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RESUMO
NASCIMENTO, Elisabete Lourdes. Fatores ambientais reguladores da dinamica de
cianobactérias no reservatério da Usina Hidrelétrica de Samuel, Ronddnia (Amazonia
Ocidental, Brasil). Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas/Biofisica) — Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Cianobactérias sdo procariotos fotossintetizantes com amplo desenvolvimento
principalmente em ambientes eutr6ficos, fendmeno denominado floragdo. Além dos danos
sociais e ambientais causados pelas floracoes, estas podem se tornar um problema de sauide
publica devido a algumas cianobatérias serem capazes de sintetizar cianotoxinas. Em estudo
anterior realizado no reservatério da Usina Hidrelétrica de Samuel (Rondénia), situado na
sub-bacia do rio Jamari foi verificado um aumento da densidade de Microcystissp
(Cyanobacteria) com o aumento da vazdo. Desta forma, este estudo teve como objetivo
avaliar, através de estudo de campo e em laboratdrio, fatores ambientais relacionados a
dindmica de cianobactérias e possivel produgdo de cianotoxinas neste reservatério. Os dados
sdo apresentados em trés capitulos. O capitulo I trata de varidveis ambientais e sua correlacdo
com o fitoplancton, a partir de dados obtidos ao longo de um ciclo hidrolégico (fev/2007-
fev/2008). A dominancia de cianobactérias ocorreu em marco (Aphanocapsa. holsatica e
Microcystis panniformes) e maio (Merismopedia tenuissima), entretanto na maior parte do
periodo estudado as cloroficeas foram dominantes. A dominancia de cianobactérias ocorreu
em meses do periodo de cheia, os quais apresentaram concentracdes de nutrientes elevadas.
Em fevereiro/08 foi detectada concentracdo de microcistina na dgua bruta acima do valor
méximo permissivel (1,0 ug.L™") recomendado pela portaria 2.914/2011/MS. Sabendo-se que
a margem esquerda do reservatdrio possui extensas areas desmatadas destinadas a pecudria e
que o solo desprotegido contribui para a entrada de nutrientes aldctones, o capitulo II
apresenta os dados de um experimento em microcosmos cujo objetivo foi verificar os efeitos
do enriquecimento por nutrientes na comunidade fitoplanctonica, verificando se este input
nutricional favoreceria o crescimento de cianobactérias. Apenas no tratamento em que P foi
adicionado isoladamente (250 pg.L"') foi observada a domindncia de Dolichospermum
solitarium no 24° e 35° dias de experimento. Neste periodo as concentracdes de DIN foram
baixas (150 pg.L™), o que pode ter limitado o crescimento de outras espécies fitoplanctonicas
e favorecido Dolichospermum solitarium por esta ser capaz de fixar nitrogénio atmosférico.
No capitulo III € descrita a resposta fisioldgica de uma linhagem de M. panniformis isolada do
reservatorio quando cultivada em diferentes concentragdes de ferro (0, 23 e 223 pg.L’
'/controle) durante 8 dias. Apés 7 dias de privacdo de Fe, o tratamento 0 Fe resultou em
menor crescimento e menor sintese de clorofila a partir do 4° dia. Maiores concentragdes de
microcistina—LR foram observadas em 23 pg.L"' Fe e controle. As informacdes geradas
contribuiram para elucidar as varidveis ambientais relacionadas ao desenvolvimento de
cianobactérias no reservatdrio e a concentragao de microcistinas, dentre elas destacam-se o N
e o P cujo input ao reservatdrio pode aumentar devido a forma de ocupacgdo do solo, e o Fe,
elemento caracteristico da pedologia da regido.



ABSTRACT
NASCIMENTO, Elisabete Lourdes. Environmental factors regulating the cyanobacteria
dynamics in the Samuel’s reservoir hydreletric powerplant, Rondonia (Western Amazon,
Brazil).Tese (Doutorado em Ciéncia Bioldgicas/Biofisica) — Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2012.

Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotes with extensive development in eutrophic
environments, a phenomenon called bloom. Besides the social and environmental damage
caused by blooms, these may become a public health problem due to some cyanobacteria be
able to synthesize cyanotoxins. In a previous study conducted in the Samuel’s hydroelectric
powerplant reservoir (Rondonia), located in Jamari sub-basin,an increase was observed in the
density of Microcystis sp (Cyanobacteria) with the increase of flow. Therefore, this study
aimed to evaluate, through field and laboratory studies, environmental factors related to the
cyanobacteria and cyanotoxins dynamics in this reservoir. Data are presented in three
chapters. Chapter I deals with environmental variables and their correlation with
phytoplankton, from data obtained over a hydrological cycle (Feb/2007-Feb/2008). The
dominance of cyanobacteria occurred in March (Aphanocapsa holsatica and Microcystis
panniformes) and May (Merismopedia tenuissima), however in most of the studied period the
Chlorophycea were dominant. The Cyanobacteria dominance occurred in the rainy months,
which showed nutrients in high concentrations. In February the Microcystins concentrations
were detected in raw water above the maximum permissible value recommended by the
national legislation 518/2004/MS (1ug.L™"). Knowing that the left bank of the reservoir has
large areas deforested for cattle ranching and the bare soil contributes to the allochthonous
input of nutrients, Chapter II presents data of an experiment in microcosms whose objective
was to determine the effects of nutrient enrichment in phytoplankton community, specifically
investigating the growth of cyanobacteria. Only when the P treatment was added alone (250
ug.L™"), Dolichospermum solitariumit was observed dominance of at 24™ and 35™ day of the
experiment. In this period have limited the DIN concentrations were low (150 w.L™")and that
might have limited growing of other phytoplankton species and favored D. solitarium, since
this one is able to fix atmospheric nitrogen. Chapter III describes the physiological response
of M. panniformis isolatedfrom reservoir, when growing under different iron concentrations
(0, 23 e 223 pg.L'/controle) for 8 days. After 7 days of Fe complete deprivation resulted in
slower growth and reduced chlorophyll synthesis starting on the 4th day. Higher
concentrations of microcystin-LR were observed in 23 upgL' Fe and control. The
information generated contributed to elucidate the environmental variables related to
cyanobacteria development in the reservoir and the concentration of microcystins, among
which stand out the N and P whose input to reservoir may increase due to the form of land,
and Fe, the characteristic element of the region geology.
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PREAMBULO

Hé muito tempo as cianobactérias vém sendo o principal objeto de estudo de varios
grupos de pesquisas no Brasil, tal como o Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de
Cianobactérias (Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho - Universidade Federal do Rio de
Janeiro). Como conseqiiéncia da consolida¢do desses grupos de pesquisa, cresce também o
nimero de artigos publicados nesta temdtica, nos mais varidveis enfoques, com destaque para

a ecofisiologia e a toxicologia.

O aumento no ndmero de pesquisas realizadas no Brasil e em outros paises deve-se ao
fato de que as cianobactérias sdo potenciais produtoras de cianotoxinas, as quais podem
causar danos a biota e aos seres humanos. No entanto, no Brasil, a maioria dos estudos sobre
cianobactérias estd concentrada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste. Regides como o Centro-
Oeste e o Norte ainda carecem do conhecimento a respeito destes microrganismos. O bioma
amazoOnico ocupa 61% do territério nacional e comparado a magnitude deste ecossistema o

nimero de publicagdes acerca de cianobactérias e cianotoxinas nesta regido ainda € baixo.

Uma vez que a ocorréncia de floracdes de cianobactérias produtoras de cianotoxinas
causa danos sociais, econdmicos e ambientais e que a Amazodnia é a maior reserva de dgua
doce superficial do planeta, sendo alvo de grandes empreendimentos, tais fatores motivaram a

execug¢ao deste projeto em um estado da regido Norte, Rondonia.

A area de estudo selecionada foi o Reservatério da Usina Hidrelétrica de Samuel,
localizado a 52 Km da capital do estado, Porto Velho. O reservatdrio de Samuel foi formado
em 1989 através da constru¢do de uma barragem na Cachoeira de Samuel no rio Jamari. O rio
Jamari € o principal afluente da margem esquerda do rio Madeira.O reservatério de Samuel é
considerado de dgua clara, oligo-mesotréfico e com elevadas temperaturas durante todo o ano.
A partir da década de 90 passou-se a observar alteragcdes ambientais na drea do entorno do
reservatorio. Essas mudangas na paisagem estdo relacionadas principalmente a expansao da
agricultura e da pecudria. Tais distirbios no entorno de um ambiente aqudtico acarretam
alteracdes a dinamica do sistema, haja vista que o solo desprotegido, somado ao uso intenso
de fertilizantes agricolas, pode levar a eutrofizacdo dos ambientes e consequentemente alterar

a estrutura das comunidades aqudticas, a exemplo da comunidade fitoplanctonica.



Dados sobre a estrutura da comunidade fitoplanctonica deste reservatdrio
apresentados por Nascimento (2006), mostraram a dominincia de uma espécie de
cianobactéria, Microcystis sp, sobre os demais grupos fitoplanctonicos. Esta dominancia
ocorreu no inicio e no término do periodo de cheia da regidao. Entretanto, como o objetivo
desse estudo ndo era compreender os fatores ambientais relacionados a dindmica desta espécie
no reservatorio, tal lacuna permaneceu. Quais varidveis ambientais estariam correlacionadas
as mudancgas na estrutura da comunidade fitoplanctonica no reservatério ao longo de um ciclo
hidrolégico? O aumento na frequéncia anual e densidade de cianobactérias, que vem sendo
observado desde meados de 2002 pela equipe do Laboratério de Limnologia da Usina
Hidrelétrica de Samuelpode causar danos a qualidade do ambiente devido ao potencial téxico
destes microrganismos? (Capitulo I). O aumento gradativo da entrada de nutrientes no
reservatorio, também em decorréncia da degradacdo ambiental do seu entorno, pode vir a

favorecer a formacdo de floracdes de cianobactérias potencialmente toxicas? (Capitulo II)

Além disso, é crescente o nimero de publicagdes que relatam os efeitos do ferro sobre
o crescimento de diferentes espécies de Microcystis e a produ¢do de microcistina. Sabendo-se
que o solo da regido do reservatério de Samuel € constituido por latossolo, que tem como uma
de suas principais caracteristicas elevados niveis de ferro, estaria o crescimento de
Microcystis e possivel producdo de microcistinas no reservatorio sendo regulado por este

micronutriente? (Capitulo III)

Visando responder estas trés principais perguntas, esta tese foi desenvolvida e os

resultados sdo apresentados na forma de trés capitulos.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Bacia Hidrografica Amazonica

A Bacia Amazonica possui uma extensao de cerca de 6.000.000 kmz, ¢é considerada a
maior bacia hidrogrifica do mundo. Desta drea, aproximadamente 3.850.000 km? encontram-
se em territorio brasileiro, representando 45% do territério nacional. Esta situada na América
do Sul entre os paralelos de 5°00°N a 20°00’S. E limitada ao norte pelo Planalto das Guianas,
com altitude variando de entre 500 e 3000 metros, ao sul pelo Planalto Brasileiro formando
uma barreira de 700 metros, a oeste pela Cordilheira dos Andes, com elevacdes de 3000 a
7000 metros e a leste pelo oceano atlantico (Moiliner et al., 1995; Mortatti et al., 1997; Costa
et al., 1998).

Os solos encontrados na Bacia Amazonica apresentam-se distribuidos de uma forma
heterogénea e sdo em sua maioria dcidos e de baixa fertilidade quimica, principalmente
devido as altas temperaturas, chuvas intensas e histéria geoldgica da regido (Mortatti et al.,

1997).

O clima desta floresta equatorial € quente e imido, caracterizado pela ocorréncia de
periodos de chuvas intensas, denominado periodo de cheia e por periodos de baixa
precipitacdo, denominado periodo de seca. A existéncia de longos periodos de precipitagdo,
que variam de acordo com a regido geografica da floresta, ¢ um dos fatores que distinguem

esta regido de outras partes do globo (Costa et. al, 1998).

1.2. Desenvolvimento da regiao Amazonica e o processo de ocupacao de Rondonia

Os programas governamentais visando o desenvolvimento da Amazdnia, executados
desde a década de 60, mudaram profundamente a estrutura demografica, econdmica e
paisagistica da regido. A constru¢do de rodovias interligando a regido amazonica as demais
regides do pais, somada aos programas de colonizacdo do governo federal, estimularam a

migracdo gerando paisagens principalmente agrdrias, na qual a floresta foi sendo dizimada.

No Estado de Ronddnia, localizado no sudoeste da regido amazodnica, a colonizacao
ndo foi diferente. Ronddnia possui uma extensdo de aproximadamente 243.000 km” e sofreu

grandes impactos econdmicos, sociais € ambientais com a implantagdo dos programas
3



governamentais (Programa Integrado de Desenvolvimento do Noroeste do Brasil —
POLONOROESTE e Plano Agropecudrio e Florestal de Rondonia - PLANAFLORO) que
visavam o desenvolvimento regional. As décadas de 1960, 1970 e 1980 passaram entdo a ser
denominadas por alguns autores como décadas da destrui¢@o, devido as acdes governamentais

de apoio aos agricultores que ocupavam a regido terem ficado apenas no papel (Padua, 2000).

De grande importancia foi o término da constru¢do da rodovia Cuiaba - Porto Velho
(BR-364) e sua posterior pavimenta¢ao no ambito do POLONOROESTE, que intensificaram
o fluxo migratério em direcio ao Estado. Os migrantes foram atraidos pelo potencial
econdmico de Rondo6nia, como as terras inexploradas disponiveis a agricultura, a pecudria e a

extracdo de madeira (Pereira, 1997).

1.3. Caracterizacao ambiental da sub-bacia hidrografica do rio Jamari

Assim como a pavimentagdo da rodovia BR-364, outro empreendimento importante
que influenciou a migracdo e o estabelecimento de pessoas vindas das mais diversas regides
do pais ao Estado de Rondonia, foi a constru¢do da U.H.E.de Samuel. Iniciada em 1982 pelas
Centrais Elétricas do Norte do Brasil S.A (ELETRONORTE) teve como objetivo gerar e
fornecer energia elétrica para os Estados do Acre e Rond6nia. O barramento do rio Jamari,
onde estd situado o reservatério, aconteceu em 1988 e a operacdo comercial da usina teve

inicio em 1989, com o total enchimento do reservatorio.

Desta forma, ao longo das décadas, o Estado de Rondonia, assim como a sub-bacia do
rio Jamari vem sofrendo um processo de degradacdo ambiental, constituido principalmente
pelo desmatamento em decorréncia do avango da agropecudria. Em termos de contribui¢io ao
Produto Interno Bruto (PIB), a agropecudria é a principal atividade econdmica do Estado

segundo dados do IBGE de 2008.

A sub-bacia do rio Jamari possui uma area total de 15.993,91 km?. Desta area, 582,64
km? sdo de hidrografia e 8.118,29 km> correspondem a drea da bacia desmatada até 2011
(56%), segundo dados do Projeto de Monitoramento da Floresta Amazonica por Satélite

(PRODES) do Instituto de Pesquisas Espaciais (INPE) de 2012.

Onze municipios de Rondonia possuem uma parcela de sua érea territorial inserida na

sub-bacia do rio Jamari (figura 01). O avango cronolégico do desmatamento da sub-bacia é
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apresentado na figura 02. Assim como ocorre em todo o Estado de Ronddnia, o eixo do
desmatamento localiza-se as margens da BR-364. A partir de 2005, ja foi possivel observar o

acentuado grau degradag¢do ambiental no entorno da sub-bacia do rio Jamari.

Com o avango da exploracdo madeireira, das dreas de pastagens para a pecudria e o boom
do agronegécio no Brasil, somados a fiscalizacdo precdria das dreas de preservacdo ambiental, ha
um cendrio para uma redugdo de cerca de 40% das areas de florestas da bacia Amazo6nica ainda no
século XXI. Para a Amazdnia brasileira, esses nimeros sdo ainda mais assustadores, ji que as
perdas podem ultrapassar 50% de seus atuais 3,3 milhdes de km’de florestas (Soares-Filho e al.,

2005).

Um dos problemas relacionados aos recursos hidricos que tem se agravado no século
XXI, € a eutrofizacdo, que corresponde a um fendmeno natural em que ocorre a entrada de
nutrientes, principalmente fosforo (P) e nitrogénio (N), de forma particulada ou dissolvida nos
ecossistemas aquaticos (Tundisi, 2003). No entanto, o aumento do suprimento externo de
nitrogénio e fdsforo para os ecossistemas aqudticos, principalmente devido ao uso de
fertilizantes na agricultura, a criacdo de pastagens para a pecudria e o lancamento de esgotos
domésticos e industriais oriundos dos grandes centros urbanos acarreta a eutrofizagao

artificial dos corpos d” dgua (Smith et al., 1999).

A eutrofizagdo das dguas continentais é preocupante, pois tem resultado na mudanga
da estrutura das comunidades aquédticas, com a consequente dominancia das cianobactérias,

gerando efeitos ao longo de toda a cadeia alimentar (Ferrdo-Filho et al., 2009).

O desmatamento pode contribuir com o processo de eutrofizacao artificial dos corpos
d’4gua, tanto através de seu efeito direto, deixando o solo desprotegido e mais susceptivel ao
processo erosivo e a lixiviacdo, como através do seu efeito indireto, que corresponde ao uso
que terd a drea entdo desmatada. A agricultura pode acarretar a entrada de particulas ricas em
P e N oriundos de fertilizantes agricolas e a pecudria contribui através da entrada de efluentes
ricos em fezes, urina ou adubo, devido a lavagem dos solos durante as chuvas, tendo como

destino final os corpos d” dgua (Oliveira et al., 2004).



Figura 01: Mapa dos municipios do Estado de Rondonia destacando a drea de cada municipio sob influéncia da sub-bacia do rio Jamari.
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Um levantamento realizado pelo 6rgdo de Defesa Sanitaria Agrosilvopastoril do
Estado de Ronddnia (IDARON) em novembro de 2011 estimou o rebanho bovino existente no
Estado como de 12.074.362 cabecas de gado. Nos onze municipios que se encontram
parcialmente inseridos na sub-bacia do rio Jamari hd um rebanho de 2.896.964 cabecas de

gado (IDARON, 2012).

Em decorréncia de nenhum municipio ter sua drea totalmente inserida na sub-bacia do
rio Jamari (figura 01), foi realizada uma estimativa do rebanho existente apenas nas dreas que
se inserem na mesma. A estimativa foi calculada considerando que 80% da area dos
municipios inseridas na sub-bacia sejam utilizadas para pecudria. Desta forma estima-se que

haja em torno de 830.816 cabecas de gado em toda a sub-bacia.

