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RESUMO

SOARES, L. A. Dinamica e Estrutura da Comunidade Procarionte da Represa de
Itupararanga — Bacia do rio Sorocaba — SP. Sorocaba, 2013. 80 Dissertacdo (Mestrado)
Centro de Ciéncias e Tecnologias para Sustentabilidade, Universidade Federal de Séo
Carlos, Sorocaba, 2013.

Com este trabalho objetivou-se quantificar a comunidade de bactérias e arqueias por
meio de PCR em tempo real que determina o nimero de cdpias do gene 16S de rDNA
presentes nas amostras ambientais e comparar as comunidades de argueia e bactérias em
um perfil de bandas de PCR/DGGE, bem como relaciona-las as variaveis ambientais de
dois pontos, Entrada e Barragem do reservatério de Itupararanga, bacia do rio Sorocaba.
A guantidade de bactérias (6,09 x 102 e 2,56 x 10° barragem e entrada, respectivamente)
e de arqueias (2,31 x 102 e 4,49 x 10? barragem e entrada, respectivamente) no sedimento
foi maior do que na coluna d’adgua o que pode ser atribuido ao aumento da concentracao
de nutrientes da superficie para o fundo do reservatério. A partir de analise de
correspondéncia candnica foi possivel observar que a quantidade de arqueias
relacionou-se a profundidade e a concentracdo de ions amonio indicando possivel
presenca e abundancia de arqueias amonio oxidantes (AOA), enquanto que as bactérias
foram mais relacionadas as variaveis fisico-quimicas, como temperatura e oxigénio
dissolvido indicando que este grupo é mais sensivel as variagdes ambientais. A riqueza
de ambos os grupos foi relacionada a disponibilidade de nutrientes, indicando que os

recursos podem ser limitantes as comunidades.

Palavras-chave: Archaea. Bacteria. Coluna de agua. PCR tempo real. PCR/DGGE.

Sedimento.



ABSTRACT

SOARES, L. A. Structure and Dynamic of prokaryote communities on the ltupararanga
reservoir, basin of Sorocaba’s river — SP. Sorocaba, 2013.80p. Dissertagédo (Mestrado)
Centro de Ciéncias e Tecnologias para Sustentabilidade, Universidade Federal de Sao

Carlos, Sorocaba, ano.

This work aimed to quantifier the archaeal and bacterial communities by real time PCR,
that shown the number of copies of 16S gene, rDNA into the water samples and to
compare the archaeal and bacterial profiles on the PCR/DGGE technique as well as
relate them with environmental variables in two points, dam and input on the
[tupararanga reservoir, Sorocaba’s basin. The bacterial density on the sediment (6,09
«108 e 2,56« 10°, dam and input, respectively) was more than water column (6,79 x 107 e
6,55 x 107, dam and input, respectively) this can be attributed to increase of the nutrients
concentration from the surface to bottom. The bacterial (6,09 x 108 e 2,56 x 10° dam and
input, respectively ) and archaeal (2,31 x 102 e 4,49 x 10? dam and input, respectively)
quantities on the reservoir were more in the water column than in the sediment, which
can be caused by the higher nutrients concentration in the top and the lees nutrients
concentration in the bottom of Itupararanga reservoir. Since the canonical
correspondence analysis has been possible, identify that the archaeal community has
correlated with profundity and ammonia concentration suggesting ammonia — oxidizing
archaea’s presence and abundance. The bacterial community quantity has correlated
with physical — chemical properties like pH and dissolved oxygen suggesting the
environmental variables influence the group’s abundance. Richness has correlated with
nutrients distribution like orthophosphate concentration suggesting that the resources

may limit the communities.

Keywords: Archaea. Bacteria. Real time PCR. PCR/DGGE. Sediment. Water column.
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1 INTRODUCAO

A 4gua é um componente indispensavel a vida e as diversas atividades
industriais e econdmicas. O uso de agua doce de lagos, rios e aquiferos, bem como o
crescimento populacional e econdémico tornam necessarias medidas de conservagio
deste recurso (TUNDISI, 2003) que passa a ter valor ndo sé ecoldgico, mas também
econémico e politico.

Os reservatorios provém agua para abastecimento publico e podem ser utilizados
para multiplos fins, como geracao de energia, lazer, irrigagdo, embora também gerem
diversos problemas associados a sua construcdo e manutencao.

A construgdo de barragens em um corpo d’agua traz modificagdes nas escalas
horizontal e vertical, pois geram um sistema com caracteristicas intermediarias entre
ambientes léticos e Iénticos, de modo que reservatorios podem apresentar trés zonas
horizontais, a primeira sofre influéncia dos rios e possui alta concentracdo de material
particulado e nutriente, a segunda € intermediaria entre rios e lagos e a terceira possui
caracteristicas de lagos com menores concentracGes de sélidos suspensos e nutrientes
(THORTON et al., 1990).

A dindmica dos reservatorios € influenciada pela morfometria e pelos usos de
suas aguas. A vazdo, altura de tomada de agua e o tempo de residéncia sdo fatores que
influenciam estes ambientes (STRASKRABA et. al., 1993).

Por serem ambientes artificiais que sofrem as consequéncias do uso e ocupagéo
do entorno, os reservatorios podem ser considerados indicadores de impactos
antropogénicos (TUNDISI, 1996).

Desta forma, estudos que relacionem a estrutura e distribuicdo de comunidades a
fatores ambientais geram informagdes relevantes para compreensdo dos processos de
ciclagem de nutrientes, além de possibilitar modelagens com a finalidade de prever
respostas a mudancgas ambientais (FUHRMAN et al., 2006).

As comunidades que ocorrem em reservatorios podem pertencer a trés diferentes
dominios: Archaea, Bacteria e Eukarya, agrupamentos criados por Carl Woese e
colaboradores em meados dos anos 1990, e que substituiu a nomenclatura inicial
proposta por Whittaker (1969) que ordenava 0s organismos em cinco reinos.

Nos dois primeiros dominios estdo alocados 0s organismos procariontes que Sao

considerados os mais abundantes e diversos da natureza (WHITMAN et al., 1998)
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enquanto que no ultimo grupo estdo todos os organismos eucariontes (Fig. 1). Este
agrupamento baseia-se em caracteristicas moleculares, a partir de analises da
subunidade do gene 16S do rRNA.

Bacteria Archaea Eucarya

Euryarchaeota 16
12 13 17

1

|

|
Cmnarchasmai
” 8 .F10 19

9

Figura 1: Arvore filogenética dos trés dominios proposto por Woese et. al. (1990). Os nlmeros
correspondem ao Dominio Bacteria 1- Termotogales; 2- Flavobactérias; 3- Cianobactérias; 4-
Bactérias Parpuras; 5 — Gram positivas; 6 — Bactérias Verdes ndo Sulfurosas; Dominio Archaea
Reino Crenarchaeota 7- Género Pirodictium; 8 — Género Termoproteus; Reino Euryarchaeota 9 —
Thermococcales; 10 - Methanococcales; 11 —Methanobacteriales; 12 — Methanomicrobiales; 13 —
Haléfilas Extremas; Dominio Eucarya 14 — Animais; 15 — Ciliados; 16 — Plantas verdes; 17 —
Fungos; 18 — Flagelados; 19 — Microsporidia. FONTE: WOESE et. al. (1990)

Os organismos pertencentes aos dominios Archaea e Bacteria distinguem-se a
partir de diferencas e semelhancas nucleotidicas, além de diferencas morfoldgicas como
auséncia de peptideoglicano na parede celular em arqueia e ligacdo éter na membrana
celular diferentemente da ligacdo éster, comumente encontrada nos procariontes
(WOESE; FOX, 1977).

Os organismos pertencentes ao dominio Archaea foram inicialmente descobertos
em ambientes de condicdes extremas como altas temperaturas, extremos de pH, grande
salinidade e sob elevada presséo.

No entanto, atualmente diversos trabalhos descrevem a presenca destes seres
vivos em diferentes ambientes ndo extremos como sedimento de manguezais
(TAKETANI, et al., 2010 a, b); solos alagados amazénicos (PAZINATO, et al., 2010);
agua marinha litordanea (CURY, et al., 2011); em associacdo com corais (LINS DE
BARROQOS, et al., 2010) e em rumem de cabras (CUNHA, et al., 2011) embora ainda
existam poucos exemplos que determinam presenca destas comunidade em ambientes

de aguas tropicais. Gracgas et al. (2011) encontraram arqueias na zona anoxica (40
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metros de profundidade) e sedimento do reservatorio de Tucurui porém ndo as
quantificaram.

Inicialmente, apenas dois filos constituiam o dominio Archaea: o grupo
Euryarchaeota, composto por organismos metanogénicos, halofilicos e termoacidofilos
e Crenarchaeota, que inclui apenas espécies termofilas. Posteriormente, para se agrupar
sequéncias distintas das presentes nos dois primeiros filos foi proposto um terceiro
grupo: Korarchaeota (BARNS et al., 1996).

Atualmente, mais dois filos compem este dominio, Nanoarchaeota, composto
por uma Unica espécie, Nanoarchaeaum equitans, que é um parasita (HUBER, et al.,
2002) e Thaumarchaeota, constituido por um subgrupo mesofilico anteriormente
alocado em Crenarchaeota, mas que diferencia-se dos demais organismos deste filo
(PRESTON et al., 2011).

Em sedimentos marinhos Antartico (BOWMAN; MCCUIG, 2003; GILLAN;
DANIS, 2007; NAKAYAMA et. al. 2011) e em associa¢do com esponjas (TURQUE et.
al. 2010), o grupo predominante foi Crenarchaeota, enquanto que na Baia de
Guanabara, arqueias do grupo Euryarchaeota foram as mais abundantes (CARDOSO
et. al. 2011).

Na coluna de agua de ambiente marinho, os filos de Archaea: Crenarchaeota e
Euryarchaeota tém sido os mais abundantes, embora 95% das sequéncias encontradas
por Cury et al. (2011) na regido costeira do Brasil pertencam a grupos de Argueias
ainda n&o caracterizados.

Devido ao avanco das técnicas de microbiologia molecular, o estudo em
ecologia microbiana tem sido mais frequente, porém a maioria dos organismos do
dominio Archaea ainda ndo pode ser cultivada o que dificulta conhecimento sobre o
papel que estes desempenham no ambiente.

Vaérios estudos indicam que as arqueia participam de diversos processos de
producdo e degradacdo de compostos, em solos amazonicos, por exemplo, Pazinato et
al. (2010) encontraram e isolaram organismos dos géneros Termoprotei (filo
Crenarchaeota) e Methanosarcina e Methanosaeta (filo Euryarchaeota) que sdo
organismos envolvidos na producdo de metano.

As arqueias metanogénicas tém sido alvo de estudos recentes, principalmente,
devido a sua participacdo na producgdo de metano, gas que possui importante papel nas
mudancas climaticas atuais contribuindo com a intensificacdo do efeito estufa e

consequente aquecimento global e por ser um grupo com metabolismo ja identificado
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(TAKETANI, et. al., 2010a; PAZINATO, et al., 2010; BIDERRE-PETIT et al., 2011;
CUNHA et al. 2011).

Sendo o segundo gas causador do efeito estufa mais importante, 0 metano é
capaz de acumular e emitir 21 vezes mais calor do que o gas carbdnico sendo, portanto,
responsavel por 15 % do efeito estufa observado (HOLMES, 1999).

As arqueias podem produzir metano por trés vias, hidrogenotréfica, acetoclastica
e metilotrofica de acordo com a disponibilidade de substrato bem como de acordo com a
competicdo pelo substrato com outros microrganismos (Fig.2).

Na via hidrogenotrofica o gas carbénico é reduzido a metano a partir do uso do
hidrogénio como fonte de elétrons (REEVE et al., 1997). J& na via acetoclastica ocorre
a producdo de gés carbdnico e de um grupo metil, a partir do acetato, que é a fonte de
elétrons para a sintese de metano (MEUER et al., 2002). Por fim, na via metilotrofica os
compostos de carbono podem se comportar como doadores ou aceptores de elétrons
(GALAGAN et al., 2002).

