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RESUMO

A densidade, diversidade, biomassa e atividade de microrganismos heterotréficos sao de
importancia inquestiondvel dentro da cadeia alimentar em ecossistemas aqudticos. Estes
atributos foram avaliados nos seguintes reservatdrios de geracao de energia do Sistema
FURNAS Centrais Elétricas S.A.: Serra da Mesa (GO), Manso (MT); Itumbiara(GO),
Corumba (GO); Mascarenhas de Moraes(MG), Furnas (MG); e Luis Carlos Barreto
(SP). Primeiramente, foi avaliada a densidade e biomassa da comunidade bacteriana e
estimado o estoque de carbono bacteriano nestes sete reservatorios em diferentes épocas
do ano. Maiores densidades bacterianas foram encontradas antes do periodo chuvoso em
todos os reservatdrios e correlacionaram com a turbidez da d4gua em todos os periodos.
Embora o reservatério com maior drea (Serra da Mesa) tenha apresentado o maior
estoque de carbono bacteriano, nem sempre o estoque de carbono foi proporcional ao
tamanho dos reservatérios. Em seguida, foi avaliada a composicdo da comunidade
bacteriana nestes reservatérios dentro do contexto biogeografico. Caracteristicas
especificas de distribuicdo foram encontradas dentro e entre os reservatérios. Depois, a
densidade, biomassa e composicao da comunidade bacteriana foram avaliadas dentro de
um gradiente montante-barragem-jusante nos reservatérios de Serra da Mesa, Manso,
Itumbiara e Corumba no periodo de chuva e seca. O efeito da diluicdo da dgua pela
chuva e no gradiente montante-barragem nao foi observado da mesma forma para todas
varidveis e nem para todos os reservatdrios. Por ultimo, a estrutura e a produgdo da
comunidade bacteriana foram estudadas ao longo de um perfil vertical na barragem do
reservatorio mais profundo (Serra da Mesa). Comunidades distintas foram encontradas
nas profundidades relacionando com a concentracio de oxigénio dissolvido e
compostos nitrogenados. Assim, o0s reservatorios estudados apresentaram distintas

variagdes no espaco € no tempo da estrutura de comunidade bacteriana.
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ABSTRACT

Density, diversity, biomass and activity of heterotrophic microorganisms have an
unquestioned importance on aquatic food web. These attributes have been evaluated in
the following energy generation reservoir of FURNAS Centrais Elétricas S.A.: Serra da
Mesa (GO), Manso (MT), Itumbiara (GO), Corumba (GO), Mascarenhas de Moraes
(MG), Furnas (MG) e Luis Carlos Barreto (SP). First, bacterial community structure and
bacterial carbon supply were estimated in these seven reservoirs at different seasons.
Highest bacterial densities were found before the rainy period in all the reservoirs and
were correlated with turbidity in all periods. Although the biggest reservoir (Serra da
Mesa) presented the highest bacterial carbon supply, it was not always proportional to
the reservoir size. After, the bacterial community composition in these reservoirs was
evaluated in biogeography context. Specific distribution characteristics were found
inside and between the reservoirs. The bacterial density, biomass and composition were
evaluated in comparison to the water dilution factor in the reservoirs of Serra da Mesa,
Manso, Itumbiara and Corumbd in rainy and dry periods. The influence of dilution
effect was not observed in the same way for all variables and nor for all reservoirs.
Finally, bacterial community structure and production were studied throughout a
vertical profile in the deepest reservoir (Serra da Mesa). Distinct communities were
found in the depths relating with dissolved oxygen concentration and nitrogen
compounds. Thus, the studied reservoir presented distinct and variations in the space

and in the time of bacterial community structure.
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INTRODUCAO GERAL

7z

A dinamica dos ecossistemas aqudticos € resultante de intimeras interacdes
bidticas e abidticas que muitas vezes sdo complexas. E preciso reconhecer e buscar

elementos mais refinados que auxiliem no entendimento dos padrdes das comunidades

aquéticas para melhor utiliza¢do, gerenciamento e preservacao dos ambientes aquaticos.

A comunidade microbiana é um dos principais componentes dos sistemas
aqudticos considerando a representatividade de suas abundancias, biomassas e
metabolismos. A densidade de microrganismos varia de 10* a 10" células.mL" nos
ambientes aqudticos. A estimativa global do nimero de células microbianas, apenas nos
ambientes de dgua doce, é de 2.3 x 10%° células (Whitman et al., 1998). A cadeia
alimentar de ambientes aqudticos pode ter como base as bactérias heterotréficas, que
sdo capazes de absorver carbono organico dissolvido do meio e incorporar na sua
biomassa. Este carbono incorporado pode ser respirado pelas préprias bactérias ou
consumido por predadores, principalmente por flagelados e ciliados, constituindo a al¢a
microbiana (Azam et al., 1983). Além disso, a biomassa bacteriana nos ambientes esta
também relacionada ao estoque de alguns elementos essenciais a todos os seres vivos,
dentre eles o carbono, o nitrogénio e o fésforo. Estima-se que o estoque total de carbono
nos microrganismos varie de 3.5 a 5.5 x 10" g de carbono, de 0.8 a 1.3 10" g de
nitrogénio e de 0.9 a 1.4 10" g de fosforo (Whitman et al., 1998). A participacdo dos

microrganismos no ciclo de vérios elementos € essencial e imprescindivel.

Além da quantidade em numero e biomassa, e da importincia do
bacterioplancton nos ciclos e estoques de elementos nos ambientes, estes
microrganismos sdo os seres vivos mais diversos que habitam o planeta. Esta

diversidade microbiana pode ser explicada por uma taxa de especiacdo maior que a taxa



de extincdo destes organismos (Dykhuizen, 1998). Estima-se que existam mais de 10'
espécies de procariontes em uma tonelada de solo (Curtis & Sloan, 2005). Acredita-se
que a diversidade microbiana seja 10 vezes menor em ambientes aquiticos quando
comparados a diversidade desta comunidade nos solos (Torsvik et al., 2002).
Entretanto, ndo se sabe qual é o real nimero de espécies bacterianas nos ambientes,
podendo ser estimada a diversidade microbiana em escalas menores e nao de forma
global (Curtis et al., 2002).

A diversidade de microrganismos estd diretamente relacionada a diversidade
funcional dos microrganismos derivada da complexidade de rotas de matéria e energia
e, das cadeias tréficas dos ecossistemas aqudticos. Estudos sob esta perspectiva tém
utilizado técnicas e metodologias da biologia molecular cujo impacto tem sido tdo
intenso, com perspectivas de aplicabilidade cada dia maior (Devereux et al., 2006). Um
apanhado destas técnicas utilizadas na caracterizacdo da diversidade microbiana em
amostras ambientais de modo geral pode ser encontrado em Coutinho et al. (2001), em
Lambais et al. (2005) para amostras do solo e em Cesar et al. (2005) para ambientes
aqudticos. Durante o desenvolvimento deste trabalho utilizamos a técnica de
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) que tem sido empregada como uma opg¢ao de
ferramenta em estudos de ecologia microbiana aquética (Del’Duca & Cesar, 2007).

Em ambientes aquaticos continentais, sdo encontrados freqiientemente altas
densidades de alguns grandes grupos bacterianos representando bactérias ndo sulfuricas
e bactérias anaerdbicas com bacteriofila (ambas pertencente ao grupo das alfa-
proteobactérias), bactérias quimioheterotréficas e quimioautotréficas que transformam
nutrientes a partir de matéria em decomposicdo (pertencentes ao grupo beta-

proteobactérias), bactérias gram-negativas fermentadoras e facultativamente



anaerdbicas (integrantes do grupo das gama-proteobactérias), bactérias gram-negativas
saprofiticas e aerdbias (pertencentes ao grupo das Cytophaga-Flavobacter).

Caracterizar a diversidade microbiana de assembléias naturais e investigar a
importancia destes gendtipos para a estrutura e fun¢do da comunidade € o principal foco
da ecologia microbiana e continuard a ser pelos proximos anos. As crescentes alteracoes
de origem antrépica, de efeito devastador, condicionam a necessidade de estudos de
natureza ecoldgica, como veiculo para a identificacdo, quantificacdo e caracteriza¢ao
dos processos ecoldgicos e de suas relagdes funcionais, estratégias mitigadoras da acao
e do desenvolvimento humano. Mudangas indesejdveis nos processos do ecossistema
provém uma das mais fortes razdes para conservacdo da biodiversidade (McGrady-
Steed et al., 1997; Azam & Worden, 2004). O efeito estufa, por exemplo, € um dos
principais problemas atuais de ordem ecoldgica resultante destas mudancas
indesejaveis.

Os reservatorios de dgua para geracdo de energia elétrica sao conhecidos como
geradores de energia limpa. No entanto, dados que registram se eles emitem ou nao
gases causadores do efeito estufa, como o gis carbdnico (CO,), gds metano (CHy) e
oxido nitroso (NO;) sdo escassos. A principio, os reservatérios com mais tempo de
alagamento (mais idade) teriam niveis de emissdao de CO, e de CH,4 mais parecidos com
os lagos naturais, quando comparados aos reservatorios mais recentes, que por sua vez
tendem a produzir mais gases (Schaeffer et al., 2001; Tremblay et al., 2004). Os
microrganismos que estdo nestes ambientes sdo importantes no fluxo destes gases por
estarem diretamente relacionados a sua sintese e absor¢cdo. Assim, qualquer que seja a
resposta encontrada, o resultado passa pela estrutura e dinamica microbiana.

Esta dissertacdo faz parte do projeto “O Balanco de Carbono nos Reservatorios

de FURNAS Centrais Elétricas S.A.”, que visa quantificar e determinar os estoques €



fluxos de carbono e de gases do efeito estufa em reservatdrios pertencentes a este
sistema de geracdo de energia elétrica. Como produto final deste projeto maior objetiva-
se elaborar um modelo espacial e temporal de emissdo de gases e avaliar os estoques e
as rotas do carbono nestes reservatorios.

Esta dissertacao foi dividida em quatro capitulos de acordo com tematicas
especificas conforme descri¢do abaixo, na tentativa de se aproximar ao maximo de
formatacdes de futuras publicagdes cientificas.

Capitulo 1 — o estoque de carbono do bacterioplancton foi estimado, assim como
suas relacdes com caracteristicas fisicas e quimicas em sete reservatorios do Sistema
FURNAS Centrais Elétricas S.A. foram analisadas. A densidade e a biomassa
bacteriana foram comparadas entre os reservatérios, entre os compartimentos dos
reservatorios, bem como entre as diferentes épocas do ano em que ocorreram as coletas.

Capitulo 2 — a estrutura da comunidade bacteriana (densidade, biomassa e
composi¢do) nestes sete reservatorios foi avaliada dentro do contexto de biogeografia
considerando o tamanho dos reservatorios, o tempo de reten¢do da dgua e a distancia
entre os pontos amostrais. A distribui¢do de grandes grupos de bactérias (eubactérias,
alfa-, beta- e gama-proteobactérias, Cytophaga-Flavobacter) foi correlacionada com
parametros ambientais e distancia geografica.

Capitulo 3 — a densidade, biomassa e composi¢dao da comunidade bacteriana foi
analisada dentro de um gradiente montante-barragem-jusante dos principais rios
formadores de quatro reservatorios no periodo de chuva e de seca. O fator de dilui¢do
no sentido montate-barragem e durante o periodo de chuva foi considerado durante
avaliacdo dos fatores que controlam a estrutura da comunidade bacteriana nestes

ambientes.



Capitulo 4 — a estrutura e a producdo da comunidade bacteriana foram estudadas
ao longo de um perfil vertical na barragem de um reservatério profundo, bem como suas
relacdes com a concentragdo de oxigénio dissolvido e compostos nitrogenados.

Concluimos que a estrutura da comunidade bacteriana nos reservatdrios tropicais
apresenta variacoes em diferentes escalas espaciais, assim como as variagdes no tempo.
Entretanto, padrdes de distribuicdo da comunidade bacteriana ndo estdao completamente

definidos, necessitando de maiores estudos principalmente em regides tropicais.
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AREA DE ESTUDO

Os estudos foram realizados em pelo menos um dos sete reservatérios de dgua
para a geracdo de energia elétrica, apresentados abaixo, que pertencem ao Sistema

Furnas Centrais Elétricas S.A.

e  Reservatério de Serra da Mesa (13°49°S; 48°18°W) — localizado na Bacia
do Alto Tocantins, em Goids, possui grande importancia no panorama energético
brasileiro (1275 MW). Sua barragem esta situada no curso principal do Rio Tocantins,
no municipio de Minagu (GO), a 1790 km de sua foz e a 640 km de Brasilia - DF. Tem
como principais rios formadores o Tocantins, Bagagem e Maranhdo. Este é o maior

reservatorio do Brasil em volume de dgua, com 55 bilhoes de m3 e uma érea de 1.785

km? (Fig. Al).
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Fig. A1 — Mapa do reservatdrio de Serra da Mesa (GO), destacando os principais rios
tributérios e a localizag¢do de sua barragem (Escala 1:700.000).



e  Reservatério de Manso (14°87°S/55°77°W) — localizado no municipio de
Chapada dos Guimardes (MT) no rio Manso, o principal afluente do rio Cuiabd e
distante 100 km da cidade de Cuiaba — MT. Além do rio Manso contribuem para a area
alagada os rios Palmares, Casca e Quilombo. Este reservatorio foi concebido com
quatro objetivos principais: (a) regularizacdo do Rio Corumb4; (b) fomento do turismo
através do lago; (c) incentivo a irrigacdo no cerrado e (d) geracdo de energia. Possui

area de 430 km? e volume de 7,5 km3 (Fig. A2).
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Fig. A2 — Mapa do reservatério de Manso (MT), destacando os principais rios
tributdrios e a localizacao de sua barragem (Escala 1:400.000).



e  Reservatério de Itumbiara (18°41°S/49°08°W) — localizado entre os

municipios de Itumbiara (GO) e Arapora (MG). Formado pelos rios Paranaiba, Araguari

e Corumba. Seu reservatorio constituido principalmente pelas dguas do Rio Paranaiba

possui uma édrea de 780 km? e volume de 17 km’ (Fig. A3).
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Fig. A3 — Mapa do reservatério de Itumbiara (GO), destacando os principais rios

tributérios e a localizag¢do de sua barragem (Escala 1:600.000).

e  Reservatério de Corumba (17°98°S/48°51°’W) — situada no rio Corumba,

distante cerca de 30 km da cidade de Caldas Novas (GO). Seus rios tributarios sdo o rio

Santo Antonio, rio Pirapetinga, rio do Peixe. O lago formado pelo reservatdrio possui

65 km? e volume de 1,5 km?3, propiciando a prética de diversos esportes aquaticos. A

Usina de Corumba € operada remotamente da Usina de Itumbiara, localizada a 160 km

de distancia. A jusante do reservatdrio de Corumba também esta localizada em um dos

tributarios formadores do reservatorio de Itumbiara (Fig. A4).
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Fig. A4 — Mapa do reservatério de Corumba (GO), destacando os principais rios
tributérios e a localizag¢do de sua barragem (Escala 1:250.000).

e  Reservatério de Furnas (20°66°S/46°25°W) — tem sua usina localizada no
curso médio do Rio Grande, no trecho denominado "Corredeiras das Furnas", entre os
municipios de Sdo José da Barra e Sdo Jodo Batista do Gloria (MG). Foi a primeira
usina hidrelétrica a ser construida pela empresa da qual herdou o nome. Sua constru¢do
comecou em julho de 1958, tendo a primeira unidade entrado em operacao em 1963. O
reservatorio, um dos maiores do Brasil, com 1.440 kmz, volume de 23 km3 e 3.500 km
de perimetro, banha 34 municipios de Minas Gerais. O reservatorio € dividido em dois

grandes bragos: o do rio Grande e o do rio Sapucai. (Fig. AS).
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Fig. A5 — Mapa do reservatério de Furnas (MG), destacando os principais rios
tributdrios e a localizag¢do de sua barragem (Escala 1:800.000).

e Reservatorio de Mascarenhas de Moraes (20°28°S/47°05°W) -
anteriormente denominado como reservatério de Peixoto, foi o primeiro reservatério de
grande porte construido no Rio Grande, na década de 1950 e adquirida pelo Sistema
FURNAS anos mais tarde. Estd localizado no municipio de Ibiraci (MG). Pode ser
dividido em duas partes retas, ligadas por um trecho central em curvatura bem

acentuada. Possui drea de 250 km? e volume de 4 km3 (Fig. A6).
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Fig. A6 — Mapa do reservatério de Mascarenhas de Moraes (MG), destacando a
localizacdo de sua barragem (Escala 1:250.000).

e  Reservatério de Luis Carlos Barreto de Carvalho (20°15°S/47°26°W) —
antigamente denominado de reservatério de Estreito, estd localizado préximo a cidade
de Franca, 55 km, municipio de Pedregulho (SP). Sua construcio iniciou em 1963,
tendo a primeira unidade geradora entrado em operacdo em 1969. O reservatério possui
uma caracteristica especial, tipo fio d'dgua entre “canyons” e é o que possui menor drea
(50 sz) dos reservatdrios estudados e volume de 1,5 km3 (Fig. A7).

e  Os trés ultimos reservatorios estdo dispostos em forma de cascata, isto €, a
jusante de Furnas estd localizado o reservatorio de Mascarenhas de Moraes e a jusante

deste ultimo esta o reservatorio de Luis Carlos Barreto — Cascata do Rio Grande.
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Fig. A7 — Mapa do reservatério Luis Carlos Barreto (SP), destacando a localizagcdo de

sua barragem (Escala 1:250.000).
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CAPITULO 1
Distribuicao Espaco-Temporal do Estoque de Carbono Bacteriano em Sete

Reservatorios Tropicais Brasileiros

RESUMO

A estrutura de comunidade e estoque de carbono bacteriano foram determinados em
reservatorios brasileiros com caracteristicas fisicas e quimicas distintas: Serra da Mesa,
Manso, Itumbiara, Corumba, Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto.
Amostras de &4gua da subsuperficie foram coletadas em pontos localizados nos
principais rios tributdrios, a montante, proximas as barragens e a jusante dos
reservatorios antes da estacdo chuvosa, no final desta estacdo e durante a estacdo seca.
Densidade, volume, elongacdo e biomassa bacterianos foram determinados utilizando
microscopia de epifluorescéncia. O estoque de carbono bacteriano foi estimado a partir
da média da biomassa bacteriana integrada pela profundidade de coleta (0,5m) e area de
cada reservatorio. Apesar das densidades bacterianas serem semelhantes entre os
periodos amostrados nos reservatérios, a biomassa bacteriana foi maior no periodo
anterior as chuvas em comparacgdo aos outros periodos amostrados. A densidade e a
biomassa bacteriana correlacionaram com diferentes fatores nos periodos, como a
transparéncia da dgua (negativamente) e a turbidez (positivamente) em todos os
periodos, sugerindo que as bactérias teriam seu crescimento favorecido diretamente
pelas substincias organicas e inorganicas destas particulas e indiretamente pela auséncia
de competi¢do com o fitoplancton. Nem sempre quantidade de carbono estimado foi
proporcional ao tamanho do reservatério. Mesmo assim, a maior quantidade de carbono

bacteriano foi encontrada no maior no reservatério (Serra da Mesa) em todos os

periodos.
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INTRODUCAO

O estoque de carbono bacteriano em ecossistemas aquaticos € estimado em 2,2 x
10" g (Whitman et al., 1998). Em ambientes aqudticos, este carbono microbiano pode
representar mais de 50% do carbono orgénico particulado (Abreu et al., 1992; Callieri et
al., 1999). Assim, podemos afirmar que as bactérias heterotréficas sdo de grande
importancia para a sustentagc@o da cadeia alimentar destes ambientes.