Se excluirmos o rebanho estimado para a drea dos municipios de Porto Velho e
Candeias do Jamari, os quais se encontram a jusante do reservatorio de Samuel, tem-
s€791.787 cabecas de gado. A distribui¢do da estimativa do rebanho existente na sub-bacia do

rio Jamari nos onze municipios € apresentada na figura 03.
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Figura 03: Estimativa do rebanho existente nas dreas inseridas na sub-bacia do rio Jamari dos
onze municipios com drea territorial nesta sub-bacia: ALTOP (Alto Paraiso), ARIQ
(Ariquemes), CANDJ (Candeias do Jamari), CACAU (Cacaulandia), CUJUB (Cujubim),
GOVIT (Governador Jorge Teixeira), ITAPO (Itapud do Oeste), JARU (Jaru), MONTN
(Monte Negro), PVH (Porto Velho) e RIOCR (Rio Crespo).



No intuito de aprimorar a atividade pecudria no Brasil, estudos tém sido realizados
para verificar a contribuicdo de macronutrientes nas 4dreas utilizadas para pastoril dos
rebanhos (Braz et al., 2002; Soares et al., 2007). Um bovino com peso entre 300-400 kg lanca
em média no ambiente, através de suas fezes, 21,42 g/dia de fésforo. O nitrogénio também ¢é
eliminado pelas fezes, com média de 47,04 g/dia, mas sua principal via de excrecdo € a urina,

cerca de 156,18 g/dia.

Quando presentes no solo, as formas inorganicas desses macronutriententes podem ser
rapidamente incorporadas na pastagem. Parte é incorporada pela biota microbiana e uma
parcela é volatilizada (N-NH,"). Aproximadamente 30% do nitrogénio excretado pelas fezes e
urina permanecem no solo podendo atingir os corpos d’ dgua por erosao ou lixivia¢do. Para o

fosforo estima-se que este percentual seja maior (Thosi, 1996; Russeli, 1997; Ferreira, 1995).

Considerando a estimativa do rebanho existente nas areas dos municipios situados a
montante da barragem do reservatorio de Samuel (791.787) e os dados médios apresentados
pelos estudos citados das concentragdes de N e P presentes nas excrecdes bovinas, estima-se
que diariamente hd uma entrada de 161,83 toneladas/dia de N e 17,08 toneladas/dia de P nos
solos da sub-bacia do rio Jamari. Como deste montante 30% estaria disponivel para atingir os
corpos d’ dgua por erosdo e/ou lixiviagdo, pode-se concluir que hd um potencial de entrada de

48,55 toneladas/dia de N e 5,12 toneladas/dia de P nesta sub-bacia.

Estudo realizado por Bonilla (2005), em 4rea de pastagem e area florestada no Estado
de Rondonia demonstrou que a dgua decorrente da precipitacdo sob o solo desprotegido em
area de pastagem tem maior facilidade de transito no terreno e consequentemente tem menor
percolacdo que numa drea florestada. Devido ao maior fluxo de dgua, esta autora verificou a

maior entrada de nitrogénio nos igarapés estudados da regido central do Estado.

Mortattiet al., (1997) apontam que a entrada de elementos quimicos decorrentes da
erosao dos solos pode ser denominada como erosdo quimica, que tem forte influéncia na
dinamica aqudtica dos rios amazonicos, principalmente nos rios de dgua clara que apresentam

baixa concentracdo de elementos quimicos importantes, a exemplo do fésforo.

Apesar dos expressivos dados do potencial de entrada de N e P na sub-bacia, € valido
ressaltar que esta entrada depende de inumeros fatores, que vao desde o metabolismo do
animal, da microbiota presente no solo, da vegetagado utilizada para atividade pastoril, além de
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questdes climaticas. No periodo chuvoso, por exemplo, certamente essa entrada potencial de

nutrientes em decorréncia de processos erosivos e da lixiviagdo serd mais representativa.

Souza (2012), ao analisar uma série histérica de dados pluviométricos da sub-bacia do
rio Jamari, disponiveis no sitio da Agéncia Nacional de Aguas (ANA), verificou que esta sub-
bacia estd mais propensa a eventos de precipitacido extremos. Em decorréncia deste fator, esta
sub-bacia encontra-se mais susceptivel a alteragdes na qualidade da 4gua em decorréncia da

lixiviacdo e dos processos erosivos.

No que tange as atividades agricolas em Rondonia, as principais culturas por ordem de
contribuicao ao PIB do Estado sdo: soja, café, mandioca, milho, cacau, feijdo, arroz e banana.
A drea plantada para cada cultura nos municipios com drea na sub-bacia do rio Jamari é
apresentada na figura 04. A 4rea plantada total para estas oito culturas nos 11 municipios € de
878 km?. Destes, 273 km? sdo utilizados para a cultura do café, 143 km?> para a cultura do

cacau e 121 km? para a cultura da mandioca.
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Figura 04:Area plantada das oito principais culturas de Rondonia com 4rea territorial na sub-
bacia do rio Jamari: ALTOP (Alto Paraiso), ARIQ (Ariquemes), CANDJ (Candeias do
Jamari), CACAU (Cacaulandia), CUJUB (Cujubim), GOVIJT (Governador Jorge Teixeira),
ITAPO (Itapua do Oeste), JARU (Jaru) MONTN (Monte Negro), PVH (Porto Velho) e
RIOCR (Rio Crespo).
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Em dreas utilizadas para agricultura frequentemente hd o uso de agrotéxicos para o
combate de pragas, e fertilizantes, visando melhorar a qualidade nutricional do solo. Em
decorréncia destas praticas, os fertilizantes nitrogenados e fosfatados contribuem para o

enriquecimento de nutrientes dos corpos d” dgua (Tundisi, 2003).

Segundo a Associacdo Nacional para Difusdo de Adubos (2012), no Brasil foram
entregues ao consumidor final em 2011, 541.000 toneladas de fertilizantes nitrogenados e
401.000 toneladas de fertilizantes fosfatados, os quais sdo utilizados principalmente em
culturas como o arroz, café, algodao e cana-de-acticar. Os Estados de Mato Grosso, Sdo Paulo
e Minas Gerais foram os principais mercados consumidores. A fonte para obter informagdes
acerca da quantidade de fertilizantes que entram no Estado de Ronddnia anualmente € através
das notas emitidas pela Secretaria de Finangas do Estado de Rondonia, o que inviabilizou a
obtencdo desta informacao (Dagoberto Gongalves de Abreu, IDAROM, comunicag¢do pessoal,

2012).

Além da agricultura e da pecudria, outro fator importante, que contribui para a entrada
de fésforo e nitrogé€nio aos corpos d’ dgua é o langamento de efluentes domésticos e
industriais. Ronddnia n3o possui um podlo industrial expressivo, dados do IBGE (2008)
informam que a pecudria, por exemplo, tem uma contribui¢do oito vezes maior para o PIB do

Estado que a industria.

O volume de efluente doméstico produzido por uma populagdo esté relacionado a sua
densidade populacional. O municipio de Porto Velho, com 428.527 habitantes possui a maior
densidade populacional, segundo o censo 2010 (IBGE). No entanto apenas 0,47% da sua area
territorial encontra-se inserida nesta sub-bacia. Os municipios com maior drea inserida na sub-
bacia do rio Jamari sdo Cacauliandia (99%), Monte Negro (90%), Rio Crespo (77%),
Governador Jorge Teixeira (73%) e Ariquemes (70%). Conjuntamente, estes municipios
apresentam uma populacdo de 124.008. A distribui¢do da densidade populacional nos

municipios com drea na sub-bacia do rio Jamari € apresentada na figura 05.
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Figura 05: Densidade populacional dos municipios com drea territorial na sub-bacia do rio
Jamari: ALTOP (Alto Paraiso), ARIQ (Ariquemes), CANDJ (Candeias do Jamari), CACAU
(Cacaulandia), CUJUB (Cujubim), GOVIJT (Governador Jorge Teixeira), ITAPO (Itapud do
Oeste), JARU (Jaru), MONTN (Monte Negro), PVH (Porto Velho) e RIOCR (Rio Crespo).

Rondonia possui apenas 1,6% dos seus municipios atendidos por rede coletora de
esgoto ocupando, o ultimo lugar no ranking brasileiro divulgado pelo IBGE (2008). Cidades
que tratam de 70-100% do esgoto doméstico produzido nao se encontram inseridas na suba-
bacia do rio Jamari (figura 06-a). Por esta razio, ¢ comum nas residéncias o uso de fossas
rudimentares como solu¢do alternativa para destinacdo do esgoto doméstico (figura 06-b),
bem como € comum o despejo do esgoto in natura nos corpos d’ 4gua menores que cortam as
areas urbanas dos municipios. Apenas 3,8% dos municipios do Estado tratam de 70-100% do
esgoto gerado (IBGE, 2008).

As alteracdes ambientais sofridas pelos ecossistemas terrestres e aquaticos da regido
amazonica, decorrentes do desmatamento, ndo se restringem apenas ao aumento dos
processos erosivos decorrentes do uso do solo, ou do lancamento de efluentes sem prévio
tratamento. Estudos demonstram que a regido passard por mudangas climdticas que poderdao
alterar seu ciclo hidrolégico (Li e al., 2009). O Painel Intergovernamental de Mudancgas
Climaticas (IPCC) prevé longos periodos de seca para toda a bacia amazonica. Para bacias,

como a do rio Negro, estima-se um déficit de 37% de chuvas. Em decorréncia do aumento dos
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gases do efeito estufa em todo o planeta, as projecoes também apontam para um aumento na
temperatura do ar de até 3,5°C, até o final do século XXI (Candido et al., 2007).Desta forma,
os habitats amazOnicos terrestres e aqudticos certamente serdo afetados pelas alteracdes

climadticas previstas até o final deste século.
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Figura 06: Percentual de esgoto tratado por municipio (a) e solugdes alternativas a rede

coletora de esgoto sanitdrio (b). Fonte IBGE (2008 e 2011).

Em decorréncia dos cendrios de aumento da temperatura global previstos pelo IPCC,

discussdes acerca dos possiveis efeitos de temperaturas mais elevadas no aumento de
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floracdes toxicas de cianobactérias ja se iniciaram no meio cientifico. Baseados em estudos de
campo e com cepas isoladas, as primeiras discussdes apontam para o favorecimento do
desenvolvimento destes microrganismos em temperaturas mais elevadas (Elliot et al., 2005;

Paerl, 2008; Paerl et al., 2011).

Esta breve explanagdo acerca da degradacdo ambiental que o Estado de Rondonia tem
sofrido, com énfase na sub-bacia do rio Jamari, demonstra que vdrias sdo as fontes de entrada
de nutrientes (fésforo e nitrogénio) para este sistema aqudtico, nutrientes estes frequentemente
associados a floragcdes de cianobactérias. A sub-bacia do rio Jamari certamente ndo se
encontra em um processo de eutrofizacdo artificial nos moldes daqueles que ocorrem
principalmente na regido Sudeste do Brasil. Haja vista que a drea hidrografica da sub-bacia é
igual a 582,64km’, e provavelmente o volume de &4gua ali presente ainda € capaz de
autodepurar a carga de nutrientes recebida pelas mais diversas fontes. No entanto, € fato que a
degradacdo ambiental do seu entorno acarreta a maior entrada destas substancias no sistema,
que somada a outros fatores, influencia a composi¢do da comunidade fitoplanctdnica neste

ambiente.

Considerando os aspectos relacionados aos problemas ambientais e de saide publica
associados a floragdes de cianobactérias produtoras de toxinas e face aos registros dessas
floracdes em diferentes regides do Brasil, como Nordeste, Sudeste e Sul (Matthiensen et al.,
1999; Yunes, 2009; Minillo, 2005; Andrade et al., 2009; Costa et al., 2009; Vasconselos, et
al., 2011), fica evidente a necessidade de estudos ecoldgicos e fisioldgicos com cepas de
cianobactérias da regido amazonica. Estes estudos podem ajudar a entender os mecanismos
que propiciam a ocorréncia de floragdes e dominancia de cianobactérias nesses ecossistemas

aqudticos tropicais.

1.4. Cianobactérias

A presenca das cianobactérias no planeta data de 3,5 bilhdes de anos. Foram
encontrados fésseis de cianobactérias no noroeste da Austrdlia, e estudos de datacdo
indicaram terem sido estes microrganismos os primeiros produtores a liberarem oxigénio na

atmosfera terrestre (Yoo et al., 1995).
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As cianobactérias sdo caracterizadas como microrganismos procariontes, aerobios e
fotoautotréficos. Seus processos vitais sdo dependentes de &4gua, didxido de carbono,
substancias inorganicas e luz. Nao possuem membranas envolvendo os tilacéides, nos quais
sao encontrados a clorofilaa e os pigmentos fotossintéticos acessorios. Possuem parede
celular constituida de polissacarideos ligados a polipeptidios (desprovidas de celulose), com
estrutura quimica semelhante as bactérias Gram-negativas, membrana plasmdtica, cidpsula ou

bainha mucilaginosa, sendo a reprodu¢do apenas assexuada (Sant’ Annaet al., 2006).

Quanto a sua morfologia, podem ser unicelulares, coloniais ou filamentosas. O
tamanho de suas células pode variar de 2-40 um de diametro. Podem viver em simbiose com
plantas e fungos, serem bentonicas ou se distribuirem na coluna d’ d4gua. Sdo cosmopolitas e
podem ser encontradas em diferentes habitats, como lagos antarticos, fontes termais, rochas
umidas e solos 4cidos. Sua existéncia mais comum, no entanto, é na forma planctonica, tanto

em ambientes marinhos como de dgua doce (Kaebernick & Neilan, 2001).

As cianobactérias apresentam vantagens adaptativas para estocar fosforo (formacao de
granulos de fosfato), capacidade de fixar nitrogé€nio atmosférico (espécies que possuem
heterocitos), habilidade para minimizar a herbivoria, e flutuabilidade na coluna d’ 4gua

(Pettersson et al., 1993; Haney, 1987; Reynolds, 1987; Paerl, 2006).

Com o aumento das concentragdes de fosforo e nitrogénio na coluna d’ 4gua,
principalmente em decorréncia do processo de eutrofizacdo artificial, as cianobactérias
passam a predominar sobre os outros grupos fitoplanctonicos, formando as floragdes.
Entretanto, quando os niveis de fésforo e nitrogénio nao se encontram elevados, as
cianobactérias ficam em desvantagem na competi¢do pela assimilacdo destes nutrientes em
relac@o aos outros grupos, que nestas condicdes crescem melhor (Yuneset al., 1996). Um
dos géneros mais comuns associados as floracdes de cianobactérias é o género Microcystis,
sendo Microcystis aeruginosa a espécie mais comumente encontrada nas floragdes téxicas em

todo o mundo (Tsutsumi et al., 1998).
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1.5. Cianotoxinas

As cianobactérias sdo potencialmente produtoras de toxinas conhecidas como
cianotoxinas, que constituem uma grande fonte de produtos naturais téxicos (Carmichael,
1992). Devido a complexidade da estrutura molecular de algumas dessas cianotoxinas, a
exemplo das microcistinas (heptapeptideos ciclicos), a maioria dos autores concordam que
estes metabolitos secundarios ndo sejam gerados ao acaso, ja que na sintese dessas moléculas
estdo envolvidos processos quimicos e biolégicos complexos (Kaebernick & Neilan 2001).
Uma hipdtese recente sugere que as cianotoxinas seriam moléculas mediadoras da interacao
entre as cianobactérias e também com outros componentes do habitat, como bactérias
heterotréficas, fungos, protozodrios e algas de diferentes grupos. Outros estudos também
sugerem que a producdo dessas cianotoxinas esteja relacionada a comunicagdo intercelular,
seja intra ou interespecifica (Kearns e Hunter, 2000; Dittmann et al., 2001, Bar-Yosef et al.,

2010, Kaplan et al., 2012).

A maioria das cianotoxinas estd em grande parte contida dentro das células de
cianobactérias e podem ser liberadas ao meio por lise celular ou quando ocorrem mudancas na
permeabilidade da membrana da célula, decorrentes da acdo de algum fator ambiental (Soong
et al.,, 1992). Vérios géneros e espécies de cianobactérias podem produzir cianotoxinas, as
quais apresentam efeitos danosos para a biota aqudtica, podendo também atingir a saide
humana. De acordo com suas estruturas quimicas, as cianotoxinas podem ser incluidas em trés
grandes grupos: os peptideos ciclicos, os alcaldides e os lipopolisacarideos. No entanto, por
sua acdo farmacoldgica, as duas principais classes de cianotoxinas até agora caracterizadas

sa0 as neurotoxinas e as hepatotoxinas (Chorus & Bartram, 1999).

As neurotoxinas tém sido identificadas como alcaléides ou organofosforados
neurotoxicos e sdo produzidas por espécies incluidas nos gé€neros: Anabaena,
Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium e Lygbia e Cylindrospermopsis (Carmichael
1994). As toxinas produzidas por espécies dos géneros citados estdo distribuidas em trés
grupos: anatoxina-a (alacaldide), anatoxina-a (s), organofosforados, e saxitoxinas (alcaldides
carbamatos). As neurotoxinas interferem no funcionamento do sistema nervoso e
frequentemente causam a morte de animais em poucos minutos pela induc@o da paralisia dos

musculos respiratorios (Carmichael, 1994).
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Entretanto, os tipos mais comuns de cianotoxinas sao as hepatotoxinas, que podem ser
peptideos ciclicos, como no caso das microcistinas e nodularinas, ou um alcaldide,
denominado cilindrospermopsina. As espécies identificadas como produtoras dessas
hepatotoxinas estdo incluidas nos géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria,

Nostoc, Cylindrospermopsis, Umezakia e Aphanizomenon (Chorus & Bartram, 1999).

As microcistinas sdo as hepatotoxinas mais comumente encontradas em corpos d’
dgua eutrofizados. Sdo heptapetideos ciclicos produzidos por vérias espécies de Microcystis
principalmente por Microcystis aeruginosa. No entanto, essas hepatotoxinas também podem
ser produzidas por espécies incluidas nos géneros: Oscillatoria (Brittain et al., 2000),
Aphanocapsa (Domingos et al., 1999), Synechocystis (Nascimento & Azevedo, 1999),
Planktothrix, Nostoc, Anabaena e Hapalosiphon (Yoo et al., 1995; Sivonen, 1996; Dawson,
1998).

A nomenclatura das microcistinas foi proposta por Carmichael et al., (1988) e leva em
consideragdo a variacdo dos seus dois L-aminodcidos. Denomina-se microcistina-LR quando
seus aminodcidos variantes forem leucina-arginina, microscitina-RR, quando arginina-
arginina; seguindo este padrdo para as demais variagdes nos dois L-aminodcidos que essa
molécula pode apresentar. J4 sdo conhecidas mais de 70 variantes de microcistinas (Spoof ef
al., 2003; Cood et al., 2005).A microcistina-LR € considerada a variante mais toxica e mais

frequentemente encontrada nos corpos d’ dgua (Carmichael et al, 1988; Patocka, 2001).