CO2
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Figura 2: As trés vias da metanogénese. Setas vermelhas indicam a via hidrogenotréfica, setas azuis
a via acetotrofica e por fim setas verdes a via metilotroéfica, todas partindo de um composto de um
carbono (C - 1) reduzido a metano (CH4). FONTE: GALAGAN et al. (2002).

A producdo de metano (CHas) é o passo final do fluxo do carbono em diversos
ambientes anaerdbios como solos alagados, sedimentos, ambientes termais e trato gastro
intestinal de animais (ZINDER, 1984; LYIMO et al. 2002). A hidrélise da matéria
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organica particulada leva a producdo de acetato e hidrogénio que em condicGes de
anaerobiose sdo metabolizados por arqueias metanogénicas acetoclasticas e
hidrogenotroéficas, respectivamente, e ddo origem ao metano (Fig. 3) (DEMIREL;
SCHERER, 2008; BIDERRE-PETIT et al., 2011).

Matéria Organica Particulada

ll

Produtos intermediarios

gy

Acetato Hidrogénio

I

Metanogénese CHs

Figura 3: Conversdo anaerdbia da matéria organica a metano - Adaptado de Demirel; Scherer,
2008.

Em solos amazoénicos alagados, Pazinato et al. (2010) encontraram alta
diversidade de organismos metanogénicos, principalmente Methanosarcina sp,
Methanospirillum sp e Methanosaeta sp, que predominou inclusive em grandes
profundidades onde a concentracdo de acetato era tdo baixa ao ponto de limitar a
presenca das demais, indicando alta plasticidade destes organismos.

Existem poucas evidéncias da ocorréncia da metanogénese na coluna d’agua de
ambientes continentais, devido as baixas concentracdes de substratos ou presenca de
oxigénio. Em relacdo aos sedimentos. Biderre — Pettit et. al. (2011) encontraram
arqueias metanogénicas ativas a partir de 70 m de profundidades e diferenca
significativa entre as comunidades de arqueias metanogénicas da coluna d’agua e do

sedimento no Lago Pavin, lago meromitico na &rea central de um macico francés.
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Outro importante papel desempenhado por arqueia é a oxidacdo de amdnia, que
era atribuido somente as bactérias (HEAD et. al., 1993), porém diversos artigos
apontam a presenca do gene amoA, responsavel pela capacidade de oxidagdo de NHa,
em ambos o0s grupos (SCLEPER, et al. 2005; LIU et al., 2010).

No rio Dongjiang, Liu et al. (op cit) encontraram maior nimero de copias (de 2 a
4 vezes) deste gene em Arqueia Oxidante de Amonia (AOA) com relagdo ao mesmo
gene de AOB (Bacteria Oxidante de Amonia). Em locais de baixa concentracdo de
amonia, as AOB diminuiam enquanto que as AOA aumentavam indicando que além
deste nutriente ser limitante para as bactérias ha competicdo pelo substrato com as
arqueias.

Apesar dos trabalhos j& publicados e citados acima, o conhecimento sobre
presenca e papel destes microrganismos nos mais diversos ambientes ainda é restrito,
principalmente se comparado aos estudos com bactérias, o que reforca a importancia de
pesquisas na area.

Com relacdo as bactérias, na proposta inicial dos trés dominios, Woese et. al.,
(1987) propuseram 11 linhagens de bactérias (filos) a partir de analises de sequencias do
16S rRNA. No ano de 2003, Rappe e Stephen elevaram este numero para 52 filos (Fig.
4).

Em amostragens realizadas no verdo no reservatorio Guanting em Pequin, Cheng
et al. (2011) encontraram dominancia de Cyanobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria,
Bacterioidetes e durante o outono Cyanobacteria e Proteobacteria.

Em trabalho na regido costeira de Sdo Sebastido, no Estado de Sdo Paulo, foram
encontrados géneros de bactérias em amostras de macrorganismos marinhos, como
ascidia, esponjas e algas. As sequencias do gene 16S indicaram presenca dos filos
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacterioidetes (MENEZES, et al., 2010).

Embora apenas parte da diversidade de bactérias planctdnicas seja conhecida,
este grupo é melhor caracterizado do que o dominio arqueia, além disso varias espécies

ja foram isoladas e seus papéis no metabolismo do ecossistema ja foram desvendados.
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Figura 4: Arvore filogenética para o dominio Bacteria. Em preto os 12 filos propostos por Woese et
al., 1987, em branco os 14 filos conhecidos desde 1987 e em cinza os 26 filos composto por
representantes cultivaveis desconhecidos. A escala representa 0,05 mudancas nucleotidicas por

posicdo. Fonte (Rappe; Stephen, 2003).

A distribuicdo biogeografica dos microrganismos, no entanto, ainda é um
assunto que desperta a atencao de pesquisadores, uma vez que o tradicional conceito de
que “tudo estd em todo lugar” (Baas — Becking, 1934), para descrever a ubiquidade

destes seres vivos é bastante contestado.
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Na teoria de nicho (Hutchinson, 1961), as espécies possuem requerimento
ecoldgico diferenciado com tolerancias a fatores bidticos e abidticos que formam um
espaco multidimensional chamado nicho. Assim, variacdes ambientais atuam na
abundancia e distribuicdo das espécies, pois permitem a substituicdes de nichos.

Corroborando a teoria de nicho de Hutchinson, os autores Langenheder;
Ragnarsson, (2007), Van Der Gucht et al. (2007), Sommaruga; Casamayor, (2009)
apontaram que a selecdo ambiental € uma for¢a que modula a distribuicdo das comunidades
bacterioplanténicas em escala local.

No caso do fitoplancton ja é bem estabelecido que sua diversidade, riqueza e
equitabilidade dependem de diversos fatores ambientais, como pH, temperatura
nutrientes varia¢fes sazonais e geogréficas, e da camada vertical, a qual é influenciada
pela velocidade dos ventos e pela profundidade do ecossistema (CALIJURI et al., 2002;
ZENG et al., 2009; TUNDISI et al., 2010).

Espera-se que a comunidade microbiana em reservatdrios também seja alterada
de acordo com modificagdes dos mesmos fatores que afetam o fitoplancton, ja que estas
variacOes na estrutura fisica determinam a heterogeneidade destes ecossistemas e grande
parte do fitoplancton em reservatdrios eutroficos € composta por cianobactérias.

A heterogeneidade fisica dos ecossistemas aquaticos € um dos fatores
fundamentais na hierarquia de fungdes de forca que alteram os ecossistemas aquaticos e
afetam os demais fatores como a distribuicdo dos nutrientes e das comunidades
aquaticas (DOS SANTOS, 2003).

Segundo Zeng et al. (2009), em reservatérios e lagos, a estrutura das
comunidades bacterioplancténicas sofre modificagdes de acordo com variagcbes na
qualidade da agua.

A entrada de matéria organica e nutriente inorganicos, a partir de descargas de
esgotos domeésticos e industriais, leva a perda da qualidade da agua e deve alterar a
estrutura das comunidades microbianas. Taketani et al. (2010c) observaram alteragéo na
comunidade de bactérias devido a diferentes condicdes ambientais em dois corpos
d’agua conectados por um canal, reforgando a influéncia ambiental sobre as
comunidades.

Além dos fatores fisicos e quimicos do ambiente como temperatura e
concentracdo de oxigénio, a interacdo com outras comunidades pode também modificar
as comunidades bacterioplanctdnicas. A comunidade fitoplancténica pode influenciar o

bacterioplancton por meio de diversos mecanismos, como por associa¢do fisica,



24

servindo de fonte de matéria organica apds a morte e competindo por nutrientes.
Mudangas na estrutura das comunidades planctonicas podem ocasionar alteracGes nas
funcdes bacterianas promovendo impactos de niveis ecossistémicos (PAVER,;
KENT,2010).

Isto ocorre porque a matéria organica em ambientes aquaticos pode ser
metabolizada em um processo denominado “microbial-loop”, ou alga microbiana, o
qual consiste na producdo e transferéncia de energia e matéria em diversos niveis
troficos da teia alimentar, incluindo virus, bactérias, arqueias, protozoarios e fungos
dando origem as complexas redes e a producdo de biomassa e de diversidade aquatica
em um processo rapido que pode se completar em poucos dias e afetar o0 metabolismo
do sistema (THOMPSON et al., 2011).

A alca microbiana permite que a matéria organica proveniente de fontes
aloctones e autoctones seja processada antes de alcancar as regifes mais profundas e o
sedimento, tornando os nutrientes mais rapidamente disponiveis para 0s organismos da
coluna de &gua e permitindo uma ciclagem rapida da matéria.

Apesar da maior parte do processo de ciclagem acontecer no sedimento € a alca
microbiana que mantém a alta produtividade do fitoplancton, principalmente em
ambientes estratificados onde as trocas entre sedimento e coluna de agua ndo sdo
favorecidas (THOMPSON et al., op. cit).

A alca microbiana e a ciclagem de matéria organica nos ecossistemas aquaticos
sdo mecanismos fundamentais no processo de eutrofizacdo, pois sdo o elo entre a
matéria organica dissolvida e a disponibilidade de nutrientes para as comunidades
fitoplanctonicas.

A eutrofizacdo, processo de entrada e acumulo de nutrientes, principalmente de
nitrogénio e fésforo, 0s quais sdo essenciais aos seres vivos, tem como consequéncia a
proliferacdo de algas entre outros efeitos.

Com a proliferagdo de organismos fotossintéticos, a biomassa fitoplancténica
aumenta levando a diminuicdo da transparéncia da &gua que impede e autolimita o
processo fotossintético em camadas mais profundas, e consequentemente pode levar a
queda na concentracdo de oxigénio dissolvido e mortalidade de organismos aquaticos.

O aumento da biomassa fitoplancténica ocasiona ainda, aumento na quantidade
de agregados organicos na coluna d’agua, formados por particulas orgéanicas (restos de
plantas ou animais) em associa¢do com o zooplancton e fitoplancton e seus metabdlitos
(SIMON, et.al., 2002).
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Em ambiente eutrofizados, estes agregados sdo colonizados por inumeras
bactérias que realizam a decomposicdo e mineralizacdo da matéria organica e sdo,
portanto, responsaveis pela ciclagem de nutrientes (GAO et. al., 2007).

A diversidade fitoplancténica, com o aumento da biomassa algal, inicialmente
aumenta, porém decresce significativamente com o continuo enriquecimento de
nutrientes gerado pela eutrofizagdo (PROULX et. al., 1996).

De acordo com a disponibilidade de nutrientes ocorre a substituicdo de
organismos fitoplancténicos, sendo que em elevadas concentracfes de fosforo as
clorofitas predominam, em baixas concentracfes de nitrogénio e fosforo ocorre o
predominio de cianobactéria e quando a concentracdo de fésforo é alta e a de nitrogénio
baixa, espécies de cianobactérias fixadoras de nitrogénio dominam (JENSEN et al.
1994; CHEN et al., 2003).

O grande aporte de nutrientes em ambientes aquaticos eutrofizados ocasiona
modifica¢fes também no bacterioplancton, com a diminui¢do da diversidade bacteriana
e substituicdo das bactérias autotroficas pelas heterotréficas (KOLMONEN et al.,
2004).

Portanto, o estudo das comunidades de microrganismos procariontes em
ambientes aquaticos continentais além de permitir o melhor entendimento do
metabolismo aquéatico é também importante na descoberta de uma biodiversidade que
tem influéncia e é influenciada por todos os processos que ocorrem em determinado
ecossistema. Assim, o presente trabalho insere-se no projeto tematico “Contribuigdo ao
conhecimento do ciclo do carbono no reservatorio de Itupararanga como subsidio para a
sustentabilidade da bacia hidrografica do rio Sorocaba (SP)”.