A quantidade de carbono nas células bacterianas € varidvel e para a sua
quantificacdo pode ser necessdrio analisar o volume das células bacterianas, ja que a
biomassa pode ser determinada em funcdo do volume celular (Whitman et al., 1998).
Variagdes no volume celular muitas vezes estdo ligadas as interagdes troficas, isto €, a
pressao de predacdo, sendo observada ainda variacdes morfolégicas na tentativa de
escape destas células de seus predadores, portanto o tamanho das bactérias é um
importante fator para este escape (Nakano & Kawabata, 2000). Weisse (1991) sugere
que a biomassa e producdo bacteriana aumentam com o aumento da concentracdo de
nutrientes e da produ¢@o priméria no ecossistema.

Assim, a distribuicdo da densidade e biomassa bacteriana varia de acordo com o
a concentragdo de nutrientes inorganicos, quantidade e qualidade de matéria organica, a
pressdo de predacdo e infec¢des virais, além de outros fatores limnolégicos (Meyer,
1994; Pesce et al., 2006). Compreender quais sdo os fatores que controlam a densidade
e a biomassa bacteriana, facilita o entendimento de como o carbono e outros nutrientes
circulam pela cadeia alimentar planctonica (Gasol et al., 2002). Entretanto, a densidade
e biomassa de células bacterianas devem ser estudadas de acordo com a variabilidade
das dimensdes espaciais e temporais do ambiente de estudo para uma melhor

compreensao.
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A variabilidade espacial da estrutura da comunidade bacteriana reflete os efeitos
dos processos hidrodinamicos como mistura, ressuspensdo e descarga de nutrientes. A
identificacdo dos pardmetros que influenciam a dindmica desta comunidade ndo pode
ser completa sem a consideracdo do controle de predadores (Auguet et al., 2005).
Alteragdes na densidade, biomassa e no estoque de carbono bacteriano pode ocorrem ao
longo do tempo (Comerma et al., 2003).

Por exemplo, a variacdo da temperatura pode afetar a disponibilidade da matéria
organica dissolvida, tendo implicacdes na competicdo entre espécies de bactérias e na
biogeoquimica do ciclo do carbono. Kirchman & Rich (1997), em seus experimentos,
demonstram que as bactérias das regides temperadas t€ém maior produgcdo de biomassa
em altas temperaturas. Pomeroy & Wiebe (2001) afirmam que microrganismos das
regides de clima temperado t€ém maior crescimento em periodos mais quentes
(principalmente no verdo), enquanto os microrganismos de regides tropicais estariam
sempre nas temperaturas 6timas para seu crescimento. Entretanto, estudos avaliando a
contribuicdo da comunidade microbiana em regides tropicais ao sul do Equador sao
escassos, especialmente em reservatérios (Peduzzi & Schiemer, 2004). Nestes
ecossistemas, deve-se avaliar os rios tributdrios, ja que os reservatérios estdo sujeitos,
também, a influéncias de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos destes rios que o
compdem (Torloni, 1994).

Os paises tropicais, em sua grande maioria “paises em desenvolvimento”
econdmico, t€ém como sua principal fonte geradora de energia elétrica as hidroelétricas.
No Brasil, isso ndo € diferente. O pais possui mais de 130 reservatorios de hidroelétricas
distribuidos ao longo de todo o seu territério. Segundo os dados apresentados pela

Agéncia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL, 2002), estas hidroelétricas somadas
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geram de mais de 260 GW de energia elétrica, o que corresponde a cerca de 90% do
total gasto no pafs.

O objetivo deste trabalho foi estimar o estoque de carbono bacteriano em
reservatorios de hidroelétricas, avaliando também as diferencas sazonais, bem como
quais sdo os fatores que influenciariam a distribui¢ao das bactérias heterotréficas nestes

ambientes.

MATERIAL E METODOS

Amostragens foram realizadas em sete reservatorios de hidrelétricas brasileiras
situados acima do trépico de Capricérnio: Serra da Mesa (13°49’S; 48°18’W), Manso
(14°87°S/55°77°W), Itumbiara (18°41°S/49°08°W), Corumba (17°98’S/48°51°W),
Furnas (20°66’S/46°25°W), Mascarenhas de Moraes (20°28°S/47°05°W) e Luis Carlos
Barreto (20°15°S/47°26’W). Estes trés ultimos reservatdrios estdo localizados no rio
Grande apresentando-se em sistema de cascata, onde a jusante do reservatério de Furnas
¢ o ponto a montante mais distante do reservatério de Mascarenhas de Morais e, a
jusante deste € o ponto a montante mais distante da barragem de Luis Carlos de Barreto.
Todos os reservatdrios apresentam caracteristicas morfoldgicas, fisicas e quimicas

distintas (Tabela 1.1).

Coleta de agua da subsuperficie (0,5m) foi realizada em pontos a montante, a
jusante e proximos a barragem de cada reservatorio e também em seus principais rios
tributérios. Os periodos de coletas nos reservatdrios foram no inicio da estacdo chuvosa
(“pré-chuva”, em novembro de 2003: Serra da Mesa e Manso; novembro de 2004:
Itumbiara e Corumba; novembro de 2005: Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis
Carlos Barreto), final da estagdo chuvosa (“pos-chuva”, em marco de 2004: Serra da

Mesa e Manso; marco de 2005: Itumbiara e Corumbd; de abril de 2006: Furnas,
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Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto) e de seca (julho de 2004: Serra da Mesa
e Manso; agosto de 2005: Itumbiara e Corumb4; agosto de 2006: Furnas, Mascarenhas

de Moraes e Luis Carlos Barreto).

Tabela 1.1: Area (km2), volume (km?), tempo de alagamento (idade - anos), biomassa
fitoplanctonica (BFITO - nug C LYe zooplancténica (BZOO - mg C L), temperatura
(TEMP - °C) e transparéncia da dgua (SECCHI — m), turbidez (TURB - NTU),
condutividade (COND — mS cm']), concentracdes de carbono dissolvido (COD — mg L
Y, de nitrogénio total (NT - ug L") e de fésforo total (PT - pg L) nos mesmos pontos
dos reservatdrios e periodos de amostra para a comunidade bacteriana.

AREA VOLUME IDADE BFITO BZOO TEMP SECCHI TURB COND  COD NT PT

Reservaldno gty Q) @we) (g CLY) meCL) (O @@ (VU @Sam’) el (el (gL’

SerradaMesa 1785 5 1254107 504234 2616 32412 31498 10042 29409 S124288 14421
Manso 430 75 2824305 103386 2847 2142 25220 46220 19405 418275 26419
Itumbiara 780 17.0 46271 1302220 26123 2845 1541 32432 12405 SIS#628 330
Corumba 65 15 1928 1144172 25824 08408 41466 3621 1607  SIS#385 25412

Furnas 1440 2.0 78125 824238 24431 3344 8944 4B3R1 1847 574239 T0+76
Mascarenhas 250 4.0 1343 48457 24827 42417 661 46228 17412 674611  73x106

Luis Carlos 50 15 22459 6880 25420 5049 52410 3612 14404 526188 4244

FONTE: Banco de dados do Projeto Balanco de Carbono em Reservatérios de FURNAS Centrais
Elétricas S.A.

48HEEBRa =

Densidade Bacteriana: As amostras coletadas para andlise bacteriana foram
fixadas em formalina 4%. Posteriormente, as amostras foram filtradas em filtros pretos
de policarbonato Millipore poro 0,2 wm e corados com laranja de acridina (Hobbie et al.
1977). A densidade bacteriana total das amostras foi determinada com a contagem de 20
campos aleatérios de cada filtro em microscépio de epifluorescéncia Olympus IX-71

equipado com filtro Chroma U-MWB2, no aumento de 1000x.

Biomassa Bacteriana: Imagens de células bacterianas foram capturadas, através
da camera de video colorida de alta resolugdo refrigerada Evolution VF com o auxilio
do programa Image Pro Plus, e analisadas no programa Image Tool 3.0, do qual foram
aproveitados os dados de area e elongacao das células medidas. Cada imagem analisada
tinha pelo menos 25 células bacterianas. As células foram medidas, de forma a

determinar o volume celular a partir da sua 4rea, segundo a férmula V = (4.\/A3/n)/3,
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onde V € o volume celular e A representa a area da célula (Massana et al., 1997).
Posteriormente, entdo, foi determinada a biomassa celular pela férmula Bc = 120.V0'72,
onde Bc ¢ a biomassa de carbono da célula, 120 é o valor de conversdo para fg C.um™ e
V € o volume celular (Norland, 1993). A biomassa celular média da amostra foi
determinada e multiplicada pela densidade bacteriana total da amostra resultando na
biomassa bacteriana média da amostra. A relacdo entre o volume celular e a elongagdo

das células bacterianas foi verificada nos reservatorios estudados para cada periodo.

Niumero total de células bacterianas e estoque de carbono bacteriano: A
estimativa do nimero total de células bacterianas encontradas em cada reservatorio foi
dado a partir da integracido da densidade bacteriana média em cada reservatdrio com a
profundidade de coleta dos pontos (0,5 m). Este nimero médio de células de cada

reservatorio foi multiplicado pela drea do respectivo reservatdrio (Tabela 1.1).

Andlise Estatistica: O teste de ANOVA One-way e o teste “a posteriorl” de
Tukey foram utilizados para comparagdes da densidade bacteriana total, da biomassa
bacteriana total, do estoque de carbono bacteriano, bem como para a comparacao dos
reservatorios e de seus compartimentos nos diferentes periodos estudados. Em todos os
casos, foram considerados significativos para os valores de p<0,05. A correlagdo de
Spearman foi utilizada para comprar os dados da comunidade bacteriana e os outros

parametros bidticos e abidticos utilizados.

Relagoes com varidveis ambientais: Anélise de correlagdo entre as varidveis
dependentes (densidade e biomassa bacteriana) e as varidveis independentes
(temperatura, transparéncia, turbidez, concentra¢des de carbono organico dissolvido
(COD), de nitrogénio total (NT) e de fésforo total (PT), biomassas em carbono de
fitoplancton e de zooplancton foram realizadas. Para tanto, foram utilizados dados do

banco de dados do Projeto Balanco de Carbono em Reservatérios de Furnas Centrais
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Elétricas S.A. — (www.projetofurnas.dsr.inpe.br) no qual estd inserido este trabalho
(Tabela 1.1). Além disso, andlise de componentes principais foi realizada com os dados

de estrutura da comunidade bacteriana e as variaveis ambientais.

RESULTADOS

A densidade bacteriana foi maior no reservatorio de Serra da Mesa em todos os
periodos amostrados e a menor densidade bacteriana foi encontrada no reservatorio de
Mascarenhas de Moraes. Em todos os reservatorios estudados, os maiores valores de
densidade bacteriana foram encontradas no periodo pré-chuva, sendo significativamente
diferentes comparados aos outros dois periodos de amostragem. Ja os menores valores,
foram encontrados no periodo de seca, sendo semelhantes aos encontrados no periodo
de pds-chuva (Fig. 1.1). No periodo de pré-chuva, os reservatérios puderam ser
divididos em dois grupos distintos quanto a densidade bacteriana. Os valores da
densidade bacteriana nos reservatorios de Serra da Mesa, Itumbiara e Corumba foram os
maiores do periodo, sendo significativamente diferente dos outros valores de densidade
bacteriana dos outros quatro reservatorios estudados. A densidade bacteriana dividiu os
reservatorios em trés grupos distintos no periodo pds-chuva. Os valores de Serra da
Mesa e Manso foram semelhantes entre si e diferentes dos demais valores. Da mesma
forma, a densidade bacteriana total nos reservatérios de Itumbiara e Corumbd foi
semelhante entre si e diferentes das demais. O mesmo foi observado para os valores de
densidade bacteriana nos reservatorios de Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos
Barreto. Os reservatérios de Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto
tiveram a densidade bacteriana semelhante entre si e diferente dos demais valores de

densidade bacteriana dos outros reservatérios estudados no periodo de seca. Neste
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periodo, a densidade bacteriana no reservatdrio de Itumbiara foi diferente da densidade

bacteriana encontrada em Serra da Mesa.

A biomassa bacteriana média dos reservatdrios amostrados variou de 6,8 a 38
g C L7 (Luis Carlos Barreto e Corumbd, respectivamente), nio apresentando valores
significativamente diferentes na comparacdo destes valores entre os reservatorios.
Entretanto, analisando a biomassa bacteriana nos reservatdrios por periodo, pudemos
observar que a biomassa bacteriana foi significativamente maior no periodo pré-chuva,
sendo semelhante os valores de biomassa bacteriana encontrados nos outros dois
periodo estudados (Fig. 1.1). No periodo pré-chuva, a biomassa bacteriana média
encontrada no reservatorio de Corumbd foi significantemente maior que a biomassa
bacteriana dos outros seis reservatorios. Neste periodo, ainda foi observada diferenca
significativa entre os valores de biomassa bacteriana de Itumbiara e de Furnas. Os
maiores valores de biomassa bacteriana no periodo pds-chuva foram encontrados nos
reservatorios de Serra da Mesa, Manso, Itumbiara e Corumb4, sendo estes semelhantes
entre si. As menores biomassas bacterianas foram encontradas nos reservatérios em
cascata do Rio Grande, sendo significativamente diferente dos valores encontrados em
Manso. A biomassa bacteriana foi a maior no reservatorio de Corumbd no periodo de
seca. Os valores de biomassa bacteriana total neste periodo separam os reservatorios em
dois grupos: (a) Serra da Mesa, Manso, Itumbiara e Corumbd; e (b) Furnas,

Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto.
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Fig. 1.1 — Box plot com média, mediana e desvio padrdo dos valores de densidade
bacteriana (células.106.mL‘1 — A, C e E) e de biomassa bacteriana (ug C L'-B,De F)
nos reservatéorios de Serra da Mesa (SM), Manso (MAN), Itumbiara (ITB), Corumba
(CRB), Frunas (FUR), Mascarenhas de Moraes (MSM) e Luis Carlos Barreto (LCB)
nos periodos pré-chuva (A e B), pos-chuva (C e D) e de seca (E e F).

Os tributérios de Serra da Mesa apresentaram as maiores densidades bacterianas
do periodo pré-chuva. A montante e a barragem de Manso apresentaram as maiores
densidades bacterianas destes compartimentos neste periodo. As jusantes dos

reservatorios de Serra da Mesa, Manso, Corumbd, Furnas e Luiz Carlos Barreto
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apresentaram valores semelhantes de densidade bacteriana total (Fig. 1.2A). No periodo
pos-chuva, as maiores densidades bacterianas nos tributdrios, montante e barragem
foram observadas no reservatério de Manso. A densidade bacteriana a jusante do
reservatorio de Serra da Mesa foi a maior comparando com os dados a jusante de todos
os reservatorios (Fig. 1.2C). A densidade bacteriana nos tributérios de Serra da Mesa foi
o maior valor encontrado no periodo de seca. Em Manso, observou-se os maiores
valores de densidade bacteriana total da montante, barragem e jusante neste mesmo

periodo (Fig. 1.2E).

A biomassa bacteriana nos tributdrios, montante e barragem foram maiores no
reservatério de Corumbd no periodo pré-chuva. No reservatério de Itumbiara, foi
observado o maior valor da jusante para este periodo (Fig. 1.1B). No periodo pés-chuva,
os tributdrios de Serra da Mesa apresentaram os maiores valores de biomassa bacteriana
de todos os compartimentos dos reservatorios. A montante e a barragem de Manso
apresentaram os maiores valores de biomassa bacteriana para estes compartimentos
neste periodo. As jusantes de Manso e de Corumbd apresentaram os maiores valores
para este compartimento neste periodo (Fig. 1.1D). A biomassa bacteriana nos
tributdrios de Corumbd foi a maior deste compartimento no periodo de seca. As
biomassas bacterianas das montantes de Itumbiara e de Corumba foram as maiores neste
periodo. Comparando as barragens neste periodo de seca, a biomassa bacteriana de
Manso foi a maior. Em relacdo as jusantes, a biomassa bacteriana de Manso e Corumba

apresentaram valores semelhantes (Fig. 1.1F).
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Fig. 1.2 — Densidade bacteriana total (células.106.11lL‘1 — A, C ¢ E) ¢ biomassa
bacteriana total (ug C L' — B, D e F) nos compartimentos dos sete reservatorios
estudados nos periodos pré-chuva (A e B), pds-chuva (C e D) e de seca (E e F).

A elongacdo e o volume das células bacterianas apresentaram diferencas

significativas quando comparadas quanto ao periodo estudado em cada reservatorio. A
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elongacdo das células bacterianas no periodo de pré-chuva foi semelhante ao do periodo
de pdés-chuva e ambos diferentes do encontrado no periodo de seca nos reservatérios de
Serra da Mesa, Itumbiara, Corumbéa e Furnas. Em Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos
Barreto, os tamanhos das células bacterianas foram semelhantes em todos os periodos

(Fig. 1.3 ¢ 1.4)

O volume celular das bactérias foi semelhante nos trés periodos analisados nos
reservatorios de Furnas e Luis Carlos Barreto. Em Manso e Itumbiara, o biovolume foi
semelhante comparando os periodos pds-chuva e de seca, sendo ambos diferentes do
periodo de pré-chuva. No reservatério de Serra da Mesa, o volume das células
bacterianas foi semelhante entre os periodos de pré-chuva e pds-chuva, e ambos
diferentes do encontrado no periodo de seca. J4 o biovolume bacteriano no periodo pds-
chuva foi semelhante aos outros dois periodos no reservatério de Corumbi. No
reservatério de Mascarenhas de Moraes, este pardmetro foi semelhante entre
comparando o periodo pré-chuva e seca e ambos diferentes do volume celular

encontrado no periodo pds-chuva (Fig. 1.3 e 1.4).