As microcistinas sdo potentes inibidoras de proteinas fosfatases (PPases) do tipo 1 e
2A de células eucariontes. As PPases sdo enzimas que atuam na desfosforilagao de diferentes
proteinas regulando varias atividades celulares. No hepatdcitos, a inibi¢do das PPases causada
pela acdo das microcistinas gera um aumento do status de fosforilacdo dos microtubulos e
filamentos intermedidrios dos hepatdcitos, desestruturando-os (Mezhoud et al, 2008; Meng et

al.,2011).

De uma forma simplificada, as microcistinas sdo transportadas através dos receptores
dos 4cidos biliares, chegando aos hepatdcitos e causando uma desorganizacdo de seu
citoesqueleto. Como consequéncia ha a perda de contato entre as células, dando origem a
espacos que passam a ser preenchidos pelo sangue, que comega a fluir dos capilares para

esses locais, causando uma hemorragia intra-hepdtica (Falconer, 1991).Outros efeitos da
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microscistina nos hepatdcitos ja foram observados, como rompimento celular, peroxidacao de
lipideos, perda da integridade da membrana, danos no DNA e necrose celular (Fischer
&Diehtric., 2000; Runnegar et al., 1981; Erikson et al., 1990; Falconer, 1991, Hooser et
al.,1991; Carmichael, 1994; Lambert et al., 1994). Além de ja serem reconhecidas como
potentes promotoras de tumores hepdticos (Falconer, 1991; Fujiki, 1992 e Nishiwaki-

Matsuhima et al., 1992).

Através de estudos de toxicidade oral em niveis subcronicos, realizados com
camundongos (Fawell et al., 1994) e porcos (Falconer et al.,1994), foi estabelecido como
limite maximo de ingestdo didria aceitdvel o valor 1 pg.L"' de microcistinas em 4gua para o
consumo humano (OMS, 1998). No Brasil, a portaria do Ministério da Satde 2.914 de
14/12/2011 que dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da

2 . L . .. -1
dgua para consumo humano, estipula como valor maximo permitido de 1pg.L™.

O arranjo estrutural dos aminoacidos formadores da molécula de microcistina permite
que essas moléculas sejam altamente estdveis e resistentes a hidrélise quimica e oxidag¢do, em
pH préximo do neutro. J4 em temperatura elevada (40°C) e condi¢des de pH alto ou baixo, foi
observada hidrélise lenta, sendo necessdrias aproximadamente 10 semanas em pH 1 e mais de
12 semanas em pH 9 para a degradacdo de cerca de 90% da concentragdo total das
microcistinas presentes no meio. Entretanto, ja foi observada uma lenta degradacado
fotoquimica das microcistinas expostas a luz solar e essa degradacdo aumenta na presenca de
pigmentos fotossintéticos hidrossoliveis, provavelmente ficobiliproteinas, podendo a
degradacdo variar de duas a seis semanas. A presenca de substancias himicas também parece
acelerar a degradacdo das microcistinas sob luz solar (Tsuji et al., 1993; Harada et al., 1996;

Welker e Steinberg, 1999).

1.6. Cianobactérias, cianotoxinas e fatores ambientais

Os fatores ambientais relacionados a formacao de uma floracdo de cianobactérias sdao
mais conhecidos do que os fatores que levam a producdo de cianotoxinas. Estudos em
laboratério com culturas de cianobactérias ja relacionaram maior crescimento € maior

producgdo de cianotoxinas a fatores como: intensidade luminosa, temperatura, concentragio de
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macro e micronutrientes, salinidade e pH (Carmichael, 1992; Chorus e Bartram, 1999;

Dittmann et al., 2001).

Em geral, as cianobactérias apresentam melhor crescimento em temperaturas em torno
de 15 a 30°. Alguns trabalhos ji observaram que a producdo de microcistinas tende a
aumentar em temperaturas mais altas (25-30°) e intensidades luminosas em torno de 40-
140uE/cm™s™. Além disso, a temperatura poderia atuar sobre a estrutura quimica da

molécula, como por exemplo, na formacdo e posicionamento dos aminodcidos variantes

(Song et al., 1998; Kaebernick & Neilan, 2001).

Com relacio ao pH, as cianobactérias de uma forma geral apresentam melhor
crescimento em dguas neutro-alcalinas (pH 7,0-9,0) e consequentemente com baixa
disponibilidade de CO,. J4 com relacdo a producdo de microcistinas, valores de pH mais

baixos aumentariam a sintese (Shapiro, 1990; Caraco & Miller, 1998; Song et al., 1998).

Entre os elementos quimicos necessdrios para a proliferacdo de cianobactérias, os
macronutrientes nitrogénio e fosforo sdo, em muitos casos, mais determinantes, devido ao fato
de que o requerimento por esses elementos é maior do que sua disponibilidade na maioria dos
ambientes de dgua doce ndo eutrofizados. Por essa razdo, o enriquecimento dos corpos d’
dgua por estes macronutrientes fornece condicdes nutricionais necessdrias para a formagao e
manuten¢do de uma floracdo de cianobactérias (Shapiro, 1990 e Pearl, 2008). No caso de
Microcystis, segundo Kaebernick & Neilan, (2001), por ndo possuirem heterocitos (células
responsaveis pela fixacdo no Nj), acredita-se que seriam mais sensiveis a alteragdes nas
concentracdes de nitrogénio no meio do que de fésforo, visto que as mesmas possuem a
capacidade de estocar este elemento. O nitrogénio constitui cerca de 14% da molécula de
microcistina-LR. Desta forma, o fornecimento deste nutriente para células de Microcystis é de
fundamental importancia, pois ndo sé € constituinte da estrutura quimica da toxina, mas
também das enzimas envolvidas no complexo processo de sintese da microcistina. Ja o

fosforo atua na conservagdo, transporte e na liberagdo da energia necessdria para todo este

processo (Ver et al., 2008).

Sistemas de dgua doce com baixa razdo N/P (<15) sdo mais susceptiveis a dominancia
de cianobactérias. Ambientes que possuem uma razdo N/P mais elevada (>20) s@o mais

susceptiveis de serem dominados por algas eucaridticas. Este comportamento tem sido
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observado principalmente em ambientes periodicamente sujeitos a um periodo de
estratificacdo longo (>30 dias). Este fato tem sido verificado em ambientes de dgua doce,

tanto de regides tropicais como temperadas (Downing et al., 2001; Pearl, 2008).

No entanto, estudos sobre os efeitos dos macronutrientes no crescimento de
cianobactérias e producdo de cianotoxinas t€m apresentado resultados contraditérios (Lee et
al., 2000; Oh et al, 2000), e muito provavelmente essas contradicdes sejam devidas as
diferencas nos métodos de cultivo. Por exemplo, em culturas fechadas, foi verificado que em
déficit de N a producdo de microcistina por Microcystis era menor. J4 em cultivos continuos,
foi observado que com o aumento da concentracdo de N a sintese de microcistina aumentou,
enquanto que as taxas de outras proteinas permaneceram constantes. A adi¢ao de fosforo nao

produziu efeito sobre a razao microcistina e proteina (Lee et al., 2000; Oh et al., 2000).

Com o maior nimero de estudos sobre a relacdo entre fatores ambientais e 0 aumento
na densidade de cianobactérias e produ¢do de cianotoxinas, t€ém-se verificado que ndo apenas
os ambientes eutrofizados estdo proporcionando o aumento de floragdes. Alguns estudos ja
comegaram a demonstrar a relacdo de fatores como os micronutrientes, que até entdo nao

haviam sido investigados, quando comparados aos macronutrientes. .

Lukac & Aegerter (1993) estudaram o efeito do cobre, cobalto, manganés, zinco e
ferro no crescimento de células de Microcystis aeruginosa e na produg¢do de microcistina.
Dentre os elementos analisados, o Zn teve efeito pronunciado no crescimento celular (sendo
requerido principalmente durante a fase exponencial), mas ndo na produ¢do de microcistina,
enquanto o ferro teve efeito nos dois fatores analisados. Na auséncia ou em baixas
concentracdes de ferro as células cresceram mais lentamente, mas produziam de 20-40% mais
de microcistina. O ferro, quando comparado aos demais micronutrientes, possui mais func¢oes
fisiolégicas dentro da célula, estd envolvido no transporte de elétrons no processo

fotossintético, na assimilagdo de N, respiracdo e na sintese de clorofilaa.

Estudo realizado por Utkilen & Gjolme (1995) verificou que um aumento na
concentracdo de ferro intracelular em paralelo a intensidades luminosas mais elevadas seriam
responsaveis pelo aumento na producdo de microcistinas por Microcystis aeruginosa.
Baseados nos avangos moleculares sobre a sintese de microcistina e em seus experimentos

com cepas em laboratério, Utkilen & Gjolme (1995) propuseram um modelo para producio
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de microcistina em ambientes com maior disponibilidade de ferro dissolvido na dgua. Neste

modelo o Fe* presente na dgua seria convertido pela luz a Fe*, o qual seria absorvido pela

célula de Microcystis. Além disso, a atividade de uma ou mais enzimas envolvidas na sintese

do heptapeptideo seria controlada pela quantidade de ferro livre dentro da célula, ou seja, o
ferro atuaria com um cofator enzimatico (figura 07).
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Figura 07: Modelo proposto para sintese de microcistina em ambientes com altas

concentracdes de ferro dissolvido (Utkilen & Gjolme, 1995).

Jiang et al., (2008) realizaram estudo com cepas de Microcystis aeruginosa, sendo
testados os efeitos do P, N, micronutrientes (Fe, Zn, Mn, Co, Cu e Mo), temperatura,
intensidade luminosa e pH sobre o crescimento celular e produgcdo de microcistina. Os
resultados demonstram que os fatores com maior significancia foram: P, N, Fe, intensidade
luminosa e temperatura, que atuando em forma conjunta favoreceriam a formacgdo de

floracdes toxicas.

Entretanto, ainda ndo houve um estudo conclusivo que apontasse um efeito uniforme
de um dos fatores ambientais normalmente investigados (luz, temperatura, nutrientes,
salinidade, etc) sobre a producdo de uma ou mais cianotoxinas por cianobactérias de grupos
taxondmicos distintos. Em contrapartida, o que usualmente € relatado € o efeito de um desses
fatores sobre o aumento na densidade de cianobactérias no meio e/ou producdo de uma dada
cianotoxina por uma cepa isolada, ou mesmo uma correlacdo sobre uma determinada varidvel
ambiental e o aumento do crescimento e/ou toxicidade de uma floracdo.De maneira geral, o

que estd claramente demonstrado é que a variacdo da maioria desses fatores ambientais
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atuaria estimulando ou inibindo o crescimento de uma dada espécie de cianobactéria e, como
consequéncia do aumento dessa biomassa, se teria uma maior concentracdo de toxinas num
dado volume, sem que isso pudesse ser relacionado com o efetivo incremento na sintese
dessas moléculas pela célula (Claska & Gilbert, 1998; Nascimento & Azevedo, 1999; Oh et
al., 2000).

z

Também € importante ressaltar que as cianobactérias pertencem a um grupo de
espécies antigo e diversificado com diferentes caracteristicas ecofisiolégicas e estratégias
adaptativas as condi¢des ambientais. Grande parte dos estudos relatados na literatura tem sido
realizada em ambientes eutr6ficos ou com cepas oriundas desses ambientes, de forma que as
conclusdes tendem a generalizar para todo o grupo e para os mais diferentes ambientes
(Marinho & Azevedo, 2007). Além dos fatores exdgenos envolvidos no crescimento € na
sintese de toxina por cianobactérias, fatores endégenos, como a biossintese de pigmentos,
estado fisiologico e fase de crescimento, t€ém importante papel nesses processos e devem ser
levados em considerag@o nos experimentos em laboratério (Paerl & Milli, 1996; Kaebernik &

Neilan, 2001).

2. AREA DE ESTUDO

A U. H. E. de Samuel localiza-se a 52 km da capital do Estado de Rond6nia, Porto
Velho. Foi construida no rio Jamari, e sua capacidade méxima de geracdo é de 216 MW,

destinando—se a abastecer o mercado de energia elétrica do Sistema Acre—Rondonia.

A estacdo M1 localizada a 1,5 km da barragem do reservatério sob as coordenadas
geogréficas 08°45°02,6”S e 63°26°25,9"W (figura 08) foi selecionada como ponto de
amostragem para o desenvolvimento desta tese. A profundidade maxima da estacdo M1 é de
30 m, registrada no periodo de cheia. No periodo de seca a profundidade chega a atingir 25 m.
O reservatério de Samuel possui uma édrea alagada de 584.26 km?(cota méxima), uma vazio
média de 265 m’.s' e um tempo de residéncia da dgua de 3,5 meses (ELETRONORTE,
1998).

A selecdo deste ponto foi definida com base em dados pré-existentes de densidade de
Microcystissp, encontrada por Nascimento (2006) e por possuir melhores condigdes

logisticas, devido a sua proximidade com o Laboratério de Limnologia da U.H.E. Samuel.
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Neste ponto de amostragem foi realizado o monitoramento mensal de varidveis fisicas,

quimicas e bioldgicas da 4gua por um periodo de 13 meses.

2.1. Caracteristicas da area de estudo

2.1.1. Clima

Na regido da drea de estudo predominam temperaturas elevadas durante todo o ano,
com pequena amplitude térmica anual. A média anual da temperatura do ar fica em torno de
24°C a 26° C, com temperatura maxima entre 30°C e 34°C, e minima entre 17° C e 23°C nas
regides mais altas (SEDAM, 2002). A precipitacio média anual varia de 1.800 a 2.400 mm,
mantendo uma umidade atmosférica média de 82% ao ano. Mais de 90% desta precipitagdo
ocorre na estacdo chuvosa. O periodo sazonal é marcado por duas estacdes, uma chuvosa com
duracdo de 8 a 9 meses de precipitagdo (setembro a abril) e outra de estiagem com pouca
ocorréncia de precipitacdo e duracdo de 3 a 4 meses (junho a agosto). Isto define um clima
que, de acordo com a classificacio de Koppen, é do tipo tropical quente e umido. A
evapotranspiragdo potencial (ETP) € alta durante todo o ano, apresentando valores superiores
a 100 mm/més. O total anual da ETP s6 atinge valores superiores aos da precipitacdo mensal

nos meses de maio, junho, julho e agosto (SEDAM, 2002).

2.1.2. Hidrografia

z

A rede hidrogréifica do estado de Ronddnia € composta pelo rio Madeira e seus
afluentes, que formam oito sub-bacias: Guaporé, Mamoré, Abuna, Mutum-Parand, Jaci-

Parand, Jamari, Machado e Aripuand (SEDAM, 2002).

O rio Jamari € um rio de dgua clara que nasce no sudoeste da Serra do Pacads Novos a
500 m de altitude, desembocando na margem direita do rio Madeira, apés um percurso de
aproximadamente 560 km e drenando cerca de 29.700 km’. Sua bacia possui um
desenvolvimento geral no sentido sul-norte, com comprimento total da ordem de 300 km e
largura maxima de 100 km. A vazdo média rio Jamari, para o periodo de 1931 a 1991, situou-
se em torno de 345 m3/s, com vazdes maximas registradas em fevereiro a abril e vazdes

minimas de setembro a novembro (SEDAM, 2002).
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Localizaciio da Folha em Rondonia
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Figura 08: Mapa de localizag@o do reservatério da U.H.E. Samuel evidenciando a estagao M1.
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Os principais afluentes pela margem direita sdo os rios Branco, Preto do Crespo e
Quatro Cachoeiras e, pela margem esquerda, Massangana e Candeias. A montante do
municipio de Ariquemes € considerado um rio de planalto, com indmeras cachoeiras. A

jusante torna-se um rio tipico de planicie (SEDAM, 2002).

2.1.3. Pedologia

Conforme o Zoneamento Sdcio-econdmico ecoldgico do Estado de Rondonia (ZSEE-
RO, 2002), o grupo mais representativo de solos presentes na sub-bacia hidrografica sdo os
latossolos. Estes geralmente s@o solos bastante intemperizados, apresentando como principais
minerais os derivados da argila: caolinita, gipisita, minerais amorfos e sesquiéxidos de ferro e
aluminio. Em razdo da forte lixiviagdo, sua capacidade de troca catidnica é baixa, assim como
a quantidade de célcio, magnésio, potdssio e sddio adsorvidos. Os Latossolos Vermelho-
Amarelos Distréficos sdo os mais frequentes, sendo geralmente pobres, 4cidos, dlicos e
distréficos. Outro grupo de solos importante na drea de estudo sdo os Cambissolos. Este grupo
de solos se caracteriza pela presenca de horizonte ‘“cambico”, o qual contem uma boa
propor¢ao de mineraveis intemperizaveis. Sao poucos a moderadamente profundos e ocorrem
nas encostas das colinas. Desenvolveram-se a partir de rochas acidas, possuindo, em geral,
baixa fertilidade e reacdo 4cida. Em funcdo do seu relevo e de suas caracteristicas fisicas, sdo
muito suscetiveis a erosdo se desprovidos da sua cobertura vegetal. Outro grupo importante
sao os Podzoélicos, que apresentam acumulagdo de argila. Caracterizam-se pelo horizonte B
textural argiloso, acidos, frequentemente dlicos e distréficos, com baixa saturacdo de bases. O
tipo de argila predominante é a caolinita, embora seja comum a ocorréncia de 6xido e

sesquioxidos de ferro e aluminio.

2.1.4. Geomorfologia

Dentre as unidades geomorfoldgicas que compdem a sub-bacia do rio Jamari se
destaca a Superficie de Aplanamento que compreende extensas superficies aplanadas, tratadas
na literatura geomorfoldgica brasileira como elaboradas por processos de pediplanacdo. Estas
superficies abrangem centenas de quilometros quadrados e possuem pendentes regionais

geralmente abaixo de 1%. Como o processo de aplanamento ndo ocorreu necessariamente em
25



toda a drea a0 mesmo tempo e existiam pré-condi¢des estruturais e de paleorelevos, bem
como variabilidade de embasamento, pode-se entender porque estas extensas superficies
podem variar altimetricamente de 100 m de altitude nas proximidades do rio Madeira até mais
de 350/400 m na base de relevos residuais do tipo inselbergs. Outro aspecto que mostra
transformacgdo neste sistema € o intenso processo de meteoriza¢do das rochas e formacao de
espessos mantos de coluvios e solos. Residuos do processo de aplanamento sd@o observados
pela existéncia de inselbergs e campos de matacdes dispersos por toda a superficie (ZSEE-

RO, 2002).

Outra unidade que se destaca sdo as “Cuestas” e “Hogback™ com relevos assimétricos,
associadas as faixas de dobramentos, com grande amplitude e correspondendo, nesta drea, a

relevos de cardter residuais circundados por superficies de aplanamento(ZSEE-RO, 2002).

