracterização 

única de critério para esse ambiente, de forma geral sua ambiência apresenta um 

padrão físico-químico desafiador para o desenvolvimento das células e, 

consequentemente, às suas macromoléculas.  

Atualmente, o enfoque dos estudos que avaliam ambientes extremos busca 

identificar microrganismos presentes em ambientes extremos. Exemplos são o 

isolamento de microrganismos que sobrevivem às temperaturas elevadas no 

Yellowstone National Park (Meyer-Dombard et al., 2005) e os microrganismos que 

sobrevivem a temperaturas negativas no lago subglacial Vostok, na Antártica (Bulat, 

2016). Em outros ambientes mais extremos do planeta, como as profundezas dos 

oceanos, cujas pressões podem alcançar até 300 vezes acima da registrada na 

atmosfera (nível do mar), já foram encontrados organismos que prosperam ante a falta 
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de luz e escassez de nutrientes (Galante et al., 2016). Lagos hipersalinos e de alta 

altitude, do inglês High Altitude Andean Lakes (HAAL), localizados no norte da 

Argentina e no deserto do Atacama no Chile, são caracterizados por alto índice de 

radiação e por imposição de estresse osmótico aos organismos presentes em seu 

ambiente (Albarracín et al., 2015). Por esse motivo, tais regiões são fundamentais à 

compreensão da capacidade dos organismos em adaptarem-se ao HAAL e ao 

ambiente extremo.   

Interessantemente, ainda que um ambiente extremo seja constituído por uma 

gama de características desafiadoras ao desenvolvimento metabólico dos 

organismos, ele também pode ser considerado como importante laboratório natural 

de pesquisa. Consequentemente, o conhecimento acerca desses ambientes tem 

capacidade para: (i) fornecer novos parâmetros à compreensão dos limites e 

condições para o desenvolvimento de organismos, visto que esses ambientes, em 

tese, podem impedir o metabolismo celular; (ii) propor novos insights dos papéis 

fisiológicos, assim como a dinâmica dos membros dentro da comunidade; (iii) tornar 

mais compreensível as adaptações evolutivas e as versatilidades de organismos em 

condições ambientais extremas; e por fim, no campo de pesquisa da astrobiologia, (iv) 

revelar novas hipóteses sobre a possibilidade de vida em ambientes fora da Terra.  

 

3.3 Lagunas Hipersalinas de Elevadas Altitudes  

 

Na região central da Cordilheira dos Andes, encontram-se ambientes pouco 

explorados com condições climáticas e físico-químicas severas (Albarracín et al., 

2015). Dispondo de lagunas hipersalinas em altitudes de até 6000 metros, estes 

ambientes compreendem as HAAL, cujos ecossistemas se estendem desde o deserto 

do Atacama, passando pelo platô Altiplano-Puna, até a parte mais alta dos Andes 

(Figura 1) (Albarracín; Gärtner; Farias, 2016; Ordoñez et al., 2018). Situadas em locais 

de difícil acesso, essas lagunas contêm pouca influência de atividade antrópica (Dib 

et al., 2009). Além disso, tais ambientes são caracterizados por geomorfologias 

bastante primitivas (Mlewski et al., 2018). Segundo a National Aeronautics and Space 

Administration (NASA), esses ambientes são potencialmente análogos ao ambiente 

do início da formação de Marte e da Terra primitiva, dando suporte às estratégias de 

investigações e métodos de detecção de vida marciana e elucidações sobre a origem 

da vida terrestre (Cabrol et al., 2009). 
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A grande altitude dessa região e suas características de aridez e semiaridez 

configuram condições climáticas e meteorológicas rigorosas. As precipitações são 

episódicas e sazonais, ocorrendo em 70 % dos casos durante o verão austral 

(Garreaud; Vuille; Clement, 2003). As lagunas hipersalinas presentes nessa extensão 

são bacias hidrográficas do tipo endorréica, cuja taxa de evaporação excede a taxa 

de alimentação, aumentando a quantidade de minerais vulcânicos e produzindo altas 

concentrações de arsênico e sais dissolvidos (Albarracín et al., 2015). Ciclos de 

inundação, evaporação e dessecação completos são observados nessas lagunas. A 

atividade de água extremamente baixa é um dos maiores desafios à prospecção da 

vida em ambientes hipersalinos (Stevenson et al., 2015). A partir disso, sugerem-se 

questões importantes sobre os mecanismos de sobrevivências dos microrganismos 

que vivem nessas condições extremas.  

 

 

Ecossistemas hipersalinos são considerados ambientes estéreis ou quase 

estéreis (Gonzáles, 2010). Entretanto, conforme Albarracín e colaboradores (2015), a 

grande maioria dos nichos do HAAL possui uma microbiodiversidade com capacidade 

adaptativa ao estresse determinado pelo ambiente. Os autores informam que 

Figura 1:  Localização geográfica dos lagos andinos de altitude na Puna Atacama e Deserto do 
Atacama. Fonte: Maldonado et al., 2018. 
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amostras de diferentes lagunas indicaram a presença de microrganismos 

extremófilos, advindos de águas superficiais. Estes microrganismos estavam 

associados em plantônicos, bentônicos e em tapetes microbianos, formando 

estruturas cooperativas. Estes resultados reforçam a ideia de que a presença de uma 

diversificada microbiota altamente dependente desses microecossistemas aumenta 

as estratégias à busca por vida fora da Terra em ambientes extremos (Albarracín et 

al., 2015). 

 

3.4 Tapetes Microbianos de Lagunas Hipersalinas 

 

Tapetes microbianos são ecossistemas geobiológicos resultantes da interação 

de comunidades complexas dos microrganismos com o ambiente. Formados a partir 

de biofilmes organo-sedimentares em forma laminar, se organizam em estratos com 

características distintas, criando condições ideais para o estabelecimento de 

simbioses e comunicação entre os grupos de microrganismos. Constituídos 

basicamente por bactérias e arqueias, essas relações de consórcio aumentam a 

sobrevivência da comunidade em ambientes com fatores abióticos extremos (Bolhuis 

et al., 2014). 

As estratificações verticais dos tapetes microbianos surgem a partir dos 

gradientes físico-químicos, realizados e mantidos pela atividade microbiana, 

proporcionando microambientes distintos para diferentes grupos funcionais de 

microrganismos (Rozanov et al., 2017). A camada superior possui organismos 

fototróficos, geralmente constituídos de cianobactérias, bactérias verdes não 

sulfurosas, e por bactérias redutoras de sulfato (Gonzáles, 2010). Nesta camada, elas 

absorvem a luz solar, separando a água como fonte de elétron e fixando CO2.   Esses 

organismos sintetizam a produção primária de matéria orgânica e dos componentes 

estruturais como os polímeros extracelulares ou exopolissacarídeos (EPS), que ligam 

as células e proporcionam estabilidade ao tapete microbiano (Bolhuis et al., 2014; 

Nishida et al., 2018). O circuito microbiano continua na camada subsequente, na qual 

os organismos fototróficos e aeróbios facultativos, ao esgotarem as reservas do 

oxigênio, degradam o carbono produzido na primeira camada sob condições anóxicas, 

por fermentação. Os produtos da fermentação são oxidados por bactérias redutoras 

de sulfato, produzindo sulfeto, que é oxidado, portanto, por bactérias oxidantes de 

enxofre (Figura 2) (Stal e Moezelaar, 1997).  
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Cada vez mais evidências sugerem que a formação de biofilmes beneficia os 

microrganismos em habitats de múltiplos estresses (Harrison et al., 2005). Tais 

benefícios incluem a capacidade de reter enzimas extracelulares, resistir à 

dissecação, obter mais nutrientes, limitar o contato com compostos tóxicos e aumentar 

a resistência aos antibióticos (Lapaglia e Hartzell 1997; Koerdt et al., 2010). Em um 

ambiente com frequência maior de perturbações físico-químicas, haverá aumento da 

complexidade das interações entre os microecossistemas. Portanto, tal dinâmica entre 

as camadas de um tapete microbiano é o resultado dos impactos causados pelas 

condições ambientais extremas (Wong; Ahmed-cox; Burns, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Visão geral da estrutura taxonômica e ecológica de tapetes microbianos. CIA: 
Cianobactérias; BV: Bactérias verdes sulforosas; BRS: Bactérias redutoras de sulfato e BPS: 
Bactérias púrpuras sulforosas. Fonte:  imagem adaptada do arquivo pessoal Dra. Maria 
Eugenia Farias   

 

Fonte:  imagem adaptada do arquivo pessoal Dra. Maria Eugenia Farias   

  

 Fonte: Pietro-Barajas et al, 2018. 
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3.5 Microbioma em Ambientes Extremos  

 

Microrganismos são encontrados em vários ambientes da Terra (Razanov et 

al., 2017). Eles são os habitantes mais antigos e abundantes do planeta Terra e, 

devido à sua variabilidade genética, são adaptados em quase todos os nichos 

ambientais, inclusive em ambientes extremos (Hemme et al., 2010; Lewin; Wentzel; 

Valla, 2013). No entanto, microrganismos que vivem em ambientes extremos são 

ainda pouco compreendidos devido à dificuldade de cultivo em laboratório (Tazi et al., 

2014). De outro modo, conforme Pulschen et al. (2017) descrevem, são 

microrganismos que ainda não foram passíveis de cultivo, pois todos os 

microrganismos são capazes de crescimento em condições ideais às suas 

necessidades. Ainda assim, o isolamento de microrganismos em laboratório não 

representa uma comunidade microbiana ambiental, tendo em vista que alguns são 

dependentes de um meio de cultivo heterogêneo e com interação de demais 

organismos (Rondon et al., 2000; Andreote et al., 2012). A limitação do acesso à 

diversidade genômica de organismos não-cultiváveis foi resolvida a partir do 

desenvolvimento de técnicas independentes de cultivo baseadas em análises de 

ácidos nucléicos (RNA e DNA) diretamente de amostras ambientais (Handelsman, 

2004). 

O termo microbioma foi cunhado em 2001 por Lederberg (2001) referindo-se 

apenas às comunidades microbianas comensalistas, simbióticas e patogênicas que 

habitam o corpo humano. Atualmente, esta definição abrange aspectos genéticos do 

conjunto de microrganismos que ocupam um hospedeiro ou um nicho ambiental (Boon 

et al., 2014). Esta contração referente ao genoma microbiano reflete a era genômica 

e dá margem aos atuais termos com sufixos ‘omics’. Dentro das metodologias de 

análise, cita-se o surgimento da metagenômica, que objetivo é capaz de descrever a 

diversidade microbiana de um ambiente. O objetivo é de contemplar em uma mesma 

análise as informações taxonômicas e funcionais a partir dos dados gerados do 

microbioma (Simon e Daniel, 2011). Duas alternativas são realizadas com esse 

objetivo. A primeira tem as análises baseadas em um gene alvo, que através da 

similaridade de regiões conservadas (ex. gene 16S rRNA) com sequências 

depositadas em bancos de dados públicos torna-se capaz de avaliar a filogenia de um 

microbioma (Fuks et al., 2018; Zarkasi et al., 2018). A segunda contempla todos os 
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genes em conjunto, sendo a mais desafiadora informação biológica, devido ao 

tamanho e complexidade da amostra (Harrington et al., 2007).   

 Microbiomas em ambientes extremos representam um cenário importante na 

prospecção de análises metagênomicas com o intuito de explorar e identificar novas 

linhagens dos domínios Bactéria e Archea (Hedlund et al., 2014; Poli et al., 2017). O 

ponto de vista antropocêntrico sobre a filogenia da vida tem sido alterado ao longo 

dos anos, promovendo um consenso de que o mundo microbiano é muito mais 

diversificado do que se imaginava. A atenção dada aos estudos metagenômicos de 

ambientes expostos a agentes estressores é justificado não somente pela dificuldade 

de cultivo em laboratório, mas também pela capacidade intrínseca de sobrevivência 

dos habitantes e dos mecanismos únicos para tanto (Quatrini e Johnson, 2018; 

Chrismas; Anesio; Sánchez-Baracaldo, 2018).  

O primeiro estudo de clonagem de DNA extraído e purificado diretamente de 

amostras ambientais foi realizado em comunidades microbianas marinhas (Schmidt; 

Delong; Pace,1991). A partir daí, foram elucidados vários microbiomas pertencentes 

a habitats exóticos, incluindo fontes hidrotermais do fundo do mar, permarfrost e lagos 

subglaciais na Antártica, ambientes desérticos e frios (Reysenbach, 2002; Vikram et 

al., 2016; Mackelprang et al., 2017). Embora ainda falte desvendar a diversidade 

genética e estrutura populacional de grande parte dos ecossistemas terrestres, as 

aplicações metagenômicas evidenciam, de forma irrevogável, que microrganismos 

não cultiváveis são os maiores representantes dos organismos da Terra (Handelsman, 

2004). 

 

3.6 Extremófilos  

 

Extremófilos são organismos adaptados a ambientes extremos. Diferentemente 

da maioria das espécies, esses organismos não somente toleram tais ambientes, 

como também somente conseguem se desenvolver e, portanto, sobreviver, sob 

condições extremadas (Cavicchioli, 2002; Rampelotto, 2010). Eles são definidos 

conforme as circunstâncias físico-químicas a que estão submetidos no seu ambiente, 

como temperatura, radiação e pressão. Ao mesmo tempo, são caracterizados de 

acordo com as condições geoquímicas, ou seja, estado de dessecação, salinidade e 

pH (Tabela 1). A atual classificação sistemática artificial utilizada para diferenciá-los 

ainda não reflete as múltiplas ações aos fatores ambientais, já que esses organismos 
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muitas vezes unem diversas características de vários grupos de extremos, os 

poliextremófilos (Pikuta et al., 2007). A sobrevivência desses microrganismos 

depende dos mecanismos de respostas ao estresse ambiental, e incluem geralmente 

modificações da permeabilidade da membrana plasmática, enrijecimento da parede 

celular, produção de EPS e a síntese de solutos compatíveis (Hallsworth, 2018). 