Este projeto temaético estd sendo desenvolvido em colaboracdo entre diversas
universidades da regido (UFSCar, UNESP, UNIP) do reservatério e coordenado pela

professora doutora Maria do Carmo Calijuri da EESC/USP.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a riqueza, densidade e abundancia de microrganismos procariontes da
agua e sedimento em dois pontos do reservatorio de Itupararanga em diferentes
profundidades.

A partir deste objetivo geral, foram elaborados os seguintes objetivos
especificos:

v Determinar a variagdo da riqueza e a densidade do Dominio Bacteria e do

Dominio Archaea na dgua e no sedimento de dois pontos, entrada e barragem do

reservatorio;

v" Identificar padrdes de variacdo espacial (dois pontos e diferentes profundidades)

da comunidade microbiana do reservatorio.

v Relacionar a comunidade microbidtica com as varidveis fisico-quimicas da

represa,

v" Relacionar os dados referentes a comunidade microbiana com a biomassa

fitoplanctonica medida pela concentracéo de clorofila.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areade Amostragem

O reservatério de Itupararanga localizado no interior de S&o Paulo pertence a
sub-bacia do Alto Sorocaba da Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidrico - 10
(UGRHI -10) e abrange parcialmente oito municipios: Aluminio, Cotia, Ibilna,
Mairinque, Piedade, Vargem Grande Paulista e VVotorantim (fig.5).

Destes municipios Ibiina é o que possui maior area dentro da bacia enquanto o
municipio de Vargem Grande Paulista estd quase completamente inserido na bacia.
Todos os municipios, apesar de terem quase universalizado a oferta de agua tratada

ainda ndo tratam ou tratam pouco o0s esgotos gerados (Tab. 1).

Tabela 1: Porcentagem de populacdo rural e urbana em 2010, de abastecimento de agua de 2000 e
coleta e tratamento de esgoto doméstico nos municipios de drenagem do reservatério de
Itupararanga.

Populacgao Agua Esgoto Sanitéario

Municipio

Total Urbana Rural Abastecimento Coletado Tratado*

(hab) (%) (%) (%) (%) (%)
Aluminio 16.825 84 16 97,5 80 0
Cotia 200.647 100 0 84,8 36 0
Ibitina 71.157 35 65 86,7 70 66
Mairinque  43.195 80 20 96,9 77 0
Piedade 52.126 46 54 95,0 63 0
Sdo Roque  78.711 91 9 93,7 73 5
VGP 42.899 100 0 81,9 19 0
Votorantim 108.695 96 4 98,6 96 22

Fonte: Compilado a partir dos dados apresentados por SEADE (2000, 2003, 2010). * Porcentagem do
tratamento de esgoto doméstico da populacdo urbana em relagdo ao esgoto coletado. VGP: Vargem
Grande Paulista.
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A bacia do Alto Sorocaba é representada, dentro do comité de bacia, pelos
municipios de Ibitna e Vargem Grande Paulista e possui area de 1093,2 Km2 com uma
populacdo de 114.214 habitantes, sendo que 40% vivem na area rural. A principal
atividade econdmica da regido é a agricola com grande producao de hortalicas fazendo
parte do cinturéo verde de S&o Paulo.

A represa de ltupararanga, atualmente, além de gerar energia elétrica para a
industria Votorantim Metais, antiga Companhia Brasileira de Aluminio — CBA ¢ utilizada
como fonte de abastecimento de agua para cerca de um milhdo de pessoas nos municipios
de Sorocaba, Piedade, Votorantim, Ibitna e Sdo Roque (BEGHELLI et al., 2012), sendo
considerado o principal manancial para as cidades do alto e médio Sorocaba (CBH-SMT,
2008).

Em 2009 o melhor indice de qualidade da agua da UGRHI-10 foi observado na
represa de lItupararanga, apesar de também ter sido observado, a partir deste ano, o
predominio de cianobactérias na comunidade fitoplancténica (CBH - SMT, 2010) o que
pode indicar o aumento no processo de eutrofizacdo do reservatorio que atualmente esta
classificado como mesotrofico.

Devido a grande importancia regional deste reservatorio e os poucos trabalhos
existentes na avaliacdo de suas caracteristicas limnoldgicas, em 2009 foi aprovado pela
Fundagdo de Amparo a Pesquisa, FAPESP, o projeto tematico: “Contribuicdo ao
conhecimento do ciclo do carbono no Reservatorio de Itupararanga como subsidio para a
sustentabilidade da Bacia Hidrografica do Rio Sorocaba (SP)”, processo FAPESP n°.
08/55636-9, no qual este trabalho se insere e que tem como objetivo aumentar o

conhecimento sobre ciclagem dinamica do carbono em reservatorios subtropicais.

3.2 Coletas

Foram coletadas amostras de agua com garrafa de Van Dorn e sedimento com
Draga de Birke-Eckman em dois pontos ao longo da represa de Itupararanga, na entrada
dos rios Sorocamirim, Sorocabucu e Una (23°37'3.8"S / 47°13'41.4"W) e proximo a
Barragem do reservatorio (23° 36' 44,6"S / 47° 23' 40,9"W), conforme a figura 6.
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Figura 6: EstacBes de amostragem na represa de ltupararanga: @proximo a barragem;  Aroximo a
entrada dos rios.

Os pontos de amostragem entrada e barragem deste trabalho correspondem aos
pontos Trans e EC3 dos demais trabalhos incluidos no projeto temético “Contribui¢do ao
conhecimento do ciclo do carbono no Reservatério de Itupararanga como subsidio para a
sustentabilidade da Bacia Hidrografica do Rio Sorocaba (SP)”.

No ponto da entrada foram retiradas amostras de trés profundidades, superficie,
meio e fundo (0,0 m; 4,0 m; 8,0m), enquanto que na barragem, por apresentar maior
profundidade com relagdo ao ponto anterior, as amostras de agua foram retiradas de cinco
profundidades (0,0 m; 2,0 m; 4,0 m; 10,0 m; 15,5 m), conforme figura 7.

As coletas ocorreram no dia 16 de abril de 2012, na barragem as 14h0Omin e na
entrada por volta das 15h30min. As amostras de agua e sedimento coletadas nos dois

pontos, entrada e barragem foram armazenadas a 4°C até 0 momento das andlises.
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Figura 7: Esquema de amostragem de 4gua nas duas esta¢cdes de amostragem, Barragem e Entrada
nas diferentes profundidades.

3.3 Analises Fisico-Quimicas

Os perfis de oxigénio dissolvido, temperatura, pH, condutividade e potencial
redox foram determinados no campo através de sonda multiparametros YSI Modelo 556
MPS.

As variaveis fisico-quimicas foram determinadas no Laboratdrio de Microbiologia
Ambiental do Campus Sorocaba da UFSCar e no Laboratdrio de Biotoxicologia de Aguas
Continentais e Efluentes (BIOTACE) da Escola de Engenharia de Sédo Carlos da USP

segundo os métodos descritos na tabela 2.



32

Tabela 2: Métodos e referéncias das variaveis fisico-quimicas analisadas das amostras de agua do
reservatorio de ltupararanga.

Variaveis Métodos e Referéncias
Temperatura (°C) Método Potenciométrico
pH Meétodo Potenciométrico
Oxigénio dissolvido (mg/L) Método Potenciométrico
Condutividade (uS/cm) Método Potenciométrico
Potencial Redox (mV) Método Potenciométrico
SST (mg/L) APHA (2005) método - 2540D
SSI (mg/L) APHA (2005) método - 2540D
SSO (mg/L) APHA (2005) método - 2540D
Alcalinidade total (mgCaCOs/L) APHA (2005) método — 2320B
Clorofila NUSH (1980)
Ortofosfato APHA (2005) método — 4500PE
Fosforo total dissolvido APHA (2005) método - 4500PE
Nitrato APHA (2005) método - 4.500NO3 B
Nitrito APHA (2005) método - 4.500NO2 B
Nitrogénio total Buchi®I/APHA (2005)
fons aménio APHA (2005) método - 4.500NH3

3.3.1 Sdlidos Suspensos

Foi determinado atraves de método gravimétrico utilizando o peso dos filtros
calcinados (P0), filtros com amostras secos (P1) e novamente calcinados (P3).

Filtros de fibra de vidro GF/C de 1,2 um de poro e 47 mm foram calcinados a
480°C por 1 hora. Ap6s 40 minutos em dessecador, 0 peso obtido foi considerado PO

(peso inicial).
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Filtrou-se 1000 mL de amostras em cada filtro calcinado e pesado, em duplicata.
Apos secos em temperatura ambiente, os filtros foram guardados em envelopes em
dessecador.

Os filtros foram secos em estufas por 24 horas e esfriados por 40 minutos em
dessecador. Posteriormente foram pesados (P1). Apos a pesagem os filtros foram
novamente calcinados em mufla por 1 hora a 480 °C e esfriou-se em dessecador por 40

minutos e posterior pesagem (P2).

Para calcular os Solidos suspensos totais e suas fracdes foram utilizados as

seguintes formulas:

(P1=PO) . 1000 ss1 =F2P9 11000 SST = SST — SSI
Vol Vol

S$S0 =

Onde

SSO: Sélidos Suspensos Organicos;
SSI: Sélidos Suspensos Inorganicos;
SST: Solidos Suspensos Totais

PO: Peso do filtro seco;

P1: Peso do filtro pos-mufla;

P2: Peso final;

Vol.: Volume filtrado.

3.3.2 Alcalinidade Total

Para determinacdo da alcalinidade, 50 mL de amostra de agua foram tituladas com
H2SO4 (0,01N) até pH 5,75 (V1). A titulagdo prosseguiu até pH 4,3 (V2).

Para célculo da alcalinidade foi utilizada a sequinte formula:

. 1 V1+v2)
Alcalinidade total (mg.L™* como CaC0O5; = TxN H,50,x5000

Onde

V1: Volume até pH 5,75;

V2: Volume até pH 4,30;

Vol.: Volume da amostra;

N: Normalidade do acido H2SO4
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3.3.3 Ortofosfato

Adicionou-se 50 mL da amostra em um tubo, 1 gota de fenolftaleina, 1 gota de
H>SO4 5N, 8 mL de reagente misto e homogeneizou no vortex. A solugdo ficou 10
minutos em repouso e a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 800nm. O controle
foi realizado com o mesmo volume de agua destilada. O calculo da concentracédo foi feita
a partir de curva padrdo previamente elaborada, com limite minimo: 10 pg.L? e 250

ug.L™.

3.3.4 Fésforo total dissolvido

As amostras foram filtradas em fibra de vidro GF/C de 1,2 pm de poro e 47 mm
de diametro e em dois tubos de ensaio foram adicionados 5 mL de cada, ao controle foi
adicionado o mesmo volume de agua destilada. Adicionou-se 0,5 mL de solucdo
concentrada de persulfato de potassio a cada tubo os quais foram fechados com papel
aluminio e levados a autoclave por 30 minutos a 120°C.

Ao atingir temperatura ambiente foi adicionado a solugdo, 0,5 mL do reagente
misto (Tab. 3) e agitou-se. Apds 15 minutos, a leitura foi realizada em espectrofotbmetro
em comprimento de onda de 880 nm. O célculo da concentracdo foi feito a partir de curva

padrdo previamente elaborada com limite minimo: 10pug.L™* e maximo: 250 pg.L™.

Tabela 3: Composi¢do do Reagente Misto utilizado no método de determinacdo de fdsforo total
dissolvido.

Solucéo Quantidade (mL)
Tartarato de potassio 10
Molibdato de Aménio 30

Acido sulfarico 5N 100

Acido Ascérbico 0,1 M 60




35

Solucdo tartarato de potassio

Dissolveu-se 1,3715g de K(SbO)CsHas)s *1/2 H.O em 400 mL&gua destilada em
baldo volumétrico de 500mL e completou-se o volume que foi armazenado em frasco de
vidro.