2.1.5. Vegetacao

Conforme a classificacdo das formagdes vegetais do Estado de Rondonia, baseada no
Zoneamento Socioecondmico e Ecoldgico do estado (ZSEE-RO, 2002), a vegetacdo na area
de estudo € composta por Floresta Ombrofila Aberta, com trechos compostos por Savana
Arborizada ou Cerrado Arbéreo. Dentre estes tipos vegetais, a floresta Ombroéfila Aberta,
presente em 115.932 km? ou 49% do Estado de Rondénia, é a predominante. Este tipo de
floresta possui dossel bem distinto, com individuos emergentes e sub-bosque estratificado,
podendo estar associadas a palmeiras e cipds. Ocorrem principalmente sobre latossolos e
podzdlicos, ou seja, em solos antigos, rasos, fortemente intemperizados, com afloramento de
rochas, seixos superficiais e lateritas de idades variadas desde o quaterndrio (aluviais),

predominando no terciario até o pré-cambriano.

Na margem direita da barragem da U.H.E. — Samuel cresce a Floresta Ombrofila
Aberta de Terras Baixas sobre latossolos ou solos lateriticos, medianamente profundos e bem
drenados e com dossel aberto. Nesta categoria as florestas podem ainda ser mistas com
palmeiras e/ou cipds. Em geral a estrutura da comunidade comporta até 180 espécies e uma

densidade entre 400 e 500 arvores/hectare.
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3. OBJETIVO GERAL

* Conhecer a dinamica sazonal da comunidade fitoplanctonica do reservatério da U.H.E.
Samuel, com énfase em Cianobacteria, através de estudo de campo e de laboratério, a fim de
avaliar os fatores ambientais controladores do desenvolvimento deste grupo e da produgao de

cianotoxinas.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULOTI:

* Conhecer a dinamica sazonal da comunidade fitoplanctonica do reservatério da U.H.E.

Samuel, com énfase em Cianobacteria;

* Determinar as principais varidveis limnoldgicas reguladoras da ocorréncia e densidade de

cianobactérias e producao de cianotoxinas neste ambiente;

CAPITULO II:

* Através de experimentos em microcosmos, verificar se a adi¢do de nutrientes na dgua do

reservatorio favorece o crescimento de cianobactérias;

CAPITULO III:

* Verificar a influéncia do ferro sobre diferentes aspectos fisiol6gicos de uma linhagem de

Microcystis pannifomes isolada do reservatério da U.H.E. Samuel.
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CAPITULO 1

Fatores ambientais controladores da dindmica da comunidade fitoplanctonica, com énfase em
Cyanobacteria e producdo de cianotoxinas, no reservatorio da Usina Hidrelétrica de Samuel

(Rondonia).

INTRODUCAO

z

O padrao sazonal dominante na bacia Amazodnica € a flutuagdo pronunciada e
previsivel no nivel da dgua dos rios (pulsos), que por sua vez tem influéncia marcante na
sazonalidade ao longo da bacia, resultando em periodos definidos de dguas altas (enchente e
cheia) e dguas baixas (vazante e seca) durante o ano (Junk, 1997; Goulding et al., 2003). Os
pulsos, em um contexto mais abrangente, sdo definidos como qualquer tipo de flutuagdo,
natural ou artificial, no nivel das 4guas que afete os sistemas aqudticos naturais ou artificiais.
Os pulsos de origem natural sdo resultantes de mudangas climdticas, tais como vento e
precipitacdo, e os pulsos artificiais, sdo aqueles induzidos pelo homem. No caso dos
reservatorios os pulsos de origem artificial ocorrem, por exemplo, pela manipulacdo dos
niveis de dgua e através da abertura e fechamento das comportas. Neste ultimo caso uma das
consequéncias € a perda de biomassa de fitoplancton e zooplancton, e da exportagdo de
nutrientes para a jusante Logo, grande parte dos sistemas aqudticos artificiais funciona
impulsionada por flutuacdes de curta ou longa duragcdo, que tém impacto nos ciclos

biogeoquimicos € na organiza¢do das comunidades (Tundisi et al., 2005).

A comunidade fitoplanctonica apresenta ciclos sazonais e anuais relacionados com as
varidveis ambientais, cujo resultado € manifestado na comunidade através de uma
modificacdo qualitativa e quantitativa das espécies nas diferentes épocas do ano (Reynolds,
1984; Sommer, 1984). Em ambientes de regides tropicais, as varidveis ambientais que
regulam os padrdes de sazonalidade do fitoplancton nio sdo apenas luz e temperatura, como
nos ambientes temperados, visto que em ambientes tropicais estes fatores podem ser
considerados mais constantes ao longo do ano. Desta forma, outras varidveis passam a ter
maior relevancia, tais como: a precipitacio, o vento e flutuacdo no nivel da dgua, que por sua
vez, geram padrdes de variagdes na disponibilidade de nutrientes e luz, refletindo-se nos
ciclos das populacdes fitoplanctonicas (Reynolds, 1984, 2006).
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Buscando verificar quais as varidveis ambientais relacionam-se com a formacdo de
floragdes de cianobactérias, bem como com a sintese de cianotoxinas nos ambientes
aqudticos, é crescente o numero de trabalhos que realizam monitoramentos sazonais da
densidade de cianobactérias, em paralelo ao monitoramento de varidveis fisicas, quimicas e
bioldgicas da dgua (Havens et al., 2003; Wuet al., 2006; Onderka, 2007; Xiao et al., 2009;
Daves et al., 2009; Haander et al., 2011; ; Janichen et al., 2011; Joung et al., 2011; Gomes et
al., 2012). Varios fatores ambientais estdo relacionados ao bom desenvolvimento de
cianobactérias, tais como nutrientes, luz e temperatura. Estes fatores nao atuam de forma
isolada, geralmente duas ou mais varidveis ambientais podem ser relacionadas ao

desenvolvimento de floracdes em um dado sistema (Xiao et al., 2009).

O aumento da densidade de cianobactérias, gerando as floracdes, tem sido
amplamente relacionado a ambientes eutréficos (Reynolds, 2006; Schindler et al., 2008), mas
novas abordagens indicam que as mudangas climaticas globais podem contribuir para estes
eventos (O’ Neil et al., 2012; Pearl & Paul, 2012). H4 um consenso de que o aumento da
temperatura em decorréncia das alteracOes climdticas ird favorecer o desenvolvimento de
cianobactérias potencialmente toxicas (Pearl & Huisman, 2008; Pearl & Paul 2012). Soma-se
a esta discussdo, a revisdo de Reichwaldt e Ghadouani (2012), que aborda a influéncia das
alteracdes nos padrdes de chuva em decorréncia das alteracdes climadticas e seus efeitos na
formacdo de floracdes. Regides que apresentarem intensos eventos de chuva, ou seja, elevado
volume em determinado tempo, poderdo ter um aumento no desenvolvimento de
cianobactérias, devido a entrada de nutrientes por lixiviagdo do solo, o que pode ser agravado
dependendo do tipo de uso do mesmo. Desta forma, eventos extremos de chuva previstos para
a regido (Candido et al., 2007) poderao contribuir para entrada de nutrientes nos ecossistemas
aqudticos amazoOnicos. Entretanto, sob este paradigma, sdo necessdrios estudos mais
detalhados para predizer os efeitos que alteracdes climaticas poderdo causar em reservatorios

de U.H.Es da Amazdnia (Soito & Freitas, 2011).

Moisander et al., (2009) sugerem que o aumento das concentracdes de nitrogénio
favorece a permanéncia de floragdes de Microcystis sp e que o fésforo seria um nutriente
limitante secunddrio. Vézie et al., (2002) colocam que a combina¢do de concentracdes
elevadas de nitrogénio e fosforo sdo cruciais para a formacdo da floragdo. Apesar dos estudos

que tratam da importancia dos nutrientes para o aumento da densidade de cianobactérias
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potencialmente téxicas muitas vezes chegarem a diferentes conclusdes, aqueles relacionados a
temperatura se mostram mais concordantes sugerindo que temperaturas elevadas favorecem a

proliferacao de cianobactérias (Butterwiki et al., 2005; Liu et al., 2011; Pearl & Paul, 2012).

Outros fatores importantes também relatados na literatura que favorecem a formacao
de floracdes sdo: condi¢des reduzidas de turbuléncia da dgua (Reynolds, 1987) e ambientes
com baixas razdes N:P, devido a uma baixa afinidade por nitrogénio (Smith, 1983),
tolerancia a baixa intesidade luminosa (Reynolds, 1987; Smith, 1996), bem como a predacdo
pelo zooplancton pode ser inibida pela producdo de cianotoxinas (Fulton & Pearl, 1987;

Agrawal, 1998).

Fatores ambientais ndo agem apenas sobre a biomassa das cianobactérias, mas também
sobre a producdo de cianotoxinas. Estudos realizados em campo (Chen et al., 2009) e em
laboratério (Jiang et al., 2008; Xu et al., 2011) acerca dos fatores ambientais que apresentam
melhor correlagdo com a producdo de microcistinas por Microcystis aeruginosa, t€m sido
cada vez mais frequentes. Principalmente devido ao fato de espécies do género
Microcystisapresentarem uma biomassa abundante durante a formacgdo de floracdes de
cianobactérias (Paerl & Huisman, 2008). Vézie et al., (2002), demonstraram que linhagens
téxicas de Microcystissp apresentam melhor crescimento que linhagens ndo-téxicas, quando

expostas a concentragdes mais elevadas de nitrogénio.

Entretanto, considerando seu impacto ambiental e de saide publica, estudos acerca da
ecologia do fitoplancton com énfase em cianobactérias e producdo de cianotoxinas, sao
escassos em reservatorios da regido amazonica, podendo-se citar apenas Vieira et al., (2005).
J4 em rios amazonicos, até o presente momento hd apenas duas publicacdes que registram
floragdes de cianobactérias. Ha registro de floracdo de Cilindrospermopsis raciborski, nos
rios Iriri e Xingu na regido de Altamira no Estado do Pard, tendo sido também detectada a
presenca de saxitoxina na dgua bruta (Vieira & Vieira, 2003). Outro episddio de floracdo
registrado ocorreu no rio Tapajos, na regido de Santarém, também no Estado do Pard (S4 et
al., 2010). A floracdo registrada por estes autores foi composta por Microcystissp € Anabaena

sp, havendo registro também da presencga de microcistina em amostras de dgua bruta.

Comumente, estudos realizados com a comunidade fitoplanctonica na regido

consistem em levantamentos taxonomicos (Lopes e Bicudo, 2002; Santiago e Keppeler,
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2011), e os estudos de cunho ecoldgico predominam em rios (Fisher, 1976; Smith Jr e
Demaster, 1996; Aprile e Mera; 2007), lagos ou dreas de planicie de inundagdo (Pinilla, 2006;
Almeida, 2008; Silva et al., 2010).

Diante do exposto, o primeiro capitulo desta tese foi desenvolvido no intuito de
verificar quais os fatores ambientais controlam a dindmica da comunidade fitoplanctonica,
énfase em Cianobacteria e producdo de cianotoxinas, no reservatério da U. H. E.de Samuel

(Rondonia).

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

A descri¢do da drea de estudo encontra-se no item 02 desta tese.

Ponto amostral e periodicidade das coletas

Para o desenvolvimento desta pesquisa, definiu-se um ponto amostral localizado a
aproximadamente 1 km da barragem do reservatério da U. H. E. deSamuel, denominado
estacdo M1. Neste ponto, foram realizadas mensalmente coletas de dgua da superficie e a cada
metro de profundidade da zona eufética. As coletas foram realizadas durante o periodo

fevereiro/2007 — fevereiro/2008, totalizando 13 amostragens.

Medidas de Campo: A transparéncia da dgua foi estimada através da profundidade de
extingdo do disco de Secchi, sendo posteriormente calculada a zona eufética (2,7 x a
profundidade de extingdo do disco de Secchi ) segundo Cole (1994). Com auxilio da garrafa
de Van Doorn foram realizadas amostragens de dgua a cada metro abrangendo toda a
extensdo da zona eufética (destinadas a analise de clorofila a, macro e micronutrientes totais e
dissolvidos e alcalinidade), bem como a determinagdo das varidveis limnolégicas temperatura,
pH e oxigénio dissolvido, determinadas com o uso de sondas com eletrodos especificos

(Schott Handy Lab).
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Analises Laboratoriais

Alcalinidade total: a alcalinidade foi determinada por titulacdo potenciométrica com soluc¢ao

de 4cido sulftrico (0,01 N) , segundo metodologia descrita em APHA, (1998).

N

Clorofila a: As amostras de dgua destinadas a andlise de clorofila a foram filtradas em
laboratério com o uso de filtros de microfibra de vidro GF/C (Whattman), os quais foram
preservados congelados até o momento da andlise. A concentra¢do de clorofila a foi obtida

por espectrofotometria, seguindo a metodologia descrita em APHA (1998).

Macronutrientes: os macronutrientes analisados foram nitrato (NO3"), nitrito (NO;’), amonio
(NH4") e fosfato soldvel reativo (PO43'). A determinacdo destes analitos foi realizada nas
amostras de dgua previamente filtradas (GF/C, Whattman), e através da técnica de separacdo
e andlise por cromatografia de ions, utilizando-se cromatégrafo de ions modelo ICS-1000
(Dionex).A anélise dos anions nitrato, nitrito e ortofosfato, ocorreu sob as seguintes condi¢des
cromatogréficas:colunas AS-14A e AG-14A, eluente 3,5 mM de carbonato de cédlcio e 1| mM
de bicarbonato de cdlcio, em condi¢@o isocrdtica, com supressio de condutividade por
supressora ASRS-300. Para remocgao do ruido (background) também foi utilizada a supressora
CRD-300, com fase mével de hidréxido de sédio 200 mM . Para a analise do amonio (cation)
as condi¢des foram: colunas CS-12A e CG-12A, eluente 20 mM 4cido metanosulfonico e

supressora CSRS-300.

Micronutrientes: O processo de andlise para determinacdo dos micronutrientes ferro, zinco,
cobalto, cobre e manganés, consistiu na concentracdo destes elementos por evaporacao de 1 L
de dgua filtrada em membranas 0,45 um (fracdo dissolvida) e dgua bruta (fracdo total) em
bloco de aquecimento (100°C), com posterior abertura quimica com dcido nitrico e 4cido
cloridrico, a fim de que houvesse a liberacdo dos elementos presentes na amostra (APHA,
1998). A determinacdo dos micronutrientes foi realizada no Espectrofotometro de Absor¢ao

Atdmica por Chama, modelo GBC/AVANTA.

Fitoplancton: As amostras de fitoplancton também foram coletadas a cada metro da zona
eufética, com auxilio da garrafa de Van Doorn e fixadas com solugdo transeaux e
posteriormente com solu¢do lugol 5%. As populacdes foram identificadas, sempre que
possivel, a nivel de espécie. A densidade fitoplanctonica (individuos/mL) foi estimada

segundo Utermohl (1958) em microscopio invertido IX50 (Olympus) em aumento de 400
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vezes. Os individuos (células, coldnias, cendbios, filamentos) foram enumerados em campos
aleatdrios (Uhelinger, 1964), em nimero suficiente para alcancar 100 individuos da espécie
mais frequente, sendo o erro inferior a 20%, e um coeficiente de confianca de 95% (Lund et

al., 1958).

O biovolume (mm’.L™") foi estimado multiplicando-se as densidades de cada espécie pelo
volume médio de suas células, sempre que possivel considerando as dimensdes médias de
cerca de 30 individuos. O volume de cada célula foi calculado a partir de modelos

geométricos aproximados a forma dos individuos (Hillebrand et al., 1999).

Microscistinas na agua: A cada metro de profundidade da zona eufética também foram
coletados 2 L de dgua, que apds processo de liofilizagdo foram destinados a quantificacdo de
microcistina total (dgua bruta). Esta quantificac@o se deu através do teste de imunoensaio tipo
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), utilizando kit Microcistina Placa (Beacon)

seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.

Tratamento Estatistico

No intuito de caracterizar os aspectos limnoldgicos da estacdo M1 do reservatério da
U.H.E. de Samuel e avaliar os fatores ambientais correlacionados a dindmica do fitoplancton,
com énfase nas cianobactérias, ao longo do periodo estudado foram utilizadas trés tipos de
andlise de ordenacdo: Andlise das Componentes Principais - PCA, Andlise de
Correspondéncia ndo tendenciosa - DCA e Andlise de Correspondéncia Candnica - CCA.

Todas as analises foram realizadas com auxilio do software CANOCO 4.5.

A matriz para a realizagdo da PCA foi constituida pelos valores médios das varidveis
ambientais (limnoldgicas) obtidos na Zeu ao longo do periodo estudado, as varidveis
correspondem ao pH, oxigénio dissolvido, temperatura, alcalinidade, nitrato, amonio,
ortofosfato, ferro dissolvido e total, bem como os valores de profundidade da Zeu e vazdo

afluente do reservatorio.

Através da andlise de correspondéncias ndo tendenciosa (DCA) foi verificado que o

tamanho dos gradientes indicou uma tendéncia unimodal, sendo recomendada a andlise do
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conjunto de dados através da Andlise de Correspondéncias Canononicas - CCA (Leps e

Smilauer, 1999).

A matriz para a DCA e CCA foi constituida pelos valores médios mensais da Zeu das
varidaveis pH, alcalinidade, temperatura, clorofila a, nitrato, amonia, ortofosfato, ferro
dissolvido. Também constituiram a matriz os dados de profundidade da Zeu e vazao afluente
do reservatoério, bem como os valores de biomassa das 22 espécies, que contribuiram com 5%
ou mais na biomassa da amostra (més) ao longo do periodo estudado. De acordo com Taylor e
Wetzel (1988) consideram-se espécies mais importantes dentro da comunidade
fitoplanctonica (descritores bioldgicos) aquelas com contribui¢do igual ou superior a 5% da

biomassa total, justificando a adog¢do do critério.

Para verificar a correlag@o existente entre as varidveis ambientais e a concentragio de
microcistina total encontrada na dgua da estacdo M1 ao longo do periodo estudado, foram
realizadas andlises de correlacdo de Pearson utilizando o software GraphPrism 3.6. Para estas
correlagdes foram utilizados os valores das varidveis nitrato, amonia, ortofosfato, temperatura,
pH e ferro dissolvido, obtidos em cada metro de profundidade da Zeu, bem como dos valores

de microcistina total na 4gua bruta, também analisada em cada metro de profundidade da Zeu.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Variaveis limnologicas da estacao M1

A precipitacio média anual da bacia amazonica € de aproximadamente 2.300 mm,
havendo 4reas com precipitagdes superiores a 3.000 mm/ano e dreas com minimas de 1.600
mm/ano (Figueroa e Nobre, 1990). Dados de séries temporais de precipitagdo mensal
disponiveis no sitio da Agéncia Nacional de Aguas (ANA, 2012) mostram que na érea do
reservatorio de Samuel (estacdo 963001/ANA) os meses com maiores precipitacdes variaram
entre dezembro e marg¢o no periodo de 1979-2007, e os meses com menores precipitagdes
variaram entre junho, julho e agosto (figura 01). No periodo estudado, as menores
precipitacdoes médias mensais ocorreram em junho (0 mm), julho (1 mm) e agosto (2,3 mm).