Os reservatorios de Serra da Mesa, Corumba e Mascarenhas de Moraes
apresentaram a maior correlacdo entre a elongacdo e volume celulares das bactérias no
periodo pré-chuva. J4 os reservatérios de Manso, Itumbiara, Furnas e Luis Carlos
Barreto apresentaram a correlacdo mais alta no periodo de seca. No periodo pds-chuva,
a maior correlac@o entre estas varidveis foi encontrada no reservatorio de Mascarenhas

de Moraes.

Excetuando o reservatdrio de Itumbiara, o qual apresentou os menores volumes
das células no periodo de pré-chuva, os demais reservatorios apresentaram menores

volumes e elongacdo das células no periodo de seca. A maior elongacdo em média das
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células bacterianas foi observado no periodo pré-chuva em todos os reservatorios (Fig.

1.3e1.4).
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Fig. 1.3 — Elongacdo e biovolume bacterianos (escala logaritmizada) encontrados nos
reservatérios de Serra da Mesa (A), Manso (B), Itumbiara (C) e Corumba (D) nos
periodos pré-chuva (circulos cheios e linha cheia), pés-chuva (circulos vazios e linha
tracejada) e de seca (tridngulos vazios e linha pontilhada).
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Fig. 1.4 — Elongacao e biovolume bacterianos (escala logaritmizada) encontrados nos
reservatérios de Furnas (A), Mascarenhas de Moraes (B) e Luis Carlos Barreto (C) nos
periodos pré-chuva (circulos cheios e linha cheia), pds-chuva (circulos vazios e linha
tracejada) e de seca (tridngulos vazios e linha pontilhada).

O reservatdrio de Corumbd apresentou o maior estoque de carbono bacteriano
por area. Os reservatorios em cascata do rio Grande apresentaram o menor estoque de

carbono e o numero de células estimado por drea (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2 — Estimativa do nimero de células bacterianas (DB — céls.lOlz.m'z) e do
estoque de carbono bacteriano (BB — mg C. m™) em cada reservatério, integrando os
dados com a profundidade de coleta (0,5 m).

DB BB DB BB DB BB DB BB

Reservatorio Total Pré-chuva Pés-chuva Seca
Serra da Mesa 0.8 11 1.3 16 0.5 11 0.5 6.5
Manso 0.5 13 0.4 13 0.6 13 0.4 12
Itumbiara 0.7 13 0.9 19 0.3 10 0.8 11
Corumba 0.6 20 1.1 36 0.3 11 04 14
Furnas 0.2 4.8 0.3 6.3 0.2 5.1 0.1 3.0
Mascarenhas 0.1 3.8 0.2 3.0 0.2 6.7 0.1 1.6
Luis Carlos 0.2 39 0.2 5.8 0.2 4.3 0.1 1.7

O numero de células bacterianas estimado foi significativamente maior no
reservatorio de Serra da Mesa, quando comparado aos outros reservatorios. O estoque
de carbono bacteriano no reservatorio de Serra da Mesa, também, foi o maior, sendo
semelhante apenas ao estoque encontrado no reservatorio de Itumbiara. Tanto o estoque
de carbono bacteriano, como o numero total de células bacterianas nos reservatorios, foi
maior no periodo pré-chuva, porém nao houve diferenca significativa entre os periodos

amostrados (Tabela 1.3).

Tabela 1.3 — Estimativa do nimero de células bacterianas (DB - céls.lOzo) e do estoque
de carbono bacteriano (BB — 10° g C) dos dados integrados com a profundidade de
coleta (0,5 m) encontrado nos reservatorios estudados.

L . DB BB DB BB DB BB DB BB
Reservatorio

Total Pré-chuva Pos-chuva Seca
Serra da Mesa 13.9 1.99 22.3 2.90 9.73 1.91 9.59 1.16
Manso 2.01 0.56 1.51 0.57 2.65 0.57 1.89 0.54

Itumbiara 5.27 1.04 7.02 1.49 2.72 0.78 6.08 0.84
Corumba 0.39 0.13 0.68 0.23 0.22 0.07 0.28 0.09
Furnas 2.67 0.69 3.60 0.91 2.96 0.73 1.45 0.43
Mascarenhas 0.33 0.09 0.38 0.07 0.50 0.17 0.13 0.04
Luis Carlos 0.08 0.02 0.10 0.03 0.10 0.02 0.03 0.01
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Observando os dados de correlacdes apresentados na Tabela 1.4, podemos
observar que a densidade bacteriana total teve correlacdo negativa com a transparéncia
da dgua nos trés reservatérios em cascata do Rio Grande. Além disso, a densidade
bacteriana em Furnas teve correlagdes positivas com os dados de turbidez da dgua e de
concentra¢do de carbono organico dissolvido. No reservatorio de Luis Carlos Barreto, a
densidade bacteriana também se correlacionou negativamente com os dados de fésforo
total. A densidade bacteriana se correlacionou negativamente com os dados de biomassa
do fitoplancton no reservatério de Manso. Em Itumbiara, a densidade bacteriana teve
correlagdes negativa com os dados de biomassa de zooplancton e positiva com os dados
de concentracdo de nitrogénio. J4 em Corumbd, foram observadas correlagdes positivas
entre os dados de densidade bacteriana total com as concentragdes de carbono organico

dissolvido e de fosforo total.

A biomassa bacteriana no reservatério de Itumbiara foi a Unica que apresentou
correlagdo com os dados de biomassa de zooplancton, sendo esta correlagdo negativa.
Em Corumba, a biomassa bacteriana, assim como a densidade bacteriana, teve
correlagdes positivas com os dados de concentragdo de carbono organico dissolvido e de
fosforo total. A biomassa bacteriana em Furnas apresentou correlagdo positiva com os
dados de turbidez da 4dgua, enquanto que em Luis Carlos Barreto, a biomassa bacteriana

teve correlagdo negativa com os dados de transparéncia da dgua (Tabela 1.4).
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Tabela 1.4 — Correlagdes (12) entre densidade bacteriana (DB) e a biomassa (BB) com as
biomassas do fitoplancton (BFITO) e do zooplancton (BZOO), com a transparéncia da
dgua (SECCHI), turbidez (TURB), carbono organico dissolvido (COD), nitrogénio total
(NT) e fosforo total (PT) nos reservatérios estudados.

Reservatorio BB BFITO BZOO SECCHI TURB. COD NT PT
Serra da Mesa DB 0.40%* -0.12 0.37 -0.13 0.25 -0.10 0.33 -0.10
BB -0.16 0.15 0.20 0.30 -0.21 0.36 -0.23
Manso DB 0.37*% -0.38%* -0.04 0.10 0 0.16 -0.15 -0.16
BB 0.11 0.20 -0.08 -0.12 0.32 0.04 0.06
Itumbiara DB 0.54% -0.14 -0.44* -0.13 0.25 0.24 0.46* 0.28
BB -0.19 -0.56%* -0.30 0.11 -0.03 0.15 0.11
Corumbs DB 0.87*% 0.11 0.12 -0.18 0.09 0.34%* 0.24 0.57%*
BB 0.08 0.12 -0.20 0.17 0.45* 0.33 0.61*
Furnas DB 0.89% 0.07 -0.02 -0.39%  047%F  0.37%* -0.10 0.16
BB 0.08 -0.02 -0.20 0.41%* 0.18 -0.10 0.04
Mascarenhas DB 0.90* 0.08 -0.11 -0.52% 0.27 -0.36 -0.22 -0.16
BB 0.29 -0.20 -0.47 0.27 -0.27 0.04 -0.11
Luis Carlos DB 0.76* 0.37 0.29 -0.80%* 0.26 0.14 -0.24 -0.46%*
BB 0.18 0.15 -0.65** 0.22 -0.06 -0.36 -0.39

*p<0,05; **p<0,01

Em todos os periodos, correlacdes negativas entre densidade e biomassa
bacteriana com os dados de transparéncia da agua. CorrelagOes positivas entre a
densidade e biomassa bacteriana e a turbidez da dgua também foram observadas em
todos os periodos (Tabela 1.5). No periodo pré-chuva, foram encontradas correlagdes
positivas entre a densidade bacteriana e as concentracdes de carbono organico
dissolvido e de nitrogénio total. No periodo de pos-chuva, a densidade bacteriana teve
correlagdo positiva com os dados de biomassa do fitoplancton. Neste periodo, a
densidade e a biomassa bacteriana tiveram correlacdo negativa com a concentracdo de
nitrogénio total. A densidade e biomassa bacteriana tiveram correlacdo positiva com 0s
dados de biomassa do fitoplancton. Em relacdo as correlacdes com as concentracdes de
nitrogénio e fésforo totais no periodo de seca, tanto a densidade quanto a biomassa

bacteriana correlacionaram-se negativamente (Tabela 1.5).
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Tabela 1.5 — Correlacdes (12) entre densidade bacteriana total (DB) e a biomassa total
(BB) com a biomassa total do fitoplancton (BFITO), a biomassa total do zooplancton
(BZOO), transparéncia da dgua (SECCHI), turbidez (TURB), carbono organico
dissolvido (COD), nitrogénio total (NT) e fosforo total (PT) em juntando os dados de
todos os reservatorios nos diferentes periodos analisados.

BB BFITO BZOO SECCHI TURB. CcOoD NT PT
. DB 0.75* -0.04 0.01 -0.52* 0.33** 0.29* 0.34* -0.25
PRE-CHUVA BB -0.26 -0.14 -0.55* 0.55** 0.31 0.27 -0.08
4 DB 0.71* 0.33** 0.08 -0.29* 0.58** 0.15 -0.53** -0.11
POS-CHUVA BB 0.12 -0.04 -0.35* 0.52** 0.14 -0.41* -0.09
SECA DB 0.78* 0.41* 0.22 -0.74* 0.26* 0.06 -0.36* -0.57*
BB 0.23* 0.20 -0.78*  0.33* -0.21 -0.37* -0.38*

#p<0,05; *#p<0,01

A andlise de componentes principais do periodo pré-chuva mostrou que os
primeiros dois eixos explicam cerca de 50% dos dados. O eixo 1 € explicado pela
concentracdo de carbono organico dissolvido (-0.53) e a biomassa de fitoplancton
(0.39). O eixo 2 ¢é explicado pela concentracdo de fosforo total (-0.48) e pela densidade
e biomassa bacteriana (0.58 e 0.53 respectivamente). Desta forma, os reservatorios se
agruparam em (a) Serra da Mesa e Manso; (b) Itumbiara e Corumbd; (c) Furnas,
Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto. O grupo (a) se diferenciou dos demais

em relac@o ao eixo 1. Ja os grupos (b) e (c) se diferenciaram em relacdo ao eixo 2 (Fig.

L.5).

No periodo pés-chuva, os dois primeiros eixos da andlise de componentes
principais explicam 44% dos dados. O primeiro eixo € explicado pela densidade
bacteriana (0.56) e a concentracdo de nitrogénio total (-0.50). O segundo eixo ¢
explicado pela turbidez (0.45) e pela transparéncia da dgua (-0.54). Os reservatdrios
neste periodo formaram dois grupos: (a) Serra da Mesa, Manso, Itumbiara e Corumba;

(b) Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto (Fig. 1.6).
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Fig. 1.5 — Andlise de componentes principais das varidveis bidticas e abidticas com 0s
dois principais eixos (A) e distribuicdo dos pontos dos reservatérios segundo estas
varidveis (B) em Serra da Mesa (SM), Manso (MAN), Itumbiara (ITB), Corumba

(CRB), Furnas (FUR), Mascarenhas de Moraes (MSM) e Luis Carlos Barreto (LCB) no
periodo pré-chuva.
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Fig. 1.6 — Andlise de componentes principais das varidveis bidticas e abidticas com 0s
dois principais eixos (A) e distribuicdo dos pontos dos reservatérios segundo estas
varidveis (B) em Serra da Mesa (SM), Manso (MAN), Itumbiara (ITB), Corumba

(CRB), Furnas (FUR), Mascarenhas de Moraes (MSM) e Luis Carlos Barreto (LCB) no
periodo pds-chuva.

No periodo de seca, a andlise de componentes principais explica, com os dois

primeiros eixos, 51% dos dados. O eixo 1 é explicado pela concentragdo de nitrogénio

34



total (-0.48), de carbono organico dissolvido (-0.45) e densidade bacteriana (0.43),
enquanto o eixo 2 é explicado pela turbidez (-0.54) e transparéncia da dgua (0.56).

Neste periodo, os mesmos grupos do periodo pés-chuva foram observados (Fig. 1.7).
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Fig. 1.7 — Anadlise de componentes principais das varidveis bidticas e abidticas com 0s
dois principais eixos (A) e distribuicdo dos pontos dos reservatérios segundo estas
varidveis (B) em Serra da Mesa (SM), Manso (MAN), Itumbiara (ITB), Corumba

(CRB), Furnas (FUR), Mascarenhas de Moraes (MSM) e Luis Carlos Barreto (LCB) no
periodo de seca.
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DISCUSSAO

A densidade e biomassa bacteriana variaram distintamente dentro de cada
reservatorio e entre os reservatorios e ao longo das épocas de amostragem. As
explicacdes para estas variacOes sdo semelhantes apenas para os reservatorios em
cascata do rio Grande. De modo geral, o controle da estrutura da comunidade bacteriana
se da pelos predadores através da retirada de bactérias (nimero e biomassa) do meio ou
selecdo de determinado tamanho e forma — controle descendente. O outro tipo de
controle, ascendente, atua primeiramente no metabolismo bacteriano, uma vez que a
concentracdo, qualidade e razdo entre os nutrientes do meio afetam a taxa de

crescimento destes microrganismos.

Bactérias possuem estratégia para escapar de predadores. Simek et al. (1997) e
Pernthaler et al. (1997) sugerem duas hipdteses para estas estratégias de bactérias contra
predadores: uma diz que o rdpido crescimento bacteriano superaria as perdas causadas
pelos predadores; a outra diz que as bactérias alongariam suas formas, tornando-se ndo
comestiveis por seus predadores. Grande parte da biomassa bacteriana total, de 11-83%,
nas amostras ambientais € proveniente de bactérias filamentosas (Jiirgens & Stolpe,
1995; Sommaruga & Psenner, 1995). Dentre os reservatdrios estudados, as bactérias
filamentosas (maior elongacdo) foram encontradas em Serra da Mesa. Os motivos da
variacdo do volume celular das bactérias dentro de um mesmo ambiente ndo sdo
explicados apenas pelo estado trofico deste (Nakano & Kawabata, 2000). Bird & Kalff
(1984) observaram que, para os lagos canadenses estudados por estes autores, o volume

celular bacteriano diminuia com o crescimento da densidade bacteriana.

O reservatorio de Serra da Mesa foi o maior reservatdrio em extensao analisado,
sendo por isso, além da grande densidade e biomassa bacterianas encontradas, 0 motivo

deste reservatério apresentar o maior estoque de carbono bacteriano de todos os
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reservatorios estudados. Neste reservatorio, ndo foram encontradas correlagdes
significativas com nenhuma outra varidvel analisada. Provavelmente por causa da
heterogeneidade contida em sua imensa drea, possibilitando a existéncia de inimeros
nichos. Lindstrom (2001) ndo encontrou relacdo da biomassa bacteriana com nenhuma
varidvel ambiental dos lagos suecos estudados. Entretanto, a densidade e biomassa
bacteriana dos outros seis reservatérios aqui estudados apresentaram correlagdes com as

variaveis analisadas.

De acordo com os modelos propostos por Currie (1990), a relagdo entre algas e
bactérias pode ser de competicdo por nutrientes limitantes, pode ser de dependéncia
mutua (covaridncia) e, por ultimo, as algas seriam limitadas por nutrientes enquanto
bactérias seriam limitadas pelo carbono oriundo das algas. A correlacio negativa
encontrada entre os dados de densidade bacteriana e a biomassa de carbono do
fitoplancton, encontrada em Manso, indica uma competicio entre estas duas

comunidades por nutrientes.

Em Itumbiara, a correlagdo negativa encontrada dos dados tanto da densidade
quanto da biomassa bacteriana com os dados de biomassa zooplanctonica sugere que
estes ultimos seriam os controladores da comunidade bacteriana neste reservatorio.
Cormema et al. (2003) estimaram que 95% do carbono bacteriano foram consumidos
por predadores zooplanctonicos no reservatorio de Sau, Espanha. Os predadores
zooplactonicos foram considerados os principais mecanismos de controle da

comunidade bacteriana também nos lagos estudados por Chrost et al. (2000).

Nos reservatorios de Corumba e Furnas, foram encontradas correlacdes positivas
da densidade bacteriana com o carbono organico dissolvido. Apesar destes reservatorios
apresentarem idades de alagamento distintas (19 e 43 anos respectivamente), acredita-se

que este carbono orginico seja de origem recente em ambos os reservatorios € nao
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produto da decomposi¢do do material submerso. Isso sugere que o carbono organico
dissolvido estaria sendo assimilado por estas bactérias, favorecendo o seu crescimento,

fato que também foi observado por Cormema et al. (2003).

A separagdo dos reservatdrios em cascata diferenciando dos demais potencializa
a contribuicdo e impacto de um reservatério em outro da mesma cascata. Os
reservatorios de Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto apresentaram
semelhancas nos parimetros da estrutura da comunidade bacteriana em todos os
periodos. Estes trés reservatorios, além de constituirem um sistema em cascata do Rio
Grande, sdao os mais antigos em relacdo ao periodo de enchimento. Isso faz com que a
matéria organica a ser degradada seja menor em relacdo aos mais recentes, tendo por
isso a estrutura da comunidade bacteriana mais estdvel e semelhante entre os periodos
amostrados. De acordo com o conceito Continuo de Reservatério em Cascata (Barbosa
et al., 1999), as alteracdes na composi¢ao e na distribuicdo das comunidades aquéticas
nos reservatérios em cascata sdo reflexo das modificacdes laterais, verticais e

longitudinais dos reservatorios.