Ocorre também a formação de extensa rede de metabólicos secundários com 

atividade competitiva e de virulência contra outros microrganismos (Sengupta; 

Chattopadhyay; Grossart, 2013). Ambientes hostis resultam em um enriquecimento 

genético e fisiológico heterogêneo e adverso entre as espécies, aumentando a 

geração de diversidade a fim de garantir a sobrevivência da população (Aertsen et al., 

2004). 

 

Tabela 1 – Relação entre organismos extremófilos e seus ambientes. 

Tipo Sobrevivência Ecossistema 
(exemplos) 

Espécie 

Termófilos 50-80 °C Gêiseres Synechococcus 
lividus 

Hipertermófilos Acima de 80 °C Hidrotermais Pyrodictium 
occultum 

Psicrófilos Abaixo de 15 °C Lagos antárticos - 
Vostok 

Psychrobacter 
fulvigenes 

Acidófilos < 5.0 pH Intestino humano            Lactobacillus 
acidophilus 

Alcalófilos   > 8.5 pH Lagos Alta montanha - 
Antofagasta 

Bacillus halodurans 

Halófilos 2,5–5,2 M NaCl Lagos hipersalinos Halobacterium 
salinarum 

Radiófilos > 15 kGy Chernobyl Deinococcus 
radiodurans  

Xerófilos Alta dessecação Rochas vulcânicas Chamaesiphon sp. 

Piezófilo Pressões ≥ 40 
Mpa 

Fundo oceano                                  Shewanella 
pealeana 

Fonte: Adaptado conforme estudos de Horikoshi et al., 2011. 

 

https://www-sciencedirect-com.ez45.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1878614618300643?via%3Dihub#!
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Temperaturas extremamente elevadas ou extremamente baixas são fatores 

limitantes para o desenvolvimento de certos organismos. Por exemplo, temperaturas 

acima de 100 °C resultam em desnaturação enzimática, inativando sua atividade 

catalítica. Já em ambientes com temperaturas baixas (< -18 °C), ocorre o rompimento 

de membranas celulares, o que é letal (Rothschild e Mancinelli, 2001). Entretanto, 

organismos termófilos e psicrófilos possuem adaptações em suas proteínas e 

estrutura celular como resultado da evolução durante milhões de anos, e podem 

sobreviver a tais fatores. A capacidade de osmorregulação de microrganismos que 

vivem em ambientes hipersalinos é por decorrente da síntese de protetores osmóticos. 

Ou seja, o meio intracelular é adaptado às concentrações de sais no citoplasma, 

sendo pouco dependentes da água como solvente (Cavicchioli, 2002; Rampelotto, 

2010). 

 

3.7 Halófilos e Halotolerantes 

 

 Organismos extremófilos ou extremotolerantes que conseguem se 

desenvolver em ambientes com alta salinidade são denominados halofílicos (do latim 

‘amantes do sal’) (Vaidya; Dev; Sourirajan, 2018). Pertencentes aos três domínios 

filogenéticos – Bacteria, Archea e Eucarya –, tais microrganismos são distinguidos em 

categorias de acordo com a concentração mínima de sal, a salinidade ótima e o limite 

máximo de tolerância para o seu crescimento (Oren, 2008). Embora seja necessário 

um conjunto de propriedades físico-químicas do ambiente para o crescimento desses 

organismos, as definições mais comumente utilizadas são perfiladas a partir da 

concentração de cloreto de sódio (NaCl) presente no seu nicho ambiental.  Sendo 

assim, os halofílicos são categorizados em: halófilos extremos (crescimento em meios 

contendo entre 15 a 30 % ou entre 2,5 a 5,2 M de NaCl); halófilos moderados 

(crescimento em meio contendo entre 3 a 15 % ou entre 0,5 a 2,5 M de NaCl) e; 

halófilos leves (crescimento em meios contendo entre 1 % a 3 % entre 0,2 a 0,5 M de 

NaCl) (Oren, 2008; Roohi et al., 2014) (Figura 3). Ademais, organismos que não 

apresentam dependência, porém possuem distintos graus de tolerância ao sal são 

denominados halotolerantes (Andrei; Banciu; Oren, 2012). 

Os principais desafios de sobrevivência enfrentados por organismos que 

habitam ambientes com condições de extrema salinidade estão relacionados à 
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desidratação e ao estresse osmótico, podendo influenciar nas funções vitais das 

células, como as atividades enzimática e proteica, assim como a taxa de crescimento 

e densidade populacional (Weinisch et al., 2018). Como forma de regular o cenário de 

perturbações no equilíbrio osmótico interno das células, microrganismos halofílicos 

empregam duas importantes estratégias adaptativas: (i) a primeira émais observada 

em microrganismos halófilos extremos, no qual ocorre um maior acúmulo de íons K + / 

Cl - para manter o equilíbrio osmótico interno em resposta a condições hipersalinas 

do ambiente externo; (ii) a segunda éencontrada em microrganismos halófilos 

moderados e halotolerantes, os quais sintetizam solutos compatíveis, como aminas 

e álcoois, de forma acumulativa no interior da célula, permitindo o equilíbrio osmótico 

(Oren et al., 2005; Oren, 2013; Gunde-cimerman; Plemenitaš; Oren, 2018). A 

sofisticação dessas adaptações está relacionada ao grau de concentração de 

salinidade no exterior celular, sendo, portanto, organismos preparados 

evolutivamente, exibindo mecanismos ideais para ambientes em constantes 

mudanças.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Curvas ilustrativas dos padrões das diferentes categorias dos 
halófilos demonstrando os efeitos do cloreto de sódio no crescimento 
bacteriano. Fonte: Willey et al., 2013. 
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Organismos halofílicos estão presentes em todos os domínios da árvore da 

vida, sendo a diversidade de espécies mais abundante pertence ao domínio Bacteria 

(50,1 %), seguido de Eukarya (27,9 %) e Archaea (21,9 %) (Loukas; Kappas; 

Abatzopoulos, 2018). Dentro do domínio das bactérias, os microrganismos halófilos 

estão presentes nos filos Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, 

Spirochaetes e Bacteroidetes (Oren, 2008). Grupos que contém apenas halófilos e 

se relacionam filogeneticamente estão presentes na ordem Halobacteriales, a família 

Halobacteriaceae (Euryarchaeota) e bactérias da ordem Halanaerobiales 

(Firmicutes).  

A família Halomonadaceae (Gammaproteobacteria) são quase 

exclusivamente halofílicos. Os estudos da diversidade filogenética dentro das 

Halobacteriaceae e Halomonadaceae aumentaram muito nos últimos anos. O 

aumento exponencial da caracterização e descrição taxonômica de novas espécies 

desses grupos se deve às extensivas amostragens em lagunas e ambientes 

hipersalinos ao redor do mundo (Oren, 2008). Segundo os últimos dados da 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, a família 

Halomonadaceae contém 12 gêneros e totaliza 123 espécies (Arahal; Oren; Ventosa, 

2017). 

 

3.8 Halomonas sp. 

 

O gênero Halomonas, inserido na família Halomonadaceae, são bactérias 

gram-negativas em forma de bastonete de 0,6-0,8 μm. Normalmente crescem na 

presença de oxigênio, mas algumas espécies são consideradas anaeróbias 

facultativas, e todas as espécies são quimiorganotróficas (Vreeland, 2015). São 

bactérias que possuem adaptação aos diferentes regimes de pressão de salinidade, 

consideradas halófilas leves e moderadas, com preferência de crescimento entre 3 a 

15 % de NaCl (Kim; Lee; Stevens, 2013).  A primeira espécie isolada dessa família 

altamente versátil foi a Halomonas enlogata em 1980, e o gênero foi estabelecido em 

1988 (Oren, 2008). No último levantamento bibliográfico, dentro do gênero já existem 

90 espécies descritas (Arahal; Oren; Ventosa, 2017). Os ambientes em que as 

espécies foram originalmente encontradas são em minas de sal, fontes hidrotermais, 

lagunares hipersalinos da Antártica e ambientes marinhos (Kim; Lee; Stevens, 2013). 
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A osmoadaptação desse gênero requer a captação de potássio e a síntese de 

solutos orgânicos compatíveis que permitem a regulação osmótica em ambientes 

salinos (Kindzierski et al., 2017). Foi demonstrado que a espécie H. elongata aumenta 

seu nível citoplasmático de K+ em salinidades mais baixas. Quando inseridos em 

salinidades altas, o soluto citoplasmático predominante é a ectoína (Kraegeloh et al., 

2002). A diferença de estratégia confirma que o potássio serve como um osmólito 

transitório até a substituição por outro composto compatível, permitindo à célula 

restaurar seu volume celular e pressão do turgor (Welsh e Herbert, 1993). Outra 

vantagem importante desse gênero é não apenas sintetizar novamente os solutos 

compatíveis, mas também resgatá-los no ambiente através de proteínas de 

membrana de transporte, o qual teria um custo bioenergético menor na 

osmorregulação celular (Oren, 1999). A captação de solutos osmóticos orgânicos, 

como a ectoína e a hidroxiectoína, é mediada pelo sistema de transporte 

periplasmático independente de ATP tripartido (TRAP), chamados TeaABC, uma 

família de transportadores ABC que são ativados pelo estresse osmótico (Grammann 

et al., 2002, Kuhlmann et al., 2002).  

Devido a seus mecanismos específicos de adaptação à solução salina, 

bactérias do gênero Halomonas têm sido empregadas como modelos em pesquisas 

astrobiológicas. Pesquisas relativas à tolerância de sais caotrópicos em membros do 

gênero Halomonas vem sendo elucidadas devido à natureza hostil desses sais, como 

por exemplo as análises de crescimento com perclorato de sódio em Halomonas 

salifodinae (Matsubara et al., 2017) e H. enlogata (Oren et al., 2013) e sulfato de 

magnésio em Halomonas variabilis (Crisler et al., 2012). Solutos caotrópicos têm a 

propriedade de desestabilizar as interações eletrostáticas nas macromoléculas 

biológicas, isto é, elas podem desestruturar bicamadas lipídicas, proteínas e outras 

macromoléculas (Ball e Hallsworth, 2015). Acredita-se que solutos orgânicos 

compatíveis produzidos pelos microrganismos acabam agindo como agentes 

kosmotrópicos, como forma de estabilizar o controle do turgor e proteger estruturas 

macromoleculares (Bhaganna et al., 2010).  

 

3.9 Ambientes da Terra e Marte - Passado e Presente  

 

O período Arqueano (3,9-2,5 bilhões de anos) da Terra era composto por 

luminosidade mais tênue, cerca de 70 % da intensidade da luz atual, oníveis de 
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oxigênio eram baixos e ambiente da superfície essencialmente anóxico (Sleep 2010). 

A presença de sulfeto e sulfato sedimentar emitidos pela atividade vulcânica indica 

influência atmosférica por um ciclo global de enxofre (Montinaro e Strauss, 2016). Os 

processos biológicos iniciais na Terra já estavam presentes durante esse período, os 

quais eram formados por estruturas tróficas bentônicas em agregações de biofilmes e 

tapetes microbianos (Krumbein et al., 2003). Essas estruturas deixaram um registro 

fóssil através da acumulação de precipitados minerais carbonáticos e aprisionamento 

de sedimentos devido ao crescimento e atividade metabólica de microrganismos 

(Noffke, 2013). 

As assembleias fósseis mais antigas identificadas na Terra são formadas por 

rochas sedimentares laminadas, denominadas de estromatólitos e, por microbially 

induced sedimentary structure (MISS) que dominaram as formas de vida por mais de 

dois bilhões de anos (Noffke et al., 2001; Schopf, 2006). Atualmente, é possível 

observar essas estruturas em alguns poucos ambientes terrestres, como por exemplo 

em Pilbara, na Austrália, com rochas de 3,4 bilhões de anos, assim como na 

Groelândia, datando 3,7 bilhões de anos, sendo este último ainda controverso (Van 

Kranendonk et al., 2008; Nutman et al., 2016). As conformações no registro fóssil 

dessas estruturas são importantes para compreender como as primeiras formas de 

vida terrestres se configuraram. Além disso, incorporam novas compreensões para 

buscas futuras em Marte (McMahon et al., 2018).  

O conhecimento das características ambientais que dominaram o início da era 

geológica em Marte (4,5 a 3,5 bilhões de anos atrás) ainda são limitadas. 