Ja a maior precipitacdo média foi registrada em janeiro/08 (388 mm). A precipitacio média
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anual para o periodo de janeiro-dezembro/07 foi de 1.884 mm, estando abaixo (332 mm) da
precipitacao média anual dos ultimos 28 anos, que foi de 2.216 mm.

A precipitacio na AmazOnia apresenta uma heterogeneidade espacial e temporal,
sendo assim seu ciclo hidrolégico € caracterizado por um periodo de dguas baixas e um
periodo de dguas altas(Figueroa e Nobre, 1990). Entre os periodos de dguas baixas e dguas
altas, ha dois periodos de transi¢do, enchente e vazante. Os quatro periodos do ciclo
hidrolégico (enchente, dguas altas, vazante e 4guas baixas), podem ser facilmente observados

pela alteracdo no nivel da dgua dos lagos amazonicos, por exemplo.
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Figura 01: Série temporal da precipitacdio média mensal na drea do reservatério da
U.H.E.deSamuel ao longo do periodo estudado (fevereiro/07-fevereiro/08) e entre os anos de

1979-2007. Fonte: ANA (2012).

Em ambientes aquaticos artificiais da regido amazOnica, como os reservatorios de
usinas hidrelétricas, € possivel, através de dados de vazdo afluente visualizar os quatro
periodos. No entanto, em decorréncia da operagdo da usina o volume de dgua do reservatorio
¢ controlado. Na cheia, o volume de dgua excedente a operacdo da usina € liberado para a
jusante, consequentemente neste periodo ha um menor tempo de reten¢do da dgua. Na seca
ocorre o represamento da dgua do reservatério em decorréncia dos menores indices
pluviométricos, e consequentemente o tempo de reten¢do da d4gua é maior. Os dados de vazdo
afluente do reservatério de Samuel no periodo estudado sdo apresentados na figura 02,

evidenciando os quatro periodos do ciclo hidrolégico da regido amazonica.
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Pode-se notar, através dos dados de vazdo, que o pico do periodo de dguas baixas
ocorreu no més de setembro (35 m’/s) e o pico do periodo de &dguas altas ocorreu em
fevereiro/08 (934 m’/s). No ano de 2007, o pico do periodo de dguas altas foi registrado no
més de marco (916 m’/s). Comparando os dados de vazdo de setembro/07 com os dados
registrados em fevereiro/08, nota-se que houve um aumento da entrada de &dgua no
reservatério de 26,5 vezes, o que equivale a 2.605 %. E importante relatar que mesmo
havendo um aumento na precipitacdo em setembro/07 (87 mm), isso ndo foi suficiente para
refletir na vazdo afluente do reservatério, pois neste més ainda havia extensas dreas do

reservatorio expostas (figura 03-b).
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Figura 02: Dados de vazdo afluente do reservatério da U.H.E. Samuel (Fevereiro/2007 a

(m3/s)

Fevereiro/2008). AA: dguas altas; AB: dguas baixas.

Através de imagens de satélite é possivel observar a expressiva entrada de dgua
advinda da bacia de drenagem e da pluviosidade, a qual influencia na dindmica deste
ecossistema artificial. No periodo de maior pluviosidade, as dreas expostas no periodo de

dguas baixas sdo novamente conectadas ao sistema aquatico (figura 03-a).

O ciclo hidrolégico da regido amazdnica é considerado o principal fator regulador das
areas de planicie de inundagdo (Sioli, 1984; Junk et al.,1989). Sendo assim, a entrada de dgua
nos ambientes aqudticos da regido, decorrente do periodo de dguas altas, € muito importante
para diversos grupos da biota aquética, a exemplo da comunidade fitoplanctonica, pois com as
chuvas ha o aporte de macronutrientes e micronutrientes importantes para a producdo
primaria.
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Figura 03: Imagens de satélite do reservatério da U.H.E. Samuel no més de abril/07, periodo

de dguas altas (A) e no més setembro/07, periodo de dguas baixas (B).

Diferente do que ocorre nos ambientes aqudticos naturais, nos reservatorios a dinamica
do sistema € alterada em fun¢do da operacdo da usina. Desta forma, para melhor discussio da
caracterizacdo limnoldgica da Zeu da estacdo M1, foi realizada uma andlise das componentes
principais - PCA. A PCA foi aplicada no intuito de verificar a possivel formacdo de padroes
temporais das varidveis. Sendo assim, a projecao das amostras (meses) e das varidveis nos
dois primeiros eixos € apresentada na figura 04. O eixo 1 explicou 56,1% da variancia dos
dados, e o eixo 2 explicou 27,5%, assim o total da variincia explicada foi de 83,3%. A PCA
apresentou a formacdo de quatro grupos. O primeiro grupofoi constituido pelos meses
caracteristicos do periodo de dguas altas (janeiro, fevereiro e marco) denominado periodo 1
(P1). O segundo grupo (P2) foi constituido por meses caracteristicos da vazante (abril e
maio). O terceiro grupo (P3) foi formado por meses do periodo de dguas baixas (junho, julho,
agosto, setembro e outubro) e o quarto grupo (P4) foi constituido pelos meses de novembro e
dezembro, que correspondem ao periodo de enchente. Os meses caracteristicos da enchente
(novembro e dezembro) se posicionaram distantes um do outro na proje¢do dos dados da
PCA. Tal resultado deve-se ao fato da mistura da coluna d’ 4gua ocorrida em novembro com

o inicio das chuvas, ocasionando, por exemplo, a ressuspensiao de nutrientes, os quais foram
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rapidamente assimilados pelo fitoplancton, fazendo com que o més de dezembro assemelha-se

a periodos de menor vazdo, como o P3.
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Figura 04: Projecao dos dados da Andlise das Componentes Principais (PCA) das varidveis
limnoldgicas (média da Zeu) na estagdo M1 do reservatério da U.H.E. Samuel no periodo de
fevereiro/07-fevereiro/08. NO3: nitrato, PO4: fésforo solivel reativo, Fe dis: ferro dissolvido,
Fe tot: ferro total, Vaz: vazdo, NH4: amonia, Chl a: clorofila a, Alcal: alcalinidade, T°

temperatura, Zeu: zona eufética, OD: oxigénio dissolvido.

As varidveis que tiveram maior contribui¢do para o eixo 1 foram a vazao, o nitrato e a
zona eufética (tabela 01). Para o eixo 2, as varidveis com maior contribuicdo foram: nitrato,

pH e vazdo.

Nos meses de novembro e dezembro, teve inicio o aumento gradativo da vazao. Em
21 (3 -1 . A .
novembro a média mensal jé era de 123 m’.s™, 48% maior que o més anterior (outubro). Com
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isso foi visivel uma entrada expressiva de nutrientes no sistema além da ressupensdo de
nutrientes das camdas mais profundas da coluna d“4dgua. O valor médio de nitrato na Zeu foi
de 1.145 ug.L" e de ortofosfato foi de 131 ug.L'l. Essa caracteristica da dgua fez com que na
PCA o més de novembro tenha se localizado mais distante (outlaier). Em dezembro, apesar
de a vazdo ter aumentado (264 m’.s™") as concentracdes de nutrientes diminuiram, passando a
apresentar caracteristicas mais proximas ao periodo de dguas baixas. Certamente os nutrientes
presentes na dgua em novembro foram consumidos rapidamente pela comunidade
fitoplanctonica, visto que em outubro esta comunidade se encontrava em presenca de menores

concentragdes de nutrientes.

Tabela 01: Correlacdo das varidveis limnoldgicas nos eixos 1 e 2 resultantes da Andlise das

Componentes Principais (PCA).

Variaveis Coeficiente de correlacao

Eixo 1 Eixo 2
Nitrato 0,7444 0,6647
Amonia -0,0530 -0,0777
Fosfato 0,6001 0,3396
Oxigeénio dissolvido -0,3205 0,1859
Temperatura -0,5809 0,1395
pH -0,0485 -0,4811
Alcalinidade -0,1611 0,0188
Clorofila a -0,6415 -0,1933
Ferro dissolvido 0,5773 -0,3416
Ferro total 0,5021 -0,4168
Vazio 0,8602 -0,4257
Zona eufotica -0,7912 0,3448

A figura 05 apresenta os dados de transparéncia da dgua e profundidade da Zeu. Foi
possivel observar claramente que os menores valores de transparéncia da dgua e Zeu foram
obtidos no P1. A transparéncia minima foi de 1,4 m, o que refletiu uma Zeu de 3,8 m de

profundidade em fev/2008.
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Figura 05: Valores de transparéncia da dgua (Secchi) e zona eufética estacdo M1 do

reservatério da U.H.E. Samuel (Fevereiro/2007 a Fevereiro/2008).

No P1/2007 e P1/2008 foram obtidos menores valores de transparéncia e
consequentemente uma Zeu menos profunda, em decorréncia da maior entrada de material
aloctone. Com a diminui¢do da vazao (P2 e P3) houve o aumento da transparéncia e Zeu, pois
a diminuicdo das chuvas propiciou a maior deposicdo do material particulado em suspensao
na coluna d’ 4gua e menor entrada de material aloctone. Os meses de agosto e setembro,
apesar de apresentarem como caracteristica baixa pluviosidade, ndo apresentaram valores
mais elevados de transparéncia e Zeu mais profundas, o que certamente é reflexo do
desenvolvimento da biomassa fitoplanctonica, vide os dados de clorofila a e biomassa,

apresentados posteriormente.

Com relagdo ao pH (figura 06-a), a Zeu da estacdo M1 apresentou valores médios
mais proximos a neutralidade nos meses de fevereiro/07 a maio (P1/2007 e P2). No P3,
principalmente a partir de julho, e no P1/2008 o pH passou a apresentar valores mais baixos
(média de 6,5 em outubro). Quanto a alcalinidade (figura 06-b), a mesma variou de 8,5 a 11,5
rng.L'1 de CaCOs(valores médios). Em decorréncia de problemas com o eletrodo de pH, nao
foi possivel a determinacdo desta varidvel e da alcalinidade nos meses de novembro e

dezembro.
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Figura 06: Boxplot mostrando valores de pH encontrados na Zeu (a) e valores de alcalinidade
(b) encontrados na Zeu na estacdo M1 do reservatério da U.H.E. de Samuel no periodo de
fevereiro/07-fevereiro/08. As caixas representam o interquartil (25-75%), as barras o intervalo
de variacdo dos valores de pH e alcalinidade obtidos em cada metro de profundidade da Zeu,

e as linhas horizontais representam os valores medianos.

A temperatura da dgua (figura 07-a) apresentou valores mais elevados no P1/2007 e
P3, sendo a maxima 31°C registrada na superficie (0 m) nos meses de junho e agosto.
Temperaturas mais baixas foram registradas no P1/2008 (média de 28,6°C/janeiro e
28,3°C/fevereiro). A temperatura da dgua ao longo da Zeu se mostrou homogénea durante
praticamente todo o periodo, visto que em maio, a partir de 4 m de profundidade foram
observadas temperaturas mais baixas.A concentragdo de oxigénio dissolvido na Zeu, variou
de 3,7 mg.L'1 (junho/2007/8m) a 9,2 mg.L"' (agosto/2007/0m) (figura 07-b), com 115% de
saturacdo. Opostamente aos dados de temperatura, as concentragdes de oxigénio dissolvido
ndo se distribuiram de forma tdo homogénea ao longo da Zeu. Nos meses de maio, junho e
julho foram registrados concentragdes mais baixas a partir de 5 m de profundidade. Em junho
a heterogeneidade das concentragdes de oxigénio dissolvido na Zeu foi mais pronunciada,

com 6,3 mg.L" na superficie (0 m) e 3,7 mg.L"' na camada mais profunda(8 m).
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Figura 07: Valores de temperatura da dgua (a), oxigénio dissolvido (b) encontrados na Zeu na

estacdo M1 do reservatério da U.H.E. Samuel no periodo de fevereiro/07-fevereiro/08.

No Pl as concentracdes de oxigénio dissolvido possivelmente diminuiram em
decorréncia da ressuspensdo de dguas andxicas mais profundas, encontradas nos periodos de
menores vazdes (P2 e P3), de acordo com dados obtidos por Nascimento (2003). Esta autora
verificou estratificacio quimica acentuada em novembro de 2003 na estacdo M1 do
reservatorio (fim do periodo de dguas baixas segundo dados de vazdo). Foi registrado 7,1

mgO,.L" na superficie e 0,76mgO,.L" a 25m de profundidade. J4 no més de margo do
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mesmo ano (periodo de dguas altas) as concentragdes de oxigénio dissolvido variaram de 5,1

rngOz.L'1 na superficie a 4,3 mgOz.L'l, nao sendo observada estratificacdo quimica.

Dentre os micronutrientes analisados (Fe, Zn, Mn, Co e Cu), o ferro foi o unico
detectado na fragdo total e na fracao dissolvida (tabela 02) ao longo do periodo estudado. No
entanto, as concentragdes de ferro dissolvido em alguns meses apresentaram valores abaixo
do limite de deteccdo da técnica (20 pg.L™"). As maiores médias de ferro dissolvido foram
encontradas nos meses de maior vazdo: fevereiro (P1/2007), 179,3 pg.L", janeiro (P1/2008)
147,0 pg.L' e fevereiro (P1/2008) 297,0 pg.L™', com excegdo apenas do més de julho (P3)
162,7 ug.L", correspondente a um periodo de menores vazdes e o qual também apresentou
concentracdo média elevada de ferro. Valores abaixo de 20 ug.L'1 foram encontrados em
novembro e dezembro, correspondentes ao periodo de enchente (P4), visto que neste periodo
foram observados indices pluviométricos mais elevados refletindo em uma maior vazao. Com
relacdo ao ferro total, valores médios mais elevados também foram observados nos meses
correspondentes ao P1, 567,5 ug.L' (fevereiro/P1/2007), 662,0 ug.L"' (janeiro/P1/2008),
804,1 ug.L" (fevereiro/P1/8), excecdo apenas para o més de maio (P2), o qual também

apresentou valor médio elevado, 625,0 ug.L™.

A entrada de dgua decorrente do periodo chuvoso na regiao amazonica contribui para a
entrada de macronutrientes e micronutrientes nos ecossistemas aqudticos. Segundo
levantamento da concentra¢do de alguns elementos-trago na fase dissolvida; no Lago Central
(Rio Solimdes/Amazonas), foram registrados valores de ferro dissolvido na ordem de 121
ng.L™! no periodo de cheia, e 68 pg.L' no periodo de seca (Vierset al., 2005), préximos aos

encontrados neste estudo.

A concentragdo dos micronutrientes dissolvidos estd relacionada com o tipo de dgua
do ecossistema, dguas claras, brancas ou pretas, segundo a classificacdo de Sioli (1965); e
também com a geologia e pedologia da regido. A classe mais representativa de solo na area
do reservatorio de Samuel € a classe latossolos, os quais sdo ricos em 6xidos de ferro e

aluminio, e bastante intemperizados (ZSEE-RO, 2002).

Para estar disponivel ao fitoplancton, o ferro deve estar em sua forma dissolvida
(Reynolds, 2006). O ferro dissolvido pode ser encontrado em dois estados de oxidacgdo, sua

forma reduzida ion férrico (Fez+) e sua forma oxidada, o ferro ferroso (Fe3+). O ferro também
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pode ser encontrado em sua forma particulada, como o Fe(OH);. A quimica do ferro em dguas
naturais € complexa, envolvendo reacdes de complexagdo, oxirreducdo, equilibrio de
solubilidade e hidrdlise (Wetzel, 1993). Na faixa de pH e Eh das dguas naturais oxigenadas
(pH 5,0-8,0 e Eh 0,3-0,5), cerca de dois ter¢os do ferro encontram-se na forma particulada,
Fe(OH)s, enquanto o ferro dissolvido pode ser detectado em apenas um terco desta. Devido a
participacao ativa do ferro em processos de oxirreducdo, a liberacdo de espécies dissolvidas
do sedimento para a coluna d’ dgua ocorre somente em condi¢des redutoras, ou seja, em

condic¢des anaerdbias (Martins, 1997).

Tabela 02: Concentracdo de ferro dissolvido e ferro total (média, maximo e minimo) nas
amostras de dgua coletadas em diferentes profundidades da zona euf6tica na estagdo M1 do

reservatério da U.H.E. - Samuel (fevereiro/2007 a fevereiro/2008).

Ferro dissolvido (ug.L™) Ferro Total (ug.L™)
Média Maximo Minimo Média Maximo Minimo
Fev 179,3 243,0 80,13 567,5 740,7 619,5
Mar 22,7 42,4 <20,0 184,3 2470 114,5
Abr 57,1 80,6 23,6 2142  478,7 88,5
Mai 51,0 64,4 294 6250 7603 4452
Jun 2238 354 <20,0 314,1 3940 2283
Jul 162,77  279,0 29,0  301,0 381,6 2104
Ago 35,7 65,1 <20  263,3 388,6 125,7
P2 Set 39,2 99,0 21,7 1753  223,1 126,3
Out 21,0 29,6 <20,0 1684 1873 157,0
Nov <20,0 <200 <20,0 763 101,2 34,1
Dez <20,0 <20,0 <20,0 41,14 733 <20
Jan 147,0 251,7 86,1 662,0 989,6 54373

P1/8 Fev 2970 346,5 271,8 804,1 985,1 673,1
LDT: Limite de Detec¢do da Técnica = 20pug.L"

P1/7

No presente estudo, foi verificado que as menores concentracdes de ferro dissolvido
(<20 pg.L™") foram encontradas nos meses de marco, junho, agosto, outubro, novembro e
dezembro de 2007. Os valores de pH da Zeu ao longo do periodo estudado estiveram

proximos a neutralidade, o que somado as condi¢des 6xicas da Zeu, pode ter contribuido para
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a baixa solubilidade do ferro. Concentragdes mais elevadas de ferro dissolvido (tabela 02)
foram encontradas no periodo de maior vazao (P1), quando ocorre a ressuspensiao das dguas
anoxicas do hipoliminio. Neste periodo também foram observadas maiores concentragdes de
ferro total, também decorrentes da ressuspensdao de formas particuladas (principalmente

Fe(OH)3) que se encontravam depositadas no sedimento, bem como devido a entrada de

particulas aldctones.