As estimativas do estoque de carbono mostraram a contribuicao diferenciada das
bactérias para o estoque total de carbono em cada reservatério. Em alguns casos,
ocorreram independentes do tamanho dos reservatérios. O reservatério de Itumbiara
apesar de ser o terceiro maior reservatorio, apresentou o segundo maior nimero total de
células bacterianas dos reservatdrios estudados. Da mesma forma, o reservatério de
Corumbd, apesar de ser quase a metade do tamanho do reservatorio de Mascarenhas de
Moraes, apresentou um nimero total de células e o estoque de carbono bacteriano maior
que este ultimo reservatdrio, sugerindo que tanto a densidade, quanto a biomassa
depende de fatores intrinsecos aos ambientes e ndo apenas o tamanho. O fato de o

reservatorio de Mascarenhas de Moraes ser mais antigo que o de Corumbd pode
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explicar a maior densidade bacteriana neste reservatorio, ja que este teria mais matéria
orgdnica a ser decomposta, favorecendo o crescimento bacteriano. Os valores de
densidade e biomassa bacteriana do reservatdrio de Corumbd sugerem que as células
bacterianas encontradas neste reservatério tém maior quantidade de biomassa de
carbono, ja que os valores de densidade ndo sdo altos e os valores de biomassa quase
sempre sdo os mais altos quando comparados aos demais reservatérios estudados. No
lago Tanganyika (continente africano), foi encontrado baixo conteido de carbono nas
células bacterianas associado a grandes densidades bacterianas (Pirlot et al., 2005). Os
autores sugeriram que isto estava relacionado com as baixas concentra¢des de nutrientes
e disponibilidade de carbono orgéanico, encontrando-se bactérias espiraladas com alta

razdo superficie-drea.

As correlacdes negativas entre a densidade e a biomassa bacteriana com a
transparéncia da dgua e positivas com a turbidez em todos os periodos analisando todos
reservatorios juntos indica que material em suspensdo afeta fortemente a estrutura da
comunidade bacteriana local. Este efeito pode ser direto uma vez que particulas em
suspensdo sdo agregados com substancia organcias e inorgancias que promovem O
crescimento bacteriano (Turner et al, 1994). O efeito também pode ser indireto uma vez
que interfere na penetracdo da energia luminosa necessdria para a produgdo
fitoplanctonica, diminuindo, assim, a competi¢cdo entre bactérias e algas. Isso indica que
as bactérias heterotroficas teriam seu crescimento favorecido pela maior disponibilidade
de nutrientes, tanto os disponiveis nos agregados, quanto os disponiveis pela auséncia
de competi¢do com o fitoplancton. Goosen et al. (1999) encontraram que a biomassa
bacteriana foi maior que 50% da biomassa microbiana total (bactéria + fitoplancton) no

ambiente de maior turbidez. Nestes ambientes, devido ao impedimento ou atenuagio da
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entrada de luz, o fitoplancton teria dificuldade de crescer, deixando de assimilar

nutrientes importantes para toda comunidade microbiana (Faithful & Griffiths, 2000).

A porcentagem de nutrientes absorvidos pelas bactérias € varidvel e pode ser
influenciada tanto pela concentra¢do e qualidade deste elemento no meio, quanto pela
proporcdo do elemento em relacdo a outros elementos. No entanto, essas variacdes na
absor¢do podem estar relacionadas, principalmente, com a composi¢ao da comunidade
microbiana presente no local. Bactérias com diferentes razdes superficie-volume vao
absorver os nutrientes diferentemente e nem todas as espécies de bactérias absorvem
todos os nutrientes o tempo todo. As correlacdes encontradas no periodo pés-chuva e de
seca entre a biomassa bacteriana e a concentracdo de nitrogé€nio total foram negativas.
Entretanto, no periodo pré-chuva, esta correlagdo foi positiva. Carr et al. (2005)
encontraram correlacdes positivas entre a biomassa bacteriana e a concentracdo de
nitrogénio total. A densidade e a biomassa bacteriana se correlacionaram positivamente
com o fésforo total em Corumbd e a densidade se correlacionou negativamente com a

mesma varidvel em Luis Carlos Barreto e no periodo de seca.

As andlises de componentes principais mostraram que pelo menos um dos dois
principais eixos era explicado por uma das varidveis da comunidade bacteriana
analisadas. Portanto, a estrutura bacteriana foi um dos principais fatores que

contribuiram para a separa¢do dos reservatorios em grupos.

Embora os estoques de carbono bacteriano dos reservatorios apresentados aqui
sejam apenas estimativas, mostram a variabilidade e importancia desta comunidade nos
sistemas aqudticos. Assim, a quantificacio do carbono bacteriano nos ambientes
aqudticos sempre que tiver a intencdo de entender a real participagdo destes

microrganismos no ciclo e no estoque do carbono de cada ambiente deve ser realizada.
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CAPITULO 2

Biogeografia de grandes grupos bacterianos em sete reservatorios tropicais

brasileiros

RESUMO

A distribui¢do da comunidade bacteriana foi determinada em amostras subsuperficiais
de 4gua em sete reservatdrios tropicais brasileiros diferentes quanto a morfologia, tempo
alagamento e de residéncia da 4dgua (Serra da Mesa, Manso, Itumbiara, Corumba,
Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto). A composi¢cdo dos grandes
grupo bacterianos Eubactérias, alfa-, beta- e gama-proteobactérias e Cytophaga-
Flavobacter foram avaliados no estudo desta comunidade pela técnica de biologia
molecular de hibridizacdo in sifu fluorescente (FISH). Indices de similaridade da
comunidade bacteriana, de similaridade ambiental e a distdncia geogrifica entre os
pontos amostrados foram relacionados nos diferentes reservatdrios. A distribui¢do da
comunidade bacteriana ndo foi semelhante em todos os ambientes estudados. Todos os
grupos bacterianos analisados tiveram correlacdo positiva significativa com o carbono
organico dissolvido, indicando que esse pode ser um fator influenciador ao crescimento
de todos os grupos analisados. O grupo das Cytophaga-Flavobacter apresentou
correlagdo significativa positiva com a turbidez da dgua, o que sugere que a presencga de
substratos favorece seu estabelecimento na comunidade bacteriana. Ao contrario do
observado em ambientes temperados, a flutuacdo da densidade bacteriana foi maior que
a flutuacdo filogenética desta comunidade nos ambientes estudados. Caracteristicas
especificas de distribui¢do dos grupos bacterianos foram encontrados dentro e entre os

reservatorios.
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INTRODUCAO

A biogeografia € um dos principais conceitos para estudo da distribui¢do dos
organismos no espago € no tempo. Recentemente, discussdes e controvérsias
questionam a existéncia de biogeografia microbiana (Bell et al., 2005; Fenchel &
Finlay, 2005; Mitchel, 2005; Dolan, 2006). Os trabalhos levando em conta a
biogeografia para microrganismos, tentam elucidar como as comunidades bacterianas
estdo distribuidas nos ambientes (de Wit & Bouvier, 2006).

Bell er al. (2005) afirmam que a relacdo espécie-drea para microrganismos
aquéticos aumenta a medida que o sistema considerado seja maior, sendo comparavel a
distribuicdo de organismos eucariontes de maior porte. No entanto, Fenchel & Finlay
(2005), mesmo concordando que ha maior nimero de espécies bacterianas em sistemas
maiores, ndo concordam que estas espécies sejam restritas e exclusivas de apenas um
determinado local.

A teoria de Baas Becking que afirma que “todos microrganismos estao em todos
os lugares, mas o ambiente seleciona” se baseia na idéia de que estes microrganismos
tém distribuicdo ubiqua por causa do seu pequeno tamanho, grande abundancia e
facilidade de dispersdo. Assim, as barreiras geograficas seriam, de certa forma,
irrelevantes para distribuic@o espacial das bactérias (Whitaker et al., 2003; Dolan, 2005;
de Wit & Bouvier, 2006).

No entanto, alguns trabalhos avaliam a presenca sistemdtica de padrdes
biogeogrificos para alguns grupos bacterianos indicando que estes microrganismos
podem funcionar como unidades ecoldgicas definindo papéis na mediagdo de processos
biogeoquimicos, bem como nem todos os microrganismos estariam distribuidos na

mesma propor¢ao em todos os ambientes (Kirchman et al., 2005; Dolan, 2006).
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Descobrir e entender quais sdo os fatores que influenciam na distribui¢do das
comunidades microbianas aqudticas € necessario para a compreensdo da existéncia
destes padrdes biogeograficos. Estes padrdoes de distribuicio dos microrganismos
promovem importantes ligacdes dos mecanismos que estruturam as comunidades
bioldgicas e sdo centrais para determinacdo de prioridades de conservacdo (Nold &
Zwart, 1998; Green & Bohannan, 2006). Para se determinar quais fatores influenciam
nas variacdes da composi¢cdo da comunidade bacteriana, é preciso obter dados de
correlagdo das varidveis ambientais e geograficas com essa comunidade em vdrios

ambientes diferentes (Yannarell & Triplett, 2004).

Neste sentido, as comunidades planctonicas, especialmente as formadas por
bactérias e algas, sdo consideradas valiosos indicadores dos estresses antrépicos em
sistemas limnicos. Os entendimentos da composicdo e dos processos relacionados a
produtividade sdo bons indicadores das condicdes de estresse as quais 0s sistemas
ecologicos estdo submetidos. Assim, alteracdes na estrutura e metabolismo da
comunidade microbiana tém efeito na estabilidade e funcionamento dos ecossistemas.
Entender a ligacdo entre a diversidade e funcdo dos microrganismos nao sé promove
informacdes sobre a resiléncia do ecossistema aos disturbios causados pelo homem, mas
também ajuda a desenvolver estratégias de isolamento de microrganismos com

potencial aplicagdo biotecnologica (Devereux et al., 2006).

Neste trabalho, analisamos a distribuicdo de diferentes grupos de bactérias
aqudticas em sete reservatorios de dgua para geracdo de energia hidrelétrica de
diferentes tamanhos e tempo de residéncia. Padrdes de distribui¢cdo em escala regional
(regido tropical) e em escala local (dentro dos reservatdrios) foram avaliados. A
composi¢do da comunidade bacteriana foi determinada pela técnica de hibridizacao in

situ fluorescente (FISH) em amostras oriundas do ambientes de entrada, da barragem e
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do ambiente de saida. As hipéteses testadas para os grandes grupos bacterianos
analisados nestes reservatorios foram: (a) a similaridade bacteriana € maior em pontos
amostrais ambientalmente mais similares em um mesmo ecossistema; e (b) a

similaridade bacteriana € maior em locais ambientalmente mais semelhantes e mais

préximos geograficamente, analisando diferentes ecossistemas (Martiny et al., 2006).

MATERIAL E METODOS

As coletas de dgua foram realizadas na subsuperficie de pontos localizados nos
rios tributdrios (ambiente de entrada), no ambiente do corpo do reservatério (barragem)
e no ambiente de saida (jusante) dos seguintes reservatdrios brasileiros: Serra da Mesa
(13°49° S; 48°18° W), Manso (14°87°S/55°77°W), Itumbiara(18°41°S/49°08’W),
Corumba (17°98’S/48°51’W), Furnas (20°66°S/46°25°W), Mascarenhas de Moraes
(20°28°S/47°05°W) e Luis Carlos Barreto (20°15°S/47°26°W). Estes trés ultimos
reservatorios estdo dispostos em forma de reservatérios em cascata da bacia do rio
Grande. Os reservatorios estudados apresentam diferencas quanto ao tamanho e tempo
de residéncia da 4gua (Tabela 2.1). Em Serra da Mesa e Manso, as coletas foram
realizadas em marco de 2004; nos reservatérios de Itumbiara e Corumbd, foram
realizadas em marco de 2005; e em Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos
Barreto, foram realizadas em novembro de 2005.

A transparéncia da dgua foi determinada através da profundidade do disco de
Secchi, a turbidez utilizando o turbidimetro Lamotte (modelo 2020) para todos os sete
reservatorios. A concentracdo de carbono organico dissolvido (COD) foi determinada
pelo analisador de carbono Phoenix 8000 (Tekmar-Dohrmann). As concentracdes de
nitrogénio total (NT) e fosforo total (PT) foram determinadas segundo metodologias

especificas (Wetzel & Likens, 1991).
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Tabela 2.1 — Caracteristicas dos reservatérios brasileiros estudados: édrea alagada
(AREA - km?), volume (km3), tempo de alagamento (IDADE - anos) e tempo de
residéncia (dias).

. TEMPO
Reservatorio ?151]::21;‘ V(zggm Igﬁz? RESIDENCIA
(dias)

Serra da Mesa 1785 54.5 8 720
Manso 430 7.5 6 888
Corumba 65 1.5 19 36
Itumbiara 780 17.0 26 113
Furnas 1440 23.0 43 ?
Mascarenhas 250 4.0 59

Luis carlos 50 1.5 37

? - ndo conhecido

A composicdo da comunidade do bacterioplancton foi determinada pelo método
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). As amostras foram fixadas com
paraformaldeido 20% (concentragdo final 2%) e filtradas através de filtro branco de
policarbonato Millipore 0.2 um. A densidade relativa dos diferentes grupos analisados
foi determinada a partir de marcadores Cy3 em oligonucleotideos RNAr 16S (Operon
Technologies®) para a identificacio de Eubactérias (Eub338R, 5 -
3GCTGCCTCCCGTAGGAGT - 3’), alfa-proteobactérias (Alf986, 5° — 3GG TAA
GGT TCT GCG CGT T - 3’), beta-proteobactérias (Bet42a, 5’ — 3GC CTT CCC ACT
TCG TTT - 3°), gama-proteobactérias (Gam42a, 5’ — 3GC CTT CCC ACA TCG TTT -
3’) e Cytophaga-Flavobacter (CF319a, 5 — 3TG GTC CGT GTC TCA GTA C - 3°).
Posteriormente as amostras foram coradas com DAPI para contagem da densidade
bacteriana total. Um marcador controle negativo (5’- 3CC TAG TGA CGC CGT CGA
C - 3’), que ndo possui especificidade para nenhum grupo bacteriano, foi utilizado para
avaliacdo da eficiéncia da hibridizacao (Cottrell & Kirchman, 2000). Dez campos

aleatérios foram analisados em cada filtro com auxilio do microscépio de
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epifluorescéncia Olympus IX-71 equipado com os seguintes jogos de filtros Chroma U-

N41007, U-MWU2, U-MWB2 e U-MWG2, no aumento de 1000x.

A biomassa bacteriana total média foi determinada a partir da captura de
imagens de células bacterianas coradas com fluorocromo (Cy3) dos marcadores
especificos. Posteriormente, estas imagens foram analisadas com o auxilio do programa
Image Tool 3.0. Cada imagem tinha pelo menos 30 células bacterianas. As células
foram medidas e determinado o biovolume celular a partir da sua drea (Massana et al.,
1997) e, entdo, foi determinada a biomassa celular (Norland, 1993). A biomassa celular
média da amostra foi determinada e multiplicada pela densidade bacteriana total da

amostra resultando na biomassa bacteriana média da amostra.

A correlagdo de Spearman foi utilizada para comparar a densidade absoluta dos
grupos bacterianos analisados e as varidveis ambientais. Os testes ANOVA Oney Way e
“a posteriori” de Tukey foram utilizado para comparagdo dos dados de estrutura da

comunidade bacteriana, sendo considerados significativos os valores de p<0,05.

O indice de Morisita-Horn foi utilizado para andlise de similaridade da
composi¢do da comunidade bacteriana, levando em conta os dados de densidade
bacteriana dos grupos bacterianos analisados. A similaridade ambiental foi determinada
a partir da Distancia Euclidiana Simples (DES): 1 — DES. A DES foi determinada apds
a estandartizacdo dos dados abidticos. A andlise de distancia geografica foi utilizada a
partir das coordenadas geogréficas dos pontos de coleta. As andlises de similaridade das
comunidades bacterianas e a distribuicdo destas segundo a similaridade ambiental e
distancia geografica foram analisadas segundo proposto por Martiny et al. (2006) com o

auxilio do programa Fitopac 1.1.
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RESULTADOS

Embora as amostragens tenham sido realizadas em diferentes épocas do ano, a
temperatura mostra a caracteristica tropical dos reservatorios: altas temperaturas com
pouca variabilidade entre as estagdes do ano. O reservatério de Furnas apresentou os
maiores valores para os dados de transparéncia da dgua e de concentragdo de PT. Os
maiores valores de turbidez e COD foram encontrados no reservatério de Itumbiara. O
reservatorio de Serra da Mesa apresentou o maior valor de condutividade da dgua
(Tabela 2.2). Dessa forma, podemos observar a heterogeneidade dos sistemas
principalmente a partir dos dados de transparéncia da dgua (disco de Secchi), turbidez,
NT e PT. Observam-se diferencas nos valores de condutividade entre os reservatdrios

mais jovens e os mais velhos.

Tabela 2.2 - Media + desvio-padrio de temperatura (Temp. - C), transparéncia
(SECCHI - m), turbidez (TURB - NTU), condutividade (COND - mS cm‘l),
concentracdes de carbono orgnico dissolvido (COD — mg L), de nitrogénio total (NT
- ug L") e fésforo total (PT - ug L") da dgua nos sete reservatoérios estudados.

Reservatério TEMP SECCHI TURB CONI?1 COD_1 NT_1 PT ;
(°C) (m) (NTU)  mSem’) (mgL')  (mgLh)  (mgL?

Serra da Mesa 28+1.3 20+18 64+98 75+£12 1.3+£04 450 £187 2021
Manso 30+2.2 19+1.6 25=+21 30+£13 1.6+0.6 139116 18+13
Itumbiara 28+2.8 1.5+1.6 30+41 31+£3.1 1.6+0.8 258112 26 + 14
Corumba 27+1.0 0.5+0.3 32+£22 27+7.2 14+0.2 326 + 85 27 +6.9
Furnas 27+13 4325 7.6 6.6 42+73 1.7+04 411+122 52 +£28

Mascarenhas 26+19 38+14 1.2+04 34+15 1.2+£0.2 243 + 69 38+6

Luis Carlos 25+1.7 4.0 +£0.7 1.1+0.2 36 +0.3 1.1+0.1 462 +91 31+5

A comparagdo da densidade bacteriana nos reservatorios separou 0s
reservatorios estudados em dois grupos: (a) Serra da Mesa e Manso; e (b) Itumbiara,
Corumba, Furnas, Mascarenhas de Moraes e Luis Carlos Barreto. Os valores de

densidade bacteriana total nos reservatorios de Serra da Mesa e de Manso foram
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maiores em todos os compartimentos em comparagdo aos outros cinco reservatorios
estudados. A densidade bacteriana nos reservatérios de Serra da Mesa e de Manso
apresentou diferenca apenas na barragem, sendo maior em Manso do que em Serra da
Mesa. Comparando dos diferentes compartimentos dos reservatérios quanto aos dados
de densidade bacteriana, podemos observar que eles foram semelhantes em todos os

compartimentos para todos os reservatorios (Fig. 2.1).