Solucéo de molibdato de aménio

Dissolveu-se 20g de (NH4)sM07024*4H.0 em 500 mL de &gua destilada e

armazenou-se em frasco de vidro.

3.3.5 Nitrato

Adicionou-se 10 mL de amostra em um tubo, 0,2 mL de HCI 1N e homogeneizou
no vortex, até adquirir coloracdo azulada. A leitura foi realizada em espectrofotometro a
275 nm. O calculo da concentracdo foi feita a partir de curva padrdo previamente

elaborada com limite maximo de 10mg.L™.

3.3.6 Nitrito

Adicionou-se 10 mL de amostra em um tubo, 0,2 mL de sulfanilamida e
homogeneizou no vértex. Apos 5 minutos de descanso, adicionou-se 0,2 mL de N-naftil e
agitou no vortex. Ap6s 10 minutos a leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 543 nm.
O calculo da concentracédo foi feita a partir de curva padrdo previamente elaborada com

limite maximo de 4.000ug.L ™.

3.3.7 lon amobnio

Adicionou-se 35 mL de amostra em um tubo, 1 mL de solugéo de citrato e agitou-
se no vortex. 1 mL de solucdo de fenol foi adicionado e a solucdo homogeneizada no
vortex. Adicionou-se 1 mL de solugédo de hipoclorito e agitou-se no vortex. A solucdo foi

mantida no escuro, em repouso, por 2 horas e posterior leitura foi realizada no
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espectrofotémetro a 640 nm. O célculo da concentragdo foi feita a partir de curva padréo
previamente elaborada.

3.4 Anélises bioldgicas

As andlises de biologia molecular foram realizadas no laboratorio de
microbiologia do solo, Esalq e no laboratério de microbiologia ambiental (LAMA),
UFSCar — Sorocaba.

3.4.1 Concentracéo de clorofila

Filtraram-se 500 mL de amostras, em duplicata, em filtro de fibra de vidro GF/C
com diametro de 1,2 pm e 47 mm. Ap0s secos, os filtros foram guardados em envelopes
sob-refrigeracdo, até no maximo 24 horas antes do momento de andlise (minimol2
horas).

Os filtros foram colocados dobrados em tubos de centrifuga encapados com papel
aluminio. Adicionou-se 10 mL de etanol 80% centrifugou e os levou a banho - maria por
5 minutos a 75°C. Para extracdo deu-se um choque térmico, em gelo, e armazenou em
geladeira de 6 a 24 horas. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 665 nm e 750
nm em cubetas de 1 cm.

Para a correcdo da feofitina acrescentou-se & solucdo HCI (0,4N) até atingir pH
entre 2,6 e 2,8. Apds 15 minutos foi realizada nova leitura espectrofotdmetro a 665 nm e
750 nm em cubetas de 1 cm. O célculo da concentracgdo foi feita a partir de curva padréo

previamente elaborada.

Clorofilaa = 27,9x(EB — EA)x vol

Onde:
EA: Diferenca da amostra acidificada (750 nm — 665 nm);

EB: Diferenca da amostra ndo acidificada;

| - Volume do solvente(10 mL)

Vol.: - x didmetro da cubeta.
Volume filtrado (L)



37

3.4.2 Extracdo de DNA da agua

Amostras de DNA presentes na agua dos dois pontos nas diferentes profundidades
foram extraidas com o Kit para isolamento de DNA metagenémico de &gua (Epicentre),
segundo o protocolo do fabricante.

Inicialmente 1 L de agua foi filtrado em membrana de poro 0,45 um e 0,47 mm de
diametro (Millipore modelo HAWGO047S3) para retirada do material em suspensdo e
grandes particulas. Posteriormente, filtrou-se em membrana de policarbonato com
tamanho de poro 0,22 um e 47 mm de didametro (Millipore modelo GSWPO47S0).

A membrana filtrante foi cortada em quatro partes e colocada em tubo falcon de
50 mL no qual foi adicionada a solucéo de lavagem (2uL de Tween 20 e 1mL de solugéo
de Tampao de lavagem). O tubo foi levado ao vértex por 2 minutos.

As células em suspensdo foram transferidas para um eppendorf e centrifugadas a
11.500 rpm por 2 minutos, descartando-se o sobrenadante. O pellet foi suspenso em 300
pL de tampéo TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH =7,5) 2 pL de Solugéo de Ready-
Lyse-Lysozyme Solution, 1 pL de RNase A, agitado no vortex e incubado & 37°C por 30
minutos.

A solucgo foram adicionados 300 pL de solucdo Meta-Lysis Solution (2x) e 1 pL
de proteinase K, agitando-se no vdrtex. Incubou-se a 65°C por 15 minutos e ap0s atingir
temperatura ambiente foi colocada no gelo por 5 minutos.

Adicionou-se 350 pL de MPC (reagente de precipitacdo de proteinas) e levou-se
ao vortex vigorosamente e centrifugou-se a 11.500 RPM por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo eppdendorf onde foram adicionados 570 uL de
isopropanol para precipitacdo do DNA.

A solucéo foi centrifugada a 11.500 RPM por 10 minutos a 4°C e, posteriormente,
o pellet foi lavado com alcool 70% e centrifugado por 10 minutos a 11500 RPM.
Descartou-se o sobrenadante e deixou o pellet secar no escuro.

A eficiéncia da extracdo foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%,
usando 1 pL de DNA controle, proprio do kit de extracdo usado e blue green (LGC)

como corante.
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3.4.3 Extracao de DNA do sedimento

Amostras de DNA presentes nos sedimentos de ambos os pontos foram extraidas
com o power soil DNA isolation kit para extracdo de solo Mobio, conforme as
orientacOes do fabricante.

3.4.4 Reagdo em Cadeia de Eletroforese Em Gel De Gradiente Desnaturante

(PCR/DGGE)

A regido V6 do gene 16S do rDNA de Bacteria de amostras de agua de trés
profundidades de cada ponto, superficie, meio e fundo, foi amplificada em 25 pL de
solucéo contendo: 1,25 pL de buffer (10X), 1,25 pL de MgCI2 (25 mM), 0,1 pL de mix
dNTPs (2,5mM), 0,25 uL de Formamida (100%), 0,2 uL de cada primer (100pmol), 0,5
puL de Tag DNA polimerase (5U), 1 pL de DNA e agua milli-Q autoclavada para
completar o volume, nas seguintes condi¢des: Desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos,
sequida de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os iniciadores utilizados foram: U968FGC (5°-
CGC CCG GGG GCG GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC
GAA GAA CCT TA-3%) e 1378 (5’- CGG TGT GTA CAA CGC CCG GGA ACG - 37)
(HEUER et al.,, 1997).

Para a amplificacdo do gene 16S do rDNA de Arqueia foi realizada reacdo de 25
puL contendo 1,25 pL de buffer (10X), 1,80 puL de MgCI2 (25 mM), 0,1 pL de mix
dNTPs (2,5mM), 0,50 uL de BSA (bovine sérum albumin), 0,10 pL de cada primer
(100pmol), 0,5 pL de Tag DNA polimerase (5U), 1 uL de DNA e agua milli-Q
autoclavada para completar o volume, nas seguintes condi¢des: Desnaturacdo inicial a
95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 53°C por 30
segundos, 72°C por 1 minutos e extensdo final a 72°C por 6 minutos. A primeira reacao
foi realizada com 0s seguintes primers: ARCH21F (5°- TTC YGG TTG ATC CYG CCR
GA -3’) e ARCH 958R (5’- YCC GGC GTT GAN TCC AAT T -3°) (MOYER et al.,
1998) e a segunda reagdo (nested PCR) com: ARCH340FGC (5’- CGC CCG CCG CGC
GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC CTA CGG GGY GCASCAG -37)
¢ ARCHS519R (5’- TTA CCG CGG CKG CTG -3°) (OVREAS et al., 1997).
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Os produtos das PCR foram separados por meio de eletroforese em gel de agarose
1% e o DNA foi visualizado por coloragdo com SYBR-Green usando como padrédo de
tamanho o marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) e em seguida analisados em
eletroforese em gel de gradiente desnaturante.

Para as analises de DGGE foram usados os produtos de PCR de bactéria e arqueia
de ambos 0s pontos entrada e barragem em trés diferentes profundidades (Tab.4).

Tabela 4: profundidades (m) utilizadas para as anélises de DGGE de dois pontos, entrada e
barragem, da represa de Itupararanga.

Entrada Barragem
0.0m 0,0m
4,0 m 40m
8,0m 15,0 m

Para as analises de DGGE os produtos de PCR de Bacteria foram aplicados em
gel de eletroforese com 8% de acrilamida, bisacrilamida (37,5 : 1) a um gradiente 30 % a
60% de formamida e ureia, em que 100% de desnaturacdo apresenta m 7M de ureia e
80% de formamida . A eletroforese foi realizada a 180V e 60°C por 4 horas.

Para o dominio Archaea os produtos da PCR foram adicionados em gel de
eletroforese com 8% de acrilamida : bisacrilamida, em um gradiente de 15% a 55% de
formamida e ureia. A eletroforese foi realizada durante 3,5 horas a 200V e 60 °C.

Cada banda visualizada no gel de eletroforese foi considerada uma unidade
taxondmica operacional (OTU) que segundo Smeti et al., (2013) é a unidade basica em
estudos de diversidade microbiana.

3.4.5 PCRem Tempo Real (QPCR)

A quantificacdo microbiana em amostras de dgua tem sido realizada por meio de
técnicas que envolvem o cultivo ou a hibridizagdo de amostras. No entanto estas técnicas
subestimam a real quantidade de organismos que existem no ambiente, pois nem todos

podem ser cultivados e 0 método de FISH usado na hibridizacdo exige contagem dos
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organismos em microscopio de fluorescéncia o que ndo gera resultado robusto, pois é
uma estimativa da riqueza.

Neste trabalho a quantidade de bactérias e arqueias foi determinada por meio de
real time PCR. Esta técnica tem sido usada para quantificar as comunidades de arqueias
em diversos solos, mas nunca foi usada para quantificar os dominios Bacteria e Archaea
em amostras de agua de diferentes profundidades de um reservatorio tropical.

Para quantificacdo do gene 16S rDNA foi realizada reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (QPCR) no laboratério de Genética da Esalg/USP. As reacdes
foram feitas em duplicata e corridas no equipamento Bio-Rad iQ5 Optical System. A
reacdo para o dominio Bacteria foi feita para um volume final de 25 pL, contendo: 12,5
uL de Planium® Quantitative PCR Super-Mix-UDG (Invitrogen), 1,0uL de cada primer,
0,25 pL de BSA e agua milli-Q autoclavada. Os primers usados foram: P1 (5’- CCT
AGC GGA GGC AGC AG - 3’) e P2 (5° - ATT ACC GCG GCT GCT GG - 37
(MUYZER et al., 1993).

As condicBes para amplificacdo usadas para o dominio Bacteria foram:
Desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C por 30
segundos 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, seguidos por extensdo final
variando 72°C a 96°C.

Para o dominio Archaea a reacdo conteve 12,5 pL de Planium® Quantitative
PCR Super-Mix-UDG (Invitrogen), 10 pmol de cada primer, 50pmol de MgCl», 0,25 pL
de BSA e 8,25 uL de agua milli-Q autoclavada. Os primers usados foram 340F (5’- CCC
TAY GGG GYG CAS CAG —3’) E 1000R (5’- GAG ARG WRG TGC ATG GCC - 3°)
(GANTNER et al., 2011).

As condicdes para amplificacdo usadas para o dominio Archaea foram:
Desnaturacdo inicial a 98°C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 95°C por 30
segundos 57°C por 30 segundos e 72°C por 90 segundos, seguidos por extensao final
variando 72°C a 90°C.