Rios de dgua clara, a exemplo do rio Jamari, sdo pobres em sedimentos em dreas que
possuem uma floresta densa, que protege os solos contra a for¢a erosiva da chuva (Junk,
1983). Exatamente esta protecdo estd sendo eliminada em grande escala, por causa dos
grandes projetos agropecudrios, de mineracao e industriais implantados na regido amazdnica,
em consequéncia da disponibilidade de energia hidrelétrica. Por isso, a erosdo pode aumentar
facilmente de 10 a 100 vezes. Os processos de erosdo e lixiviagdo do solo contribuem
significativamente para a entrada de macronutrientes, como o fésforo e o nitrogénio e
micronutrientes, a exemplo do ferro, nos ecossistemas aquaticos. A concentragdo de fésforo e
nitrogénio nas particulas organicas e inorganicas que compdem o solo estd relacionada a
composi¢do quimica caracteristica do solo de uma regido, e também a fatores como o uso e
ocupacdo do mesmo (Tundisi, 2003). O nitrogénio € um elemento essencial ao metabolismo
fitoplanctonico. A exploracdo do gas nitrogénio, abundante na atmosfera, € restrita a um
grupo de fotoautotréficos capaz de fixa-lo, desta forma, as principais formas de nitrogénio
inorganico dissolvido, disponiveis para o fitoplancton sdo os fons nitrato (NO3'), forma mais
abundante nos ambientes aqudticos, nitrito (NO,") e amonio (NH,"). As fontes de nitrogénio
para o ambiente aquatico sdo: a atmosfera, a entrada deste elemento pelos sistemas terrestres
ou a reciclagem do mesmo no préprio sistema aquético (Reynolds, 2006). Como fontes
antropogénicas citam-se os efluentes domésticos e industriais, o uso de fertilizantes na
agricultura e os excrementos de animais decorrentes da pecudria (Tundisi, 2003).

Com relacdo as formas inorganicas de nitrogénio, no presente estudo visamos
determinar as concentracdes de nitrato, nitrito e amodnio. Entretanto ndo foi possivel a
quantificacdo do nitrito, visto que é comum este elemento ocorrer em baixas concentra¢des
em 4guas naturais, pois € um componente intermedidrio resultante da redugdo bacteriana do
nitrato ou mais comumente da oxidacdo do amoénio (Camacho et al., 2003).

Com relacdo aos teores de nitrato (figura 08-a) nos meses de fevereiro e marco

(P1/2007), foram observados valores médios elevados, 571,8 pgL' e 423,9 ugL’,
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respectivamente. Nos primeiros meses doP3 os teores de nitrato diminuiram gradativamente,
registrando um valor médio de 105,1 ug.L" (junho) e 70,3 pug.L™" (julho). No P3 também foi
encontrada a concentracio minima de nitrato de todo o periodo estudado, 60,0 pg.L’
(setembro). Com o inicio das chuvas (P4) as concentra¢des de nitrato aumentaram, o més de
novembro registrou valor médio de 1.145,4 pg.L'. Assim, com o estabelecimento novamente
do periodo de cheia (P1/2008) nos meses de janeiro e fevereiro, os teores de nitrato
permaneceram elevados, 915 ,8ug.L'1 e 549,7ug.L'1, respectivamente.

Quanto aos valores de amonio (figura 08-b), durante P1/2007 e os dois primeiros
meses do P3 (junho e julho), foram encontrados os maiores valores médios deste fon na Zeu,
podemos citar o més de fevereiro com 78,3 ug.L™!' (P1/2007) e 0 més de julho com 66,2 ug.L™"!
(P3). Dentre os macronutrientes analisados, o amdnio foi o Unico que apresentou um
comportamento mais heterogéneo ao longo da Zeu, com os maiores valores sendo registrados
principalmente nas camadas mais profundas. Citam-se, por exemplo, os valores obtidos em
abril, 172,7 ug.L"' (3 m) e 152,0ug.L" (4 m), respectivamente. Nestes periodos, as camadas
mais profundas da Zeu foram caracterizadas por baixos valores de oxigénio dissolvido e,
como ja é sabido, baixos valores de oxigénio contribuem para a formacao do amonio (Wetzel,
1993). A menor concentracdo de amonio, (14,0 pg.L™") foi encontrada em dezembro (6 m).

O fésforo solivel reativo (PO4>) ou ortofosfato é um importante macronutriente para o
metabolismo do fitoplancton. O ortofosfato, forma dissolvida do fosfato, constitui a forma de
fosforo disponivel para o fitoplancton (Ferreira ef al., 2005). A principal fonte natural de
fosforo para os ambientes aqudticos continentais sdo as rochas da bacia de drenagem (Wetzel,
1993). Como fontes antrépicas, assim como as fontes de nitrogénio citam-se 0s excrementos
de animais, esgotos domésticos e fertilizantes (Tundisi, 2003). O fésforo frequentemente se
torna limitante a producdo primdria de ecossistemas aqudticos. Tal fato se deve a tendéncia de
formar compostos insoliveis associados a argilas e cdtions metélicos (Ferreira et al., 2005).
Concentragcdes de ortofosfato menores que 10 ug.L'1 sdo consideradas limitantes (Reynolds,

2006).

O comportamento sazonal do ortofosfato na Zeu é apresentado na figura 08-c. As
concentracoes de ortofosfato no P1/2007 apresentaram uma distribui¢io homogénea ao longo

da Zeu da estacdo M1, principalmente nas camadas mais profundas.
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Figura 08: Concentracdo de nitrato (a)

reservatério da U.H.E. Samuel (Fevereiro/2007 a Fevereiro/2008).
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Esse padrdo se estendeu até outubro (P3). Durante este periodo os valores médios de
ortofosfato na Zeu variaram de 50,5 pg.L" em marco e 9,0 pg.L" em agosto. Exceto o més de
julho, em que foi registrada uma concentracio elevada de ortofosfato (230 ug.L”, 1 m),
durante todo o P3 foram encontradas baixas concentracdes de ortofosfato, agosto, setembro e
outubro, apresentaram concentracoes médias de 9,0 ug.L'l, 14,0 p.Lg.L'1 e 20,0 p.Lg.L'l,
respectivamente. Novamente com o inicio das chuvas (P4/enchente) as concentracdes de
ortofosfato aumentaram. Em novembro o valor médio da Zeu foi de 131,1 pgL™,
concentracdo seis vezes maior do que a registrada no P3. Com o estabelecimento do periodo

de 4guas altas (P1/2008) a concentragdo de ortofosfato permaneceu elevada.

Morris & Lewis (1988) apud Kosten et al, (2009), sugeriram que em razdes molares
entre nitrogénio inorganico dissolvido e ortofosfato (NID:P) menores que 13:1, o crescimento

fitoplanctonico estaria limitado por nitrogénio e acima de 50:1 seria limitado por ortofosfato.

De acordo com Salas & Martino (1991), a maioria dos lagos tropicais da América do
Sul apresentam condigdes limitantes de teores de fésforo. Reynolds (2006) atribuiu como
concentracdo limitante de ortofosfato para crescimento do fitoplancton o valor de 10 pg.L™.
Apesar de apenas no més de agosto a média de ortofosfato na Zeu ter sido 9,0 pg.L™", durante
o P2, os meses de julho a novembro, apresentaram concentra¢des de ortofosfato menores que
a concentracdo limitante, em alguma camada da Zeu, indicando que no P2 a comunidade

fitoplanctonica esteve moderadamente limitada por P.

Em termos de concentracio de NID (ug.L™), ambientes com concentracdes abaixo de
100 pg.L" estariam limitados por nitrogénio (Reynolds, 1999). Se adotdssemos neste estudo
que ambientes com razdes molares abaixo de 13:1 teriam o crescimento fitoplanctonico
limitado por nitrogénio (Morris & Lewis, 1988 apud Kosten et al, 2009), 77% do periodo
estudado (considerando os valores médios de NID e ortofosfato da Zeu) estaria limitado por
NID, incluindo os meses de chuva (P1) que tiveram concentracdes de NID superiores a 200
ug.L™". Por esta razdo, adotamos a concentracdo de 100 pg.L"'de NID como limitante. Desta

forma o P3 também esteve moderadamente limitado por nitrogénio.

Assim como para o nitrato € o amonio, ficou claro para o ortofosfato que apesar de
serem encontrados valores mais elevados destes nutrientes nos meses de maior vazao

(P1/2007 e P1/2008), os mesmos foram assimilados pelo fitoplancton de forma mais eficiente
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nos meses que se seguiram, principalmente no P2 e P3, quando verificou-se seu consumo
refletido nos maiores valores de clorofila a. A figura 09 apresenta os valores de clorofila a
obtidos na Zeu da estagdo M1. Os menores valores foram encontrados entre o periodo de
outubro (média de 2,1 ug.L’l, P3) a fevereiro (média de 1,6 pg.L™" , P1/2008). Neste periodo
os valores de clorofila a estiveram distribuidos de forma homogénea na Zeu. Os maiores
valores médios foram registrados no P3 entre junho (média de 5,7 pg.L") e setembro (média
de 6,3 ug.L’l) acompanhando os dados de biomassa, que também foram mais elevados nesse
periodo (figura 10-a, b). Foi possivel observar também que os maiores valores de clorofila a,
nao foram encontrados na superficie da Zeu, mas sim nas camadas mais profundas, a maior
concentracdo de clorofila a obtida no periodo estudado, por exemplo,foi encontrada em

setembro (8,01 ug.L™)a 3 m de profundidade.

Os dados de clorofila a, somados aos dados de nitrato, amdnia e ortofosfato mostraram
claramente que o desenvolvimento do fitoplancton ndo dependeu apenas da presenca de
macronutrientes € micronutrientes no ambiente, fatores como estabilidade da coluna d” 4gua e
aumento da transparéncia, advindos da diminui¢do das chuvas intensas, foram importantes

para o desenvolvimento desta comunidade.

Profundidade (m)
Clorofila a(ng.L?)

Figura 09: Concentracdo de clorofila a na Zeu da estacdo M1 do reservatorio da U.H.E.

Samuel (Fevereiro/2007 a Fevereiro/2008).
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Como conseqiiéncia do maior tempo de retencdo, em periodos de menor vazao
afluente, a coluna d’ 4gua tornou-se menos turbulenta. Somado a presenca de nutrientes
oriundos do periodo de 4guas altas, o fitoplancton passou a se desenvolver melhor e, como
colocado por Huszar (2000), recuperou sua biomassa. Essa idéia é suportada pelos maiores
valores de biomassa (figura 10) e clorofila a encontrados no P2 e P3, mostrando a importancia

da estabilidade fisica do sistema para o crescimento fitoplanctonico.

E importante ressaltar que a menor biomassa fitoplanctonica no P1 também pode estar
relacionada a perda de biomassa em decorréncia do menor tempo de residéncia da dgua neste
periodo. Apesar desta varidvel ndo ter sido calculada para o periodo estudado, de acordo com
as normas operacionais das barragens, ao atingir a cota maxima permitida para operacao do
reservatorio, que em Samuel € de 87,4 metros (ELETRONORTE, 1998), hd a abertura dos

vertedouros visando controlar o nivel da 4gua do reservatério (Kelman et al., 2006).

O contrério ocorre em periodo de menor vazio, como o periodo de dguas baixas (P3),
quando o tempo de residéncia € maior, de forma que houve um acimulo de biomassa
fitoplanctonica na estacdo M1, em decorréncia desta estar situada a apenas 1,5 km da
barragem. Os valores de clorofila a encontrados no presente estudo estdo proximos aos
valores encontrados em outros reservatorios de usinas hidrelétricas da Amazonia. Fortes e
Pereira (2000), no reservatério de Tucurui (Pard) encontraram valor médio de clorofila a no
periodo de dguas baixas de 8,0 ug.L'l, valor minimo de 1,0 pg.L' e maximo de 15,0 ug.L'l. A
tabela 03 apresenta os valores médios, minimos e maximos das varidveis ambientais

estudadas mensalmente na Zeu no periodo de fevereiro/07 a fevereiro/08.

7z

Ja € bem estabelecido que a dominadncia de uma determinada espécie, ou uma
composi¢do particular fitoplanctonica, é resultado da combinag¢do de fatores ambientais
multidimensionais (Reynolds, 1984). No intuito de entender por que certas espécies
fitoplanctonicas se desenvolvem em certas condi¢des ambientais e prever sua distribuicao ao
longo dos gradientes ambientais, estudos ecoldgicos desta comunidade sdo necessdrios
(Litchman et al., 2010). Na regido amazodnica, apesar dos crescentes esfor¢os, sdo poucas as
publicacdes sobre a estrutura da comunidade fitoplanctonica (Huszar e Giani, 2004). Desta
forma, o presente capitulo também visa contribuir para preencher esta lacuna, principalmente

em decorréncia da drea de estudo constituir um ambiente de dguas claras, os quais sio0 menos

estudados no que tange a comunidade fitoplanctonica (Camargo e Miyai, 1988).
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Tabela 03: Valores médios, maximos e minimos das varidveis limnoldgicas estudadas na Zeu da estacdo M1 do reservatério da U.H.E. Samuel

nos periodos de dguas altas (P1/2007 e P1/2008), vazante (P2), dguas baixas (P3) e enchente (P4), fevereiro/2007 a Fevereiro/2008.

P1/2007 P2 P3 P4 P1/2008

Méd Max Min Méd Max Min Méd Max Min Méd Max Min Méd Max Min
pH 6.9 7,1 6,7 7,1 74 6,2 6,6 6,8 6,1 - - - 6,4 6,5 6,1
Alcalinidade (mgCaCO;.L™") 9,1 10,0 9,0 10,6 11,5 9,5 9,9 14,0 8,5 - - - 10,1 10,5 9,5
Temperatura (°C) 29,8 30,6 28,9 29,3 30,7 28,5 30,1 31,0 29,2 30,1 30,7 29,8 28,4 29,0 28,3
Oxigénio Dissolvido (mg.L™") 6,3 7,6 53 6,0 73 4,1 6,5 9,2 4.8 6,6 7,6 6,0 58 6,1 54
Nitrato (ug.L™") 498,0 766,7 341,2 2532 361,1 151,1 1194 6475 13,3 859,3  2.664,0 1442 732,8 12234 516,6
Nitrito (ug.L™) <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Aménio (ug.L'") 72,0 139,1 31,3 49,0 172,7 11,1 57,2 174,1 16,3 38,6 96,0 14,6 442 104,5 28,3
Ortofosfato (ug.L™") 46,0 125,7 273 30,6 40,1 17,0 17,8 230,4 8,7 156,2 2484 18,1 1454 1832 66,5
Ferro Dissolvido (ug.L™") 100,3 243,0 16,1 52,0 80,6 23,6 333 274.5 <20 <20 <20 <20 222,0 327,0 86,1
Ferro Total (ug.L™) 184,3 247,0 114,5 400,5 759.4 88,5 245,5 390,0 <20 58,7 110,2 20,6 733,0 990,5 5433
Zinco Dissolvido (ug.L™") <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Zinco Total (ug.L™) <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Manganés Dissolvido (ug.L™") <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Manganés Total (ug.L™") <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Cobalto Dissolvido (ug.L™") <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Cobalto Total (ug.L™") <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Cobre Dissolvido (ug.L'™") <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Cobre Total (ug.L™") <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Clorofila a (ug.L™) 2,7 33 1,8 4,0 7.4 1,6 4,7 8,0 1,6 22 32 1,1 2,1 33 0,4
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Segundo Huzsar e Silva (1999), em estudos que visam compreender os fatores que

regulam a biomassa total da comunidade fitoplanctonica ou a domindncia de grupos

3 -1
taxondmicos/associacdes/populacdes, os dados devem ser expressos em biovolume (mm .L )

-1
ou peso fresco (mg.L ), visto que assim € eliminada a marcada variabilidade de tamanho das
algas (10 a 10° um). A figura 10 (a, b) apresenta os dados de biomassa (biovolume) e a
porcentagem relativa dos grupos fitoplanctonicos encontrados na Zeu da estacio M1 do

reservatorio da U.H.E. de Samuel.

Durante os meses de fevereiro/07 a fevereiro/08, foram encontradas 66 espécies
fitoplanctonicas, entre cloroficeas (34 espécies, incluidas as zygnemaficeas, também
denominadas desmideas), cianobactérias (15 espécies), criptoficeas (5 espécies),
bacilarioficeas (7 espécies), dinoficeas (2 espécies), crisoficeas (2 espécies) e euglenoficeas (1
espécie), sendo estas duas dltimas agrupadas como outras. E importante enfatizar que dentre
as 66 espécies fitoplanctonicas encontradas apenas 22 espécies apresentaram, ao longo do
periodo estudado, um percentual de biomassa igual ou superior a 5% dentro da amostra (més),

com base em dados de biovolume. A relacdo destas espécies € apresentada na tabela 04.

As cloroficeas dominaram a comunidade fitoplanctdnica, no periodo de junho a
janeiro/2008, com maiores valores de biomassa obtidos no P3. As cloroficeas apresentaram
melhor desenvolvimento no P3, periodo com menor concentracdo de nutrientes, condi¢do
encontrada principalmente em agosto, setembro e outubro. A maior biomassa foi obtida em
agosto (0,57 mm°>.L"). Este grupo foi o que apresentou maior riqueza de espécies, sendo
encontradas 34 espécies distribuidas em 25 géneros. E valido ressaltar que o bom
desenvolvimento do fitoplancton registrado nos meses que apresentaram baixas concetragoes
de nutrientes nos periodos de menores vazdes, indica que tais nutirentes encontram-se na fase

particulada, ou seja, constituindo a biomassa.

As desmidias constituem um grupo importante em ambientes amazOnicos em termos
de diversidade e biomassa, visto que a maioria das espécies € apta a sobreviver em ambientes
com baixa disponibilidade de nutrientes (Brook, 1981 apud Huszar, 2000). A importincia
deste grupo na composicdo do fitoplancton de ambientes amazonicos € demonstrada por
alguns autores (Lopes e Bicudo, 2002; Melo e Souza, 2009). No presente trabalho foram

encontradas 8 espécies de desmideas, com duas espécies, Cosmarium sp e Staurodesmus

60



spapresentando elevada contribuicdo na biomassa anual de cloroficeas, 14,3% e 13,0%,

respectivamente.

Tabela 04: Relacdo das 22 espécies que contribuiram com biomassa igual ou superior a 5% na

amostra (més), evidenciando a contribuicdo que cada espécie apresentou dentro de seu grupo

taxondmico, e a contribuicdo de cada espécie para a biomassa fitoplanctonica total obtida no

periodo de fevereiro/07 a fevereiro/08.