Reconstruções paleotopográficas, mineralogia aquosa e formas fluviais indicam um 

passado quente e úmido, diferente dos dias atuais (seco e frio) (Craddock e Howard, 

2002). O controle climático na atmosfera inicial marciana está ligado ao efeito estufa 

exercido por gases sulfurosos, isto é, o SO2 poderia ter aquecido Marte e inibido a 

condensação de CO2, impedindo seu resfriamento (Halevy et al., 2007; Franz et al., 

2019). Além disso, os gases do efeito estufa poderiam servir como um escudo contra 

radiação ultravioleta, e uma abundância de minerais de enxofre serviria como energia 

para uma possível biosfera marciana (Franz et al., 2019). Tendo em vista que a 

história geológica e climática inicial da Terra e as condições hipotéticas de Marte 

apresentam semelhanças, a origem da vida em Marte poderia ter ocorrido da mesma 

forma que na Terra (Schulze-Makuch et al., 2005). 
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De qualquer modo, determinar a existência de água líquida na superfície 

marciana é fundamental para compreender a potencialidade de vida, passada ou 

presente, em Marte. As recentes descobertas de água em forma de gelo e de sais de 

clorato e perclorato, nas regiões polares de Marte, bem como em suas latitudes 

médias, compõem importantes evidências à produção de água salina líquida (Fischer, 

2016). Estes sais podem diminuir o ponto de congelamento da água em até -193,15 

°C, subtraindo a taxa de evaporação e, podendo ser higroscópico, ou seja, com 

capacidade para absorver facilmente a umidade atmosférica (Ojha et al., 2015). Sob 

essas condições, possíveis inundações episódicas em Marte podem ter sido 

registradas através das linhas de encosta recorrentes a partir de um derretimento 

efêmero causado na presença de sais caotrópicos, embora fluxos secos e 

empoeirados possam explicar o escurecimento sazonal dessas linhas (Abotalib et al., 

2019; Stillman et al., 2020).  

 As primeiras análises químicas do solo marciano foram observadas pela sonda 

Phoenix Mars Lander em 2007, as quais revelaram um solo levemente alcalino com a 

presença de sais de perclorato (Cull et al., 2010) e sulfato (Kounaves et al., 2010). 

Clorato de magnésio e perclorato de magnésio e cálcio foram detectados em 

sedimentos do paleolago da cratera Gale pelo Mars Science Laboratory (MSL) (Figura 

4) (Glavin et al., 2013; Sutter et al., 2017). Dados espectrais do Mars Reconnaissance 

Orbiter identificaram evidências da presença de perclorato de magnésio, clorato de 

magnésio e perclorato de sódio em zonas de linhas de encostas recorrentes na 

superfície de Marte (Ojha et al., 2015). A combinação de sais caotrópicos, implicando 

em salmouras líquidas no ambiente antigo de Marte, é amplamente aceito pela 

comunidade científica (Vaniman et al., 2004; Gendrin et al., 2005; Martínez e Renno, 

2013; Karunatillake et al., 2014), e pode estar presente nos dias de hoje (Ojha et al., 

2015). Avaliações dos sinais de radar emitidos pela espaçonave Mars Express da 

European Space Agency (ESA), indicaram a presença de água líquida subglacial, 

possivelmente salina, estável e sob profundidade relativamente rasa (cerca de 1,5 km) 

(Orosei et al., 2018).  
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Nosso conhecimento da extensão da biosfera terrestre em ambientes salinos 

extremos está condicionado a uma ampla população de microrganismos halófilos 

(Oren, 2008). As características extremas do planeta Marte – aridez, baixas 

temperaturas e fortes radiações solares – impossibilitam a sobrevivência de muitos 

organismos terrestres. Porém, seu ambiente pode ser mais favorável a alguns 

microrganismos extremófilos halófilos que vivem em condições quase marcianas na 

Terra. Dados sobre a sobrevivência de halófilos em ambientes análogos à Marte e à 

Terra primitiva podem fornecer um grande avanço sobre o nosso entendimento do 

surgimento e evolução da vida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Sedimentos em um antigo lago na cratera Gale em Marte. Fonte: 
http://jpl.nasa.gov. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4. 1. Coleta de Amostra 

 

Uma amostra de tapete microbiano foi coletada durante o inverno austral em 

julho de 2016. A amostragem foi realizada na Laguna Ojos de Campo (OCA), 

localizada a 3350 m do nível do mar (coordenadas: 25° 39 ′48.96′′S 67° 42 ′53.91′′W), 

no salar de Antofalla, no departamento de Antofagasta de la Sierra, situado no 

noroeste da província Argentina de Catamarca (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Mapa de localização da Laguna Ojos de Campo. A) mapa da América do 
Sul, centralizando no noroeste da Argentina e o salar de Antofalla B) Lagunas do 
complexo Ojos de Campo. C) imagens da laguna no momento da amostragem e D) 
tapete microbiano em formato de rugas. 
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A Laguna OCA é considerada hipersalínica e possui pH 8,5 (Albarracín et al., 

2015). A amostra de tapete microbiano possuía dimensões de 5 cm x 2 cm e 

profundidade de 1 cm. Após a coleta, a amostra foi armazenada em tubo de 50 mL 

tipo falcon e mantida sob refrigeração. A coleta foi realizada em conjunto com a Dra. 

Maria Eugenia Farias, do Laboratorio de Investigaciones Microbiologicas de Lagunas 

Andinas (LIMLA-PROIMI). 

 

4.2 Análise da Comunidade Bacteriana Presente no Tapete Microbiano  

 

4.2.1 Extração, Amplificação e Sequenciamento do DNA Total  

 

 Para a extração de DNA total, foi realizado uma mistura retirando três partes 

em distintos pontos da amostra, com profundidade de até 1 cm (Rascovan, 2016). A 

mistura foi transferida para tubo estéril e o DNA foi extraído através do Powersoil DNA 

Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.), de acordo com as indicações do fabricante. 

Devido à amostra de um tapete microbiano conter biomassa maior que o solo, o 

protocolo obteve modificações conforme orientação do fabricante, com diminuição da 

quantidade amostral (150 mg). A concentração do DNA total da amostra foi verificada 

usando um fluorômetro Qubit® 2.0 (Life Technologies Corporation, Califórnia, USA).  

 A amplificação da região 16S rRNA foi realizada pela técnica de reação em 

cadeia da polimerase (PCR), em termociclador (Thermo Fischer Scientific, Watham, 

MA, EUA), utilizando oligonucleotídeos iniciadores 515F (5'- GTG CCA GCM GCC 

GCG GTA A-3 ') e 806R (5'- GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT-3'). Estes 

oligonucleotídeos iniciadores são empregados pois abrangem uma grande 

diversidade para arqueias e bactérias (Bates et al., 2011).   

 A reação de PCR foi realizada com Platinum Taq DNA Polymerase High 

Fidelity Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Os reagentes utilizados na PCR foram 

obtidos a partir do High Fidelity PCR buffer, utilizando, portanto, 2U de Taq DNA 

polimerase, 2 mM de MgSO4, 0,2 mM de dNTP mix, 25 µg de Ultrapure BSA 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 0,1 µM de cada primer, aproximadamente 30ng de 

DNA e água ultrapura para completar o volume final de 25 µL. As condições do PCR 

foram 94 ºC por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 ºC por 45 segundos, 56 ºC por 
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45 segundos e 68 ºC por 1 minuto, com uma etapa final de extensão de 68 ºC por 10 

minutos.  

 O produto resultante da PCR foi sequenciado na Universidade Federal do 

Pampa (UNIPAMPA, Bagé, RS, Brasil) em equipamento Ion Torrent (Thermo Fischer 

Scientific, Watham, MA, EUA). O DNA foi purificado usando Agencount AMPure 

Beads (Beckman Coulter). A construção da biblioteca foi realizada como descrito no 

Ion Plus fragment Library a partir de uma quantidade inicial de 100 ng de produto de 

PCR. As sequências foram conduzidas no Ion Personal Genome Machine (PGM) 

System (Thermo Fischer) usando chip Ion 316, conforme instruções do fabricante. A 

sequência foi submetida no banco de dados European Nucleotide Archive com o 

número de acesso PRJEB35778. 

 

4.2.2 Caracterização Taxonômica e Predição Metabólica Via Bioinformática 

 

As sequências cruas (raw reads) obtidas após o sequenciamento do Ion Torrent 

foram submetidas a um processo de controle de qualidade utilizando a ferramenta 

Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Foram removidos os 5 bp iniciais e terminais no 

sentido 5' 3'.  Uma janela deslizante de tamanho de 16 pb foi aplicada, restringindo a 

um comprimento mínimo de 100 pb e removendo as de baixa qualidade, com 

pontuação mínima de 20 na taxa de phred. Utilizando a ferramenta UPARSE, foram 

removidos os reads duplicados e respectivos singletons (Edgar, 2013). Após a etapa 

de pré-processamento, as reads restantes foram agrupados e classificados em OTUS 

com 97 % de similaridade. As atribuições taxonômicas foram empregadas com o 

banco de dados de referência RDP na plataforma Qiime 1.9 (Maidak et al., 2000; 

Caporaso, et al., 2010).  

A classificação de predição metabólica da comunidade microbiana identificada 

na amostra de tapete microbiano coletada neste estudo foi realizada por meio do 

programa PICRUST (v2.0) (Douglas et al., 2019). Conforme protocolo sugerido pelo 

programa, as OTUs foram fechadas com referência ao banco de dados RDP com 

identidade de 97 %. A tabela de OTU resultante foi conduzida para análise da predição 

metabólica referenciada a partir do banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genome (KEGG) Orthology (KO) (Kanehisa et al., 2014), utilizando o comando 

"predict_metagenomes.py " no PICRUSt. Os valores da provável predição metabólica 
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foram estimados usando o Nearest Sequence Taxon Index (NSTI) (Langille et al., 

2013). 

 

4.3 Isolamento dos Microrganismos Halófilos 

 

Para isolamento de microrganismos halófilos, 1,0 g do sedimento coletado foi 

pesado em balança de alta precisão e inoculado em 9,0 mL de solução salina a 0,85 

%. Uma alíquota de 0,1 mL da diluição foi inoculada em duplicata em meio de cultura 

desidratado Marine Broth 2216 BD Difco™ contendo 1,5% de ágar. A técnica utilizada 

para isolamento foi de espalhamento em superfície (spread plate). A incubação 

ocorreu em três temperaturas diferentes:  15 ºC ±1 ºC, 37 ºC ±1 ºC e 45  ºC ±1 ºC, em 

condições aeróbias e anaeróbias, sendo essas incubadas em jarra e gerador de 

anaerobiose.  

Trinta e três colônias que apresentaram características morfológicas distintas 

foram selecionadas e submetidas a novo isolamento em Marine Broth, com adição de 

1,5 % de ágar. Após o crescimento das colônias, foram realizados testes de coloração 

de Gram e caracterização morfológica. Todos os isolados foram armazenados em 

microtubos a -20 °C em uma solução contendo 1,0 mL de meio para preservação 

(solução de 10 % de leite desnatado) junto a uma alíquota da cultura bacteriana 

isolada (Cody et al., 2008). 

 

4.3.1 Identificação dos isolados por MALDI-TOF 

 

A identificação dos microrganismos halófilos presentes na amostra de tapete 

microbiano foi realizada por meio das análises do espectro de massa pela técnica 

MALDI-TOF (Singhal et al., 2015). Os isolados foram preparados em placas, contendo 

meio de cultura Marine Broth contendo 1,5% ágar. Em seguida, os isolados foram 

inoculados por esgotamento, com a finalidade de obter colônias puras. Para a 

preparação dos isolados, foi realizado o procedimento por extração, transferido uma 

colônia para um microtubo contendo 300 µL de água milli-Q, adicionado de 900 µL de 

etanol absoluto e brevemente centrifugado a uma velocidade de 13.000 rpm. O 

sobrenadante foi removido, adicionado de 50 µL de ácido fórmico 70 % 

ehomogeneizado para a adição de 50 µL de acetonitrila. Após uma nova centrifugação 
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em velocidade máxima de 13.000 rpm, foi adicionado 1 µL do sobrenadante no spot 

da placa de aço inoxidável para realização das análises (Matsuda et al., 2012; Rahi et 

al., 2016). 

Os resultados foram estabelecidos a partir da correlação dos scores dos 

espectros obtidos com o banco de dados. A classificação é estabelecida em quatro 

diferentes níveis de segurança: identificação segura em nível de espécie (score 2.300-

3.000), identificação segura em nível de gênero e provável espécie (score 2.000-

2.299), provável identificação em nível de gênero (score 1.700-1.999) e nível de 

confiança insuficiente para identificação (score 0-1.699). 

 

4.3.2 Identificação Genotípica dos Isolados Halófilos por Métodos Moleculares 

 

Para identificação genotípica dos isolados halófilos que não tiveram um score 

com nível de segurança na análise do MALDI-TOF, foi realizada a extração de DNA 

para identificação de espécie conforme o protocolo proposto por Donato (2007). As 

amostras foram cultivadas em 2,0 mL de caldo marinho com as temperaturas de 

acordo o seu crescimento inicial por 24 horas. Foi transferido 1,0 mL do caldo para 

um microtubo, centrifugando a 14.000 rpm por 1 minuto. Posteriormente, foi 

descartado o sobrenadante e inserido 40 μL de solução de lise. Após 

homogeneização, os microtubos foram colocados em banho seco a 100 °C por 15 

minutos. A seguir, foram adicionados 950 μL de tampão TE, homogeneizados e 

armazenados a 4 °C.  

O gene 16S rRNA foi amplificado parcialmente (500 bp) pela reação de PCR, 

utilizando os oligonucleotídeos iniciadores FC27 (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3′) e R530 (5'-CCGCGGCTGCTGGCACGTA-3') (Gontang et al., 2007). As condições 

do termociclador utilizadas para esta reação consistiram em 35 ciclos de 94 °C por 5 

minutos, 94 °C por 1 minuto, 58 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e um passo de 

extensão final a 72 °C durante 10 minutos. Os produtos de amplificação foram 

examinados por eletroforese em gel de agarose a 1,5 %. As reações de 

sequenciamento foram realizadas pelo método de Sanger. As sequências obtidas 

foram comparadas de acordo com as similaridades dentro do banco de dados do 

NCBI, usando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). A construção 

da árvore filogenética foi realizada pelo método da máxima verossimilhança de 25 
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linhagens neste estudo, utilizando sequências do gene 16S rRNA, empregando o 

programa MEGA7 (Hall, 2013). 