A biomassa bacteriana apresentou diferencga significativa quando comparados os
dados de Furnas e de Mascarenhas Moraes aos dados de Manso e de Corumba.
Comparando os dados da biomassa bacteriana nos compartimentos, ela ndo apresentou
diferengas significativas. Entretanto, é possivel notar diferenca nos dados da biomassa
bacteriana na barragem e ambientes de entrada e de saida do reservatdério de Corumba.
Da mesma forma, Serra da Mesa apresenta valores decrescentes de biomassa bacteriana
total do ambiente de entrada até o ambiente de saida, enquanto o reservatorio de Luis
Carlos Barreto apresenta valores crescentes considerando este mesmo eixo ambiente de

entrada — ambiente de saida (Fig. 2.1).
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Fig. 2.1 — Densidade bacteriana (célula.10°mL™") em A e biomassa bacteriana total
(ug C L") em B nos ambientes dos sete reservatorios.

Os reservatorios apresentaram diferencas entre eles quanto a estrutura da
comunidade bacteriana e demais parametros analisados, ndo sendo observado nenhum
padrao de distribuicdo desta comunidade. O grande grupo das Eubactérias apresentou
valores variando de 18 a 47% (30 + 7,3%) da densidade bacteriana total. O menor valor
da densidade relativa foi encontrado em um rio tributario no ambiente de entrada do
reservatério de Itumbiara e o maior valor foi encontrado em um rio tributario no

ambiente de entrada do reservatério de Corumba.

Os dados da densidade bacteriana dos grupos analisados apresentaram
semelhanga nos compartimentos dos reservatérios estudados. Entretanto, quando
comparados os dados dos reservatdérios para cada grupo, pudemos observar que a

densidade relativa das alfa-proteobactérias foi diferente quando comparados os dados de
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Serra da Mesa aos de Furnas e Mascarenhas de Moraes. Os dados da densidade relativa
de beta-proteobactérias mostraram que o reservatério de Serra da Mesa foi diferente de
todos os outros reservatérios estudados. O que ndo aconteceu para os dados de
densidade relativa de gama-proteobactérias, sendo semelhante os dados de densidade

deste grupo para todos os reservatorios.

A densidade relativa de Cytopahaga-Flavobacter, assim como a densidade
bacteriana total, separou os reservatérios nos mesmos dois grupos, isto €, os dados de
densidade para este grupo foram semelhantes entre Serra da Mesa e Manso e entre os

outros cinco reservatorios estudados.

A barragem de Serra da Mesa, apresentou os maiores valores de densidade
relativa dos grupos alfa- e beta-proteobactérias e Cytophaga-Flavobacter. Em Manso,
Cytophaga-Flavobacter foi o grupo mais abundante em todos os compartimentos do
reservatorio. As alfa- e gama-proteobactérias apresentaram grande variabilidade dos
dados de densidade relativa no ambiente de entrada em comparacdo aos demais grupos
bacterianos analisados. Nos ambientes de saida de Itumbiara e de Corumb4, o grupo das

Cytophaga-Flavobacter foi o mais abundante. (Fig. 2.2).

Nos reservatorios em cascata do rio Grande, os valores de densidade relativa das

gama-proteobactérias os valores mais semelhantes aos outros grupos analisados (Fig.

2.3).
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Fig. 2.2 — Densidade relativa dos grupos bacterianos analisados (% da densidade
bacteriana total) nos ambientes dos reservatérios de Serra da Mesa (A), Manso (B),
Itumbiara (C) e Corumba (D).
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Fig. 2.3 — Densidade relativa dos grupos bacterianos (% da densidade bacteriana total)
nos ambientes dos reservatorios em cascata do Rio Grande (Furnas - A, Mascarenhas de
Moraes (B) e Luis Carlos Barreto - C ).

Todos os dados dos grupos bacterianos analisados apresentaram correlacdo
positiva significativa com a concentracdo de carbono orgéanico dissolvido na dgua. O
grupo das beta-proteobactérias e das Cyfophaga-Flavobacter apresentaram correlagdo
positiva significativa com a temperatura da agua. As Cyfophaga-Flavobacter ainda

apresentaram correlacdo positiva significativa com a turbidez da dgua (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 — Correlacdes (1?) entre a densidade absoluta dos grupos de alfa- (ALFA),
beta- (BETA) e gama-proteobactérias (GAMA) e Cytophaga-Flavobacter (CF) com a
temperatura (TEMP), a transparéncia (SECCHI), a turbidez (TURB), a condutividade
(COND) e com as concentragdes de carbono organico dissolvido (COD), nitrogénio
total (NT) e fosforo total (PT) da 4gua nos reservatdrios estudados.

TEMP SECCHI TURB COND COD NT PT
ALFA 0.18 -0.11 0.01 0.10 0.36* -0.10 -0.15
BETA 0.43* -0.07 0.31 -0.18 0.36* -0.19 -0.35
GAMA 0.27 -0.06 0.24 -0.01 0.34%* -0.21 -0.09
CF 0.53** -0.03 0.62%+%* -0.15 0.44%* -0.11 -0.31

#p<0,05; **p<0,01

A variancia dos dados de densidade bacteriana para os grupos analisados foi
maior que a variancia da densidade bacteriana quando comparados a densidade

bacteriana de todos os grupos analisados apenas no reservatério de Manso (tabela 2.4).

Tabela 2.4 — Variancia (médiatdesvio padrao) da densidade bacteriana total (DB), de
cada grupo bacteriano analisado e de todos grupos bacterianos analisados nos sete
reservatérios estudados. Os dados da média estdo em células.10*.mL".

Cytophaga-

Reservatério DB Alfa- Beta- Gama- Todos Grupos
Flavobacter
Proteobactérias
1516 37 72 20 56 499
da M
SerradaMesa 3139 (1426.1) (1548.5) (75+4.4) (1847.5) (5422)
527 114 6.2 138 21 735
Manso
(127+23) (11£11) (7.842.5) (11£12) (21+4.5) (51£27)
Ttumbiara 112 2.3 04 04 2.5 6.9
(70+11) (53+1.5) (4.420.6) (3.120.6) (6.6+1.5) (19+2.6)
Corumbé 137 32 0.8 0.9 7.7 25
(69+12) (7.0£1.8) (4.2£1.0) (3.5£1.0) (7.2£2.8) (2245.0)
1217 13 7.3 13 20 118
Furnas
(55435) (4.6%3.7) (3.8£2.7) (3.243.6) (5.3+4.4) (17£13)
Mascarenhas 24 0.3 04 0.5 0.5 0.6
(27£4.9) (2.1£0.5) (1.620.6) (1.620.7) (2.2+£0.7) (7.9£0.8)
Luis Carlos 94 0.04 0.2 1.0 0.4 2.5
(41£9.8) (2.7£0.5) (2.720.5) (1.621.0) (3.4+0.7) (10+1.6)
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A composi¢do da comunidade bacteriana do ambiente de saida de Serra da Mesa

foi similar a composi¢do da barragem e de apenas um de seus tributdrios. Em Manso,

apenas um dos tributérios se diferenciou dos demais pontos de amostragem. A barragem

de Itumbiara teve a composicdo de comunidade bacteriana diferenciada dos tributdrios.

Em Corumbd, a diferencga se deu principalmente entre os tributérios (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4 — Similaridade da comunidade bacteriana nos diferentes ambientes de entrada
(AE), na barragem (B) e no ambiente de saida (J) nos reservatorios de Serra da Mesa
(A), Manso (B), Itumbiara (C) e Corumba (D) usando o indice de Morisita-Horn.

Gradiente azul-vermelho indica maior-menor similaridade respectivamente.
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No reservatorio de Furnas, a composi¢do da comunidade bacteriana de um de
seus tributdrios e o ambiente de saida foi diferente da composi¢ao bacteriana dos demais
locais amostrados. A composi¢do da comunidade bacteriana na barragem e no ambiente
de saida de Mascarenhas de Moraes foi semelhante entre si e diferente dos tributarios do
ambiente de entrada deste reservatério. Em Luis Carlos Barreto, a composi¢do da

comunidade bacteriana foi semelhante a encontrada no ambiente de saida (Fig. 2.5).
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Fig. 2.5 — Similaridade da comunidade bacteriana nos diferentes ambientes de entrada
(AE), na barragem (B) e no ambiente de saida (J) nos reservatorios de Furnas (A),
Mascarenhas de Moraes (B) e Luis Carlos Barreto (C) usando o indice de Morisita-
Horn. Gradiente azul-vermelho indica maior-menor similaridade respectivamente.
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A relagdo entre a similaridade da comunidade bacteriana e sua distribui¢dao
segundo os fatores ambientais e a distancia geografica dos pontos de coleta mostram
tendéncias diferentes quando os reservatorios sao observados separadamente.

A similaridade bacteriana manteve-se constante independente da similaridade
ambiental e apresentou uma tendéncia a ser maior em locais geograficamente mais

distantes no reservatdrio de Serra da Mesa (Fig. 2.6).
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Similaridade Ambiental
Fig. 2.6 — Relacdo entre a similaridade dos grupos bacterianos avaliados com a
similaridade ambiental (circulos cheios e linhas completas) e a distancia geografica dos
pontos amostrados (circulos vazios e linhas tracejadas) no reservatorio de Serra da
Mesa.
Nos reservatérios de Manso e Itumbiara, observou-se uma tendéncia de maior
similaridade bacteriana em pontos mais proximos geograficamente. Nestes reservatorios

uma tendéncia de menor similaridade bacteriana foi encontrada em menor similaridade

ambiental (Fig. 2.7 e 2.8).
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Similaridade Ambiental
Fig. 2.7 - Relagdo entre a similaridade dos grupos bacterianos avaliados com a
similaridade ambiental (circulos cheios e linhas completas) e a distancia geografica dos
pontos amostrados (circulos vazios e linhas tracejadas) no reservatorio de Manso.
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Similaridade Ambiental
Fig. 2.8 - Relagdo entre a similaridade dos grupos bacterianos avaliados com a
similaridade ambiental (circulos cheios e linhas completas) e a distancia geografica dos
pontos amostrados (circulos vazios e linhas tracejadas) no reservatorio de Itumbiara.
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O reservatdrio de Corumbd e o de Serra da Mesa foram os que apresentaram
maior similaridade de bactérias com tendéncia a aumentar com o aumento da distincia

geografica entre os pontos amostrados (Fig 2.9 e 2.6).
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Similaridade Ambiental
Fig. 2.9 - Relagdo entre a similaridade dos grupos bacterianos avaliados com a
similaridade ambiental (circulos cheios e linhas completas) e a distancia geografica dos
pontos amostrados (circulos vazios e linhas tracejadas) no reservatdrio de Corumba.
A similaridade bacteriana manteve-se constante independente da distancia
geogréfica nos reservatdrios do rio Grande (reservatério de Furnas, Mascarenhas de
Moraes e Luis Carlos Barreto), que foram considerados como um udnico sistema. Neste

sistema, também foi observada uma tendéncia a aumentar a similaridade bacteriana com

o aumento da similaridade ambiental (Fig. 2.10).
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Similaridade Ambiental

Fig. 2.10 - Relag¢do entre a similaridade dos grupos bacterianos avaliados com a
similaridade ambiental (circulos cheios e linhas completas) e a distancia geografica dos
pontos amostrados (circulos vazios e linhas tracejadas) nos reservatérios em cascata do
rio Grande considerado com tnico sistema.

No nivel filogenético avaliado, a similaridade bacteriana foi sempre maior que
50% em todos os reservatorios, com maiores valores encontrados em reservatorios com

.. , 2 2 2

distintos tamanhos de 4rea alagada (Serra da Mesa — 1.785 km” e Corumbd — 65 km”).
Analisando todos os sete reservatdrios em conjunto, observa-se que a similaridade

bacteriana mantem-se constante independente das mudangas ambientais e tende a

diminuir com a distancia geografica (Fig. 2.6, 2.9 e 2.11).
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Similaridade Ambiental
Fig. 2.11 - Relacdo entre a similaridade dos grupos bacterianos avaliados com a
similaridade ambiental (circulos cheios e linhas completas) e a distancia geografica dos
pontos amostrados (circulos vazios e linhas tracejadas) em todos reservatorios avaliados
conjuntamente.

DISCUSSAO

Estudos em ecologia microbiana, através do emprego de métodos moleculares,
tém revelado um cendrio composto por uma rica diversidade de organismos ainda nao
estudados nos mais variados ecossistemas (Kenzaka et al. 2001; Lambais et al., 2006;
Sogin, et al., 2006). Uma variedade de métodos moleculares disponiveis para a
caracterizacdo da comunidade microbiana diferindo quanto ao custo, limite de detec¢ao
e complexidade da técnica. Entretanto, mais do que as limita¢des de cada método, torna-
se necessaria a sua aplicacdo e padronizacdo de acordo com escalas espaciais e
temporais nos mais diversos ecossistemas para um melhor conhecimento da estrutura e
funcdo desta comunidade. Esta padronizacdo deve ser considerada antes de encaixar ou
excluir os microrganismos das teorias ecoldgicas vigentes para macro-organismos.

Os valores observados para Eubactérias neste trabalho foram baixos quando
comparados aos dados de ecossistemas aqudticos temperados, geralmente acima de

50%, segundo Kirchman (2002). A variacdo de EUB338, o marcador mais comum para
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identificar o grupo das Eubactérias, foi de 1 a 100% em diferentes trabalhos, com média
de 56%. Acredita-se que existe um componente metodolégico nesta variacdo, mas
também que existe um componente ambiental forte capaz de explici-las. O tipo de
ecossistema e o grupo filogenético dominante influenciam a proporcao das eubactérias
(Daims et al 1999; Bouvier & del Giorgio 2003). O marcador para o grande grupo das
Eubactérias utilizado neste trabalho é comum para os trabalhos em ecossistemas
temperados, porém pode ter apresentado uma eficicia menor para ecossistemas de
climas tropicais. Portanto, sdo necessarios o estudo e desenvolvimento de marcadores
especificos para grupos encontrados nos ecossistemas tropicais. Diferencas na
comunidade bacteriana comparando os dados de ambientes tropicais e temperados
foram encontrados por Abe et al. (2003).

Neste estudo, as beta-proteobactérias foram as que menos variaram em relacdo a
média de todos os grupos bacterianos analisados neste estudo. A variancia do grupo das
beta-proteobactérias no reservatério de Luis Carlos Barreto foi a menor observada
quando comparada a variancia de todos os reservatérios para todos os grupos. Para
ecossistemas de dgua doce de clima temperado, o grupo mais abundante é beta-
proteobactérias principalmente na regido eufética (Glockner et al, 1999; Kirchman,
2002; Boucher et al., 2006). Este fato, entretanto, ndo foi observado para estes
reservatorios de clima tropical, sendo que as beta-proteobactérias apresentaram a menor
propor¢ao dos grupos analisados (6,2 + 2,2%) no reservatorio de Manso.

O fato das gama-proteobactérias serem mais abundantes nos reservatorios mais
antigos estudados pode ser explicado pelo fato deste ambientes apresentarem as maiores
concentragdes de fosforo total. Bouvier & del Giorgio (2002) afirmam que o grupo das
gama-proteobactérias € oportunista, apresentando maior densidade em locais com

grande disponibilidade de nutrientes.
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Wever et al. (2005) observaram que as mudancgas apresentadas na comunidade
microbiana ocorreram devido as variagdes nas concentracdes de nutrientes e na
biomassa ou composi¢do da comunidade fitoplanctonicas, ji que influenciam a
quantidade e qualidade da matéria organica dissolvida no meio. Ao contrario do que foi
encontrado por Langenheder et al (2006), em que a maioria das funcdes relacionadas ao
ciclo do carbono orgéanico ndo tinha forte relacdo com a composi¢do da comunidade
bacteriana. As densidades dos grupos estavam correlacionadas com a concentracdo de

carbono organico dissolvido nos reservatorios.

As Cytophaga-Flavobacter, assim como as beta-proteobactérias, também
apresentaram correlacdo positiva significativa encontrada entre a suas densidades e com
a temperatura da d4gua. O mesmo foi observado para o lago tropical estudado por Wever
et al. (2005). Entretanto, estes autores sugerem que esta relacdo entre a temperatura e a
composi¢ao da comunidade bacteriana ndo € de forma direta neste lago, propondo que a
temperatura permanente e o gradiente de oxigénio podem afetar a composicdo da

comunidade bacteriana.

Considerar a heterogeneidade bacteriana, com respeito a vulnerabilidade aos
predadores, a taxonomia e a capacidade fisioldgica pode elucidar as contradi¢cdes que
sdo observadas em estudos que tratam a comunidade microbiana como um nivel tréfico
homogéneo (Langenheder & Jiirgens, 2001). A variabilidade da composi¢do
filogenética pode exceder as flutuagdes da comunidade total, sugerindo que a aparente
estabilidade da densidade total mascara as flutuacOes altamente dinamicas da
comunidade (Pernthaler et al., 1998). Esse fato, entretanto, ndo foi observado para a
variacdo na composicdo da comunidade bacteriana comparada aos dados da densidade

bacteriana total nos reservatorios aqui estudados.
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Yannarell e Triplett (2004) observaram que a variacdo da composicdo da
comunidade bacteriana dentro de um lago foi menor em relagdo aos dados da variagao
da composicdo da comunidade bacteriana entre todos os lagos estudados por eles. Em
relac@o aos lagos tropicais deste estudo, a variacdo comparando os grupos dentro de um
mesmo sistema e todos os sistemas depende de cada sistema, bem como de cada grupo.
A contribuicdo relativa dos grupos bacterianos varia entre os reservatorios, sugerindo
que a estrutura da comunidade bacteriana varia e estd relacionada com as caracteristicas
fisico-quimicas da &4gua. Assim, variacdes dos grupos bacterianos independem da
variacdo de outro grupo bacteriano e € local. A grande abundéncia bacteriana total e dos
grupos, principalmente de alfa- e beta-proteobactérias, nos tributdrios de Manso pode
ser explicada pontualmente por um rio tributdrio. Isso pode ser justificado pelas
caracteristicas fisico-quimicas deste tributdrio. As caracteristicas dos ambientes de
entrada (rios tributdrios) influenciam a disponibilidade de nutrientes e outras
caracteristicas de ambientes aqudticos, sendo esta caracterizagdo importante para o
estabelecimento de determinados grupos bacterianos em detrimento de outros.
Similaridade maior que 50% entre a composicdo da comunidade bacteriana dos
ambientes de entrada e do corpo do reservatorio revela a influéncia dos tributdrios. Uma
similaridade menor que 50% indica a influéncia de processos internos como cadeia
alimentar e competi¢do. A influéncia de bactérias aldctones na estrutura da comunidade
local depende do tempo de retengdo da dgua (Lindstom & Bergstrom, 2004; Lindstom

et al., 2006).