3.5 Analise estatistica

O perfil obtido pelo PCR/DGGE foi analisado e comparado utilizando o programa
imageJ (Rasband 1997 — 2012), visando gerar uma matriz de presenca e auséncia de
bandas a partir das intensidades captadas pelo software. A partir das matrizes geradas

foram realizadas analises de similaridade no software Past (Hammer, et al., 2001),
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adotando o indice de Jaccard para estimar a similaridade sendo considerados como perfis
distintos aqueles que apresentaram similaridade inferior a 70% (PEREIRA et al., 2007).

Para correlacionar as variaveis ambientais com as comunidades microbioldgicas
foi realizada analise de correspondéncia candnica correlacdo linear utilizando o software
Past (Hammer, et al., 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagio Fisico-Quimica da Agua

O dia de coleta estava nublado e com vento forte. O limite da zona eufética no
ponto da entrada foi a 2,79 cm de profundidades enquanto que no ponto da barragem foi
de 3,69 metros. Foi observada nos dois locais de amostragem estratificagdo térmica e
quimica. Foi observada estratificacdo térmica (Fig. 8), em ambos os pontos, com maiores
valores na superficie (24,30°C e 23,14°C, na barragem e na entrada, respectivamente) e
menores no fundo da represa (22,70°C e 22,28°C, na barragem e na entrada,

respectivamente).
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Figura 8: Temperatura da 4gua nos pontos da Barragem e da Entrada ao longo da coluna d'agua da
represa de Itupararanga em coleta realizada no dia 16/04/2012.

Miwa et al., (2011) e Cunha et al., (2012) encontraram estratificacdo térmica no
eixo central do reservatério de Itupararanga no verao o que foi atribuido as temperaturas
elevadas e baixa velocidade do vento, enquanto que durante o inverno no mesmo ponto
foi observada homogeneidade térmica. Nos bragos do reservatério, 0s quais possuem
menor profundidade foi observada estratificacdo térmica em ambos os periodos, mesmo
na presenga de ventos.

Periodos de estratificacdo térmica e isotermia, também foram verificados em
diferentes reservatdrios brasileiros, o reservatério da lagoa das Garcas (TUCCI,

SANT’ANNA, 2003), por exemplo, pode ser considerado polimitico, bem como as
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lagoas Camargo e Coqueiral, localizadas na entrada do rio Paranapanema do reservatério
Jurumirim, que apresentaram isotermia, com estratificacdo térmica relacionada a dias
com maiores temperaturas do ar (GRANADO; HERY, 2012).

Apesar de ndo ter sido encontrada condicdo de anoxia, uma vez que para ser
considerada anoxica a agua deve apresentar concentracdo de oxigénio abaixo de 0,016
mg.L (BERNER, 1981) foi verificada hipoxia, caracterizada por saturacio de oxigénio
menor do que 30% (SALCHER et al., 2011) na regido proxima ao sedimento dos dois
locais (28% e 14% nos pontos da Entrada e Barragem, respectivamente).

O ponto em que foi observada maior porcentagem de saturagdo de oxigénio foi na
barragem (99%) na regido da superficie, enquanto que na mesma posi¢do no ponto da
entrada registrou-se 96% (Fig. 9).
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Figura 9: Saturacdo de oxigénio dissolvido na 4gua nos pontos da Barragem e da Entrada ao longo
da coluna d'agua em coleta realizada no dia 16/04/2012.

A queda na saturagdo de oxigénio com o aumento da profundidade tem sido
considerada um fenémeno associado a estratificacdo térmica (SALCHER, et al., 2011). O
pH apresentou 0 mesmo padrdo de distribuicdo do oxigénio dissolvido com o maiores
valores medidos na superficie dos pontos (7,34 e 6,92, barragem e entrada
respectivamente) e o menor no fundo (6,45 e 6,33, barragem e entrada respectivamente)
(Fig.10).
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Figura 10: Variagdo do pH da agua nos pontos da Barragem e da Entrada ao longo da coluna d'agua
da represa de Itupararanga em coleta realizada no dia 16/04/2012.

O fitoplancton, principalmente cianobactérias, se distribui em maior quantidade na
superficie dos corpos de agua em funcdo da disponibilidade de luz (SALCHER et al.,
2011), sendo a principal fonte de oxigénio, que pode ser transportado ao fundo do
reservatorio por turbuléncia ou movimentos hidrodindmicos, porém em periodos de
estratificagdo esta circulagdo ndo ocorre diminuindo a concentracdo deste gas nas maiores
profundidades.

No reservatorio Ribeirdo das Lajes no Rio de Janeiro, Branco et al., (2009) por
exemplo, verificaram que a presencga de termoclina inibiu a reposicdo de oxigénio na
regido inferior da represa.

Outro fator que também ocasiona a deplecdo de oxigénio dissolvido no fundo de
reservatorios € o descarte de esgoto sem tratamentos. No reservatorio de ltupararanga esta
entrada ocorre a partir dos rios formadores (BEGHELLI et al., 2012) aumentando a
demanda por oxigénio para a decomposic¢do da matéria organica que se acumula no fundo
do reservatorio.

O processo de producdo e decomposicdo da matéria organica causa alteracdo
também no pH, uma vez que esta variavel € elevada pela fotossintese (GOLOMBIESKI
et al., 2005) que ocorre na zona eufdtica com consumo de géas carbonico (PEDRAZZI et
al., 2013), enquanto que na decomposic¢do hé liberacdo de CO- e consequente formacgao
de acido carbdnico (H2CO3) e ions hidrogénio (H*) que acidificam a agua (KRUGER et.
al., 2003), o que explica o padrdo encontrado em ambos 0s pontos, ou seja, maiores

valores na superficie e menores no fundo.
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Com relagdo a alcalinidade, no ponto da Barragem, foi observado aumento da
concentracdo em funcdo da profundidade, variando de 0,94 mg de CaCOs.L?! na
superficie para 2,11 mg de CaCOs.L™ proximo ao sedimento. Ja no ponto da Entrada, a
alcalinidade diminuiu com o aumento da profundidade, indo de 2,4 mg de CaCOs.L™ na
superficie a 2,22 mg de CaCOs.L™ no fundo (Fig.11).
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Figura 11: Alcalinidade da 4gua nos pontos da Barragem e da Entrada ao longo da coluna d'agua da
represa de ltupararanga em coleta realizada no dia 16/04/2012.

Como a alcalinidade relaciona-se a capacidade tampdo de sistemas aquaticos ela
afeta diretamente as variagbes no pH (MERINO-IBARRA et al.,2008). No ponto da
entrada, com excecdo a profundidade de 10 metros, foram observados menores valores de
alcalinidade o que foi refletido no pH, enquanto que a entrada observaram-se maiores
valores de alcalinidade e menor variagéo no pH.

No ponto da entrada do reservatério foi observada maior concentragdo de sélidos
suspensos inorganicos (sendo maior valor 5,5 mg.L?, no fundo), enquanto que na
barragem houve predominio de sélidos suspensos organicos (sendo a maior concentracao
4 mg.L™?, na superficie) (Fig. 12 A e B).
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Figura 12: Concentracado de sélidos suspensos inorganicos e organicos (SSI e SSO) em A: Barragem e
B: Entrada da represa de Itupararanga em coleta realizada no dia 16/04/2012.

Esta distribuicdo de material em suspensdo corrobora 0 zoneamento dos
reservatorios proposto por Thorton (1990) que assume que reservatdrios possuem trés

compartimentos ao longo do eixo horizontal (Fig. 13).
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Maior turbidez Fluxo Menor turbidez
Matéria organica intermediario Matéria organica
aléctone Profundidade autéctone
Menor profundidade média Maior profundidade

Figura 13: Modelo de compartimentalizacdo de reservatérios proposto por Thorton (1990). Fonte:
Cunha; Calijuri, (2012).

O ponto da entrada do reservatério de ltupararanga corresponde a zona de rio que
sofre influéncia de afluentes que carregam materiais para o reservatério e por isso, a
maior parte dos solidos nesta regido ¢ composta por material inorganico que aumenta em
direcdo ao fundo, devido a sedimentacao destes compostos (CHAPMAN, et. al., 1996).
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No ponto da barragem, que corresponde a zona de lago, ha o predominio de
solidos suspensos organicos, proveniente de fontes autdctones.

A condutividade em ambos os pontos, entrada e barragem, aumentou quanto
maior a profundidade da amostra (Fig. 14), com menores valores observados na
superficie e maiores no fundo (67 pS.cm™ e 96 pS.cm™; 98 pS.cm * e 101 puS.cm %,

Barragem e Entrada, respectivamente).
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Figura 14:Condutividade nas profundidades da coluna d'agua nos pontos da Barragem e Entrada do
reservatério Itupararanga no dia 16/04/2012.

A condutividade elétrica foi maior no ponto da entrada, pois € a partir deste ponto
gue a matéria organica e inorganica aléctone chega ao reservatdrio. Ao longo do eixo
central, a influéncia da entrada de material pelos rios vai diminuindo e com isso a
condutividade é reduzida com menores valores na coluna d’agua da barragem. Porém
devido a altas taxas de decomposicdo de compostos organicos aldctones e autdctones
depositados no fundo do reservatério, esta varidvel volta a aumentar proximo ao
sedimento.

Foi observada pouca variagdo na concentragdo de nitrogénio entre as
profundidades analisadas (Fig. 15). Na superficie a concentragdo de nitrogénio foi de 0,28
mg.L? e 0,34 mg.L?, nos pontos da barragem e da entrada, respectivamente, enquanto
que no fundo os valores foram 0,27 mg.L™ e 0,26 mg.L™* nos pontos da barragem e da
entrada, respectivamente (desvio padrdo 0,06 e 0,04 na barragem e entrada

respectivamente).
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Figura 15: Concentracgéo de nitrogénio total ao longo da coluna d'4gua nos pontos da Barragem e
Entrada do reservatorio ltupararanga no dia 16/04/2012.

O nitrogénio que entra em um sistema hidrico pode ter diversas fontes, como
esgotos domesticos e industriais, fertilizantes, compostos bioldgicos e fixacdo bioldgica.
Ele é indispensavel para o crescimento do plancton, mas quando em excesso leva a
proliferacéo acelerada de algas (MIWA et al., 2011).

A maior concentragdo deste nutriente foi verificada no ponto da entrada,
indicando que sua principal fonte neste reservatorio foi aléctone, provavelmente derivado
de langamentos de esgoto e residuos domesticos.

No ponto da barragem foi observado um pico de nitrogénio a 4,0 metros de
profundidade na coluna d’agua, provavelmente devido a incorporagdo deste nutriente a
comunidade microbiana e na matéria organica particulada.

A concentracdo de ions aménia em ambos 0s pontos aumentou com a
profundidade. No ponto da barragem a concentragio passou de 5,4 mg. ! na superficie
para 51,05 mg.L? no fundo e no ponto da entrada variou de 4,37 mg.L™! na superficie

para 10,9 mg.L™ no fundo da represa (Fig. 16).
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Figura 16: Concentracdo de ions amdnio nas profundidades da coluna d'agua nos pontos da
Barragem e Entrada do reservatorio Itupararanga no dia 16/04/2012.

O mesmo padrdo de aumento de amoénio no fundo foi verificado para o lago
Averno, localizado na Italia, onde Paganin et al. (2012) encontraram valores crescentes
de amonia em camadas profundas. Isto pode ser justificado pela decomposicdo de matéria
organica nitrogenada, em um processo anaerobio realizado por bactérias produtoras de
amonia.