 

4.3.3 Identificação das Espécies Isoladas por Métodos Bioquímicos 

 

 Foram realizadas análises bioquímicas para distinção das cepas de Halomonas 

boliviensis, H. variabilis e H. alkaliantartica que obtiveram identidade semelhante nas 

análises genotípica do 16S rRNA. Seguindo as descrições comparativas conforme 

proposto por Poli et al. (2007), as cepas foram submetidas às provas bioquímicas com 

o objetivo de diferenciar as espécies Halomonas boliviensis, H. variabilis e H. 

alkaliantartica, que apresentaram similaridade de identidade. Para tanto, executou-se 

os testes enzimáticos de produção de indol com o meio de cultura SIM e detecção por 

meio da adição do Reagente de Kovac após 24 horas de incubação. O teste da 

atividade da enzima uréase foi feito com o caldo ureia contendo vermelho de fenol. As 

cepas controle positivo para esses testes foram Escherichia coli ATCC 25922 e 

Staphylococcus saprophyticus, respectivamente.  

Para complementar a identificação, testes de fermentação de carboidratos 

foram realizados. O teste de lactose foi verificado a partir da inoculação dos isolados 

em Ágar MacConkey, e a metabolização dos açúcares sacarose e glicose foram 

avaliadas com meio de cultura contendo água peptona, cloreto de sódio, púrpura de 

bromocresol e 1 % da solução de cada açúcar. Para diferenciação dos isolados que 

obtiveram mesma identidade genotípica do 16S rRNA para as espécies Bacillus 

zhangzhouensis e B. australimaris, foram realizados testes de esporulação (Liu et al., 

2016). A técnica se baseou no aquecimento por 5 minutos das lâminas com 

suspensão bacteriana com corante verde malaquita para coloração dos endósporos e 

fucsina para coloração da célula vegetativa. A cepa controle utilizada nessa técnica 

foi B. subitilis ATCC 18659. 
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4.4  Análise de Tolerância a Sais Caotrópicos 

 

4.4.1 Análise Qualitativa de Tolerância ao Perclorato de Magnésio 

 

Para avaliar qualitativamente o crescimento dos isolados obtidos a partir da 

amostra coletada, os protocolos estabelecidos para testes de perclorato de magnésio 

foram formulados segundo as análises desenvolvidas por Oren et al. (2014). 

Primeiramente, foi testada a capacidade dos isolados de crescimento em caldo do 

meio de cultura Marine Broth, suplementado com perclorato de magnésio Mg(ClO4)2, 

nas concentrações de 0,25 M, 0,5 M e 1,0 M. Estas concentrações foram obtidas a 

partir da adição do sal em um frasco erlenmeyer contendo 150 mL de meio marinho e 

esterilizados por membrana de filtração. Os cálculos foram baseados em íons de 

perclorato, porque os testes foram realizados em solução aquosa (Wadsworth e 

Cockell, 2017). Para obtenção das concentrações supracitadas, foram adicionados 

sais de perclorato de magnésio nas quantidades de 4,18 g, 8,37 g e 16,47 g, 

respectivamente.  

Para a realização dos ensaios, as culturas foram pré-inoculadas por 24 horas 

em estufa nas temperaturas (15 ºC, 37 ºC e 45 ºC). Alíquotas de 50 µL das culturas 

bacterianas foram adicionadas em tubo estéril contendo 5,0 mL de meio de cultura 

controle e os meios suplementados para cada concentração. Todos os testes foram 

realizados em triplicata. A incubação foi realizada nas temperaturas de crescimento 

dos microrganismos isolados (15 ºC, 37 ºC e 45 ºC). Os resultados foram avaliados 

qualitativamente a partir de observação de turbidez após 24 e 48 horas de incubação. 

 

4.4.2 Análise Quantitativa de Tolerância aos Sais de Cloreto de Sódio, Sulfato e 

Perclorato de Magnésio 

 

Após a triagem de crescimento dos isolados, foi avaliada quantitativamente a 

cepa OC 9.7, que obteve crescimento na maior concentração de perclorato de 

magnésio. Portanto, perfil de crescimento foi determinado com este sal nas 

concentrações de 0,25 M, 0,5 M, 1,0 M e 1,2 M, avaliando a densidade óptica a partir 

das medidas de turbidez por espectroscopia em relação ao tempo. Da mesma forma, 
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foi avaliado o crescimento nas concentrações de 0,5 M, 1,0 M, 1,5 M e 2,0 M de 

MgSO4 e de 5 %, 15 % e 25 % de NaCl. 

Nos ensaios, 50 µL do inóculo bacteriano com 24 horas de crescimento foram 

adicionados em 5,0 mL do meio controle e contendo meios suplementados com os 

sais. Os testes foram realizados em triplicata, com controle negativo e branco. Os 

resultados foram expressos com a curva de crescimento de acordo com densidade 

óptica por absorbância em espectrofotômetro com comprimento de onda em 600 nm. 

As medições foram realizadas em 0, 6, 12, 18, 24 e 48 horas. As análises de sulfato 

de magnésio foram estabelecidas de acordo com Crisler et al. (2012). 

 

4.5 Análises Estatísticas 

 

Todas as experiências foram realizadas em triplicata. Controles negativos e 

brancos foram executados em todos os casos. Os números apresentados nos 

resultados são as médias e as barras de erro representam o desvio padrão entre as 

triplicatas.  As análises estatísticas para as curvas de crescimento foram realizadas 

usando análise de variância (ANOVA) bidirecional, acompanhado do teste de 

comparações múltiplas de Dunnett, onde p <0,05 foi considerado significativo. As 

análises foram realizadas no programa Graphpad Prism 7.0. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Classificações Taxonômicas da Comunidade Bacteriana  

 

As sequências obtidas após o processamento dos dados resultaram em 36.791 

sequências 16S rRNA, das quais 31.720 (86,0 %) foram atribuídas às sequências 

bacterianas e 237 (0,6 %) às sequências arqueais. O restante das sequências, 13,4 

%, foram consideradas ‘não classificados’ e ‘não atribuídos’. No total foram atribuídos 

135 OTUs. A composição da comunidade bacteriana incluiu cinco filos dominantes: 

Proteobactérias (44,4 %), Bacterioidetes (8,9 %), Firmicutes (3,8 %), Verrucomicrobia 

(3,3 %) e Cianobactérias (2,9 %), constituindo mais da metade da população total 

encontrada. Os filos menos abundantes correspondem às Acidobactérias e 

Actinobactérias com <3% da população total (Figura 6).  

 

Figura 6: O gráfico representa os táxons mais abundantes até o nível de classe no tapete microbiano 
deste estudo. As figuras em segundo plano mostram as classes mais representativa em cada filo. 
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As unidades taxonômicas (OTUs) restantes tiveram abundância abaixo de 1 % 

e foram enquadradas na “biosfera rara” (Lynch e Neufeld, 2015). Neste grupo estão 

incluídos os filos Spirochaetes, Chloroflexi, Cloacimonetes, Deinococcus-Thermus, 

Planctomycetes e Nitrospirae. As proteobactérias foram representativas nas classes 

Betaproteobacteria (28 %), Gamaproteobacteria (19 %), Deltaproteobacteria (18%), 

Alphaproteobacteria (10 %) e Epilosproteobacteria (9 %), não classificadas, 

representando 16 % dentro do filo.  

A família Comamonadacea, representativa da classe Betaproteobacteria, foi 

dominante na população total. Outras famílias bacterianas destacaram-se como 

Campylobacteraceae, Moraxellaceae, Burkholderiales Incertae Sedis - dentro do filo 

Proteobacteria. No filo Bacterioidetes, as famílias mais abundantes foram 

Prevotellaceae, Chitinophagaceae, Bacteoidaceae e Flavobacteriaceae. Dentro do 

grupo firmicutes, a família mais abundante corresponde a Planococcaceae (Bacilli) e 

Tissierellaceae, classificada como Clostridiales Incertae Sedis Family XI no banco de 

dados do RDP. As sequências que foram relacionadas às famílias XII e XIII nas 

cianobactérias estão inseridas na família Microcoleaceae e Oscillatoriaceae, 

respectivamente (Figura 7). As divergências de nomenclatura nesta análise são 

referentes ao banco de dados RPD, que por sua vez segue a nomenclatura do Manual 

de Bacteriologia Sistemática de Bergey, o qual se baseava em uma classificação por 

meio do código botânico (Ramos et al., 2017). A comunidade archaeal mostrou menos 

abundância e diversidade. Nas sequências atribuídas ao domínio archaeal, 60% foram 

designados Euryarchaeota e 40% Thaumarchaeota, constituídos pelas famílias 

Halobacteriaceae e Nitrososphaeraceae, respectivamente. Para uma ampla 

visualização dos resultados obtidos na análise da composição taxonômica, verificar o 

Apêndice 1.  
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5.2 Previsão funcional da comunidade microbiana 

 

A análise foi feita através do software PICRUSt, com a composição funcional 

da comunidade microbiana a partir do 16S rRNA (Figura 8). Os resultados do nível 2 

do KEGG mostraram um alto número de sequências atribuídas a transporte da 

membrana (13,8 %). As classes funcionais de metabolismo de aminoácidos (10,2 %), 

biossíntese de metabólitos secundários (8,7 %), informações genéticas de replicação 

e reparo (7,7 %) e metabolismo energético (5,9 %) também demonstraram ser mais 

abundantes. O nível 3 do KEGG mostrou categorias funcionais de transportadores 

ABC, proteínas de reparo e recombinação de DNA, fosforilação oxidativo, 

metabolismo do enxofre e metano e montagem flagelar (Figura 8). Resultados 

detalhados do PICRUSt O KEGG nível 3 podem ser visualizados no Apêndice 2. 

Figura 7: Gráfico de radar indicando as famílias mais abundantes dentro de cada filo. Foram 
configurados dentro da categoria ‘outros’, as famílias não classificadas e táxons raros, 
correspondendo a 65 % da comunidade presente no tapete microbiano. 
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5.3 Identificação de Isolados Halófilos Presentes no Tapete Microbiano 

 

No total, 33 isolados foram obtidos do meio sólido marinho nas três 

temperaturas testadas (15, 37 e 45 ºC). Não foi identificado crescimento em 

anaerobiose. Os isolados foram identificados usando dois métodos de identificação 

diferentes, e os resultados estão resumidos na Tabela II. Somente oito cepas isoladas 

puderam ser identificadas pelo MALDI-TOF MS. Além disso, o banco de dados 

apresentou score baixo e a identificação foi diferente entre as duas técnicas. As 

espécies identificadas foram Shewanella frigidimarina (n= 07) e Bacillus astropheus 

(n= 01), com score de identificação variando de 2.012 a 1.795 entre eles. A variação 

nas taxas de erros de identificação no nível de espécie é baixa entre os pontos de 

corte de ≥ 2.000 a ≥ 1.700 e pode variar de 0,8 % a 3,9 % (Li et al., 2017).  

A identificação de isolados não identificados com segurança no banco de dados 

MALDI Biotyper foi submetida a métodos moleculares. Os resultados indicaram a 

presença de dois gêneros distintos: Bacillus (n= 22) e Halomonas (n= 03). Entre as 

espécies de Bacillus, foram verificadas similaridades de identidade entre as espécies 

Figura 8: Categorias KEGG previstas por PICRUSt. a) Funções metabólicas previstas no nível 2 via 
KEGG, com barras representando a abundância relativa. b) Gráficos de pizza representando as funções 
previstas no nível 3 em quatro classes através da abundância absoluta. 
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Bacillus pumilus e Bacillus safensis em dez cepas. Estas espécies estão intimamente 

relacionadas, não exibem diferenças nas seqüências do gene 16S rRNA e não 

existem distinções fenotípicas e bioquímicas conhecidas (Branquinho et al., 2014).  

 

Tabela 2 – Comparação dos resultados do sequenciamento do gene 16S rRNA entre 

as similaridades do MALDI-TOF. 