Esperava-se que a composi¢do da comunidade bacteriana da barragem de Serra
da Mesa fosse formada por bactérias autdctones, com similaridade abaixo de 50%
quando comparada com a comunidade dos seus tributdrios uma vez que a distancia entre

o ambiente de entrada e a barragem € grande. Entretanto, este foi um dos reservatdrios
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que apresentou maior similaridade bacteriana independente da distancia geogréfica.
Desta forma este reservatdrio ndo corrobora a hipétese de Martiny et al. (2006) em que
a similaridade bacteriana aumentaria com o aumento da similaridade ambiental

independente da distincia entre os pontos.

Os reservatorios de Manso, Itumbiara e o sistema em cascata do rio Grande
comprovam a hipétese de Martiny et al. (2006) quanto a relacdo similaridade bacteriana
e similaridade ambiental em um mesmo ambiente, mostrando a influéncia de fatores
ambientais na composi¢do da comunidade bacteriana. Entretanto, apenas no sistema em
cascata do rio Grande a distancia geografica ndo influenciou na similaridade bacteriana,
indicando a inexisténcia de padrdes biogeograficos neste ambiente. Correlagdes entre a
similaridade bacteriana e a distancia geografica, como encontrado em Manso e
Itumbiara, indicam uma influéncia de fatores histéricos de acordo com Martiny et al.
(20006).

Yannarell & Triplett (2005) também observaram padrdes biogeograficos no
estudo de 30 lagos do estado de Wisconsin (Estados Unidos), onde a composi¢do da
comunidade bacteriana teve relacdo com as varidveis ambientais analisadas, bem como
com a distancia dos pontos amostrados, sendo até melhor explicado por esta distancia.

A maior similaridade bacteriana encontrada nos reservatorios de Serra da Mesa e
Corumbd independente da distancia entre os pontos sugere uma contradi¢do quando
comparado o tamanho da area alagada de ambos. Acredita-se que apenas o reservatorio
de Corumbad deve ser analisado como um sistema unico e que Serra da Mesa deve ser
analisado em uma escala maior (regional) ou como vdrios ecossistemas.

As auséncias de correlacOes entre a similaridade bacteriana, a similaridade
ambiental e a distdncia geografica quando analisados todos ecossistemas € Serra da

Mesa, considerando-o em escala regional, sugerem que o nivel filogenético utilizado
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ndo foi apropriado para avaliar os padrdes de distribuicio da comunidade bacteriana.
Assim, quanto maior a escala espacial, maior deve ser a especificidade do nivel
filogenético a ser utilizado para definicdo de padrdes de distribuicdo. A comunidade
bacteriana € capaz de se ajustar rapidamente as mudancgas locais (dados experimentais
de Cesar, 2002 e Gasol et al. 2002). Mas nem sempre esta resposta pode ser observada
em grande escala espacial e temporal.

Pommier et al. (2007) observaram que o bacterioplancton marinho analisado por
eles compartilhavam alguns aspectos biogeograficos e macroecolégicos de organismos
macroscopicos e que os padroes de riqueza de espécies bacterianas resultaram de
processos evolutivos e ecoldgicos similares, nao sendo mutuamente excludentes. Dessa
forma, pudemos observar que os grandes grupos bacterianos analisados estavam
presentes em todos os ambientes de maneira similar, embora fossem observadas

mudangas ambientais.
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CAPITULO 3

Estrutura da Comunidade Bacteriana em Quatro Reservatérios Tropicais em

Periodos de Chuva e de Seca

RESUMO

A estrutura (densidade, biomassa e composicao) da comunidade bacteriana foi analisada
na subsuperficie a montante, a barragem e a jusante do principal rio formador de cada
um dos quatro reservatorios tropicais brasileiros (Serra da Mesa, Manso, Itumbiara e
Corumbd) em periodos de chuva e de seca pela técnica de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH). O efeito diluicdo no sentido montante-barragem ocorreu de
maneira diferente para cada reservatdrio. A composi¢do da comunidade bacteriana foi
diferente entre a barragem e a jusante do reservatorio de Serra da Mesa no periodo de
chuva e, também, quando comparada as comunidades bacterianas a montante e da
barragem do reservatério de Corumba no periodo de seca. A biomassa bacteriana dos
grupos bacterianos estudados teve maior participacdo que a sua densidade relativa em
alguns pontos amostrados nos reservatorios. A concentragdo de carbono organico
dissolvido teve correlagdo positiva com a densidade bacteriana total, com alfa-
proteobactérias, beta-proteobactérias e correlacdo negativa com Cytophaga-Flavobacter
em periodos distintos. Isso sugere que o existe uma variagdo na influéncia do carbono
organico dissolvido na estrutura da comunidade bacteriana ao longo do tempo. Apenas
em alguns reservatorios, as diluicdes pela chuva e no gradiente montante-barragem se

aplicaram, ainda assim de maneira diferenciada entre eles.
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INTRODUCAO

Os microrganismos tém importante participacdo na manutencdo dos processos
bioldgicos e ecoldgicos, tais como a fotossintese, ciclagem de matéria organica, ciclos
biogeoquimicos (Sherr & Sherr, 1996). As funcGes do ecossistema muitas vezes
dependem da composic¢do das espécies presentes nele, logo a biodiversidade € chave
para o processamento de matéria e energia.

Estudos em ecologia microbiana molecular permitem que seja determinada a
abundincia relativa de diferentes grupos de microrganismos. E possivel analisar a
estrutura de comunidade e seguir a dindmica espaco-temporal de populacdes
microbianas em diferentes ambientes aqudticos, além de poder se inferir sobre
preferéncia de predadores por algum grupo especifico e se algum grupo € favorecido

por alguma outra varidvel ambiental e/ou bioldgica (Nold & Zwart, 1998; Glockner et

al., 1999; Simek et al., 2005).

Mudangas sazonais dos fatores ambientais, como nutrientes inorganicos, podem
controlar o aparecimento de espécies fitoplanctonicas, no entanto pouco se sabe ainda a
respeito da acdo destas variacdes ambientais sobre as assembléias bacterianas (Alonso-
Séez et al., 2007). Trabalhos revelam variagdes sazonais nos grupos encontrados na
comunidade bacteriana podem decorrer de variagdes nos ambientes (Eilers et al., 2001;
Allgaier & Grossart, 2006), podendo estar correlacionadas, por exemplo, com a
concentracdo de carbono organico dissolvido (Kritzberg et al. 2006). Entretanto, ha
dados que mostram que mesmo ocorrendo variacdes em algumas condi¢des ambientais
e/ou bidticas, algumas populacOes bacterianas mostram padrdes sazonais semelhantes

independentes (Wu & Hanh, 2006).

A estrutura da comunidade bacteriana pode ser afetada pelas chuvas. Cesar

(2002), estudando a estrutura da comunidade bacteriana no estudrio da Lagoa dos Patos,
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encontrou correlacdo entre os dados de densidade bacteriana e a pluviosidade, com
maiores densidades em anos de El Nifio, indicando influéncia direta e indireta da chuva.
A acdo seria de forma direta, quando o efeito diluicio sobre os predadores desta
comunidade ocorresse devido aumento da pluviosidade. Ja o efeito indireto da
pluviosidade sobre esta comunidade seria dado pelo carreamento de nutrientes
organicos e inorganicos para os ambientes, favorecendo o crescimento da comunidade

bacteriana.

Neste trabalho, avaliamos a distribui¢do da estrutura da comunidade de bactérias
aqudticas em escalas espacial de diluicio de &4gua (gradiente montante-barragem-
jusante) e temporal (chuva e seca) em quatro reservatorios de hidrelétricas brasileiros.
Considerando estes fatores de dilui¢do, nossa hipdtese foi encontrar uma maior
densidade bacteriana e dos grupos bacterianos em periodos de chuva e/ou nos locais de
amostragem proéximos a barragem. Os reservatdrios apresentaram distintos padrdes de

distribuicao da estrutura da comunidade bacteriana em relacdo ao tempo e ao espago.

MATERIAL E METODOS

Os reservatérios para geracdo de energia elétrica de Serra da Mesa (13°49” S;
48°18 W), Manso (14°87°S/55°77°W), Itumbiara (18°41°S/49°08°W), Corumba
(17°98°S/48°51’W) do sistema Furnas Centrais Elétricas S.A. foram estudados. As
coletas de dgua da subsuperficie destes reservatdrios foram realizadas nos periodos de
chuva (Serra da Mesa e Manso: marco de 2004; Itumbiara e Corumba: abril de 2005) e
de seca (Serra da Mesa e Manso: julho de 2004; Itumbiara e Corumbaé: agosto de 2005).

Pontos amostrais foram realizados a montante, a barragem e a jusante do principal rio

78



formador de cada um dos reservatorios (Serra da Mesa: rio Maranhdo; Manso: rio

Manso; Itumbiara: rio Paranaiba; Corumba: rio Corumba).

Os pontos amostrados nestes quatro reservatdrios foram caracterizados segundo
a transparéncia da dgua, a turbidez e as concentragdes de carbono organico dissolvido,
de nitrogénio e de fésforo totais, e biomassa total de zooplancton (banco de dados do
Projeto Balanco de Carbono em Reservatérios de Furnas Centrais Elétricas S.A. -
www.projetofurnas.dsr.inpe.br). Também foram obtidos dados de chuvas e de cota
maxima de dgua nestes reservatdrios nos dois periodos.A estrutura da comunidade do
bacterioplancton foi determinada pelo método hibridizacao in situ fluorescente (FISH).
As amostras foram fixadas com paraformaldeido 20% (concentra¢do final 2%) e
filtradas através de filtro branco de policarbonato Millipore 0.2 um. A densidade
relativa dos diferentes grupos analisados foi determinada a partir de marcadores Cy3 em
oligonucleotideos RNAr 16S (Operon Technologies®), utilizados para a identificag@o
de Eubactérias, alfa-proteobactérias, beta-proteobactérias, gama-proteobactérias e
Cytophaga-Flavobacter (Tabela 3.1). Posteriormente as amostras foram coradas com
DAPI para contagem da densidade bacteriana total. Um marcador controle negativo (5’-
3CC TAG TGA CGC CGT CGA C - 3’), que ndo possui especificidade para nenhum
grupo bacteriano. Dez campos aleatérios foram analisados em cada filtro com auxilio do
microscopio de epifluorescéncia Olympus IX-71 equipado com os seguintes jogos de

filtros Chroma U-N41007, U-MWU2, U-MWB2 e U-MWG?2, no aumento de 1000x.
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Tabela 3.1 — Marcadores especificos utilizados para andlise da composi¢do da
comunidade bacteriana por FISH.

Marcador Especificidade Seqiiénica (5'-3")
Eub338R Eubactérias GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Alf986 Alfa-proteobactérias GGTAAGGTTCTGCGCGTT
Betd2a Beta-proteobactérias GCCTTCCCACTTCGTTT
Gamd2a Gama-proteobactérias GCCTTCCCACATCGTTT
CF319a Cytophaga-Flavobacter TGGTCCGTGTCTCAGTAC

Imagens das células bacterianas foram capturas e analisadas com o auxilio do
programa Image Tool 3.0. O volume celular das bactérias foi determinada a partir da
area das células bacterianas analisadas (Massana et al, 1997). Entdo, a biomassa celular
das bactérias foi segundo a férmula de Norland (1993). A biomassa celular média da
amostra foi determinada e multiplicada pela densidade bacteriana total da amostra
resultando na biomassa bacteriana total da amostra. Procedimento semelhante foi
utilizado para determina¢do da biomassa bacteriana nos diferentes grupos analisados a
partir da captura de imagem das células bacterianas marcadas pelos marcadores

especificos.

Os testes de ANOVA One-way e “a posteriori” de Tukey foram utilizados para
comparacdes da densidade bacteriana total, biomassa bacteriana total, densidade relativa
dos grupos bacterianos analisados, biomassa dos grupos analisados e composi¢do da
comunidade bacteriana, bem como para a comparacdo dos reservatorios e de seus
compartimentos nos dois periodos estudados. Em todos os casos, foram considerados
significativos para os valores de p<0,05. A correlagdo de Spearman foi avaliada entre os
dados de estrutura da comunidade bacteriana e as varidveis limnoldgicas que podem

controlar esta estrutura.
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RESULTADOS

Os periodos amostrados foram diferentes quanto ao regime de chuvas, sendo que
no periodo de chuvas o indice pluviométrico foi maior do que no periodo de seca

(Tabela 3.1).

Tabela 3.2 — Area alagada (AREA - km?), volume (km3), tempo de residéncia
(Residéncia - dias) e pluviosidade acumulada no més de coleta (mm) nos
reservatdrios de Serra da Mesa, Manso, Itumbiara e Corumbé na chuva (marco-
abril) e na seca (julho-agosto) nos anos de 2004 (Serra da Mesa e Manso) e de
2005 (Itumbiara e Corumba).

Reservatério Area Volume Residéncia Pluviosidade
(km?) (km?3) (dias) Chuva Seca

Serra da Mesa 1785 55 720 217 0

Manso 430 7.5 888 150 42

Itumbiara 780 17 113 395 11

Corumba 65 1.5 36 395 11

Apenas no reservatério de Corumbd, a biomassa zooplanctonica foi maior no
periodo de chuva quando comparado com o periodo de seca. A transparéncia da dgua e
as concentragdes de nitrogénio e de fosforo totais foram maiores no periodo de seca,
enquanto a turbidez foi maior no periodo de chuvas. A concentracdo de carbono

organico dissolvido foi semelhante nos dois periodos amostrados (Tabela 3.2).

Tabela 3.3 — Média (desvio padrao) dos valores de biomassa zooplanctonica (BZOO —
mg C L‘l), de transparéncia (SECCHI - m), turbidez (TURB - NTU), de concentracdes
de carbono organico dissolvido (COD — mg L), de nitrogénio total (NT - ug L") e de
fésforo total (PT - ug L") da dgua nos reservatérios de Serra da Mesa, Manso,
Itumbiara e Corumba na chuva (marco-abril) e na seca (julho-agosto) nos anos de 2004
(Serra da Mesa e Manso) e de 2005 (Itumbiara e Corumba).

Reservatério BZ00 (mg C L")  SECCHI (m) TURB (NTU) COD (mg L-1) NT (ugL-1) PT (ugL-1)
huva Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca

Serrada Mesa 1 42 2.7 33 od 26 1.2 2.9 450 304 9.2 14
(5.6) 27 1.9) 0.4) (1.6) 0.4) (0.5) 187 (147 (nd) (2.4)

Man 121 172 3.0 1.7 d 2.5 1.9 2.1 121 602 26 45
anso (22) (139) 22 0.3) (0.6) (0.5) 0.2) (86) (146) (nd) (33)
Itumbiar 97 102 13 43 43 1.1 1.7 1.1 278 234 28 224
wumblara sy 67y (19 02 (52 ©1)  (.1) (03  131)  (108) (19  (336)
Corombé 75 18 0.5 1.7 37 22 15 1.1 385 367 26 28
117) @1 0.3) (2.2) (24) (33) 0.2) (nd) (43) (66) (10) 14)
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Densidade Bacteriana: O maior valor de densidade bacteriana foi encontrado na
montante do reservatorio de Manso (1.7 célula.106.mL'l) no periodo de chuva e a menor
densidade bacteriana foi encontrada na barragem do reservatério de Itumbiara (0.4
célula.106.mL'1) no periodo de seca (Fig. 3.1). Em nenhum dos reservatérios houve
diferencga significativa entre os valores de densidade bacteriana comparando chuva e

seca.

Os reservatérios de Serra da Mesa e Manso apresentaram os maiores valores de
densidade bacteriana na montante e o menor na barragem no periodo de chuva (Fig.

3.1A).

Em Serra da Mesa, essa mesma tendéncia foi observada no periodo de seca. Em
Manso, houve uma inversido destes valores, isto é, o menor valor foi observado na
montante para o periodo de seca. Em Itumbiara, os valores de densidade bacteriana
foram semelhantes em todos os compartimentos nos dois periodos. Apenas no

reservatorio de Corumbd que a densidade bacteriana foi maior no periodo de seca do

que no periodo de chuva (Fig. 3.1B).

Chuva Seca
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Montante  Barragem Jusante | _¢_ gerra da Mesa
—O— Manso
—&— ltumbiara

Montante  Barragem Jusante

—— Corumba

Fig. 3.1 — Densidade Bacteriana (céls.10°.mL™") na montante, barragem e jusante nos
periodos de chuva (A) e seca (B) dos quatro reservatorios estudados.
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Biomassa Bacteriana: A biomassa bacteriana ndo apresentou padrdes sazonais
semelhantes nos quatro reservatérios estudados. Estes valores ndo apresentaram

diferengas significativas entre os dois periodos analisados em todos os reservatdrios

(Fig. 3.2).

A biomassa bacteriana, no periodo de chuva, foi maior na montante € menor na
jusante do reservatério de Serra da Mesa (Fig. 3.2A). Neste reservatorio foram
observados os menores valores de biomassa bacteriana em todos os compartimentos no
periodo de seca. O reservatério de Manso apresentou valores maiores que aqueles
encontrados em Serra da Mesa. No reservatério de Itumbiara, foram observados os
maiores valores da biomassa na montante, assim como no reservatorio de Corumba,

onde foi encontrado o maior valor de biomassa bacteriana deste periodo (Fig. 3.2B).

Chuva Seca
40 A 40 B
30 1 30
‘I__I
o 20 20 A
(=]
3
10 - 10 A
0 T T T 0 T T T
Montante = Barragem Jusante o— Serra da Mesa Montante Barragem Jusante
—O— Manso

—&— ltumbiara
—O— Corumba

Fig. 3.2 — Biomassa Bacteriana (ug C L") na montante, barragem e jusante nos periodos
de chuva (A) e de seca (B) dos quatro reservatorios tropicais estudados.
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Composicdo da Comunidade Bacteriana: No periodo de chuva, a densidade
bacteriana relativa dos grupos alfa- e beta-proteobactérias, e Cytophaga-Flavobacter
apresentaram valores acima de 22% da densidade bacteriana total na barragem de Serra
da Mesa, o que ndo foi observado no periodo de seca, com valores ndo superiores a 18%

da densidade bacteriana total (Fig. 3.3 A e B).

Em Manso, também no periodo de chuva, os valores de densidade relativa dos
grupos alfa- e gama-proteobactérias, e Cytophaga-Flavobacter foram superiores a 17%
da densidade bacteriana total e no periodo de seca, ndao foi maior que 11% (Fig. 3.3 Ce

D).