O nitrito variou menos no ponto da barragem (0,66 mg.L? e 0,64 mg.L?, na
superficie e fundo, respectivamente, desvio padrdo de 0,05), se comparado ao ponto da
entrada onde a concentracdo variou de 4,64 mg.L? para 6,55 mg.L™? na superficie e
fundo, respectivamente, desvio padréo de 1,30 (Fig. 17).
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Figura 17: Concentracao de nitrito nas profundidades da coluna d'agua nos pontos da Barragem e
Entrada do reservatorio Itupararanga no dia 16/04/2012
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A concentracio de nitrato na superficie da barragem foi de 0,35 mg.L™ e no fundo
de 0,39 mg.L? Ja no ponto da entrada tanto na superficie quanto no fundo a

concentracéo foi de 0,61 mg.L* (Fig. 18).
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Figura 18: Concentragdo de nitrato nas profundidades da coluna d'a4gua nos pontos da Barragem e
Entrada do reservatorio ltupararanga no dia 16/04/2012.

No ponto da entrada as maiores concentracdes de nitrito e nitrato sdo justificadas
pela chegada dos nutrientes a partir dos rios formadores e no ponto da barragem a
diminuicdo dos nutrientes ocorre pelo metabolismo e incorporacao pelos organismos.

Maiores concentracdes de compostos nitrogenados foram encontradas também no
ponto da entrada do reservatdrio, nos periodos de outubro de 2009 e abril de 2010 a
concentracio de nitrato foi de 1,04 e 0,57 mg.L%, respectivamente e a concentragio de
nitrito foi de 0,29 e 0,28 pg.L ™, respectivamente (DUARTE; DA SILVA, 2011).

A presenca de compostos nitrogenados na represa de ltupararanga favorece o
crescimento de bactérias desnitrificantes em regides anoxicas do reservatorio. Duarte; da
Silva (2011) encontraram grande concentragdo destas bactérias no sedimento do ponto da
barragem (4,3 x 101° NMP.gSSV?) devido a decomposi¢do da matéria organica.

As maiores concentracfes de fésforo foram encontradas no fundo do reservatorio
(0,57 e 1,73 nos pontos da barragem e da entrada, respectivamente) e menores na
superficie (0,37 e 1,06 nos pontos da barragem e da entrada, respectivamente) indicando
que sua principal fonte é aléctone ja que a maior concentracdo foi verificada no ponto de

encontro dos rios (Fig.19).
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Figura 19: Concentracéo de fésforo dissolvido nas profundidades da coluna d'agua nos pontos da
Barragem e Entrada do reservatorio ltupararanga no dia 16/04/2012.

A forma de fdsforo disponivel para o metabolismo de microrganismos € o
ortofosfato que variou ao longo da coluna d’4gua, aumentando de 2,2 pg.L™ na superficie

para 2,6 pg.L ™ no fundo da barragem e de 6,0 pg.L ™ para 7,8 pg.L* (Fig. 20).
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Figura 20: Concentracao de ortofosfato nas profundidades da coluna d'agua nos pontos da Barragem
e Entrada do reservatorio Itupararanga no dia 16/04/2012.

Na entrada do reservatorio foi observada a maior concentracdo de ortofosfato se

comparada a barragem, isto pode ser explicada pela origem deste nutriente que pode ser a
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partir da dissolugdo de compostos do solo, da decomposi¢cdo de matéria organica,
lancamento de compostos como surfactantes provenientes de esgoto, fertilizantes entre
outros. E um nutriente essencial para o desenvolvimento do plancton, logo ele é
incorporado rapidamente pelas comunidades, porém em altas concentracdes favorece a
eutrofizagdo do corpo hidrico.

A concentragdo de nutrientes é um dos pardmetros usados para determinacdo da
trofia a partir de um indice de estado trofico (Tab. 5). As represas Billings e
Guarapiranga, por exemplo, foram classificadas como hipereutréficas de acordo com a
alta concentracdo de fosforo que acelerou o crescimento do fitoplancton (GEMELGO et
al., 2009).

O reservatorio de Itupararanga, no entanto, foi considerado mesotrofico e
eutrofico na estacdo chuvosa e seca respectivamente de acordo com o indice de estado
tréfico, sendo a regido préxima a entrada dos rios a de pior qualidade de aguas
(PEDRAZZI et al., 2013).

Tabela 5: Estado tréfico de cinco reservatorios, Itupararanga, Billings, Guarapiranga, Broa e Barra
Bonita.

Reservatorio Estado trofico Fasforo dissolvido Referéncia
(mg.L™)

Itupararanga Mesotrofico/Eutrofico 0,07-0,23 PEDRAZZI et al., 2013

Itupararanga Mesotrofico - BEGHELLI et al., 2012

Itupararanga Mesotrofico 0,01-0,1 CUNHA, 2012

Billings Eutrofico - CUNHA et al., 2011

Guarapiranga Hipereutréfico - GEMELGO et al., 2009
Broa Mesotréfico/Eutréfico 3,72x10%- 0,16 FREITAS, 2012

Barra Bonita Eutrofico 0,01-0,31 CALIJURI et al., 2002

Os dados deste trabalho parecem indicar um ambiente eutréfico, mas devido a
pequena amostragem ndo € possivel determinar o Estado Tréfico do sistema. Cunha
(2012) e Beghelli et al., (2012) consideraram o sistema mesotréfico.

Para facilitar a segunda parte da discussdo que trata das variaveis bioldgicas foi
elaborado uma tabela com as principais caracteristicas ambientais encontradas nos dois

pontos de amostragem (Tab. 6).
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Tabela 6: Média das variaveis fisico-quimicas na represa de ltupararanga em coleta realizada em
16/04/2012.

Variaveis Barragem Entrada

Temperatura (°C) 24,16 22,62

pH 7,09 6,42

0. D. (mg.L™) 8,29 3,6
Condutividade (uS.cm™) 67 100
P. redox (mV) -66 -26,8

SST (mg g.L?) 4,65 6,8

SSO (mg g.LY) 3,0 3,1

SSI (mg g.L™) 1,25 3,85
Alcalinidade (mgCaCOs.L1) 1,23 2,22
Ortofosfato (mg.L™) 2,5 7,1
Nitrato (mg. L1) 0,39 0,61
Nitrito (mg. L) 0,58 4,63

fons amdnia (mg. L?) 54 4,37
Fésforo dissolvido (mg.L™1) 0,51 1,27
Nitrogénio (mg. L) 0,28 0,34

4.2 Caracterizacdo microbiolédgica da agua

4.2.1 Clorofila

Apesar das diferencas entre os grupos e entre as condi¢Ges de crescimento que
podem alterar a composicdo pigmentar de cada célula a biomassa do fitoplancton pode
ser estimada a partir da determinacéo da clorofila (DOS SANTOS et al., 2003).

No ponto da barragem foi observada a maior concentragédo de clorofila no fundo
do reservatorio (28,46 pg.L™) e a menor a 10 metros de profundidade (10,32 ug.L™?) o
mesmo padrédo foi verificado no ponto da entrada com maiores concentragdes no fundo
(22,43 pg.L 1) e menor a 4 metros de profundidade (8,37 pg.L?) (Fig. 21).
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Figura 21: Concentracéo de clorofila nas profundidades da coluna d'agua nos pontos da Barragem e
Entrada do reservatorio Itupararanga no dia 16/04/2012.

Maiores concentragdes de clorofila no fundo do ponto da entrada podem ter tido
sua origem em fontes aldctones, sendo que parte deste valor corresponde a clorofila
degradada, ja que segundo Dos Santos, (2003) o método usado para deteccdo do
pigmento sofre interferéncia da feoftina e outros pigmentos resultantes da degradacéo da
clorofila.

Os maiores valores de clorofila observados no fundo do ponto da barragem podem
estar relacionado a matéria organica viva, uma vez que a comunidade de cianobactérias
pode migrar na coluna de &gua (HENRY-SILVA et al., 2010).

No ponto da barragem foram encontrados maiores valores de clorofila (média),
isto pode ter sido influenciado pela maior zona eufética encontrada neste ponto (3,69 m)
em relacdo a entrada (2,79 cm). O mesmo padrao foi verificado por Dos Santos, (2003)
nos reservatorios do Lobo e Salto Grande corroborando o modelo de
compartimentalizacdo proposto por Thorton (1990) no qual a area préxima a barragem
apresenta maior zona eufética, com condi¢cBes que favorecem o crescimento da
comunidade fitoplanctdnica se comparadas a entrada do sistema.

Os valores de clorofila observados nas superficies dos pontos provavelmente estéo
relacionados as comunidades fitoplancténicas que ocorrem no reservatorio. A presenca de
cianobactérias em reservatorios tem sido relatada por diversos estudos (TUCCI et al.,
2006; PANOSSO et al., 2007; CUNHA; CALIJURI, 2011, VARGAS, 2012) e tem
predominado em varias epocas do ano no reservatorio de Itupararanga (CASALI, dados

ndo publicados).
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4.2.2 Riqueza de microrganismos

Na represa de Itupararanga nesta amostragem foi encontrada maior riqueza de
bactérias (41 OTU) em relacdo a arqueias (31 OTU) no ponto da entrada, enquanto que
na barragem para ambas as comunidades foi observado o0 mesmo nimero de bandas (30
OTU) como pode ser observado na Fig. 22 e 23 respectivamente.

Graca et al., (2011) observaram que nas camadas mais profundas da coluna de
agua (40 metros) do reservatorio de Tucurui no rio Tocantins (Estado do Para) ocorriam
mais unidades taxonomicas operacionais (OTU’s) de bactérias do que de arqueias apds
clonagem e sequenciamento das bandas de DGGE.

A maior riqueza de bactérias se comparado a arqueia parece ser padrdo. Maior
riqueza de arqueias em relacdo a bactérias tem sido encontrada somente em ambientes
com estress crénico uma vez que as arqueias sdo organismos mais adaptados a condi¢fes
adversas do que bactérias que por sua vez apresentam uma vasta gama de vias
metabolicas, genéticas e fisioldgicas (VALENTINE, 2007).

As adaptacdes apresentadas por arqueias ao stress ambiental podem ser ilustradas
pela composicgdo lipidica da membrana, vias catabdlicas e mecanismos de conservagao de
energia que faz com que estes organismos comportem-se como especialistas engquanto
que as bactérias podem se distribuir em ambientes mais dindamicos atuando como
generalistas (SMETI et al., 2013).

Neste trabalho foi observada variagdo na riqueza de microrganismos nos
diferentes pontos amostrados, entrada e barragem e nas diferentes profundidades ao longo
da coluna d’agua.

Este padrdo parece ndo confirmar a teoria de que todos 0s microrganismos estdo
em todos os lugares (BASS-BECKING, 1934) jA que mostra que nas condicdes
encontradas na represa de ltupararanga no momento da coleta, 0s microrganismos
estavam distribuidos de forma heterogénea ao longo da coluna d’adgua e dos pontos

analisados.
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Figura 22: Perfil de bandas do DGGE da comunidade bacteriana presente na dgua do reservatorio de ltupararanga na superficie (E1 e B1, entrada e barragem,
respectivamente) meio (E2 e B2, entrada e barragem, respectivamente) e fundo (E3 e B3, entrada e barragem, respectivamente) no momento da coleta em
16/04/2013. MC — Marcador. Concentracgdo de desnaturacgédo 30% - 60%.
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Figura 23: Perfil de bandas do DGGE da comunidade bacteriana presente na dgua do reservatorio de ltupararanga na superficie (E1 e B1, entrada e barragem,
respectivamente) meio (E2 e B2, entrada e barragem, respectivamente) e fundo (E3 e B3, entrada e barragem, respectivamente) no momento da coleta em
16/04/2013. MC — Marcador. Concentragéo de desnaturacéo 15% — 55%.
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Assim como é observado em organismos de maior porte, 0s microrganismos
possuem limitacBGes que determinam sua ocorréncia e sua distribuicdo € determinada além
de variacGes ambientais e disponibilidade de nutrientes pelo histérico do ambiente.

Turque et al. (2010) encontraram maior diversidade de arqueias na baia de
Guanabara em relacéo ao arquipélago Cagarras o que foi atribuido a maior concentracao
de nutrientes e poluentes no estuario. Na baia de Guanabara foi encontrada associa¢éo
entre esponjas a arqueias oxidantes de amonia, o que pode indicar uma adaptacdo a
eutrofizacao.