 

 

Diferentemente, oito linhagens apresentaram similaridade entre 

Bacillzhangzhouensis e Bacillus australimaris, que foram distinguidas pelo teste de 

esporulação. Um isolado apresentou identidade com Halomonas sp. Outros dois 

apresentaram similaridade de identidade com as espécies Halomonas alkaliantartica, 

Nº lab 
N° acesso 
GenBank 

Espécies identificadas 
pelo sequenciamento  

% de 
similaridade  

Espécies 
identificadas pelo 

MALDI-TOF  

Score 
MALDI-

TOF 

OC 1.0 MN808795 
Bacillus safensis/Bacillus 

pumilus 
92.08 Bacillus sp. 1670 

OC 2.1 MN808796 B.safensis/ B. pumilus 99.58 Bacillus sp. 1472 
OC 2.2 MN808797 B.safensis/ B. pumilus 99.79 Bacillus sp. 1481 
OC 3.1 MN808798 B.safensis/ B. pumilus 99.79 Bacillus sp. 1307 
OC 3.2 MN808799 B.safensis/ B. pumilus 99.78 Não identificado - 
OC 3.3 MN808800 Bacillus swezeyi 99.13 Bacillus sp. 1413 
OC 3.4 MN808801 B.safensis/ B. pumilus 99.79 Bacillus sp. 1585 
OC 4.0 MN808802 Bacillus haynesii 97.87      Staphylococcus sp. 1333 
OC 5.1 MN808803 B.safensis/ B. pumilus 99.57 Bacillus sp. 1460 
OC 5.2 MN808804 Bacillus haynesii 97.87 Bacillus sp. 1320 
OC 6.1 MN808805 B.safensis/ B. pumilus 99.58 Bacillus sp. 1322 
OC 6.2 MN808806 B.safensis/ B. pumilus 98.51 Não identificado - 
OC 6.3 MN808807 B. australamaris 99.17 Bacillus sp 1412 
OC 7.1 MN808808 B.safensis/ B. pumilus 99.36 Bacillus sp. 1673 
OC 7.2 MN808809 B. australamaris 99.79 Bacillus sp 1252 
OC 7.3 MN808810 B. australamaris 98.20 Bacillus sp 1406 
OC 8.2 MN808811 Bacillus vallismortis 100.00 Bacillus sp 1533 
OC 8.3 MN808812 B. australamaris 98.57 Bacillus sp 1493 
OC 9.1 MN808813 B. australamaris 99.79 Bacillus sp 1493 
OC 9.2 - - - Bacillus sp 1990 
OC 9.3 MN808814 B. australamaris 100.00 Bacillus sp 1543 

OC 9.5 - - - 
Shewanella 
frigidimarina 

1795 

OC 9.6 - - - S. frigidimarina 2012 
OC 9.7 MN808815 Halomonas boliviensis 95.02 Halomonas sp. 1088 
OC 9.8 - - - S. frigidimarina 1852 
OC 9.9 MN808816 Halomonas boliviensis 98.09 Halomonas sp. 1277 
OC10.1 - - - S.  frigidimarina 1926 
OC 10.3 MN808817 Halomonas sp. 95.20 Não identificado 1487 
OC 10.5 MN808818 B. australamaris 98.40 Não identificado 1390 
OC 10.6 - - - S. frigidimarina 1869 
OC 10.7 MN808819 B. australamaris 99.79 Bacillus sp 1233 
OC 10.8 - - - S. frigidimarina 1825 
OC 10.9 - - - S. frigidimarina 1950 
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Halomonas variabilis e Halomonas boliviensis. Foram distinguidos após os testes de 

indol, urease, lactose e sacarose e glicose. A árvore de máxima verossimilhança não 

enraizada demonstra relações entre os táxons (Figura 9). 

 

 

 

5.4 Tolerância dos Isolados a Altas Concentrações de Sal 

 

  A tolerância das cepas ao Mg(ClO4)2 foi estudada submetendo as culturas 

bacterianas ao meio de cultivo baseado em NaCl, aumentando as concentrações de 

Mg(ClO4)2 em 0,25, 0,5 e 1,0 M. No teste qualitativo, todas as 33 cepas testadas 

apresentaram crescimento de 0,25 M de Mg(ClO4)2. Das 33 cepas, 18 

Figura 9: Árvore filogenética de máxima verossimilhança, mostrando relações de 25 cepas com base 

nas seqüências do gene 16S rRNA. Valores de Bootstrap (expressos como porcentagens de 1000 

réplicas) superiores a 50 % são mostrados nos pontos de ramificação. Um diagrama mostrando o teste 

qualitativo de crescimento observado em cepas em meio marinho suplementado com Perclorato de 

magnésio. 
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correspondentes a cinco espécies (B.safensis/pumilus, B. australamaris, B. 

valismortis, S. frigidimarina e H. boliviensis) mostraram produção de biomassa visível 

por turbidez em 0,5 M de Mg(ClO4)2, resultado obtido na análise qualitativa após 24 

horas de incubação (Figura 9). A cepa de H. boliviensis OC 9.7 foi a única capaz de 

crescer em 1,0 M de Mg(ClO4)2 após 15 horas de incubação na análise qualitativa 

(Figura 9).  

Após esta triagem inicial, foram realizados testes quantitativos de densidade 

óptica (Figura 10). A determinação turbidimétrica para as curvas de crescimento foi 

realizadoacom a cepa OC-9.7 de H. boliviensis. Os resultados de tolerância celular 

para análise de crescimento a 5 % de NaCl mostraram baixa diferença na medição 

final em relação ao controle. As concentrações de 15 e 25 % de NaCl apresentaram 

crescimento celular lento, sendo obtidas diferenças de 19 e 9 % respectivamente em 

relação ao controle em 48 horas.  

O teste de tolerância ao MgSO4 mostrou uma rápida variação de crescimento 

entre 24 e 48 horas quando submetido a 1,0 M, o que corresponde, igualmente, às 

medidas finais de controle e às menores concentrações de sal. A linhagem testada 

apresentou crescimento a 2,0 M após 48 horas de medição. Essa mesma cepa 

apresentou as maiores taxas de crescimento em perclorato de magnésio já 

registradas em estudos que exploram a tolerância de estresse osmótico. Tal 

crescimento foi observado na condição de 1,0 M Mg(ClO4)2, a partir de 18 horas de 

análise. 

As taxas de crescimento na concentração 0,5 M foram maiores em Mg(ClO4)2 

em comparação com o controle (p < 0,05). Os resultados detalhados da curva de 

crescimento constam nos Apêndices 3, 4 e 5.  
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Figura 10 - As curvas de crescimento da cepa Halomonas boliviensis OC-9.7, medida por turbidez, é 
apresentada em unidades de OD. Os testes de tolerância aos sais foram realizados através do crescimento 
da cepa com meio de cultura em caldo marinho suplementado com meio de cultura com A) cloreto de 
sódio-NaCl, B) sulfato de magnésio-MgSO4 e C) perclorato de magnésio-Mg(ClO4)2. 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1 Composição Taxonômica do Tapete Microbiano  

 

  

Em relação a filo e ordem, os resultados apresentaram padrões semelhantes a 

outros ambientes hipersalinos estudados (Bolhus et al., 2014; Mlewski et al., 2018) 

com dominância para Proteobacteria (44.4 %), Bacterioidetes (8.9 %), Firmicutes (3.8 

%), Verrucomicrobia (3.3 %) e Cyanobacteria (2.9 %). Os filos Proteobacteria, 

Bacterioidetes e Firmicutes exibem uma abundância de espécies adaptadas a 

condições estressantes de alta salinidade (Benlloch et al., 2002; Oren, 2008; 

Boujelben, et al., 2012; Preisner et al., 2016). Proteobacteria constitui atualmente a 

maior e mais diversificada linhagem filogenética e, consequentemente, abrange uma 

extrema diversidade metabólica (Kersters et al., 2006). Não obstante, a presença de 

Betaproteobactérias foi associada a condições oligosalinas em regiões áridas (Tang 

et al., 2012), o que corrobora os achados do presente trabalho. Associado ao filo 

Bacterioidetes, os grupos Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB) foram as 

bactérias mais frequentes no lago athalassohalina do deserto de Atacama, porque os 

seus representantes conseguiram índices de adaptação proporcionais às altas taxas 

de salinidade presentes no lago (Demergasso et al., 2004). Membros das famílias 

Planococcaceae, Halobacteroidaceae e Ruminococcaceae (Firmicutes) também são 

habitantes comuns de ecossistemas salinos (Schneider et al., 2013; Teske et al., 

2016; Schmitt et al., 2019). Desta forma, pode-se considerar que a salinidade possui 

papel decisivo na estruturação de uma comunidade, e, apesar do custo energético da 

adaptação ao alto teor de sal, ambientes hipersalinos constituem uma 

microbiodiversidade ativa (Oren, 1999; Lozupone e Knight, 2007). Na realidade, a 

persistência de diversas populações bacterianas e arqueas neste ambiente indica que 

a hipersalinidade não constitui um obstáculo isolado para o desenvolvimento de certos 

microrganismos e, sim, a habitabilidade neste nicho ambiental parece ser dependente 

de condições de salinidade caotrópica.  

Em um tapete microbiano típico, as cianobactérias são consideradas as 

principais produtoras primárias em sua estrutura, pois desempenham um papel 

importante na fotossíntese (Prieto-Barajas et al., 2018). De fato, outros tapetes 

microbianos já identificados, como na Bacia de Cuatro Ciénegas, México (Bonilla-
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Rossom, 2012), na fonte termal de Garga, Rússia (Rozanov, 2017) e na região 

desértica hipersalina de Rann de Kachchh, Índia (Patel et al., 2019) revelaram uma 

maior contribuição de organismos fototróficos. Quando comparado com outros 

estudos, a presença de cianobactérias foi de baixa abundância (2,9 %). Este fato pode 

estar associado à elevada altitude do ambiente e à hiperaridez do deserto de Atacama 

e Puna Atacama (Fernandez et al., 2016; Rasuk et al., 2016; Farias et al., 2017). A 

alta salinidade pode ser determinante para a abundância desse grupo, uma vez que, 

a partir de uma análise global da distribuição de microrganismos no planeta, as 

cianobactérias são menos frequentes em ambientes salinos (Canfora et al., 2014). 

Outros autores sugerem que a baixa presença do grupo de cianobactérias nesses 

ambientes pode estar associada à dificuldade de sobrevivência a altas taxas de 

radiação solar (Rasuk et al., 2016; Farias et al., 2017). Entretanto, somada à 

hipersalinidade, a baixa disponibilidade de oxigênio também é fator decisivo na 

proliferação de cianobactéria. 

No estado anóxico (pobre em oxigênio) tende a prevalecer populações de 

bactérias fototróficas do enxofre e bactérias redutoras de sulfato, sendo muitas dessas 

espécies capazes de fornecer efeitos antagonistas, seja por lise de contato ou lise de 

aprisionamento de cianobactérias (Sigee et al., 1999; Bush et al., 2017; Osman et al., 

2017). Ademais, o produto da redução dissimilatória do sulfato pode atingir altas 

concentrações de sulfeto dentro do microecossistema, o que é extremamente tóxico 

para a maioria dos microrganismos fototróficos oxigenados, devido à inibição de 

transporte de elétrons fotossintéticos (Gemerden, 1993; Oren, 2000; Martín-Clemente, 

2019). Embora algumas poucas espécies de cianobactéria sejam capazes de 

fototrofia anoxigênica facultativa, sua baixa afinidade com o sulfeto as torna menos 

competitivas na presença de bactérias de enxofre verde e púrpura (Hamilton, 2018).  

É possível, portanto, explicar a ocorrência da família XIII no grupo das 

cianobactérias (2,58 %), referente ao gênero Oscillatoria (gpXIII – RDP database). 

Estas possuem versatilidade metabólica, com capacidade de realizar fotossíntese 

anoxigênica e se desenvolverem via respiração com enxofre (Cohen et al., 1975; 

Elshahed et al., 2003). Cianobactérias representadas exclusivamente por Oscillatoria 

spp. também foram observadas no euxínico lago Tebenquiche, no salar de Atacama, 

Chile (Zúñiga et al., 1991). Sendo assim, enquanto o grupo de cianobactéria tenta 

migrar para nichos dentro do tapete microbiano que tenham menor incidência de 

radiação solar, produtos metabólicos de bactérias fotossintéticas anoxigênicas 
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impedem a invasão de cianobactérias. O resultado é frequentemente observado nos 

ambientes hiperáridos da região central dos Andes, nos quais as cianobactérias se 

estabilizam em uma fina camada (1 mm) dos tapetes microbianos (Farias et al., 2013). 

Com base nos grupos taxonômicos majoritários encontrados neste estudo 

(Proteobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes, Verrucomicrobia e Cyanobacteria), é 

possível sugerir que a comunidade presente nesse tapete microbiano está atuando 

sob condições prevalentes de hipoxia ou anoxia. Dentro do grupo Proteobacteria, a 

família Comamonadaceae está presente em maior abundância, sendo que muitas 

espécies dessa família são desnitrificantes típicas em condições de baixo oxigênio 

(Spring et al., 2004). Também, é um táxon prevalente em águas sulfídricas e que 

muitas possuem o Sistema Sox para oxidação do tiossulfato, sendo um grupo com 

importante contribuição na ciclagem de nitrogênio e enxofre (Deja-Sikora et al., 2019). 

A família Campylobacteraceae relacionada a Arcobacter compõe espécies envolvidas 

na oxidação/redução de enxofre. Ademais, estas espécies foram atribuídas a genes 

de desnitrificação em camadas anaeróbicas em lagos euxínicos (Borin et al., 2009; 

Llorens-Marès et al., 2015). Moraxellaceae (Acinetobacter spp.), Pseudomonadaceae 

(Pseudomonas spp.) e Burkholderiaceae (Burkholderia spp.) são táxons conhecidos 

como metabolizadores de enxofre, os quais podem utilizar o sulfeto e o tiossulfato 

como fonte de elétrons anaerobicamente (Jung et al., 2005; Xia et al., 2015). As 

famílias listadas são grupos normalmente abundantes em camadas inferiores de um 

tapete microbiano onde a condição é anoxigênica (Finke et al., 2019). Outro grupo 

proeminente no tapete microbiano corresponde à família Chromatiaceae, o qual 

representa um dos principais grupos de bactérias púrpuras sulforosas, que utiliza o 

sulfeto como receptor de elétrons em anoxia (Imhoff, 2014). Desulfobacteraceae, 

microorganismos estritamente anaeróbicos caracterizados como redutores de sulfato, 

também está presente no tapete microbiano (Kuever, 2014).  