O grupo das gama-proteobactérias apresentou a menor propor¢ao da densidade
bacteriana na montante de Itumbiara no periodo de chuva, no entanto foi um dos

principais grupos bacterianos encontrados deste compartimento no periodo de seca (Fig.

33EePF).

Na barragem de Corumb4, a densidade relativa das gama-proteobactérias foi de
4.5% da densidade bacteriana no periodo de chuva e foi de apenas 0.1% da densidade
bacteriana total no periodo de seca. As densidades de alfa-, beta- e gama-proteobactérias
foram maiores na montante em comparagdo aos outros compartimentos deste

reservatorio no periodo de seca (Fig. 3.3 G e H).

A composi¢cdo da comunidade bacteriana da barragem de Serra da Mesa foi
diferente da encontrada na jusante no periodo de chuva. Da mesma forma, a composi¢ao
da comunidade bacteriana da montante foi diferente da encontrada na barragem do

reservatorio de Corumbd no periodo de seca.
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Biomassa Bacteriana por grupos: Em alguns pontos dos reservatdrios os grupos
tiveram maior porcentagem de participacdo na biomassa bacteriana quando comparado

a porcentagem que representavam da densidade bacteriana total (Fig. 3.4).

A alta biomassa bacteriana total encontrada no ambiente de entrada do
reservatorio de Serra da Mesa no periodo de chuva foi decorrente da grande biomassa
do grupo das alfa-proteobactérias, o qual foi responsavel por cerca de mais de 30% da
biomassa bacteriana total e, no entanto, apenas 13% da densidade bacteriana total. No
periodo de chuva, a densidade e a biomassa de beta-proteobactérias e de Cytophaga-

Flavobacter foi maior na barragem (Fig. 3.3 ¢ 3.4).

Beta-proteobactérias foi o grupo menos representativo dos grupos bacterianos
analisados quanto a sua biomassa na barragem de Manso nos dois periodos. Na jusante
deste reservatorio, a biomassa bacteriana das gama-proteobactérias representou menos
de 0,1% da biomassa bacteriana total, mesmo que sua densidade relativa sendo 5,5% da
total. O grupo das Cytophaga-Flavobacter representou 32% da biomassa bacteriana
total da jusante, enquanto representava 14% da densidade total no reservatério de
Manso no periodo de chuva. A densidade e a biomassa de Cytophaga-Flavobacter foi

maior na barragem e na jusante no periodo de seca.
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Fig. 3.3 — Densidade relativa (% da densidade bacteriana total) dos grupos bacterianos
(alfa-,beta- e gama-proteobactérias e Cytophaga-Flavobacter) na montante, barragem e
jusante de Serra da Mesa (A - chuva e B - seca), Manso (C -chuva e D - seca), [tumbiara
(E - chuva e F - seca) e Corumba (G - chuva e H — seca).

No reservatério de Itumbiara, as gama-proteobactéria foram o principal grupo
quanto a sua biomassa, representando 20% da biomassa bacteriana total na montante no
periodo de seca e 12% da densidade bacteriana total. Na jusante de Itumbiara no

periodo de seca, o grupo menos representativo em relacdo a biomassa bacteriana foi o

86



das beta-proteobactérias. As Cytophaga-Flavobacter tiveram os maiores valores de
biomassa bacteriana em todos os compartimentos de Itumbiara no periodo de chuva, e

na barragem e na jusante no periodo de seca neste reservatorio (Fig. 3.4).

Em Corumbd, as alfa-proteobactérias representaram a maior biomassa dos
grupos na montante € na barragem no periodo de chuva. O grupo das beta-
proteobactérias foi o que teve menor valor de biomassa bacteriana na jusante deste
reservatorio no periodo de chuva. Na jusante de Corumbé no periodo de chuva e em
todos os compartimentos no periodo de seca, as Cytophaga-Flavobacter apresentaram
os maiores valores de biomassa bacteriana. As gama-proteobactérias apresentaram baixa

densidade e biomassa na barragem no periodo de seca (Fig. 3.4).
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Fig. 3.4 — Biomassa relativa (% da biomassa bacteriana total) dos grupos bacterianos
(alfa-,beta- e gama-proteobactérias e Cytophaga-Flavobacter) na montante, barragem e
jusante de Serra da Mesa (A - chuva e B - seca), Manso (C -chuva e D - seca), [tumbiara
(E - chuva e F - seca) e Corumba (G - chuva e H — seca).
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Estrutura da Comunidade Bacteriana em relacdo a fatores ambientais: A
densidade bacteriana total e das gama-proteobactérias, e a biomassa de beta- e gama-
proteobactérias tiveram correlacdo positiva com a transparéncia da édgua (12=0,85;
2=0,64;12=0,63; e 12=0,69, respectivamente) no periodo de chuva. Neste mesmo
periodo, a densidade de alfa-proteobactérias e a biomassa bacteriana total tiveram
correlagdo com a concentracdo de carbono organico dissolvido (1>=0,60 e 12=0,53
respectivamente). Da mesma forma, correlacdo negativa entre a densidade de beta-
proteobactérias e concentracdo de nitrogé€nio total foi observada neste periodo (r?=-

0,68).

No periodo de seca, correlagdes negativas foram observadas entre a biomassa de
beta-proteobactérias e a transparéncia da dgua (r>=-0,81), e entre a biomassa de
Cytophaga-Flavobacter e a concentragdo de carbono organico dissolvido (1?=-0,77). A
densidade de beta-proteobactérias correlacionou-se positivamente com a concentragao

de carbono organico dissolvido neste periodo (12=0,70).

DISCUSSAO

Variagdes na distribui¢do das comunidades bacterianas podem revelar variagdes
importantes nos processos mediados por bactérias nos ambientes, como o metabolismo
do carbono (Alonso-Séez et al 2007). As diferencas nos padroes de distribuicdo da
densidade e biomassa da comunidade bacteriana nos reservatorios aqui estudados

devem-se ao tamanho e forma diferenciadas destes microrganismos.

A chuva ndo influenciou a densidade e a biomassa bacteriana nem direta
(dilui¢do de predadores), nem indiretamente (entrada de nutrientes), j4 que ndo foram

encontradas diferencas significativas nos dois periodos analisados. A densidade na
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barragem, onde se esperava uma dilui¢do dos predadores e entrada de nutrientes
oriundos de toda a bacia de drenagem, foi menor que a encontrada na montante de Serra
da Mesa e no periodo de chuva em Manso. Esse fato pode ser explicado pela distancia
dos pontos nestes reservatorios e/ou pela heterogeneidade destes quanto a forma e
tamanho. A densidade bacteriana na barragem de Corumbd foi maior que nos outros
ambientes analisados neste reservatério no periodo de seca, indicando que o fator
diluicdo na barragem pode ter influenciado na pressdo de predacdo e/ou na entrada de

nutrientes.

Gasol et al. (2002) encontraram os predadores como principal controlador da
estrutura da comunidade bacteriana no reservatério de Sau (Espanha), entretanto
Schauer et al. (2003) afirmam que as mudangas temporais graduais na composi¢io da
comunidade bacteriana sdo derivadas do controle por limitacdo de nutriente ou por
fatores ambientais. Estes dltimos autores ainda sugerem que o controle da comunidade
bacteriana por predacdo parece menos importante levando-se em conta uma avaliagao
temporal. No entanto, mesmo assim, € importante avaliar as pressdes de predacdo sobre
o bacterioplancton em escala temporal, ji que alguns dados mostram relacdo entre a

estrutura da comunidade bacteriana e a predacdo por zooplancton (Hofle et al., 1999).

Nao foi observada correlagdo com os dados de biomassa zooplanctonica em
nenhum dos reservatdrios estudados. Estudos da estrutura da comunidade
zooplanctonica em Serra da Mesa (Garrido & Bozelli, 2000) e em Corumba (Aoyagui et
al., 2003), mostraram o predominio de rotiferos nestes reservatorios. Rotiferos podem
predar bactérias, entretanto, seus principais predadores sdo flagelados e ciliados (Strom,

2000).

Em nosso estudo da comunidade bacteriana nos reservatorios tropicais, alfa-

proteobactéria foi o principal grupo dos analisados no periodo de chuva no reservatério
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de Corumbd. Em todos os outros reservatorios, o principal grupo foi o das Cytophaga-
Flavobacter no periodo de chuva. Amostragens mensais da Baia de Blanes, Espanha,
que a ocorria uma mudanca gradual ao longo do ano na composi¢do da comunidade
bacteriana. Neste ambiente, as alfa-proteobactérias foram dominantes no verao (Alonso-
Séez et al 2007). Glockner et al. (1999) observaram que, em nenhum dos ambientes
estudados por estes autores, o grupo das Cytophaga-Flavobacter foi menos abundante

que o grupo das alfa-proteobactérias.

As menores densidades relativas tanto no periodo de chuva, como no periodo de
seca, foram encontradas para o grupo das gama-proteobactérias, enquanto os maiores
valores foram observados para o grupo de Cytophaga-Flavobacter em ambos periodos.
Este dltimo grupo € um dos principais encontrados nos ambientes marinhos, mas
também bastante representativos nos ambientes de dguas continentais, observando-se
relacdo na sua densidade relativa com a disponibilidade e a degradacdo de matéria

organica dissolvida (Glockner et al., 1999; Kirchman, 2002).

Lindstrom et al. (2006) estudando sistemas léticos, utilizando a técnica de
Eletroforese em Gel com Gradientes de Desnaturacio (DGGE), constataram que a
influéncia de bactérias aléctones na estrutura da comunidade bacteriana local depende,
principalmente, do tempo de retencdo da dgua do sistema. Os lagos com pequeno tempo
de residéncia devem ter as comunidades bacterianas similares aquelas que a dgua que
chega até eles, do que aqueles lagos que tém o tempo de residéncia mais elevado, isso
devido a maior quantidade de bactérias importadas para o corpo do lago. Entre os
reservatorios estudados, Corumbd possui o menor tempo de residéncia e Manso, o
maior. Entretanto, acredita-se que o tamanho e a heterogeneidade ambiental também

devem ser considerados ao explicar a composicdo da comunidade bacteriana.

91



Mesmo apresentando o menor valor geral, gama-proteobactéria apresentou um
pico de valor da densidade relativa na montante de Manso no periodo de chuva, sendo o
maior valor encontrado para este reservatorio nos dois periodos e um dos maiores
valores proporcionais a densidade bacteriana de todos os reservatérios nos periodos
analisados, o que ndo é comum para este grupo em amostrais ambientais. Alguns
trabalhos sugerem que alguns grupos podem ter seu crescimento favorecido por algum

evento pontual durante o periodo de coleta (Pernthaler & Amann, 2005).

Abe et al. (2003) encontrou diferencas na composi¢ao da comunidade bacteriana
comparando os periodos de chuva e seca em seis reservatdrios. O fato de um mesmo
grupo apresentar densidades relativas diferentes de um periodo para outro de coleta,
como o caso das alfa-proteobactérias no reservatério de Corumbd, por exemplo, pode
ser explicado variacdes na disponibilidade de nutrientes, podendo favorecer alguns
grupos devido as suas capacidades fisiologicas de conseguir crescer melhor em
determinadas caracteristicas ambientais. Portanto, alterando as taxas de crescimento dos
organismos e, consequentemente, as relacdes entre as populagdes existentes no
ambiente (Konopka, 2000; Beisner, 2001; Carrero-Colén et al., 2006). Variacdes
temporais na composicdo da comunidade bacteriana foram observadas nas amostras de
cinco lagos suecos por Lindstrom (2001). A autora sugere que isto ocorreu devido as
chuvas fortes no intervalo de coleta. Dessa forma, as chuvas podem carrear além de
microrganismos, nutrientes para dentro dos ambientes ajudando a variacdo na
composi¢do da comunidade bacteriana de um periodo para outro de coleta. Além disso,
essas densidades maiores no periodo de chuva indicam que os possiveis predadores
estariam diluidos. Da mesma forma, as densidades dos grupos analisados em Serra da

Mesa foram maiores na barragem no periodo de chuva.
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Como observado em alguns compartimentos dos reservatorios estudados, ha
grupos bacterianos que representam maior propor¢ao na biomassa bacteriana do que na
densidade bacteriana. Este fato sugere que, apesar da densidade relativa de alguns
grupos nao ser muito alta, a biomassa bacteriana destes grupos pode ser bastante
representativa dentro da biomassa bacteriana total, chegando a valores maiores até que
50% da biomassa bacteriana total, como observado também em outros ambientes
(Glockner et al, 2000). Yokokawa et al. (2004) observaram, entretanto, que
porcentagem dos grupos em relacdo a densidade e a biomassa bacteriana eram

semelhantes.

As funcdes de um ecossistema muitas vezes dependem da composicdo das
espécies presentes nele, portanto mudancas nas funcdes do ecossistema podem ser
advindas das mudancas genéticas das comunidades bacterianas, sugerindo que a
magnitude e a eficiéncia dos processos ecossistémicos dependem da composicao da
comunidade bacteriana. E importante ressaltar que, neste trabalho, foram avaliados
grandes grupos bacterianos, dentro dos quais sdo encontradas diferentes espécies.
Assim, deve-se considerar também que as comunidades bacterianas podem ser
redundantes, isto €, diferentes comunidades bacterianas podem desempenhar fun¢des
semelhantes em ambientes diferentes ou no mesmo ambiente (Kirchman et al., 2005;
Langenheder et al., 2006).

Os menores valores da densidade e da biomassa bacteriana nas barragens dos
reservatorios de Serra da Mesa, Itumbiara e Corumbd em relacdo aos valores
encontrados no ambiente de entrada podem ser explicados pela menor turbuléncia da
dgua nas barragens em relacdo ao outro ambiente em questdo. Isso sugere que pode
haver uma maior taxa de sedimentacdo na barragem podendo influenciar na menor

densidade e biomassa dos microrganismos planctonicos nas camadas mais superficiais.
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Portanto, ao contrario do que era esperado, o fator de diluicdo ndo se aplicou a
todos os reservatorios estudados. Isso pode ser explicado pela dependéncia das entradas
de nutrientes, da bacia de drenagem de cada reservatério, bem como da distancia do
ponto da montante em relagdo a barragem. Assim, podemos concluir que as variagdes
sazonais da estrutura da comunidade bacteriana nestes quatro reservatorios tropicais nao

tiveram mecanismos semelhantes para todos os parametros da comunidade bacteriana.
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CAPITULO 4

Concentracao de Oxigénio e suas Implicacoes na Estrutura e Metabolismo

Bacteriano em Reservatorio Profundo

RESUMO

A estrutura e a producdo da comunidade bacteriana foram avaliadas em cinco diferentes
profundidades na barragem do reservatorio de Serra da Mesa. Diferencas na
concentracdo de oxigénio dissolvido na agua possibilitaram caracterizar este perfil da
coluna de 4dgua em camadas Oxica, de transi¢do e hipdxica. As maiores densidade e
biomassa bacteriana foram encontradas na profundidade limite da zona eufética, onde a
producdo bacteriana foi uma das mais baixas. Isso sugere que as bactérias estariam
inativas ou tém crescimento lento. Diferencas nos tamanhos das células foram
observadas entre as profundidades, com a presenca de bactérias filamentosas nas
camadas mais proximas a superficie, isso pode estar relacionado a diferentes pressoes
de predacdo. A composi¢cdo da comunidade bacteriana ndo foi semelhante em todas as
profundidades analisadas. Na subsuperficie, onde foi encontrada a maior concentracio
de carbono orgénico dissolvido, os grupos alfa- e beta-proteobactérias e Cytophaga-
Flavobacter tiveram densidades semelhantes. Entretanto, foi nesta profundidade que a
menor biomassa bacteriana foi encontrada. A profundidade com maior valor de
concentracdo de oxigénio dissolvido apresentou a menor densidade bacteriana, sendo
principalmente formada por alfa- e gama-proteobactérias. Assim, a estrutura e a

producdo bacteriana foram diferentes nas diferentes camadas.
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INTRODUCAO

As bactérias heterotréficas participam do processo de remineralizacdo e
decomposicdo da matéria organica. Alguns microrganismos sao essenciais nos
processos de oxidagdes e de redugdes, dentre eles processos, as oxidagdes do nitrogénio
amoniacal a nitrito e, deste a nitrato ocorrem através da absor¢do de oxigénio do
sistema. E também nos processos inversos, isto €, as reducdes destes compostos

nitrogenados ocorrem com a libera¢ao de oxigé€nio para o meio (Sherr & Sherr, 2000).

Bactérias nitrificantes possuem estratégia de crescimento mais lento, sendo
estimuladas pela adicao de amonia, e compreendem dois grupos funcionais: aquelas que
oxidam amonia a nitrito (beta-proteobactérias e gama-proteobactérias) e outras que
oxidam nitrito a nitrato (alfa-proteobactérias, beta-proteobactérias e gama-
proteobactérias). Nenhum organismo € capaz de realizar ambas as reagdes. Algumas
bactérias representantes do grupo alfa-proteobactérias apresentam crescimento mais
lento e sdo adaptadas a baixas concentragdes de nitrito e de oxigénio, enquanto outras
deste mesmo grupo apresentam crescimento mais acelerado. As bactérias que oxidam
amonia sdo capazes de oxidar metano e vice-versa (beta- e gama-proteobactérias),

apresentando similaridade fisioldgica e filogenética (Zerh & Ward, 2002).

Nos ambientes aqudticos, a quantidade e a disponibilidade de determinados
elementos pode determinar a estrutura da comunidade bacteriana (Nold & Zwart, 1998).
Em especial, nos reservatérios de hidrelétricas, o processo de enchimento, desde a
retirada de biomassa vegetal até a duracdo deste pode promover uma estratificaciao
quimica, principalmente nos primeiros momentos. A estratificacdo pela diferenca na
concentracdo de oxigénio pode formar camadas totalmente distintas metabolicamente.
Assim, o processo de alagamento e a idade de represamento de reservatorios sao

importantes para se determinar as condicdes da matéria a ser decomposta pelos
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microrganismos (Tammert et al., 2005). Uma diminuicdo da concentragdo de oxigénio
dissolvido na dgua com a diferenciacdo em camadas 6xica e andxica pode ser observada
principalmente em reservatorios de grandes profundidades. O metabolismo e a estrutura
das comunidades microbianas apresentam diferenca nestas camadas (Ochs et al., 1995;
LaybournParry et al., 1997). Além disso, em sistemas estratificados, a composicao
filogenéticas de microrganismos ¢é distinta comparando as camadas 6xicas e andxicas
(Konopka et al., 1999; Humayoun et al., 2003).