Taketani et al. (2010a) em experimentos com bactérias e arqueias de manguezal
concluiram que as comunidades bacterianas que tiveram contato prévio com
contaminacdo por 6leo apresentaram maior riqueza em um novo contato com o poluente
em relacdo as comunidades que nunca haviam sido expostas ao 6leo, indicando que o
historico também é determinante da ocorréncia de comunidades microbianas.

Em sedimentos de manguezais, Taketani et al. (2010b) encontraram perfil de
bandas do DGGE semelhante em profundidades de 0 a 30 m de profundidade, enquanto
em solos mais profundos (acima de 35 metros) o padrdo foi distinto, sendo que neste
ambiente a matéria orgénica foi o fator que exerceu maior efeito na diversidade de
arqueias metanogénicas.

A similaridade entre os pontos e entre as profundidades foi determinada a partir
do indice de Jaccard (Tab. 7) e indicou que a composi¢do da comunidade microbiana é
diferente ao longo da coluna d’agua.

Tabela 7: indice de similaridade de Jaccard para os OTUs de bactérias e arqueias mostrados no
DGGE para os pontos da entrada e da barragem da represa de Itupararanga em coleta, presentes em

coleta realizada em16/04/2012. (E1: Entrada 0,0 m; E2: Entrada 4,0 m; E3: Entrada 8,0 m; B1:
Barragem 0,0 m; B2: Barragem 4,0 m; B3: Barragem 15,5 m)

Locais indice de Similaridade de indice de Similaridade de
Jaccard (%) bactéria Jaccard (%) arqueia
E1x E2 41 36
E1x E3 46 42
E2 x E3 55 50
B1x B2 43 33
B1 x B3 40 22
B2 x B3 39 36

Entrada x Barragem 81 71
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A comunidade bacteriana da superficie e fundo de ambos os pontos foram mais
semelhantes (46% e 40%, entrada e barragem, respectivamente) do que a comunidade de
arqueias nas mesmas regides (42% e 22%, entrada e barragem, respectivamente),
indicando que grande parte das bactérias ndo é restrita as condi¢bes de hipoxia ou
aerdbias, enquanto que diferentes populacdes de arqueias ocorrem nas diferentes
profundidades.

Smeti et al. (2013) encontraram grande variagdo entre as comunidades de arqueias
e bactérias em diferentes ambientes, d&gua doce, lama de vulcdes e fontes termais, sendo
que as diferengas mais pronunciadas foram encontradas entre bactérias e arqueias de um
mesmo ambiente do que considerando a mesma assembleia de diferentes ambientes.

A diferenca observada entre ambas as comunidades neste trabalho foi maior ao
longo da coluna d’agua de cada ponto do que entre os dois pontos, entrada e barragem,
isto é, foi verificada maior heterogeneidade vertical e maior homogeneidade horizontal
para ambas as comunidades.

O padrao heterogéneo de distribuicdo vertical da comunidade microbiana pode
estar relacionada a estratificagdo térmica e quimica verificada na coluna d’agua. A
saturacdo de oxigénio, por exemplo, variou de 100% na superficie da barragem para 14%
no fundo e de 74% na superficie da entrada para 28% no fundo.

De acordo com a saturagdo de oxigénio dissolvido na coluna d’agua da represa
pode-se verificar uma regido Oxica na superficie e uma regido hipoxica no fundo, o que
provavelmente afetou a distribuicdo das comunidades, principalmente de arqueia cuja
diferenca entre as comunidades da superficie e fundo foi de 78%, enquanto que para
bactéria esta variacdo foi de 60%.

A semelhanca verificada entre as comunidades da entrada e barragem (81 % e
71%, bactéria e arqueia, respectivamente) indicou que as condicdes ambientais
encontradas nos pontos ocasionaram menores efeitos aos microrganismos do que as
variagcOes verticais, isto porque, ambos 0s pontos apresentaram estratificacdo térmica e
guimica que exercem grande pressao nas comunidades microbianas.

Estudos revelam diferentes similaridades entre a comunidade bacteriana de
diversos ambientes. A similaridade de Jaccard, por exemplo, entre o bacterioplancton e a
comunidade do sedimento da regido da Grande barreira de Corais na Australia foi de
15%, enquanto que considerando apenas a comunidade do sedimento deste local, ao

longo de um transecto de 140 metros a similaridade foi de 46%.
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Na tabela 8 estdo descritos diversos trabalhos que utilizam o indice de Jaccard
para comparar a riqueza de diferentes comunidades. Apesar de ndo serem do mesmo
ambiente do atual estudo é possivel determinar uma ordem de grandeza para medir a

similaridade entre comunidades.

Tabela 8: Similaridade entre comunidades microbianas em diferentes ambientes.

Amostra Local Similaridade (Jaccard) Referéncia
%
Sedimentos Australia 46 Hewson; Fuhrman, 2006
Agua X sedimento - Australia 15 Hewson; Fuhrman, 2006
Aguas Australia 48 Hewson; Fuhrman, 2005
Sedimento puro X Reservatério 38 Maintinguer et al., 2011
sedimento utilizado em Itupararanga

reator hidrogenotréfico

As maiores similaridades encontradas para o dominio Bacteria foram observadas
entre 0 meio e o fundo do ponto da entrada e entre a superficie e meio da coluna de dgua
no ponto da barragem (55% e 43%, respectivamente) enquanto que as maiores diferencas
foram observadas entre a superficie e meio do ponto da entrada e entre meio e fundo da
barragem.

No ponto da barragem as amostras da superficie e meio foram coletadas na zona
eufdtica e a coleta do fundo na zona afética, enquanto que no ponto da entrada a coleta da
superficie foi realizada na zona eufética enquanto que as amostragens do meio e fundo
foram realizadas na zona afética.

A maior similaridade da barragem ocorreu entre as comunidades presentes na
zona eufotica, que favorece o crescimento de organismos fotossintetizantes, enquanto que
na entrada maior similaridade foi verificada na zona afética que favorece o crescimento
de organismos heterotroficos.

Em reservatérios estratificados, a temperatura diminui abruptamente abaixo da
termoclina de modo que ndo ocorre mistura de aguas. As condi¢des da regido superficial,
como luz, favorecem a distribuicdo de bactérias fotossintetizantes ou aquelas que utilizam
0s sub-produtos da fotossintese como substrato, enquanto que abaixo desta camada,

forma-se uma camada andxica e rica em matéria organica que favorece processos de
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decomposi¢do e consequentemente a presenca de bactérias heterotréficas (FEARNSIDE,
2008).

4.2.3 Densidade de procariontes

A quantidade de copias do gene 16S de bactérias (média: 4,19 x 107 copias.L? e
5,60 x. 107 copias.L™? , entrada e barragem respectivamente) foi maior do que de arqueia
(média: 4,29 x. 10% copias.L.t e 2,60 x. 10> copias.Lt entrada e barragem,

respectivamente) (Figura 24).
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Figura 24:Quantidade de copias do gene 16S do rDNA de arqueias e bactérias presentes em A -
entrada e B - barragem do reservatorio de Itupararanga ao longo da coluna d'agua.

A auséncia de trabalhos que determinem a abundancia de ambos 0s grupos em
ambientes tropicais de agua doce represados dificultam comparacdes entre os dados
obtidos na represa de ltupararanga, além disso, a maioria dos trabalhos encontrados que
usam gPCR para comparar a abundancia de bactérias e arqueias consideram as oxidantes
de ambnio (AOB e AOA, respectivamente), enquanto poucos utilizam o gene 16S nesta
comparagdo que ocorrem em diferentes ambientes como solo, areas alagadas e fonte
termal (Tab.9).
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Tabela 9: abundancia de bactérias e arqueias por meio de gqPCR em diferentes ambientes

Ambiente Abundéncia Abundéncia Gene Referéncia
bactéria arqueia
Tundra artica 5,4410° copias.g solo 1,96 10% copias.g 16S Leeetal, 2012
! solo?
Solo de mata 4,2,10° 4,3, 108 16S Lima, 2011
atlantica
Kimchi (alimento 3,3« 10°- 3,24 10%-3,8« 10* 16S Park et al., 2009
coreano 1,2x107copias.ng? copias.ng?
fermentado)
Sedimento — lago 10%° copias.cm* 108 copias. cm* 16 S Schwarz et al.,
Kinneret Israel 2007
Solo pantanoso 1,2,10%-1,9, 107 1,2x107 - 1,54 108 Amonio Sims et al., 2012
copias.g solo? copias.g solo! oxidante
Sedimento estudrio  9,5410*-6,2410°5 9,64 10%—5,1 107 Amdnio Jinetal., 2011
Rio das Pérolas - copias.g solo™* copias.g solo oxidante
China
Agua - Rio 6,3x10%-5,4,10*  4,1,105-6,6 410" Amonio Liuetal, 2011
Dongjiang -China copias.L™ oxidante

copias.L™?

Neste trabalho, a densidade de bactérias foi maior do que a de arqueias seguindo o

mesmo padrdo observado para a riqueza. Em solo de mata atlantica, Lima (2011)

encontrou maior abundancia de bactérias em relacdo a arqueias, o que foi atribuido a

quantidade de nutrientes disponivel que favorece intensa ciclagem de nutrientes e,

portanto, é mais adequado ao desenvolvimento de bactérias.

A quantidade de cdpias do gene 16S rDNA, abundancia, de ambos os dominios

Bacteria e Archaea foi maior no sedimento em relacdo a coluna d’agua (Fig. 25). Isto

pode ocorrer devido a maior disponibilidade de nutrientes e elevado teor de matéria

organica do sedimento.
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Beghelli et al., (2012) fizeram anélises do sedimento da represa de Itupararanga e
encontraram, no periodo chuvoso (fevereiro 2010), concentracBes de nitrogénio
(aproximadamente 2,4 mg.g* e 1,7 mg.g *, entrada e barragem, respectivamente) e
fosforo (aproximadamente 8,0 mg.g™* e 5,0 mg.g 2, entrada e barragem, respectivamente)
maiores do que as observadas neste trabalho, na dgua.

Em trés das quatro coletas realizadas no reservatorio de ltupararanga por Beghelli
et al (op cit) foi observado sedimento mais grosso no ponto da entrada em relacdo ao
sedimento da barragem. Em contrapartida o sedimento da barragem possuia maior teor de
matéria organica (maior ou igual a 15%) em relacdo ao sedimento da entrada (menor ou
igual a 5%) (Beghelli et al., 2012). Apesar disso, no ponto da entrada foi observada maior
quantidade de bactérias e argueias, indicando que a matéria organica sozinha néo
determinou, nessas condi¢cdes, a abundancia dos microrganismos, mas outro fator, como

por exemplo a condi¢é@o de anoxia do sedimento.

[EY

m gPCR bacteria

gPCR archaea

log copias 16S rDNA.L?
OFRPNWMOUIOON OO OO

Barrage Entrada

Figura 25: Abundancia de bactérias e arqueias no sedimento de dois pontos da represa de
Itupararanga em 16/04/2012.

Maintinguer et al. (2011) isolaram do sedimento da represa de ltupararanga
consorcio de bactérias hidrogenotroficas na forma de bacilos, enddsporos ou bacilos com
enddsporos e obtiveram geracdo de biohidrogénio em reator em batelada alimentado com
xilose. A contagem do nimero mais provavel (NMP) de bactérias acidogénicas revelou
4,3,10° NMP.mL? equivalente a 3.3x10°células.gSTV? indicando que provavelmente
ocorre producdo biologica de hidrogénio no sedimento do reservatorio.

A maior abundancia de bactérias em relacdo a arqueias na agua e no sedimento

pode ser atribuida a maior plasticidade metabolica da comunidade bacteriana que faz com
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gue esta se comporte como generalistas, enquanto que arqueias por serem mais adaptadas
as condigdes de stress sejam mais especialistas (SMET] et al., 2013).