Outros perfis filogenéticos presentes na amostra reiteram as condições 

euxínicas do tapete microbiano, por exemplo, espécies da família Flavobacteriaceae, 

as quais correspondem a bactérias oxidantes de tiossulfato (Teske et. al., 2000; Wright 

et al., 2013), e os grupos de Chitinophagaceae (Bacteroides), incluindo espécies de 

Sediminibacterium que têm a capacidade de produzir H2S, consistente com um ciclo 

ativo de enxofre (Qu e Yuan, 2008). O grupo dos Firmicutes (Sporanaerobacter) foram 

isolados em lodos anaeróbios no México e possuem a capacidade de redução de 

enxofre elementar (Hernandez-Eugenio et al., 2002). Da mesma forma, Verrumicrobia 
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(Puniceicoccus) encontrados no tapete microbiano são caracterizados como espécies 

estritas ou facultativas anaeróbias (Choo et al., 2007). Os baixos níveis apresentados 

da família Halobacteriaceae (0,08 %), uma arqueia halófila que leva um estilo de vida 

aeróbio típico, reflete a natureza anóxica da amostra neste estudo (Baricz et al., 2015). 

Um microbioma com ciclo do enxofre ativo, no qual a reação Redox ocorre através da 

participação de microrganismos anaeróbicos, condiz com um ambiente com 

deficiência de oxigênio (Liebensteiner et al., 2014; Luo, 2018). 

 

6.2 Predição Metabólica 

 

Os resultados obtidos na predição metabólica a partir do sequenciamento do 

gene 16S rRNA indicam que as classes funcionais estão intimamente ligadas às 

características estruturais de tapetes microbianos em ambientes extremos. A função 

metabólica presente na comunidade apresentou três classes principais no sistema do 

transporte de membrana. A primeira envolve o sistema de secreção geral, o qual 

direciona proteínas para o meio intracelular e extracelular (Green e Mecsas, 2016). 

Essa aptidão pode envolver a adesão em superfície, aglomeração celular, modulação 

na comunicação interespécie por quórum sensing e resposta ao estresse ambiental 

(Johnson et al., 2014; Chagnot et al., 2013; Tian et al., 2015). O segundo inclui um 

sistema de transporte ABC, o qual contribui para a adaptação bacteriana em 

ambientes de alta osmolaridade, assim como promove resposta ao estresse ao frio e 

calor (Chen e Beattie, 2007). Isto é, os sistemas de transportadores ABC contribuem 

na captação de solutos compatíveis, como ectoína e hidroxiectoína, que servem como 

estratégia à hiperosmolaridade celular (Jebbar et al., 2005). O terceiro, identificado 

como sistemas fosfotransferase (PTS), são sistemas de evolução tardia nos 

microrganismos e não são encontrados em extremófilos, o que explica a baixa 

abundância nos resultados (Konings et al., 2002).  

Outras estratégias metabólicas são observadas por meio das capacidades 

funcionais preditivas dentro da comunidade. Tendo em vista que a estrutura do 

microecossistema presente em um tapete microbiano compreende múltiplos nichos 

ecológicos com condições físico-químicas distintas, a motilidade celular pode ser 

utilizada como tática de sobrevivência nos microrganismos (Montgomery et al., 2013). 

Ou seja, a capacidade de migração desempenhada por estruturas flagelarespermite 

aos microorganismos a locomoção às condições ideais para seu metabolismo. 
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Quantidade expressiva das proteínas de quimiotaxia também foram encontradas em 

fontes hidrotermais sulfídricas do fundo do mar, sendo vista como estratégia de 

adaptação da comunidade aos gradientes químicos do ambiente (Xie et al., 2011).  

Notavelmente, os resultados mostraram classes funcionais de reparo universal 

de DNA que são acentuadas após exposição a extremas temperaturas e radiação UV 

(Fukui, 2010; Kisker et al., 2013; White e Allers, 2018). Novos grupos de genes de 

resistência ao sal recuperados em ambiente hipersalino, na Espanha, foram 

relacionados às atividades de reparo ao DNA (Mirete et al., 2015). A presença de vias 

de reparo por excisão de base, reparo por excisão de nucleotídeo e reparo de 

incompatibilidade de DNA na predição metabólica, sugerem sistemas importantes 

para lidar com o ambiente extremo de alta radiação e salinidade na laguna Ojos de 

Campo.  

O perfil preditivo do metabolismo energético dentro da comunidade releva uma 

maior abundância de fosforilação oxidativa em relação à fotossíntese. Isso configura 

que o fornecimento maior de energia está ocorrendo por doação de elétrons de 

compostos orgânicos ou inorgânicos, na presença ou ausência de oxigênio. Certos 

microrganismos anaeróbios têm a capacidade de se desenvolverem através da 

fosforilação oxidativa com o enxofre elementar como elétron terminal ao invés de O2 

(Klimmek et al., 2004). Além disso, as indicações baixas de funções relacionadas à 

fotossíntese, como proteínas da fotossíntese, proteínas de antenas (pigmentos 

fotossintéticos) e fixação de carbono em organismos fotossintéticos, correspondem a 

um cenário mais redutor do que fotossintetizante.  

 

6.3 Identificação dos isolados halófilos 

  

A identificação dos microrganismos a partir do método baseado em cultura 

demonstrou discordância em relação aos dados do sequenciamento de última 

geração. As famílias dos três gêneros identificados (Bacillus, Halomonas e 

Shewanella) não estão presentes dentro dos microrganismos majoritários na análise 

do sequenciamento, sugerindo que esses microrganismos possam estar inseridos na 

biosfera rara da comunidade. Esta divergência é consistente com estudos anteriores, 

como as análises de microrganismos cultiváveis e não cultiváveis da região do 

Altiplano, no deserto do Atacama, Chile (Maza et al., 2019) e em locais de drenagem 

ácida de minas, no Canadá (Auld et al., 2013). A explicação para essa ocorrência está 
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ligada aos ruídos do sequenciamento que, por sua vez, descartam uma fração da 

assembleia microbiana de baixa abundância após análises de bioinformática (Kunin 

et al., 2010). Ao mesmo tempo, os microrganismos cultiváveis deste estudo poderiam 

estar amparados na hipótese de que organismos que possuem capacidade de 

dormência no ambiente e resiliência após períodos de distúrbio podem se tornar mais 

ativos sob condições laboratoriais (Lennon et al., 2011). Ainda que o tema da 

probabilidade de recuperação de táxons raros seja maior nos métodos tradicionais de 

cultura – algo que já está bem documentado (Lynch et al., 2015) –, o isolamento de 

células viáveis de amostras provenientes de ambientes extremos é de difícil cultivo 

laboratorial (Pulschen et al., 2017). Isso ocorre devido à necessidade de se 

estabelecer um meio de cultivo com componentes químicos específicos do seu 

ambiente natural (Kaeberlein et al., 2002).  

A maioria dos isolados foram identificados no gênero Bacillus sp., devido à 

presença de esporos resistentes dentro desse grupo. Essas estruturas são bem 

conhecidas por sua resistência a condições inóspitas, como radiação UV, 

dessecação, pressão e salinidade (Chiang et al., 2019). Neste estudo, espécies 

isoladas identificadas como B. pumilus e B. safensis obtiveram similaridade superior 

a 98 % por meio da técnica de identificação genotípica do 16S rRNA. 

Congruentemente, as análises pela técnica de MALDI-TOF resultaram em score não 

suficientes à sua identificação. De forma igual, essas espécies não apresentam 

distinções bioquímicas conhecidas (Wang, 2009). Portanto, estas cepas foram 

catalogadas como Bacillus sp neste estudo. A análise da sequência de DNA de genes 

marcadores com taxas evolutivas bastante baixas e estáveis é comumente usada para 

a identificação e classificação de espécies bacterianas (Tringe e Hugenholtz, 2008). 

A utilização das sequências do gene 16S rRNA para classificação bacteriana é 

utilizada devido à conservação do tamanho do operon ribossômico (Rajendhran e 

Gunasekaran, 2011). No entanto, existem desvantagens associadas ao uso do gene 

16S rRNA, pois pode haver alta similaridade entre espécies do mesmo gênero (Goto 

et al., 2000). O genêro Bacillus é um exemplo claro de similaridade da sequência 16S 

rRNA. Normalmente, são divididos em grupos baseados nas características 

fenotípicas e no alto nível de identidade genotípica (99% ou mais) (Kaya-Ongoto et 

al., 2019). De todo modo, ambas as espécies têm relevância nas pesquisas 

astrobiológicas. A cepa B. pumilus SAFR-032 foi levada para a Estação Espacial 

Internacional (ISS), onde após exposição a uma variedade de condições espaciais 
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exibiram esporos ainda viáveis (Vaishampayan et al., 2012). Cepas de B. safensis 

foram caracterizadas como resistentes a viagens espaciais e à irradiação UVC (254 

nm) (Vaishampayan et al., 2012).  

O emprego do MALDI-TOF na identificação de espécies ambientais, 

especialmente no caso das espécies residentes nos ambientes extremos, é limitado 

(Kopcakova et al., 2014). Entretanto, as cepas correspondentes a S. frigidimarina 

isoladas neste estudo apresentaram alto score nas análises de MALDI-TOF, 

permitindo sua identificação no banco de dados. Isto pode ser decorrente da utilização 

desta espécie como modelo em um estudo a partir da espectrometria de massa de 

dessorção, com o intuito de padronizar a técnica em busca de bioassinaturas em 

Marte (Garcia-Descalzo et al., 2012). O gênero Shewanella possui a capacidade 

versátil de crescer sob ausência de oxigênio ou outros aceitadores de elétron, 

utilizando minerais férricos para a respiração anaeróbica (redução dissimilatória de Fe 

(III)). Portanto, se trata de um gênero com relevância em pesquisas focadas na 

habitabilidade em Marte (Martín-Cerezo et al., 2015). 

Da mesma forma, o gênero Halomonas tem se mostrado promissor em 

recentes pesquisas astrobiológicas, o que é demonstrado pela sua propriedade de 

suportar tensões osmóticas e se desenvolver na presença de sais caotrópicos 

(Matsubara et al., 2017). A recuperação da espécie H. boliviensis neste estudo está 

de acordo com as características geográficas e físico-químicas do seu habitat natural. 

Esta espécie foi isolada e identificada pela primeira vez em amostra de solo em uma 

laguna hipersalínica localizada a 4300 m acima do nível do mar, na região sudoeste 

da Bolívia (Quillaguamán et al., 2004). Para confirmar a identificação dos isolados 

desta espécie, as provas bioquímicas realizadas foram suficientes para diferenciar 

espécies do gênero Halomonas que demonstraram similaridades no gene 16S rRNA. 

A H. boliviensis é uma espécie moderadamente halófila, com desenvolvimento ideal a 

uma concentração de NaCl de 5 % (p / v) e tolerância até 25 % (p / v) de NaCl, além 

de crescer em pH 5 a 11 e temperaturas de 0 a 45 °C (Quillaguamán et al., 2004). 

 

6.4 Tolerância a Sais  

 

Paralelamente, os isolados presentes no tapete microbiano deste estudo 

demonstraram tolerância às condições hipersalinas marcianas com base no 

crescimento com NaCl, MgSO4 e Mg(ClO4)2. Considerando que esses sais, segundo 
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Parro et al. (2011), são formados naturalmente na região do Deserto do Atacama, o 

presente estudo utilizou, como modelo astrobiológico, os microrganismos extremófilos 

presentes na laguna Ojos de Campo, que é caracterizada como ambiente hipersalino. 

Observações realizadas pela sonda Phoenix Mars Lander mostraram que sais de 

perclorato de magnésio Mg(ClO 4)2 estão em maior nível em relação a outras 

substâncias em solos marcianos (Hecht et al., 2009). Além disso, Marte possui 

elevadas concentrações de sulfato de magnésio (MgSO4) (Crisler et al., 2012). A partir 

dessas evidências, podem-se inferir modelos capazes de sugerir a presença de água 

líquida na superfície e/ou subsolo do planeta Marte (Ojha et al., 2015). Essa 

descoberta tem reacendido novos caminhos à pesquisa astrobiológica. 

Tendo em vista que 54 % dos isolados são capazes de crescimento em 

concentração de 0.5 M de Mg(ClO4)2, é válido inferir que há expectativa das cepas 

serem organismos modelos para se desenvolverem no planeta Marte, embora sejam 

necessários repetidos e seguros testes com demais variáveis ambientais, como 

pressão, radiação e temperatura. Do mesmo modo, deve-se destacar o resultado da 

cepa OC 9.7 (H. boliviensis), que obteve crescimento tanto na concentração de 1.0 M 

de Mg(ClO4)2, quanto na concentração de 2.0 M de MgSO4. Até o presente momento, 

não existem relatos de crescimento microbiano a altas concentrações de perclorato 

de magnésio. Segundo Crisler et al. (2012), bactérias dos gêneros Halomonas e 

Bacillus obtiveram tolerância em até 2.0 M de MgSO4, porém, diferentemente da 

presente pesquisa, sem adição de cloreto de sódio no meio de cultivo. Existem poucos 

estudos que exploram a possibilidade de crescimento bacteriano na presença de 

perclorato. Algumas cepas halotolerantes apresentaram crescimento moderado em 

concentrações de 0.04 M de Mg(ClO4)2 (Beblo-Vranesevic et al., 2017). Al Soudi et al. 

(2017) testaram a viabilidade de cepas de Halomonas venusta contra diversos sais, 

exibindo crescimento em até 0.25 M de Mg(ClO4)2. Esporos de B. subtilis germinam a 

uma concentração de 0.1 M de NaClO4, e concentrações maiores resultaram em 

inativação do processo de germinação (Nagler e Moeller, 2015).  

A cepa OC-9.7 H. boliviensis demonstrou tolerância a elevadas concentrações 

de sais de sulfato e perclorato de magnésio [1,0 M Mg(ClO4)2], sendo capaz de 

suportar concentrações destes sais maiores que as encontradas em Marte 

(aproximadamente 0,1 M) (Wadsworth e Cockell, 2017). Nessas condições, essa cepa 

é considerada modelo compatível, encontrado na Terra, de extremófilo 

‘percloratorressistente’, com capacidade de presença em lagos subglaciais no planeta 
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Marte ou em antigos paleolagos identificados na superfície marciana (Cabrol e Grin, 

2002). 