Contribuicao Contribuicao com a Grupo
para a biomassa
biomassa anual | fitoplanctonica total

do grupo (%) (%)
Coelastrum reticulatum 32,2 15,6
Cosmarium sp 14,3 7,0
Staurodesmus sp 13 6,3 Chlorophyceae
Chloroccocales sp 1 (nid) 8,8 4,3

(Cloroficeas)
Chlorella homosphaera 6,2 3,0
Planktolyngbya limnetica 44.6 13,0
Merismopedia pundacta 15,0 4,3
Microcystis panniformes 10,5 3,0 Cyanobacteria
Aphanocapsa holsatica 9.5 2.7 (Cianobactérias)
Merismopedia tenuissima 8,7 2,5
Lemmermaniella parva 5,1 1,5
Peridinium sp2 57,8 2,7 Dynophyceae
Peridinium sp1 42,2 3,8
(Dinoficeas/Dinoflagelados)

Cryptomonas sp 554 3,0 Cryptophyceae
Cryptomonas brasiliensis 20,8 1,1
Chroomonascf acuta 18,2 1,0 (Criptoficeas)
Cryptophyceae (nid) 5,5 0,3
Trachelomonas 100 0,2 Euglenophycea
volvocina (Euglenoficeas)
Cyclotella sp 55,5 2.4 Bacyllarioceae
Eunotia sp 248 11 (Bacilarioficeas/Diatomdceas)
Urosolenia sp 8,3 0,4
Cromulina sp 97,2 0,5 Crysophyceae(Crisoficeas)
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As cianobactérias constituiram o segundo grupo de maior representatividade em

termos de biomassa (figura 10) e riqueza de espécies: 15 espécies distribuidas em 10 géneros
(figura 11-a b) H Cianobatérias H Cloroficeas B Criptoficeas
, b).
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Figura 10: Biovolume (a) e biomassa relativa (b) dos grupos fitoplanctdonicos encontrados na

Zeu (amostra integrada) da estacdo M1 do reservatério da U.H.E. de Samuel (Fevereiro/07 a

Fevereiro/08).

As cianobactérias apresentaram bom desenvolvimento nos meses de maior vazao (P1 e
P2), mais precisamente em marco e maio, € em novembro e dezembro (P4), periodo de maior
precipitacdo. A biomassa de cianobactérias diminuiu significativamente em fevereiro/2007,
janeiro e fevereiro/2008, meses de elevadas intensidades pluviométricas. Em outubro ocorreu

diminuicdo de biomassa ndo apenas de cianobactérias, mas de todos os grupos
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fitoplanctonicos. Esta queda certamente estd relacionada com as baixas concentracdes de
nutrientes dissolvidos em decorréncia da menor vazao (final do P3). Em outubro/2007 as
concentracdes de nutrientes ja estavam consideravelmente baixas (figuras 8-a,b,c) condi¢des
estas que nao favoreceram o desenvolvimento de cianobactérias (Chen, 2009). Ao contrario, o
aumento da biomassa fitoplanctonica, incluindo as cianobactérias, em novembro e dezembro
provavelmente ocorreu devido a entrada de nitrogénio e fosforo no reservatério em

decorréncia do aumento da vazio.

A espécie Synecocystis cf parvula, apesar da baixa biomassa (1% da biomassa de
cianobactérias ao longo do periodo estudado), foi a tnica presente em praticamente todos os
meses, exceto marco. A espécie Planktolyngbya limnetica apresentou as maiores biomassas,
destacando-se os meses de novembro e dezembro/2007. Os meses de maior riqueza de
cianobactérias foram maio, com 7 espécies e o periodo entre junho e dezembro com 11

espécies (figura 11-a, b).

As 6 espécies de cianobactérias com maior contribui¢do na biomassa deste grupo estao
relacionadas na tabela 04. Em termos de contribuicao ao fitoplancton total ao longo de todo o
periodo estudado, a espécie com maior destaque foi Planktolyngbya limnetica com 13,0%

(tabela 4).

A instabilidade fisica e quimica gerada na coluna d” d4gua em decorréncia dos meses de
maior pluviosidade (janeiro e fevereiro) acarretou uma diminui¢io acentuada na biomassa de
cloroficeas e principalmente de cianobactérias. Com isso, houve a oportunidade para que
outros grupos com espécies adaptadas a ambientes com maiores concentracdes de nutrientes,
baixa intensidade luminosa e condi¢des de mistura se desenvolvessem (Reynolds, 2006), a
exemplo das dinoficeas, terceiro grupo em termos de contribuicdo de biomassa anual no
fitoplancton (6,5%). As dinoficeas foram representadas pelas espécies Peridinium spl e
sp2(tabela 04).0 quarto grupo com maior contribui¢do na biomassa fitoplanctdnica total ao
longo do periodo estudado foram as criptoficeas (5,4%). Dentre as 4 espécies encontradas
(tabela 04), se destacaram as espécies Cryptomonas spe Cryptomonas brasilliensis, as quais

contribuiram com 55,4% e 21,0% da biomassa de criptoficeas, respectivamente.

As euglenoficeas foram representadas por uma unica espécie, Trachelomonas

volvocina, presente apenas em novembro, € com contribui¢cdo de biomassa ao fitoplancton de
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5,4% ao longo do periodo estudado. As diatoméceas (Bacilarioficeas) contribuiram com 4,4%
da biomassa total do fitoplancton. A espécie Cyclotela sp, foi a unica presente em
praticamente todos os meses de coleta, exceto janeiro/2008, mostrando sua plasticidade
adaptativa ao longo da sazonalidade. As crisoficeas representadas pelas espécies Mallomonas
sp € Chromulina sp contribuiram com apenas 0,5% da biomassa total fitoplanctonica. No

entanto, Chromulina sp, contribuiu com 97,5% da biomassa de crisoficeas (tabela 04).
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Figura 11: Biovolume (a) e biomassa relativa (b) das espécies de cianobactérias encontradas
na Zeu (amostra integrada) da estagcdo M1 do reservatério da U.H.E. Samuel (Fevereiro/2007
a Fevereiro/2008).
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Analise Multivariada das variaveis ambientais e das espécies fitoplanctonicas

Com o objetivo de verificar a correlacdo existente entre as varidveis ambientais
(limnoldgicas) analisadas e as 22 espécies fitoplanctonicas descritoras do ambiente, ou seja,
aquelas que apresentaram contribuicao igual ou maior que 5% para a biomassa relativa em
cada més ao longo do periodo estudado, foram aplicadas aos dados duas técnicas
multivariadas: Andlise de correspondéncia ndo tendenciosa (DCA) e Andlise de

Correspondéncia Candnica (CCA).

A DCA apresentou autovalores de 6,9 refletindo uma distribuicio multimodal dos
dados e neste caso indica-se a aplicagdo da Andlise de Correspondéncia Canonica (CCA).
Também foi conduzido na CCA o teste de permutacdo de Monte Carlo, o qual informa através

do valor de p se o teste estatistico foi significativo.

A CCA apresentou uma explicacdo total da variabilidade dos dados igual a 45,9%,
com 21,5% no eixo 1 e 24,4% no eixo 2. Apesar do teste de Monte Carlo ter indicado que a
andlise ndo foi significativa (p>0,05), em decorréncia do baixo nimero de amostras (meses),
observou-se a formacdo de 3 grupos fitoplanctonicos (figura 12). As correlagdes s@o

apresentadas na tabela 05.

Os resultados obtidos através da CCA foram discutidos com base no sistema de
classificacdo do fitoplancton desenvolvido por Reynolds (2002, 2006), denominado grupos
funcionais. Cada grupo funcional € constituido por espécies fitoplanctonicas que apresentam
respostas semelhantes a uma dada condi¢do ambiental. Sdo apresentados 32 grupos
funcionais, os quais foram codificados alfa numericamente, e geralmente esses grupos sao

polifiléticos (Reynolds et al, 2002; 2006).

Em decorréncia de algumas das 22 espécies trabalhadas ndo estarem incluidas na lista
de espécies proposta por Reynolds (2002; 2006), foram utilizadas outras referéncias
bibliograficas (Huszar et al., 2000; Padisak et al., 2009), e também foram consideradas as
caracteristicas morfologicas e os periodos em que as espécies apresentaram melhor

desenvolvimento.
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Figura 12: Projecdo do resultado da Anélise de Correspondéncia Canonica (CCA). AA: aguas
altas; AB: dguas baixas; 1: fevereiro, 2: marco, 3: abril, 4: maio, 5: junho, 6: julho, 7: agosto,
8: setembro, 9: outubro, 10: novembro, 11: dezembro (2007), 12: janeiro e 13: fevereiro
(2008). Uro: Uosolenia sp, Aho: Aphanocapsa holsatica, Cbr: Cryptom brasilliensis, Mpa:
Microcystis  panniformes, Tem: Merismopedia tenuissima, Cyc: Cyclotela sp, Cos:
Cosmarium sp, Eut: Eunotia sp, Cre: Coelastrum reticulatum, Pli: Planktolyngbya limnetica,
Lpa: Lemmermanniella parva, Mpu: Merismopedia punctata, Chrom: Cromulina sp, Sta:
Stauradesmus sp, Tvo: Trachelomonas volvocina, Chl: Chloroccocales, Per 1: Peridinium
spl, Chroo: Chroomonas cf acuta, Chm: Chlorella homosphaera, Per2:Peridinium sp2,

Cryp:Chryptophyceae, Crypo:Cryptomonas sp.
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Tabela 05: Correlacdo das varidveis ambientais e das espécies nos eixos 1 e 2 resultantes da

Andlise de Correspondéncia Candnica (CCA).

Variaveis Abreviacoes Eixo 1 Eixo 2
Nitrato NO3 0.1612 -0.0410
Amoénio NH4 -0.0562 0.4096
Fosforo soluvel reativo PO4 0.3234 -0.1027
Temperatura T® -0.6965 -0.1277
pH pH -0.0982 0.6686
Alcalinidade Alcal -0.1333 -0.4396
Clorofila a Chl a -0.3590 -0.2239
Ferro dissolvido Fe dis 0.8338 0.1525
Vazao Vaz 0.5078 0.8080
Zona eufética Zeu -0.6983 -0.5397

O primeiro grupo, posicionado mais proximo ao eixo 1 (figura 12), esteve
correlacionado com os maiores valores de ferro dissolvido e de vazdo afluente, bem como
com a diminuicao da zona euf6tica, varidveis estas relacionadas ao periodo de dguas altas da
regido (P1). Este grupo foi composto por espécies usualmente pequenas e com bom
desenvolvimento em ambientes com concentragdes de nutrientes elevadas e tolerantes a baixa
intensidade luminosa. Sdo elas, as dinoficeas, Peridiniun spl e sp2, e criptoficeas, como
Cryptomonas sp e Chroomonas cf acuta (Y). Também esteve presente no grupo 1, a

cloroficea Chlorella homosphaera (XI).

O segundo grupo formado pela CCA, posicionado do lado esquerdo do eixo 2 (figura
12), teve melhor desenvolvimento quando a Zeu se encontrava com pH neutro e com maiores
concentracoes de amonio, caracteristicas registradas principalmente nos meses de margo e
abril (P1). No grupo 2, encontram-se as cianobactérias Aphanocapsa holsatica (K),
Microcystis panniformes (M) e Merismopedia tenuissima (Lo), todas espécies coloniais. A.
holsatica e M. panniformes, se desenvolvem melhor em ambientes eutréficos, misturados e
com baixa intensidade luminosa, caracteristicos do periodo de cheia, o que corresponde ao

melhor desenvolvimento deste grupo no P1 e P2 (vazante).

As cianobactérias do grupo 2, foram correlacionadas com valores de pH mais

elevados. O pH € uma varidvel importante para o desenvolvimento das cianobactérias. Estudo
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realizado por Giraldez-Ruiz et al., (1999) demonstrou que este grupo pode assimilar
bicarbonato como fonte de carbono. Em decorréncia dessa aptidao fisiolégica, as
cianobactérias podem ter seu crescimento favorecido quando presentes em ambientes com pH
entre 7,5 e 10. Uma vez que a fracdo de CO, diminui com o aumento do pH, cianobactérias
em geral tendem a ser boas competidoras em condicdes de pH neutro e baixas concentra¢des
de CO,, j4 que possuem mecanismos para sequestrar o carbono em uma variedade de formas
(Badger e Pricer, 2003).

As cianobactérias do grupo 2 (M. panniformes, M, tenuissima e A. holsatica)
apresentaram melhor crescimento quando as concentracdes de amonio na Zeu foram maiores.
A preferéncia por esta forma nitrogenada pelo fitoplancton decorre do fato de ser a forma
mais reduzida de nitrogé€nio inorganico encontrada, cuja assimilacdo requer menor gasto
energético (Muro-Pastor et al., 2005). Moisander et al., (2009), demonstraram através de
experimento de enriquecimento em mesocosmos, que o crescimento de Microcystis sp foi
favorecido quando a fonte de nitrogénio inorganico adicionada continha uma propor¢ao maior
de amoénia em relacdo ao nitrato, Pearler al (2011) em experimentos de enriquecimento
também observaram este comportamento, tendo em vista diferentes espécies de Microcystis

serem boas competidoras por amodnia (Kappers, 1980 apud Pearlet al, 2011).

Dentre as cianobactérias do grupo 2, a espécie M. tenuissima (LLo) posicionou-se
proximo ao grupo 3 (P3), devido ao fato de pertencer a um grupo funcional de espécies de
ambientes mesotréficos e quentes, visto que foram registradas temperaturas mais altas no P3

(4guas baixas). Também constituiu o grupo 2 a diatomdacea Urosolenia sp (A).

O grupo 3 (figura 12) foi o grupo mais diverso, constituido por cloroficeas,
cianobatérias, diatoméceas e euglenoficea, as quais se desenvolveram melhor no periodo
aguas baixas (P3). Compuseram este grupo: as desmideas Cosmarium sp e Sataurodesmus sp
pertencentes ao grupo funcional N, caracteristicas de ambientes mesotroficos; a cloroficea
Coelastrum reticulatum (J) com habitat em ambientes ricos em nutrientes; e a diatomacea
Cyclotela sp (A), tolerante a ambientes com deficiéncia de nutrientes. Também compoOs este

grupo a euglenoficea Trachelomonas volvocina (W), de ambientes mesotréficos.

Dentre as cianobactérias, as espécies com melhor desenvolvimento P3 foram as

espécies coloniais Merismopedia punctata € Lemmermanniela parva (Lo), caracteristicas de
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ambientes mesotréficos e quentes, e a cianobactéria filamentosa de ambientes tirbidos

Planktolyngbia limnetica (S).

E fato que a diminui¢do dos indices de pluviosidade e consequentemente da vazio,
refletem em uma menor entrada de nutrientes aloctones. No entanto, é no periodo de dguas
baixas que os nutrientes advindos do periodo de dguas altas serdo utilizados de forma mais
eficiente pelo fitoplancton, hipdtese esta suportada pelos valores mais elevados de clorofila a
e de biomassa no P3. Este resultado mostra a importancia de um ambiente menos turbulento
para o desenvolvimento do fitoplancton. Resultado semelhante foi encontrado por Perbiche-
Neves et al., (2011), com as maiores biomassas ocorrendo no periodo de seca, em decorréncia
também da maior deposi¢do do material particulado, que refletiu no aumento da transparéncia
da 4dgua em diferentes pontos do rio Iguacu (Curitiba/PR). No Lago tropical Tana (Eti6pia) a
maior estabilidade da coluna d’dgua também foi decisiva para o crescimento fitoplanctonico

(Wondie et al., 2007).

Uma vantagem que as cianobactérias t€ém sobre os demais grupos fitoplanctonicos,
principalmente em periodos de competi¢do por nutrientes, € o fato de serem capazes de
estocar fésforo na forma de polifosfatos (Murr, 1999). E possivel que as espécies que
apresentaram bom desenvolvimento no periodo de seca, contivessem granulos de polifosfato,

estocados principalmente no periodo de cheia.

Apesar da espécie Microcystis panniformes ter tido uma contribuicdo a bioamassa
total de cianobactérias ao longo do periodo estudado de apenas 12,8%, esta foi a tGnica espécie
da qual foi possivel isolar uma linhagem visando experimentos laboratoriais (capitulo 3). Por
esta razdo, a discussdo dos fatores ambientais que regem o crescimento desta espécie foram

aprofundados.

Em decorréncia da drea do reservatorio de Samuel ser constituida principalmente por
latossolos, cuja caracteristica sdo os elevados teores de ferro, além deste micronutriente
(juntamente com a vazdo) ter contribuido para explicar a distribuicdo das espécies
fitoplanctonicos na CCA, este aspecto foi levado em consideragdo. A figura 13 traz a relagc@o
entre a vazdo e as concetracdes de ferro dissolvido (a) e variacdo da densidade de M.

panniformes obtidos nos planos de ordenagao do primeiro e segundo eixo da CCA(b). Através
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da representacdo foi possivel observar que as maiores densidades de M. panniformes foram

obtidas em periodos com baixa concentracdo de ferro dissolvido.

1000

Vazao

0 Fe dis 350 4 Densidade de M. panniformes 8

Figura 13: Relacdo entre vazao e ferro dissolvido obtida a partir do resultado da CCA (a) e
variagdo da densidade de M. panniformes obtidos nos planos de ordenagao do primeiro e
segundo eixo da CCA. As isolinhas foram geradas pelo CANODRAW com base na regressao

usando um modelo linear geral (GLM).

Tem sido cada vez mais frequentes os estudos que relacionam o crescimento de
diferentes espécies de Microcystis e a produgdo de microcistinas ao micronutriente ferro
(Lukac & Aegerter, 1993; Utkilen e Gjolme, 1995, Amé e Wunderlin, 2005, Xing et al.,
2007; Nagai et al., 2007; Li et al., 2009, Alexova et al., 2011). Estudos com linhagens de
Microcystissp realizados em laboratério (Lukac & Aegerter, 1993; Kasakowska et al., 2007;
Xing et al., 2007), tem demonstrado que o déficit de ferro no meio de cultura, acarreta um
menor crescimento celular. Entretanto, em decorréncia de outros estudos demonstrarem que
Microcystissp é capaz de estocar ferro intracelularmente (Utklen& Gjolme, 1995; Xing et al.,
2007), é possivel que as células de M. panniformes do presente estudo apresentassem

concentracdes de ferro intracelulares suficientes para um bom crescimento.

Dentre os 9 géneros em que se distribuem as 15 espécies de cianobactérias
encontradas na Zeu ao longo do periodo estudado, 4 géneros (Synechocystis, Synechococcus,
Aphanocapsa e Microcystis) e 1 ordem (Oscillatoria), possuem espécies ja registradas como

produtoras de cianotoxinas (Sivonen e Jones, 1999; Sant’ Anna & Azevedo, 2000; Williams et
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al., 2001). Dentre estas, diferentes espécies do gé€nero Microcystis sdo produtoras de

microcistinas (Sivonen e Jones, 1999; Williams ef al., 2001)).