Adicionalmente, a grande quantidade de matéria organica favorece um ambiente
com intensa ciclagem de nutrientes que possivelmente seja mais adequado ao
desenvolvimento de bactérias do que de arqueias.

Para facilitar o estabelecimento de hipGtese sobre a distribuicdo destas

comunidades no ambiente relacionado as condigdes ambientais foi realizada uma anélise

exploratdria dos dados a partir de analise de correspondéncia candnica (Fig. 26).
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Figura 26: Anélise de correspondéncia canfnica relacionando as varidveis microbioldgicas (QPCR
arc: PCR quantitativo 16S rDNA arqgueia; gPCR bac: PCR quantitativo 16S rDNA bactérias; DGGE
arc: Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante de arqueias; DGGE bac: Eletroforese em Gel de
Gradiente Desnaturante de bactérias; Clorof.: Clorofila) as variaveis ambientais (O.D: Oxigénio
dissolvido; pH; Temp: temperatura; P. redox: Potencial redox; SSO: sélidos suspensos organicos;
Prof.: Profundidade; Alca: alcalinidade; Cond.: Condutividade; Orto: Ortofosfato; NO2: Nitrito;
NH4: ions aménia) da represa de Itupararanga em coleta realizada em 16/04/2012.

A partir da analise de correspondéncia canbnica puderam-se delimitar trés

agrupamentos. A quantidade de arqueias (nUmero de copia do 16S por gPCR) foi
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relacionada a profundidade e & concentragdo de ions amdnia. Esse agrupamento sugere
presenca e abundancia de arqueias oxidante de amonia na coluna d’agua da represa de
Itupararanga.

Francis et al. (2005) sugeriram que estes organismos séo amplamente distribuidos
na coluna d’agua (do Mar Negro e bacia de Monterey) e nos sedimentos (a Baia de S&o
Francisco e Baia del Tébari, México) com importante papel no ciclo do nitrogénio, pois
sdo responsaveis pelo processo de nitrificacdo. Segundo este autor, na coluna d’agua dos
ambientes estudados, estes organismos possuem distribuicdo ubiqua, enquanto que no
sedimento a maioria das sequéncias é Unica para cada regido amostrada, sendo poucas as
comunidades com padréo de distribuicdo cosmopolita.

Os autores op cit encontraram maior riqueza de AOA (arqueias oxidantes de
amonia) em relacdo ao descrito na literatura para AOB (bactérias oxidantes de amdnia).
Romagnoli (2011) encontrou maior abundancia de AOA em relacdo a AOB em amostras
de solo da Mata Atlantica.

Liu et al., (2011) em estudo realizado no rio Dongjiang, China, encontraram
maior densidade de AOA em relacdo a AOB, sendo que o local com menor concentracéo
de fons amonia (510ug.L™) possuia maior abundancia de arqueias em relagdo a bactérias
oxidantes de amonia indicando que as primeiras podem ser mais eficientes em explorar o
recurso e possuem papel mais importante no processo de oxidacdo de amoénia em relacédo
as bactérias, no ambiente estudado.

O segundo agrupamento relacionou a quantidade de bactérias (qPCR) as
condicBes ambientais, tais como temperatura, pH e oxigénio dissolvido, e a clorofila, isto
pode indicar que a maior parte das bactérias da represa de ltupararanga é composta por
cianobactérias ou por bactérias que utilizam metabolitos secundarios destes organismos.
Cunha (2012) encontrou na represa de ltupararanga 4,2x10° ind.L* de cianobactéria que
se concentravam na superficie do reservatorio devido a estratificacdo térmica.

Como neste trabalho foi extraido DNA de organismos menores que 0,4 pm
(diametro do poro do pré-filtro), provavelmente os organismos encontrados na superficie
ndo sdo da mesma espécie encontrada por Cunha (2012) que € uma cianobactéria
filamentosa de tamanho maior (Cylindrospermopsis raciborskii), porém pode ser uma
especie de menor porte ou bactérias que vivem associadas as cianobactérias e que fazem

parte do picoplancton.
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O picoplancton é constituido por bactérias autétrofas, principalmente
Synechococus sp e heterotrofas de 0,2 a 2,0 um que possuem um amplo espectro
nutricional e segundo Sarmento (2012) tem sua abundancia elevada com a eutrofizacéo.

Apesar da pequena quantidade de dados € possivel determinar uma correlacéo
entre a concentracdo de clorofila e a densidade de bactérias determinada pelo nimero de
copias de DNA (gPCR) (figura 26) o que indica, pelo menos, uma relacdo entre as

comunidades de organismos fototréficos (microfitoplancton) e o picoplancton.
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Figura 27: Correlagéo linear entre os dados de qPCR e a concentracéo de clorofila nos pontos de
entrada e barragem do reservatorio ltupararanga.

Em lagos tropicais o picoplancton possui importante papel na alga microbiana
(Fig. 27) ja que sua excrecdo e decomposicdo disponibilizam matéria organica que
guando mineralizada leva ao aumento na concentracdo de nutrientes e favorece a
produtividade primaria (SARMENTO, 2012).

Tenebaum et al., (2001) mostraram que 1,5% da biomassa plancténica da baia de
Guanabara, RJ, era constituida pelo picoplancton, sendo que foi verificado aumento na
biomassa de bactérias autotrofas em relacdo as heterotrofas, ja que as primeiras foram
maiores, em tamanho, do que as heterdtrofas. Siqueira (2006) encontrou predominio de
bactérias heterotrdficas no picoplancton de amostras do litoral paranaense que aumentou
durante a estagdo chuvosa em relacdo ao nano e microplancton.

Por fim, a riqueza de arqueia e bactéria foi relacionada a disponibilidade de

nutrientes, como ortofosfato e nitrato, indicando que estes podem ser limitantes para as
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comunidades permitindo ou excluindo grupos que competem pelo recurso. Isto ocorre
porque alta concentracdo de nutrientes favorece o aumento de microrganismos produtores
e consequentemente de outros microrganismos da cadeia alimentar, como de bactérias

heterotroficas que utilizam da matéria organica morta.
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Figura 28: Participacio do picoplancton e fitoplancton no fluxo do carbono em uma teia alimentar
em ambiente tropical. A largura da linha representa a for¢a da interagédo (fluxo do carbono) que é
dividida em trés categorias: forte (linha espessa) média (linha fina) e fraca (linha tracejada).
(Sarmento, 2012 - Modificado).

Com este trabalho foi possivel determinar a presenca de organismos de dois
dominios, bactéria e arqueia, na adgua e sedimento do reservatério de Itupararanga e,
apesar de ndo terem sido identificados os grupos a que pertencem nem os metabolismos
que apresentam, pode-se inferir, a partir da relacdo entre os dados ambientais e da
comunidade bioldgica, os possiveis papeis desempenhados por ambos 0S grupos e sua

fundamental importancia ecologica para o ecossistema.
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5 CONCLUSOES

» Foram encontrados organismos pertencentes aos dominios Archaea e Bacteria
tanto na agua quanto no sedimento do reservatorio de Itupararanga. No caso das
arqueias nenhum trabalho conhecido havia até o0 momento as observado na coluna

de agua em reservatorios tropicais;

» A riqueza de microrganismos dos dois dominios, Bacteria e Archaea, foi maior no

fundo nos dois pontos coletados do reservatorio se comparados a superficie;

> A riqueza de Bactérias, determinada pelo nimero de bandas de DGGE (OTU), foi
maior do que a de arqueia, sendo que as comunidades bacterianas sdo mais
similares entre si que as de arqueias observadas. Isso ocorreu provavelmente em

funcéo da maior plasticidade metabolica das bactérias se comparadas a arqueias;

> A quantidade de bactérias e arqueias presentes no sedimento do reservatorio foi
maior do que na coluna d’agua e a quantidade de arqueias e bactérias foi maior no
ponto da entrada do que no ponto da barragem, provavelmente em funcao da

maior disponibilidade de matéria organica e condi¢des andxicas;

» A quantidade de arqueia esteve relacionada a quantidade de ions amonia,

indicando possivel presenca de arqueias envolvidas no metabolismo de amonia;

» A gquantidade de bactérias esteve associada as variaveis limnoldgicas que sdo
maiores proximas a superficie (pH, OD e temperatura), indicando que este grupo
provavelmente esta relacionado a producdo primaria seja no processo de fototrofia
ou metabolizando produtos derivados do processo autotrofico oxigénico;

» A riqueza dos grupos relacionou-se a disponibilidade de nutrientes, indicando que
estes podem ser limitantes as popula¢cdes microbianas e que no reservatorio, nas
atuais condicBes, o aumento da trofia esta relacionado a maiores riquezas de

organismos procariontes.

» Apesar da pequena quantidade de dados houve uma tendéncia ao aumento da
densidade de bactérias medida pelo gPCR em rela¢do ao aumento da concentracao
de clorofila, podendo indicar que parte das bactérias presentes no reservatorio sao
fotossintetizantes ou vivem em associacdo com o fitoplancton utilizando os

produtos secundarios da fotossintese.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Determinacdo da diversidade das comunidades de bactérias e arqueias
(sequenciamento) para melhor conhecimento da diversidade e distribuicdo destes

organismos no reservatorio;

» Determinagdo de genes funcionais (como o0 gene amoA) e metabolismos
(producdo de biogds, como metano e hidrogénio) de ambos os grupos para
identificacdo dos papeis ecoldgicos desenvolvido por eles e a possivel

participacdo em processos biogeoquimicos;

> Exploracdo de novos ambientes aquaticos tropicais para verificar possivel
presenca de arqueias;

» Determinar o uso de arqueias como bio - indicadores de polui¢éo;
> ldentificar possiveis papéis de bactérias e arqueias na algca microbiana;

> Determinar a importdncia do picoplancton na produtividade primaria de

reservatorios.
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ANEXO

Anexo 1: Resultados das anélises de variaveis biéticas, Clorofila, gPCR de arqueia, gPCR de bactéria, DGGE de arqueia, DGGE de bactéria e abiéticas,
profundidade, temperatura, pH, Oxigénio dissolvido, condutividade, Potencial redox, Solidos suspensos totais (SST), Solidos suspensos inorganicos (SSI), Solidos
suspensos organicos (SSO), alcalinidade, Ortofosfato, nitrato, nitrito, amonia, nitrogénio fésforo em coleta realizada na represa de Itupararanga no dia 16/04/2012

Prof. Temp. pH O.D. Cond. Puoedox SST SSI SSO Alc. Orte NO3 NO2 NH4 Nitrogénio Foésforo Cloro gPCRarc ¢PCRbact DGGEarc DGGEarc

00 2439 734 829 67 7840 570 170 400 094 00022 035 066 540 0.28 037 2371 252+E02 6,65+E07 31 30
20 2426 718 865 66 6980 465 100 365 117 00028 039 052 520 032 053 2036 185+E02 5.60+E07 Nd Nd
40 2416 709 830 69 6600 525 225 300 123 00025 040 065 420 0.41 043 2288 260+E02 6,79+E07 25 24
100 2334 615 560 55 2720 3,10 125 185 267 00024 039 058 2560 0.26 051 1032 260+E02 435+E07 Nd Nd
155 2270 645 140 98 2740 175 045 130 211 00026 039 064 51,04 0.27 057 2845 930+E02 4,88+E07 30 43
0.0 23,14 692 565 96 5330 590 220 3,10 240 00060 061 463 437 0.43 1,06 17,02 132+E02 4,19+E07 31 41
40 2262 642 360 100 2680 680 385 295 218 00071 057 405 3,67 0.43 127 837 429+E02 2.16+E07 22 36

8.0
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633 250 101 219 865 550 315 222 00078 061 655 109 0.65 173 2243 440+E02 6.55+E07 44 47