Uma alta diversidade microbiana € observada na degradag¢do andxica, devido ao
variado pool de matéria organica presente nestas regides. Taxas similares de degradacao
da matéria organica em condi¢des Oxicas e andxicas podem ser explicadas pela
qualidade desta, independentemente de qual aceptor de elétrons estd em uso (Bastviken,

2002).

Neste trabalho avaliamos a estrutura e produgdo bacteriana ao longo de um perfil
vertical em um dos maiores reservatérios brasileiros para geracdo de energia elétrica, o
da Usina Hidrelétrica de Serra da Mesa. A profundidade maxima préxima a barragem é
maior que 100 m e anoxia pode ser observada em grandes profundidades em algumas

épocas do ano neste reservatorio (De Fellipo et al., 1999).

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no reservatorio Serra da Mesa (13°49° S; 48°18° W),
Goids, localizado na regido Centro-Oeste do Brasil, cujo clima € tropical chuvoso, com

1.785 Km? de area alagada e o volume de 55 Km3.

As coletas foram realizadas no més de marco de 2004, que € o periodo apds as

chuvas, no final do verdo. A amostragem ocorreu em um ponto proximo a barragem
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deste reservatorio em diferentes profundidades. A determinagcdo das profundidades
levou em consideracdao a profundidade da zona eufética medida pelo radidometro (Li-
Cor), assim além da subsuperficie, fundo (107m), foram selecionadas a profundidade

limite da zona eufética (12 m), metade desta (6m) e metade da zona afética (47 m).

A temperatura (termdmetro), as concentracdes de oxigénio dissolvido na 4dgua
(Roland et al., 1999), de carbono organico dissolvido (analisador de carbono Phoenix
8000/Tekmar-Dohrmann), de nitrogénio amoniacal e de nitrato (Wetzel & Likens,

1991) foram determinadas para cada profundidade.

A producdo bacteriana foi determinada pela incorporacdo de 3H leucina
utilizando o método de centrifugacdo (Kirchman, 2001). A estrutura da comunidade
bacteriana foi determinada pela técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). As
amostras foram fixadas com paraformaldeido 20% (concentrac¢do final 2%), filtradas em
filtros brancos de policarbonato Millipore poro 0,2 wm e mantidos refrigerados a 4° C
até a realizacdo do processo de hibridizacdo (Cottrell & Kirchman, 2000). Marcadores
RNAr 16S foram utilizados para a identificacdo de alfa-proteobactérias, beta-
proteobactérias, gama-proteobactérias e Cytophaga-Flavobacter (Tabela 4.1). Um
marcador controle negativo (5’- 3CC TAG TGA CGC CGT CGA C - 3’), que ndo
possui especificidade para nenhum grupo bacteriano. Dez campos aleatérios foram
analisados em cada filtro com auxilio do microscépio de epifluorescéncia Olympus IX-
71 equipado com os seguintes jogos de filtros Chroma U-N41007, U-MWU2, U-MWB2

e U-MWG2, no aumento de 1000x.
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Tabela 4.1 - Marcadores especificos utilizados para andlise da composicao da
comunidade bacteriana por FISH.

Marcador Especificidade Seqiiéncia (5'-3")
Alf968 Alfa-proteobactérias GGTAAGGTTCTGCGTT
Betd2a Beta-proteobactérias GCCTTCCCACTTCGTTT

Gamd42a Gama-proteobactérias GCCTTCCCATCGTTT
CF319a Cytophaga-Flavobacter TGGTCCGTGTCTCAGTAC

A biomassa bacteriana total média foi determinada a partir da captura de
imagem (camera CCD refrigerada Evolution VF) e andlise de cada célula (software
Image Tool). O volume das células bacterianas foi calculado partir da drea (Massana et
al., 1997) e, entdo, determinada a biomassa celular (Norland, 1993). A biomassa celular
média da amostra foi determinada e multiplicada pela densidade bacteriana total da
amostra, resultando na biomassa bacteriana média da amostra. Procedimento
semelhante foi utilizado para determinacdo da biomassa bacteriana nos diferentes

grupos analisados.

Os dados de composicao da comunidade bacteriana foram comparados nas
diferentes profundidades analisadas por ANOVA One Way, sendo considerado

significativo para os valores de p<0,05.

RESULTADOS

O perfil da barragem do reservatério foi dividido em camadas distintas em
relac@o a concentragdo de oxigénio dissolvido na dgua. A primeira € uma camada 6xica
(da superficie até 12 m), seguida de uma camada de transi¢do (de 12 até 47 m) e uma
camada mais profunda, hipdxica (de 47 até 107 m). A maior concentracdo de oxigénio

dissolvido na dgua (6 mg.L™") foi encontrado na profundidade de 6 m e a menor
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concentracio (0,4 mg.L") no fundo considerado anéxico. Maiores decréscimos na
temperatura ocorreram nos primeiros 47 m de profundidade, de 29,5 para 26,9 °C. O
teor de carbono orginico dissolvido foi maior na subsuperficie (1,3 mg.L™") e menor

0,6 mg.L'l) na profundidade de 47 m (Fig. 4.1).

Oxigénio Dissolvido (mg.L™1)
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Fig. 4.1 — Temperatura (°C) e concentracdes de oxigénio dissolvido na dgua (mg.L™") e
de carbono organico dissolvido (COD - mg.L™") ao longo de um perfil vertical em um
ponto préximo a barragem do reservatorio de Serra da Mesa em marco de 2004.

A maior concentracdo de nitrogénio amoniacal (190 ug.L‘l) fol encontrada na
profundidade de 47 m, onde a concentracdo de oxigénio dissolvido foi de 2 mg.L'. A
profundidade de 6 m apresentou a menor concentragdo de nitrogénio amoniacal (22
ug.L™h. O maior valor de nitrato (372 pg.L™") foi encontrado na profundidade que é o

limite da zona fética (12 m), onde € observada, também, uma queda na concentracio de

oxigénio dissolvido na dgua (2 mg.L™) (Fig. 4.2).
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Fig. 4.2 — Concentracdes de oxigénio dissolvido na dgua (mgL™), de nitrogénio
amoniacal (ug.L‘l) e de nitrato (ug.L‘l) ao longo de um perfil vertical em um ponto
proximo a barragem do reservatorio de Serra da Mesa em marco de 2004.

O menor valor de densidade bacteriana (0,6 céls.106.rnL'1) foi encontrado na
profundidade de 6 m, onde foi registrada a maior concentragdo de oxigénio dissolvido
(6 mg.L'l). Os maiores valores de densidade bacteriana foram encontrados no limite da
zona fética e no fundo andxico, aproximadamente, 1,2 céls.10%.mL". Quanto a
distribuicao da biomassa bacteriana no perfil analisado, os maiores valores de biomassa
foram encontrados nas profundidades maiores que 12 m, onde foram encontradas
bactérias com maior volume e menor elongacdo. A menor biomassa bacteriana (16 ug
C.L'") foi encontrada na subsuperficie com a presenca de bactérias mais alongadas e
com maior variacdo no volume das células (Fig. 4.3 e 4.5). Integrando as biomassas
bacterianas deste perfil (4,5 mg C mm?) observamos que mais da metade desta

. o 2
biomassa encontra-se na camada hipdxica (2,5 mg C mm”).
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As maiores taxas de producao bacteriana foram observados na subsuperficie (9,7
g C.L'h™") e no fundo anéxico (5,1 ug C.L'.h'") deste perfil. Menor producio
bacteriana (0,1 pg C.L"'.h") foi medida em 47 m de profundidade onde foi encontrada a

maior concentra¢do de nitrogénio amoniacal, menor de nitrato e de carbono orginico

dissolvido (Fig. 4.4).

Oxigénio Dissolvido (mg.L'1)
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Fig. 4.3 — Densidade (céls.10°.mL™") e biomassa bacteriana (ng CLYe concentragdo de
oxigénio dissolvido na dgua (mg.L‘l) ao longo de um perfil vertical em um ponto
préoximo a barragem do reservatério de Serra da Mesa em marcgo de 2004.
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Fig 4.4 — Produg@o bacteriana (ug CL'h"e concentragdo de oxigénio dissolvido
na agua (mg.L‘l) ao longo de um perfil vertical em um ponto proximo a barragem do
reservatorio de Serra da Mesa em margo de 2004.

Em relacdo a elongac¢do e biovolume bacterianos nas profundidades analisadas,
pode-se observar uma maior elongacao da células bacterianas com um menor volume
celular na subsuperficie em relacdo as demais profundidades analisadas, onde a
tendéncia das células bacterianas terem uma menor elonga¢do e maior biovolume

bacteriano (Fig. 4.5).
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Fig. 4.5 - Elongacdo e volume das células bacterianas (escala logaritmica) na
subsuperficie (A), 6 m (B), 12 m (C), 47 m (D) e 107 m (E) em um ponto préximo a
barragem do reservatério de Serra da Mesa em marcgo de 2004.
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A composi¢do da comunidade bacteriana no fundo anéxico (107 m) diferenciou-
se significativamente da composicdo encontrada nas profundidades de 6 e 47 m.
Mesmas propor¢des (10%) de bactérias dos grupos alfa-, beta-proteobactérias e
Cytophaga-Flavobacter foram encontradas na subsuperficie. Nesta camada a proporcao
do grupo gama-proteobactérias ficou abaixo do limite de propor¢cdo aceito para o
controle negativo (< 0,1%). Na profundidade de maior concentracdo de oxigénio e
menor densidade total de bactérias (6 m) bactérias dos grupos alfa e gama-
proteobactérias foram proporcionalmente os maiores representantes (9%) e bactérias do
tipo Cytophaga-Flavobacter os menores (3%) dos grupos avaliados. No limite da zona
fotica (12 m), foi encontrada a maior densidade bacteriana, sendo esta comunidade
representada principalmente pelas bactérias do tipo Cytophaga-Flavobacter (12 %). Aos
47 m de profundidade, onde menor taxa de produgdo bacteriana foi encontrada, mais de
80% das bactérias ndo pertencem a nenhum dos grupos avaliados neste estudo. Dos
grupos avaliados, beta-proteobactérias foi o mais representativo (6%) nesta
profundidade. Ao contrario da camada anterior, no fundo anéxico (107 m), metade das
bactérias pertencia aos grupos bacterianos avaliados, com maior ndmero de

representantes do grupo alfa-proteobactérias (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Densidade bacteriana (céls.10°mL") e de alfa-, beta- e gama-
proteobactérias e Cytophaga-Flavobacter (% da densidade bacteriana total) ao longo de
um perfil vertical em um ponto préoximo a barragem do reservatorio de Serra da Mesa
em margo de 2004.

Profundidade Total Alfa- Beta- — Gama- Cytophaga- Outros
Proteobactérias Flavobacter

(m) ( Céls mL™) % do total

0 0.9 10+2,2 10+6,5 <0.1 10+£34 70

6 0.6 9+5,6 4+04 9+9,7 3+£20 75
12 1.2 10+1,8 2+24 8+5,0 12+2,0 68
47 0.8 4+1,0 6+1,7 3+1,7 5+0,6 82
107 1.1 16+1,3 9+1,0 11+7.8 14 +4,1 50
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Analisando a biomassa dos grupos mais representativos de cada profundidade,
temos a maior propor¢ao de bactérias do grupo alfa-proteobactérias em 6, 47 ¢ 107 m de
profundidade (respectivamente 9, 7 e 23%). A propor¢do de biomassa do grupo beta-
proteobactérias foi semelhante a propor¢cdo de biomassa das alfas-proteobactérias na
profundidade de 6 m. A biomassa deste grupo foi representativa também na
subsuperficie (15%). Entretanto, as beta-proteobactérias foram as menos representativas
em biomassa nas profundidades de 12 e 107 m. A biomassa do grupo gama-
proteobactérias foi encontrada em menores propor¢cdes em comparacdo as demais
subclasses bacterianas analisadas, na superficie e em 47 m. A biomassa de bactérias do

tipo Cytophaga-Flavobacter foi representativa na subsuperficie, junto com a biomassa

de beta-proteobactérias, e em 12 m (Tabela 4.3)

Tabela 4.3 — Biomassa bacteriana total (ug C.L') e de alfa-, beta- e gama-
proteobactérias e Cytophaga-Flavobacter (% da biomassa bacteriana total) ) e de alfa-,
beta- e gama-proteobactérias e Cytophaga-Flavobacter (% da densidade bacteriana
total) ao longo de um perfil vertical em um ponto préximo a barragem do reservatério
de Serra da Mesa em marco de 2004.

Profundidade Total Alfa- Beta- — Gama- Cytophaga- Outros
Proteobactérias Flavobacter

(m) (pgCL™ % do total

0 16 15 20 <0.1 20 65

6 27 9.2 9.2 4.9 2.7 72
12 55 9.3 1.5 5.5 11 78
47 41 7.5 6.0 1.5 4.8 84
107 41 23 9.1 13 13 42
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DISCUSSAO

Nos ecossistemas aqudticos, baixas concentragdes de nitrato nas camadas
superficiais, como observado neste estudo, podem ser explicadas pela utilizacdo deste
composto nitrogenado pelo fitoplancton e, portanto, acumulando nas regides onde estes
estdo em menor densidade. O nitrogénio amoniacal da zona fética pode ser assimilado
pelo fitoplancton antes da nitrifica¢do pelas bactérias (Ward, 2000).

O numero de bactérias ativas € mais varidvel que o ndmero total de bactérias
(Cottrell & Kirchman, 2004). A profundidade de 12 m apresentou o maior valor de
densidade e biomassa bacteriana e uma baixa producao bacteriana. Isto sugere que estas
bactérias tém um crescimento mais lento nesta zona de transi¢io ou estas estao inativas.
A diferenca na producdo bacteriana nas profundidades pode estar relacionada aos
mecanismos de controles também diferentes sobre ela nas profundidades, ja que isso
favorece determinados grupos que tem diferentes estratégias de crescimento (Nurnberg
& Shaw, 1998; Weinbauer & Hofle, 1998). Na profundidade limite da zona fotica,
bactérias do tipo Cytophaga-Flavobacter foram as mais representativas e do grupo das
beta-proteobactérias o menos representativo, quando comparados aos demais grupos.
Este dltimo grupo é um dos responsaveis pela oxidagdo do nitrito a nitrato. Entretanto,
nesta profundidade foi encontrada a maior concentracdo de nitrato sugerindo que
bactérias de outros grupos que sdo capazes de oxidar nitrito a nitrato estdo atuando.

A produgdo bacteriana tende a ser mais alta nas profundidades préximas a
superficie ou no fundo anoxico (Cole & Pace, 1995). A superficie e as profundidades de
6 ¢ 107 m apresentaram as maiores taxas de producdo bacteriana, mostrando que hd
uma comunidade microbiana aerébica produzindo na zona fética distinta da comunidade

anaerobica do fundo foi observada.
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O perfil apresentou variagdes na densidade e na biomassa dos grupos analisados.
Diferencas na composicao da comunidade bacteriana comparando as camadas foram
encontradas de acordo com a concentracio de oxigénio dissolvido na dgua. Na
subsuperficie, por exemplo, onde foi encontrada a maior concentragdo de carbono
organico dissolvido, os grupos alfa- e beta-proteobactérias e Cytophaga-Flavobacter
tiveram densidades semelhantes, no entanto as maiores biomassas estavam relacionadas
aos dois ultimos grupos. Aos 47 m, que apresentou a menor concentragdo de carbono
organico dissolvido e menor taxa de produgdo bacteriana, o principal grupo encontrado
na densidade foi o das beta-proteobactérias, no entanto a principal biomassa nesta
profundidade estava relacionada as alfa-proteobactérias. Boucher et al. (2006) também
encontraram diferencas na composi¢cdo da comunidade comparando o hipolimnio e o
epilimnio de dois lagos franceses.

Dentro do grupo das gama-proteobactérias existem espécies que sao
responsaveis pela oxidacdo do nitrito a nitrato. Sabe-se que as bactérias que oxidam
nitrito sdo mais sensiveis a luz do que as que oxidam amonia (Vanzella et al., 1989).
Isto pode ser uma explicacdo para a baixa densidade das gama-proteobactérias
encontrada na superficie.

Além disso, Nold & Zwart (1998) avaliando os padrdes e as forcas que
governam as comunidades microbianas aqudticas apontam que este grupo bacteriano
ndo é caracteristicamente abundante nas regides Oxicas. Entretanto, neste perfil, este
grupo apresentou uma das maiores densidades na profundidade de 6 m, onde foi
observada a maior concentragdo de oxigénio. Isso pode estar relacionado a diferengas
filogenéticas dentro do proprio grupo.

A baixa densidade relativa dos grupos bacterianos avaliados nas profundidades

deste reservatorio pode ser explicada por problemas metodolégicos (Bouvier & del
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Giorgio, 2003), uso de marcadores moleculares que ndo atendem as variacoes
especificas dos tropicos e/ou a presenca de outros grandes grupos bacterianos, como
Archaea. Bactérias do grupo Archaea sdo encontradas principalmente nas maiores
profundidades, onde o metabolismo é andxico (Lin et al., 2006). Ja @vreas et al. (1997)
compararam a distribuicio vertical de microrganismos do dominio Archaea e Bacteria
em um lago estratificado dividido em uma camada 6xica e outra andxica, rica em
sulfito. Estes autores encontraram uma maior quantidade de componentes do dominio
Bacteria nas aguas superficiais e do dominio Archaea nas camadas profundas. A
uniformidade de espécies foi maior na zona 6xica enquanto, a riqueza de espécies foi
maior na zona andxica.

Os diferentes controles sobre a comunidade bacteriana nas diferentes
profundidades fazem com que a estrutura da comunidade bacteriana seja também
diferente (Tammert et al., 2005) e assim sendo encontradas diferencas morfoldgicas nas
células bacterianas de uma camada para outra da coluna de dgua (Ramsing et al., 1996).
As células bacterianas do presente estudo apresentaram variagdes no seu volume e
forma nas diferentes profundidades analisadas. As maiores elongacdes das células
bacterianas foram encontradas nas camadas mais superficiais. Estes trabalhos sugerem
que essa variagdao se da pela diferenca na pressdo de predacdao. No entanto, dados de
outros trabalhos mostram que as bactérias que sdo encontradas no hipolimnio sdo
maiores que as encontradas no epilimnio (Kuuppoleinikki & Salonen, 1992; Cole et al.,
1993).

A estrutura e a producdo da comunidade bacteriana foram diferentes nas
profundidades analisadas, confirmando que nem todos os microrganismos t€ém a mesma
participacdo na dindmica das camadas, nem todos sdo abundantes e nem estdo

distribuidos uniformemente entre elas.
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