Estratégias de osmoadaptação no gênero Halomonas não são tão estudadas 

atualmente (Vaidya et al., 2018). A maioria das bactérias halofílicas armazena 

compostos orgânicos que ajudam na neutralização do estresse osmótico (Oren, 

2008). Espécies bacterianas dentro da família Halomonadaceae sintetizam 

compostos de ectoína como principal soluto compatível, como é o caso da espécie 

Halomonas enlogata (Kindziersk et al., 2017). Foi observado que a espécie H. 

boliviensis sintetiza ectoína e hidroxiectoína como osmólitos, os quais contribuem para 

manter a pressão do turgor e volume celular à medida que a concentração de NaCl 

aumenta no ambiente (Van-Thuoc et al., 2007). Entretanto, uma visão global da 

modelagem metabólica de osmorregulação parece ser mais complexa (Schwibbert et 

al., 2011). Para tanto, deve-se considerar cuidadosamente os processos múltiplos que 

podem ser codificados dentro do genoma. A proposta futura de continuação deste 

trabalho será sequenciar o genoma completo da cepa OC 9.7 H. boliviensis para 

caracterizar os genes envolvidos na tolerância aos sais, identificar a rede metabólica 

e compreender os mecanismos halotolerantes.  

 

6.5 Implicações na Astrobiologia Bacteriana 

 

O tapete microbiano moderno anoxigênico presente na Laguna Ojos de Campo 

representa analogia com ecossistemas que poderiam ter ocorrido em ambientes 

geológicos antigos. A modelagem atmosférica do ambiente arqueano e proterozóico 

inicial terrestre possuía pouco, ou nenhuma, quantidade de oxigênio livre, além de 

abundância de espécies reduzidas de enxofre e ferro (Knoll et al., 2016). Relatórios 

sobre as assinaturas dos isótopos de enxofre observados em rochas sedimentares de 

Marte, através de veículos de pouso ou naves espaciais, assim como análises dos 

meteoritos marcianos encontrados na Terra, indicam que o período Hesperiano (3.3–

3.7 bilhões de anos) teria sido rico em enxofre (Franz et al., 2017). De fato, a cratera 

Gale parece representar um sistema lacustre fluvial predominado em depósitos 

salinos e minerais sulfatados, condizendo com clima dominado pelo ciclo químico do 

enxofre (Franz et al., 2014; Rapin et al., 2019).  

Na Terra primitiva, acredita-se que o modelo respiratório microbiano dominante 

tenha sido a utilização do sulfeto e enxofre como doadores de elétrons na fixação 
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fototrófica do carbono, semelhantes aos processos microbianos anóxicos à base de 

enxofre dentro do microecossistema encontrado na Laguna Ojos de Campo. 

Microfósseis de estromatólitos preservados na Formação Strelley Pool, na Austrália 

Ocidental, com 3,45 bilhões de anos, documentam um metabolismo do enxofre 

presente no início da história da vida (Shen et al., 2009; Bontognali et al., 2012). 

Estudos dos microfósseis de tapetes microbianos, como os estromatólitos e 

MISS arqueanas, revelam lacuna importante na estrutura taxonômica, especialmente 

na sua formação inicial (Noffke et al., 2013). Em um tapete microbiano típico, parece 

haver a necessidade da presença do grupo de cianobactérias, tanto como produtores 

primários, quanto por seu potencial para estruturar a matriz orgânica do tapete 

(Pereira et al., 2009). Entretanto, como observado neste estudo, condições euxínicas 

parecem limitar a presença desse grupo. Dessa forma, pode-se elucidar um papel 

proeminente e mais conservador dos microrganismos fotossintéticos anoxigênicos e 

redutores de sulfato na estruturação dos tapetes microbianos antigos. Estes grupos 

teriam ajudado a construir estromatólitos e MISS mesmo antes das cianobactérias se 

tornarem os principais produtores dominantes em ambientes pré-cambrianos (Garcia-

Pichel et al., 2019). Além disso, a estrutura taxonômica da comunidade presente na 

amostra deste estudo confirma a hipótese de que o metabolismo prevalente em 

estromatólitos arcaicos deveria ser fotossintético estritamente anoxigênico (Bosak et 

al., 2009; Alen, 2016). Segundo Alen (2016), os tapetes microbianos do período 

Arqueano seriam compostos por bactérias fotossintéticas púrpuras sulfurosas e não-

sulfurosas através de uma fotossíntese facultativa do Tipo I e II separadamente, como 

estratégia de crescimento.  

 Estima-se, portanto, que uma microbiota semelhante à encontrada neste 

estudo poderia ter habitado oceanos sulfídricos da Terra primitiva. Ademais, a 

biogeoquímica atuante dentro deste microecossistema poderia ilustrar a dinâmica 

ecológica e estrutural das primeiras formas de vida na Terra. Concomitantemente, 

uma possível microbiota marciana poderia ter residido em sedimentos de lagos 

antigos presentes em Marte, entre 3,8 e 3,1 bilhões de anos atrás (Hurowitz et al., 

2017).  

Atualmente, o contexto de habitabilidade em Marte é extremamente inóspito 

para a vida, com condições de extrema aridez, radiação solar e escassez de água 

líquida na superfície (Ramirez et al., 2018).  Não obstante as condições de 

inabitabilidade verificadas, pesquisas recentes feitas pela NASA – que descobriu 
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evidências geomórficas de atividade fluvial (Goudge et al., 2016) –, e pela ESA – que 

apresentou indícios quanto a existência de lago subglacial localizado sob a calota de 

gelo na região sul de Marte (Orosei et al., 2018) –, permitem creditar à astrobiologia 

uma continuidade das suas investigações. Apesar das temperaturas demasiadas frias 

neste planeta, a formação hidrológica dos supracitados lagos está sustentada pela 

presença de sais caotrópicos (Orosei et al., 2018). Isto posto, conforme foi acentuado 

na presente investigação, a toxicidade exercida por esses sais não impede, a rigor, o 

desenvolvimento da vida, podendo atender à procura de vida halófila moderna 

marciana. 
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7. CONCLUSÃO  

 

A composição da comunidade microbiana presente no tapete hipersalino da 

laguna Ojos de Campo apresentou perfis taxonômicos comumente associados à 

estrutura de tapetes microbianos da Puna Atacama e às especificidades físico-

químicas do seu ambiente natural. Os filos mais abundantes dentro da comunidade 

estão associados ao metabolismo energético por redução do enxofre. 

A predição metabólica identificou um núcleo microbiano envolvido em um 

cenário mais redutor do que fotossintetizante. Vias metabólicas de captação 

energética demonstraram maior abundância a fosforilação oxidativa em relação à 

fotossíntese. A presença de classes funcionais atribuídas a transportadores de 

membrana e vias de reparo do DNA sugerem mecanismos adaptativos específicos a 

condições extremas. 

Bactérias moderadamente halófilas foram isoladas e identificadas, embora seu 

ambiente natural seja hipersalino. Em relação ao efeito da salinidade no 

desenvolvimento dos microrganismos cultivados, o presente estudo se distingue por 

consequência de dois dados obtidos: (i) 54% dos isolados são capazes de 

crescimento numa concentração de 0.5 M de Mg(ClO4)2 e; (ii) o resultado da cepa CO-

9.7, H. boliviensis, que obteve crescimento tanto na concentração de 1.0 M de 

Mg(ClO4)2 quanto em 2.0 M de MgSO4. Nas condições testadas, as cepas são 

consideradas modelo compatíveis encontrado na Terra, de extremófilos 

‘percloratorressistente’ com capacidade de tolerar as condições hipersalinas em 

Marte. 

Os resultados alcançados expandem o conhecimento da composição 

microbiana em ambientes extremos e destacam a complexidade estrutural de um 

tapete microbiano com prevalência de condições hipóxicas e ciclagem de enxofre. O 

ecossistema descrito sugere um modelo de organização de tapetes microbianos 

arqueanos, tendo em vista a incompletude do registro fóssil. Igualmente, bactérias 

presentes na Laguna Ojos de Campo se mostram modelos astrobiológicos ideais de 

sobrevivência em condições marcianas, o que poderá servir como novo parâmetro às 

pesquisas futuras.  
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9. APÊNDICES 

 

Apêndice I – Resultados do sequenciamento do 16S rRNA em nível família.  

Bactérias; Outros; Outros; Outros; De outros 18,40% 

Não atribuível; Outro; Outro; Outro; De outros 12,70% 

Bactérias; Proteobactérias; Outros; Outros; De outros 6,50% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Burkholderiales; Comamonadaceae 3,70% 

Bactérias; Bacteroidetes; Outros; Outros; De outros 3,60% 

Bactérias; Proteobactérias; Deltaproteobactérias; Myxococcales; Polyangiaceae 3,40% 

Bactérias; Proteobactérias; Epsilonproteobacteria; Campylobacterales; 

Campylobacteraceae 

3,40% 

Bactérias; Proteobactérias; Gammaproteobactérias; Pseudomonadales; Moraxellaceae 3,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Burkholderiales; 

Burkholderiales_incertae_sedis 

2,30% 

Bactérias, Cianobactérias / Cloroplastos, Cianobactérias, Família XIII; Família XIII 2,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Burkholderiales; De outros 2,00% 

Bactérias; Proteobactérias; Deltaproteobactérias; Myxococcales; De outros 2,00% 

Bactérias; Verrucomicrobia; Subdivisão3; Subdivisão3_genera_incertae_sedis; 

Subdivisão3_genera_incertae_sedis 

2,00% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Burkholderiales; Burkholderiaceae 1,90% 

Bactérias; Proteobactérias; Deltaproteobactérias; Outros; De outros 1,70% 

Bactérias; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; De outros 1,50% 

Bactérias; Proteobactérias; Gammaproteobactérias; Pseudomonadales; 

Pseudomonadaceae 

1,50% 

Bactérias; Bacteroidetes; Sphingobacteriia; Sphingobacteriales; Chitinophagaceae 1,30% 

Bactérias; Proteobactérias; Gammaproteobactérias; Cromatiales; Chromatiaceae 1,30% 

Bactérias; Proteobactérias; Gammaproteobactérias; Outros; De outros 1,30% 

Bactérias; Firmicutes; Bacilos; Bacillales; Planococcaceae 1,20% 

Bactérias; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Prevotellaceae 1,00% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Rhodospirillales; Rhodospirillaceae 0,90% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Outros; De outros 0,80% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Rhodobacterales; Rhodobacteraceae 0,80% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Outros; De outros 0,80% 

Bactérias; Bacteroidetes; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 0,70% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Burkholderiales; Alcaligenaceae 0,70% 

Bactérias; Proteobactérias; Deltaproteobactérias; Desulfobacterales; 

Desulfobacteraceae 

0,70% 

Bactérias; Cianobactérias / Cloroplastos; Cianobactérias; Outros; De outros 0,60% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Rhizobiales; De outros 0,60% 
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Bactérias; Spirochaetes; Spirochaetia; Spirochaetales; Spirochaetaceae 0,60% 

Bactérias; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 0,50% 

Bactérias; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; De outros 0,50% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae 0,50% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Sphingomonadales; 

Sphingomonadaceae 

0,50% 

Bactérias; Proteobactérias; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; 

Enterobacteriaceae 

0,50% 

Bactérias; Proteobactérias; Gammaproteobactérias; Xanthomonadales; 

Sinobacteraceae 

0,50% 

Bactérias; Acidobactérias; Acidobactérias_Gp6; Gp6; Gp6 0,40% 

Bactérias; Actinobactérias; Actinobactérias; Solirubrobacterales; Solirubrobacteraceae 0,40% 

Bactérias; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Porphyromonadaceae 0,40% 

Bactérias; Bacteroidetes; Flavobacteriia; Flavobacteriales; Cryomorphaceae 0,40% 

Bactérias; Cloroflexos; Outros; Outros; De outros 0,40% 

Bactérias; Cloacimonetes; Candidatus Cloacamonas; Candidatus Cloacamonas; 

Candidatus Cloacamonas 

0,40% 

Bactérias, Deinococcus-Thermus, Deinococci, Deinococcales; Trueperaceae 0,40% 

Bactérias; Firmicutes; Outros; Outros; De outros 0,40% 

Bactérias; Proteobactérias; Deltaproteobactérias; Desulfovibrionales; 

Desulfovibrionaceae 

0,40% 

Bactérias; Proteobactérias; Gammaproteobactérias; Xanthomonadales; 

Xanthomonadaceae 

0,40% 

Bactérias; Verrucomicrobia; Opitutae; Puniceicoccales; Puniceicoccaceae 0,40% 

Bactérias; Verrucomicrobia; Spartobacteria; Spartobacteria_genera_incertae_sedis; 

Spartobacteria_genera_incertae_sedis 

0,40% 

Não classificado; Outro; Outro; Outro; De outros 0,40% 

Archaea; Euryarchaeota; Outro; Outro; De outros 0,30% 

Bactérias; Acidobactérias; Acidobactérias_Gp5; Gp5; Gp5 0,30% 

Bactérias; Bacteroidetes; Sphingobacteriia; Sphingobacteriales; Sphingobacteriaceae 0,30% 

Bactérias; Planctomycetes; Planctomycetia; Planctomycetales; Planctomycetaceae 0,30% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Nitrosomonadales; 

Nitrosomonadaceae 

0,30% 

Bactérias; Proteobactérias; Deltaproteobactérias; Desulfovibrionales; 

Desulfohalobiaceae 

0,30% 

Bactérias; Verrucomicrobia; Outros; Outros; De outros 0,30% 

Archaea; Thaumarchaeota; Nitrososphaerales; Nitrososphaerales; Nitrososphaeraceae 0,20% 

Bactérias; Actinobactérias; Actinobactérias; Actinomycetales; De outros 0,20% 

Bactérias; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiales_Incertae Sedis XI 0,20% 
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Bactérias; Nitrospirae; Nitrospira; Nitrospirales; Nitrospiraceae 0,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Caulobacterales; Caulobacteraceae 0,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Rhizobiales; Phyllobacteriaceae 0,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Rhizobiales; Rhizobiaceae 0,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Burkholderiales; Oxalobacteraceae 0,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Betaproteobactérias; Rhodocyclales; Rhodocyclaceae 0,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Deltaproteobactérias; Myxococcales; Myxococcaceae 0,20% 

Bactérias; Proteobactérias; Gammaproteobactérias; Alteromonadales; 

Alteromonadaceae 

0,20% 

Bactérias SR1; SR1_genera_incertae_sedis; SR1_genera_incertae_sedis; 

SR1_genera_incertae_sedis 

0,20% 

Bactérias; Acidobactérias; Acidobactérias_Gp3; Gp3; Gp3 0,10% 

Bactérias; Acidobactérias; Acidobactérias_Gp4; Blastocatella; Blastocatella 0,10% 

Bactérias; Acidobactérias; Acidobactérias_Gp4; Gp4; Gp4 0,10% 

Bactérias; Actinobactérias; Actinobactérias; Actinomycetales; Thermomonosporaceae 0,10% 

Bactérias; Actinobactérias; Actinobactérias; Gaiellales; Gaiellaceae 0,10% 

Bactérias; Actinobactérias; Actinobactérias; Solirubrobacterales; Conexibacteraceae 0,10% 

Bactérias; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinilabiaceae 0,10% 

Bactérias; Bacteroidetes; Citofagia; Citofagias; Cytophagaceae 0,10% 

Bactérias; Bacteroidetes; Flavobacteriia; Flavobacteriales; De outros 0,10% 

Bactérias, Cianobactérias / Cloroplastos, Cianobactérias, Família XII; Família XII 0,10% 

Bactérias; Firmicutes; Bacilos; Lactobacillales; De outros 0,10% 

Bactérias; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,10% 

Bactérias; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 0,10% 

Bactérias; Firmicutes; Clostridia; Halanaerobiales; Halanaerobiaceae 0,10% 

Bactérias; Proteobactérias; Alphaproteobactérias; Sphingomonadales; 

Erythrobacteraceae 

0,10% 

Bactérias; Proteobactérias; Deltaproteobactérias; Bdellovibrionales; Bdellovibrionaceae 0,10% 

Bactérias; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; 

Verrucomicrobiaceae 

0,10% 

Archaea; Euryarchaeota; Halobacteria; Halobacteriales; Halobacteriaceae 0,10% 
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Apêndice 2 – Resultados do nível dois e três da predição metabólica pelo software 

PICRUSt.  

KEGG LEVEL 2 AND 3 Abundance 

Amino acid metabolism   

Arginine and proline metabolism 647.298.102.863.206 

Cysteine and methionine metabolism 490.136.598.705.236 

Glycine, serine and threonine metabolism 526.621.338.760.873 

Histidine metabolism 260.308.753.665.279 

Lysine biosynthesis 307.248.101.137.982 

Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 414.020.837.579.311 

Tyrosine metabolism 219.202.874.365.519 

Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 395.958.548.503.414 

Valine, leucine and isoleucine degradation 387.254.269.570.187 

Biosynthesis of other secondary metabolites   

Flavone and flavonol biosynthesis 287.341.209.220.672 

Flavonoid biosynthesis 526.092.522.218.377 

Isoquinoline alkaloid biosynthesis 374.124.893.022.375 

Novobiocin biosynthesis 741.612.666.704.524 

Phenylpropanoid biosynthesis 480.916.065.970.076 

Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis 755.989.448.931.057 

Carbohydrate metabolism   

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 638.701.440.407.042 

Citrate cycle (TCA cycle) 505.767.499.901.305 

Fructose and mannose metabolism 360.621.338.778.014 

Galactose metabolism 297.902.535.970.302 

Glycolysis / Gluconeogenesis 658.858.387.804.529 

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 403.606.567.978.779 

Inositol phosphate metabolism 120.119.403.262.816 

KEGG LEVEL 2 AND 3 Abundance 

Carbohydrate metabolism  

Pentose and glucuronate interconversions 239.498.240.474.985 

Pentose phosphate pathway 425.747.785.542.621 
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KEGG LEVEL 2 AND 3 Abundance 

Carbohydrate metabolism  

Propanoate metabolism 440.353.434.634.951 

Pyruvate metabolism 671.752.578.834.822 

Cell motility   

Bacterial chemotaxis 309.575.200.268.392 

Flagellar assembly 358.830.629.644.341 

Energy metabolism   

Oxidative phosphorylation 698.053.393.956.913 

Methane metabolism 646.950.040.506.766 

Carbon fixation pathways in prokaryotes 618.202.543.881.299 

Nitrogen metabolism 425.611.419.217.055 

Sulfur metabolism 286.988.545.315.982 

Photosynthesis proteins 174.155.697.358.079 

Photosynthesis 160.593.933.330.688 

Photosynthesis - antenna proteins 31.068.352.573.925 

Carbon fixation in photosynthetic organisms 29.141.555.351.711 

Folding, sorting and degradation   

Proteasome 357.851.866.374.637 

Protein export 310.499.313.213.318 

RNA degradation 242.379.635.241.193 

Sulfur relay system 205.790.493.603.406 

Other glycan degradation 524.656.375.160.143 

Peptidoglycan biosynthesis 345.777.111.736.929 

Lipid metabolism   

alpha-Linolenic acid metabolism 274.377.919.013.549 

Fatty acid biosynthesis 292.458.672.310.933 

Fatty acid elongation in mitochondria 690.638.590.745.311 

Fatty acid metabolism 325.058.199.569.199 
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Nucleotide excision repair 1.908.822.675.149 

Non-homologous end-joining  168.276.371.828.615 

Base excision repair 23.129.107.644.765 

 

KEGG LEVEL 2 AND 3 Abundance 

Lipid metabolism  

Glycerolipid metabolism 202.518.255.470.438 

Glycerophospholipid metabolism 284.663.796.417.181 

Linoleic acid metabolism 191.563.553.733.244 

Membrane transport   

Bacterial secretion system 411.646.460.977.556 

Transporters 369.952.050.920.909 

ABC transporters 203.952.885.810.252 

Phosphotransferase system (PTS) 31.048.420.446.268 

Metabolism of cofactors and vitamins   

Folate biosynthesis 229.793.474.645.673 

Lipoic acid metabolism 470.154.770.760.169 

Nicotinate and nicotinamide metabolism 249.564.765.525.219 

One carbon pool by folate 244.411.854.012.853 

Pantothenate and CoA biosynthesis 312.599.269.011.982 

Porphyrin and chlorophyll metabolism 400.415.993.280.499 

Phosphonate and phosphinate metabolism 354.838.262.714.872 

Metabolism of terpenoids and polyketides   

Biosynthesis of ansamycins 455.817.287.507.642 

Biosynthesis of siderophore group nonribosomal peptides 466.400.336.084.957 

Carotenoid biosynthesis 195.045.647.885.486 

Terpenoid backbone biosynthesis 272.634.343.901.926 

Tetracycline biosynthesis 559.494.840.864.639 

Nucleotide metabolism   

Pyrimidine metabolism 832.022.400.947.061 

Replication and repair   

DNA replication 298.136.907.066.665 

Mismatch repair 352.344.706.706.661 
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KEGG LEVEL 2 AND 3 Abundance 

Signal transduction   

Two-component system 126.475.573.192.161 

KEGG LEVEL 2 AND 3 Abundance 

Transcription   

Basal transcription factors 131.483.543.694.098 

RNA polymerase 861.830.291.249.881 

Spliceosome 466.828.925.591.634 

Translation   

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 528.235.334.714.833 

mRNA surveillance pathway 185.724.633.211.674 

Transport and catabolism   

Endocytosis 281.559.620.219.867 

Lysosome 238.993.344.363.526 

Others 432.554.792.611.793 
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APÊNDICE 3 – Resultados da densidade óptica na curva de crescimento da cepa OC 9.7 em NaCl.  

 

NaCl                  Controle 
  

                5% 
  

                 15% 
  

               25% 
  

Tempo 
(Horas) 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

0 0,022 0,021 0,025 0,023 0,0021 0,035 0,04 0,03 0,035 0,0050 0,025 0,03 0,021 0,025 0,0045 0,035 0,031 0,025 0,030 0,0050 

6 0,528 0,592 0,601 0,574 0,0398 0,265 0,294 0,315 0,291 0,0251 0,08 0,115 0,06 0,085 0,0278 0,043 0,045 0,041 0,043 0,0020 

12 1,065 1,014 1,12 1,066 0,0530 0,611 0,669 0,445 0,575 0,1163 0,127 0,159 0,131 0,139 0,0174 0,057 0,058 0,074 0,063 0,0095 

18 1,504 1,349 1,44 1,431 0,0779 0,926 0,86 0,948 0,911 0,0458 0,136 0,18 0,15 0,155 0,0225 0,078 0,091 0,131 0,100 0,0276 

24 1,62 1,544 1,67 1,611 0,0634 1,251 1,169 1,245 1,222 0,0457 0,268 0,344 0,333 0,315 0,0411 0,103 0,118 0,16 0,127 0,0295 

48 1,872 1,764 1,612 1,749 0,1306 1,605 1,516 1,593 1,571 0,0483 0,388 0,353 0,360 0,367 0,0185 0,191 0,181 0,211 0,194 0,0153 
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APÊNDICE 4 – Resultados da densidade óptica na curva de crescimento da cepa OC 9.7 em MgSO4. 

 

 

 

MgSO4                Controle 

  

                 0.5 M 

  

                 1.0 M 

  

               1.5 M 

 

2,0 M 

   

Tempo 
(horas) 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio  

padrão 

 
0 

 
0,022 

 
0,021 

 
0,025 

 
0,023 

 
0,0021 

 
0,020 

 
0,015 

 
0,026 

 
0,020 

 
0,0055 

 
0,030 

 
0,035 

 
0,025 

 
0,030 

 
0,0050 

 
0,021 

 
0,024 

 
0,018 

 
0,021 

 
0,003 

 
0,021 

 
0,018 

 
0,024 

 
0,021 

 
0,003 

6 0,528 0,592 0,601 0,574 0,0398 0,331 0,344 0,280 0,318 0,0338 0,081 0,114 0,086 0,094 0,0178 0,036 0,032 0,041 0,036 0,005 0,027 0,023 0,023 0,024 0,002 

12 1,065 1,014 1,12 1,066 0,0530 0,645 0,772 0,595 0,671 0,0912 0,331 0,274 0,316 0,307 0,0295 0,086 0,091 0,084 0,087 0,004 0,027 0,036 0,035 0,033 0,005 

18 1,504 1,349 1,44 1,431 0,0779 1,208 1,147 1,094 1,150 0,0570 0,663 0,636 0,601 0,633 0,0311 0,234 0,244 0,233 0,237 0,006 0,084 0,08 0,075 0,080 0,005 

24 1,62 1,544 1,67 1,611 0,0634 1,136 1,248 1,356 1,247 0,1100 0,718 0,803 0,820 0,780 0,0546 0,399 0,459 0,402 0,420 0,034 0,147 0,157 0,13 0,145 0,014 

48 1,872 1,764 1,612 1,749 0,1306 1,84 1,894 1,794 1,843 0,0501 1,622 1,584 1,500 1,569 0,0624 0,634 0,769 0,684 0,696 0,068 0,215 0,217 0,238 0,223 0,013 
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APÊNDICE 5 – Resultados da densidade óptica na curva de crescimento da cepa OC 9.7 em Mg(ClO4)2. 

Mg(ClO4)2             Controle 

  

             0.5 M 

  

               1.0 M 

  

               1.2 M 

  

Tempo 
(horas) 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

OD1 OD2 OD3 Média Desvio 
padrão 

0 0,027 0,021 0,033 0,027 0,0060 0,037 0,039 0,031 0,036 0,0042 0,034 0,038 0,030 0,034 0,0040 0,020 0,034 0,03 0,028 0,0072 

6 0,528 0,592 0,601 0,574 0,0398 0,421 0,335 0,302 0,353 0,0614 0,039 0,041 0,037 0,039 0,0020 0,020 0,028 0,029 0,026 0,0049 

12 0,907 0,903 0,947 0,919 0,0243 0,909 0,854 1,005 0,923 0,0764 0,184 0,212 0,103 0,166 0,0566 0,029 0,026 0,02 0,025 0,0045 

18 1,326 1,457 1,479 1,421 0,0827 1,504 1,349 1,44 1,431 0,0779 0,322 0,434 0,238 0,331 0,0983 0,033 0,03 0,024 0,029 0,0045 

24 1,581 1,677 1,585 1,614 0,0543 1,855 1,788 1,801 1,815 0,0355 0,684 0,684 0,527 0,632 0,0906 0,033 0,035 0,022 0,030 0,0070 

48 1,907 1,979 2,045 1,977 0,0690 2,301 2,221 2,221 2,248 0,0462 1,366 1,263 1,222 1,284 0,0742 0,027 0,03 0,024 0,027 0,0030 

 

 