Com relacdo aos valores de microcistina total nas amostras de 4gua total da Zeu
(figura 14) foi possivel observar que os maiores valores foram encontrados no periodo P1/7 e
P1/8). A concentragdo de microcistina total ao longo de cada metro de profundidade da Zeu
foi heterogénea nos meses de mar¢go/07 e fevereiro/08. Como exemplo desta heterogeneidade,
cita-se 0 més de fevereiro/08, quando foi encontrado valor maximo 35x maior (1,26pg.L™)
que o valor minimo (0,036pg.L") em profundidades distintas, ] m e 3 m, respectivamente.
Certamente este resultado é decorrente do fato de a maior concentragdo da microcistina

encontrada na dgua ser intracelular e a maior concentragdo de células estarem na superficie.

Os valores de microcistinas na dgua encontrados na estacdo M1 do reservatério de
Samuel sdo similares aos valores encontrados por Vieira et al., (2005) no Lago Bolonha em
Belém, Pard, em estudo temporal realizado entre julho/1999 e junho/2000. O Lago Bolonha
constitui um lago artificial destinado ao abastecimento publico, mas por estar localizado em
regido metropolitana recebe constantemente efluentes domésticos sem tratamento. Desta
forma, nos pontos em que estes lancamentos ocorrem, hd o maior crescimento de
cianobactérias, principalmente M. fernandoi e consequentemente maior concentracdo de
microcistina na d4gua. O maior valor encontrado por estes autores foi de 1,25 pg.L”, registrado
no periodo de seca (agosto/1999), coincidindo com o maior crescimento de Microcystis
fernandoi (20.000 células.mL’l). No periodo de cheia (mar¢o/2000) os valores foram menores

que 0,14 pg.L" e a densidade de M. fernandoi igual a 2.615 células.mL™.
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Figura 14: Boxplot mostrando os valores de microcistina total encontrados na Zeu da estagdo
M1 do reservatério da U.H.E. Samuel (Fevereiro/2007 a Fevereiro/2008). As caixas
representam o interquartil (25-75%), as barras o intervalo de variagdo e as linhas horizontais

representam os valores medianos.

No reservatério de Samuel, em marco/07, quando houve maior crescimento de M.
panniformes, sua densidade foi de 1.030 células.mL' e a concentracio de microcistina na
superficie da dgua foi igual a 0,75 pug.L™". No Lago Bolonha, no periodo de maior crescimento
de M. fernnandoi a densidade foi de 20.000 células.mL™’ e a contracdo de microcistina na
superficie foi igual a 1,25ug.L”'. Ao comparar estes dados, nota-se que o potencial de
producdo de microcistina no reservatério de Samuel € maior. Esta diferenca pode estar
relacionada com o fato de serem espécies distintas, possuirem caracteristicas genéticas
relacionadas a produgdo de microcistinas distintas ou mesmo por estarem em ambientes
diferentes. Como comparacdo, amostras de dgua bruta oriundas de uma flora¢do constituida
por Anabaenasp (principalmente) e Microcystis sp no rio Tapajés, Pard, apresentaram
concentracdes de microcistina variando de 0,23-0,55 ug.L'l, a densidade de células de
Anabaena sp e Microcytis sp nao foi mencionada por Vieira (2005). Reservatorios tropicais
hipereutréficos, como o reservatorio Kranji, Singapura, com elevada densidade de Microcystis
sp(10” célular.ml™), apresentaram concentracdes de microcistina na dgua variando de 0,50-

14,40ug.L’" (Te e Jin, 2011).
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Normalmente se verifica que as varidveis ambientais estdo relacionadas tanto ao
desenvolvimento das cianobactérias como 2 produgio de cianotoxinas. E cada vez maior o
numero de trabalhos que objetivam verificar esta questio, sejam através de estudos com cepas
em laboratorio (Jiang et al., 2008; Jahnichen et al., 2011) ou no ambiente natural (Joung et
al.,2011; Xu et al., 2011). Com este mesmo objetivo, foram realizadas andlises de correlagdo
de Pearson entre as varidveis nitrato, amonia, ortofosfato, temperatura, pH e ferro dissolvido e
a concentracdo de microcistina total obtida na dgua bruta. Apesar das baixas correlagdes
obtidas (tabela 06), pode-se observar que o nitrato, o ortofosfato e o ferro dissolvido

apresentaram correlagdes significativas (p<0,05).

Tabela 06: Resultado das correlacdes de Pearson () entre as concentragdes de microcistina
total e as varidveis ambientais encontrados na Zeu na estacdo M1 do reservatério da U.H.E.

de Samuel (Fevereiro/07-Fevereiro/08).

Variaveis Indice de correlacao Valor de P
Nitrato 0,369 <0,05
Amonio 0,078 >0,05
Fosfato 0,319 <0,05
Temperatura -0,131 >0,05
pH 0,067 >0,05
Ferro dissolvido 0,226 <0,05

O nitrato apresentou melhor correlacio com a concentragdo de microcistina na dgua
total. Estudos tém demonstrado (Vézie et al., 2002; Davis et al., 2009) que as linhagens
téxicas de Microcystis sp tem uma exigéncia maior de nitrogénio do que as linhagens nao
téxicas. Certamente, tal comportamento decorre do fato de a molécula de microcistina ser rica
em nitrogénio, bem como as enzimas que atuam em sua sintese (O’Neilet al., 2012). A
concentracdo de microcistina-LR na populacdo natural de um ambiente tropical, Lagoa
Durgakund, India, foi analisada ao longo de uma série temporal por Srivastavaet al., (2012) e
correlacionada com diferentes varidveis ambientais. Apesar dos baixos coeficientes (rz)
obtidos, a varidvel com melhor correlacio positiva foi o periodo de chuva (r°=0,534), o que se
atribui a entrada de nutrientes, tal qual observado neste estudo. Diferentes espécies de
cianobactérias, principalmente Microcystis sp, tem sido associadas a ambientes eutroficos e

hipereutréficos e com maiores densidades nos periodos de chuva (Okello et al., 2010). A
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sintese de microcistina tem sido positivamente correlacionada com compostos inorganicos
nitrogenados (Downing, 2005, Daier al., 2008). No presente estudo a CCA mostrou o
desenvolvimento de M. paniformes correlacionado com altos valores de amo6nia. O pH foi
outra varidvel importante ao desenvolvimento de M. panniformes, varidvel esta
correlacionada com a sele¢do de gendtipos produtores de microcistina em populacdes naturais
de Microcystis (Xu et al., 2011).

Apesar de M. panniformes ter apresentado bom desenvolvimento em baixas
concentracoes de ferro, a exemplo de marco e junho/07, é possivel que o aumento da sintese
de microcistina tenha ocorrido em decorréncia do uso de ferro anteriormente estocado nas
células (Utkilen e Gjome, 1995; Nagai et al., 2007; Li et al., 2009). Outros estudos sugerem
que baixas concentragdes de ferro no meio estimulariam a sintese de microcistina (Sevilla et
al., 2008) e que a toxina funcionaria com um quelante mantendo o ferro na fase dissolvida
(Lukac e Agerter, 1993).

Em suma, no reservatorio de Samuel, entre fevereiro de 2007 e fevereiro de 2008, as
cianobactérias dominaram os demais grupos fitoplanctonicos em apenas 15% do periodo
estudado (mar¢o e maio), as cloroficeas constituiram o grupo com melhor desenvolvimento,
61%. AlteracOes nas caracteristicas limnoldgicas da 4dgua ao longo do ciclo hidrolégico
permitiram que as seis principais espécies de cianobactérias apresentassem bom
desenvolvimento em diferentes periodos do ciclo hidrolégico. Em meses de maior vazao as
espécies Aphanocapsa holsatica, Microcystis panniformes e Merismopedia tenuissima
apresentaram bom desenvolvimento. Tais espécies tiveram maior contribui¢do no periodo em
que as cianobactérias dominaram o fitoplancton (margo e maio), especialmente A. hosaltica e
M. pannoformes e estiveram relacionadas a valores de pHneutros e a maiores concentragdes
de amonia. Em meses de menor vazdo as principais espécies de cianobactérias foram
Lemmermanniela parva, Merismopedia punctata, associada a temperaturas mais altas e

Planktolyngbya limnetica, associadas a ambientes tirbidos.

Quanto a relacdo entre as varidveis ambientais € as concentragdes de microcistina na
agua (fracdo dissolvida+seston), apesar da baixa correlagdo, as varidveis nitrato, ortofosfato e
ferro dissolvido foram significativamente correlacionadas as concentracdes de microcistina
dissolvida. Durante maior parte do periodo estudado, as concentracdes de microcistina na
dgua bruta foram menores que 1,0 ug.L'l, concentragdo mdixima permitida para dgua tratada
destinada ao consumo humano estipulada pela portaria 2.914/MS/2011, excecdo para
fevereiro/2007.
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CAPITULO IT
Efeitos da adic¢do de nutrientes sobre a comunidade fitoplanctonica (énfase em Cyanobactéria)

do reservatorio da Usina Hidrelétrica de Samuel: estudo em microcosmos.

INTRODUCAO

O aumento das concentracdes dos nutrientes nitrogénio (N) e foésforo (P) nos
ambientes aqudticos causa mudancas na estrutura, dindmica (Tilman, 1982) e biomassa
(Jarvinen, 1999; Gonzdles, 2000) da comunidade fitoplanctonica. Mudangas na biomassa sao
representadas, por exemplo, por floragdes de cianobactérias (Anderson et al., 2002, Carpenter,
2008; O’Neil et al., 2012). Entretanto, ndo apenas o aporte de nutrientes causa mudanga na
estrutura e biomassa de uma comunidade fitoplanctonica, mas também outros fatores
ambientais tais como luz (Carter, et al., 2005; Domingues et al., 2011), temperatura (Reay,
2001), predacao (Tijdens et al., 2008), mistura vertical (Liu et al., 2012), além das

necessidades nutricionais inerentes a cada espécie (Reynolds, 2006).

Com relag@o aos macronutrientes N e P, alguns autores sugerem que nos ambientes de
dgua doce o crescimento do fitoplancton, incluindo cianobactérias, € limitado pela
disponibilidade de P (Likens, 1972; Shindler, 1977, Schindler et al.,, 2008). Quando
comparado a outros elementos importantes para o metabolismo fitoplanctonico, como o
carbono e o nitrogénio, o fésforo € menos abundante. O fésforo inorganico dissolvido, forma
quimica assimilada pelos produtores primarios, constitui menos de 5% do P presente em
ambientes de dgua doce livres de fontes antrépicas, demonstrando sua ripida assimilacdo

pelos produtores primarios (Wetzel, 1993).

Aproximadamente 90% encontra-se na forma organica como constituinte celular ou
adsorvido a particulas inorganicas (Wetzel, 1993), sendo os minerais fosfatados, presentes em
rochas e solos da bacia de drenagem, uma importante fonte de P. Logo sua disponibilidade em
dguas naturais é baixa (Reynolds, 2006). O P ¢é considerado por alguns autores como o
nutriente regulador da formacao de floracdes de cianobactérias,, pois elevadas concentragdes
de P podem favorecer floracdes constituidas por espécies de cianobactérias capazes de fixar N

atmosférico por meio de células diferenciadas denominadas heterocitos, capazes de suprir seu
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requerimento por este nutriente (Smith, 1990; Golden & Ho-Sung, 1998; Shindler et al.,
2008).

Apesar da abundancia do nitrogénio na atmosfera, a crosta terrestre apresenta baixas
concentracoes deste elemento. Fontes naturais importantes das principais formas inorganicas
de nitrogénio assimiladas pelo fitoplancton (nitrato, nitrito e amodnia) sdo a conexao do
ambiente aqudtico com o terrestre e a reciclagem do N dentro do préprio sistema (Reynolds,
2006). Sendo assim, a produtividade priméria também pode ser limitada por N (Heck et al.,
1993; Pedrosa et al., 2007, Pearl, 2011). Condicdes de limitacio de N favorecem uma
pequena parcela de fotoautotréficos (cianobactérias fixadoras de N,), enquanto que o excesso
de N em um corpo d’ dgua pode favorecer o crescimento de espécies de cianobactérias ndo

fixadoras de Nj, a exemplo de Microcystis sp (Pearl et al, 2011).

Quando as concentracdes de P e de N encontram-se abaixo do minimo necessirio ao
crescimento fitoplancténico, que corresponde a 10 pg.L”' de P e 130 pg.L"' de nitrogénio
inorganico dissolvido, considerando a razdo molar N:P 13:1 a co-limitacdo pode ocorrer
(Reynolds, 2006, Morris & Lewis, 1988 apud Kosten et al, 2009). Smith, (1983) e Smith e
Bennet, (1999) propuseram que baixas razdes N:P podem favorecer a dominéncia de
cianobactérias por estas serem melhores competidoras por N em situacdes de escassez,
situacdo que pode ocorrer quando hd um aumento do suprimento de P no corpo d” dgua. No
entanto, concentragdes elevadas de ambos, N e P, também podem regular o crescimento
fitoplanctonico bem como as floragcdes de cianobactérias, sejam simultaneamente ou
isoladamente, favorecendo diferentes espécies ao longo do tempo (Xu et al, 2010; Pearl et al,

2011).

Experimentos adicionando nutrientes tais como P, N, Fe, Si etc, seja simultaneamente
ou isoladamente, ja foram realizados,sobretudo em ambientes temperados, para elucidar
questdes acerca da limitagdo de nutrientes para o fitoplancton (Jarvinem et al., 1999, Zohary
et a.l, 2005, Li et al., 2012) e também para verificar os efeitos da eutrofizacdo sobre esta
comunidade (Piehler et al., 2004; Wang et al., 2011). O aporte destes nutrientes pode resultar
na incidéncia de floracdes, principalmente de cianobactérias potencialmente téxicas (Codd,
2000; Howard, 2008). Estudos que identifiquem fatores ambientais relacionados ao
desenvolvimento de cianobactérias nos sistemas aqudticos sdo importantes, pois podem

contribuir para a prevencdo e o controle de floracdes (Elke & Claudia, 2007; Dai et al., 2008).
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O reservatdrio de Samuel apresenta, principalmente em sua margem esquerda, extensas dreas
desmatadas utilizadas para agricultura e principalmente para a pecudria (vide topico
caracterizacdo ambiental da sub-bacia do rio Jamari). No entanto, ndo seria adequado inferir
que o reservatdrio estd em processo de eutrofizagdo nos moldes dos ambientes aquaticos da
regido Sudeste, por exemplo, que recebem elevadas cargas de nutrientes decorrentes
principalmente dos efluentes domésticos e industriais (Tundisi & Matsmura-Tundisi, 1990).
Sabe-se que o solo desprotegido acarreta a maior entrada de nutrientes nos sistemas aquaticos,
sejam eles provenientes de fontes naturais ou antrépicas, como o uso de fertilizantes (Mortatti

et al, 1997; Bonilla, 2005).

No ambiente marinho, além de estudos experimentais acerca das respostas do
fitoplancton frente a adi¢do de P e N (Hein et al., 1995; Schliiter, 2008; Larato et al,. 2010),
outros trabalhos tem evidenciado a importancia do ferro (Fe) para o crescimento do
fitoplancton (Vuorio et al., 2005; Timmermans et al., 2005; Petrou et al., 2011; Buesseller, et
al., 2012), visto que em sistemas peldgicos marinhos este micronutriente € considerado
limitante (Martimet al., 1990; Martin, et al., 2004, Boyd et al., 2007). Entretanto, sdo raras as
pesquisas experimentais (North et al., 2007) acerca do efeito do enriquecimento ou limita¢do
do ferro em ambientes aqudticos continentais. Tal fato justifica-se pois nestes ambientes
concentracdes mais elevadas de Fe sdo observadas, na ordem de ppb (Martins et al., 1997,
Duckworth, et al., 2009) ou ppm em ambientes poluidos (Madruga et al., 2008; Menezes et
al., 2009). J4 em algumas regides dos oceanos estas concentracoes podem ser encontradas na
ordem de ppt (De Barr et al., 1990; Buma et al., 1991). No ambiente terrestre, as maiores
concentracdes de ferro encontram-se nas rochas e solos (Canfield et al., 2005; Zouet al.,
2011). Os latossolos caracteristicamente apresentam elevados teores de ferro (Campos et al.,
2003) e constituem o grupo de solos mais representativo na sub-bacia do rio Jamari (ZSSE-
RO, 2002). De fato, o ferro em sua forma dissolvida foi detectado durante o estudo de campo

(capitulo I) neste trabalho.

No intuito de verificar o efeito da adi¢do de nutrientes assim como de ferro sobre a
composi¢do do fitoplancton, com especial atencdo as populagdes cianobactérias de um
reservatorio amazonico (reservatério da U.H.E. de Samuel), e verificar se este aporte pode
favorecer a dominéncia deste grupo neste ambiente, um estudo em microcosmos foi realizado,

configurando o capitulo II desta tese.
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MATERIAL E METODOS

Montagem do experimento

Para a montagem do experimento de adi¢do de nutrientes foram coletados 100L de
dgua na superficie da estagdo M1 do reservatério de Samuel no dia 01/09/10. A dgua coletada
foi levada para a sala de cultivo de microalgas do Laboratério de Biogeoquimica
Ambiental/Universidade Federal de Rondonia, local onde o experimento foi montado e

executado.

A 4gua coletada para a realizac@o do experimento foi filtrada em rede de 160 wm, com
o objetivo de retirar parte do zooplancton e assim minimizar o efeito da predacao,
principalmente por parte de copépodes calandides frequentemente encontrados com elevada
densidade na estacdo M1 (Nascimento, 2006). Optou-se pela filtracdo em rede de 160 pum
também a fim de evitar a remog¢ao das coldnias de Microcystis panniformes observadas na
dgua coletada. Coletas preliminares evidenciaram a remog¢do de aproximadamente 70% das

coldnias quando utilizada a rede de 65 um recomendada para a coleta de zooplancton.

As concentragdes de nutrientes adicionadas nos microcosmos foram definidas com
base em trabalhos experimentais de adicdo de nutrientes realizados em reservatorios
brasileiros (Gomes, 2005; Delazari-Barroso, 2007) (tabela 01), e também nos maiores valores
médios de nutrientes encontrados na Zeu durante o estudo de campo (Capitulo I). O maior
valor médio de nitrato na Zeu durante o estudo de campo (capitulo I) correspondeu a 1.145
ug.L ' /novembro, de ortofosfato foi de 181 pug.L"'/dezembro, de amodnia correspondeu a 78
ng.L ! /fevereiro/07 e ferro dissolvido foi de 297 pg. L /fevereiro/08. (tabelas 01 e 02). Assim,
de acordo com o critério adotado, as concentracdes dos nutrientes adicionados foram
expressivamente maiores que as encontradas na 4gua no momento da coleta para montagem

do experimento (tabela 02).
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Tabela 01: Comparacdo entre as concentracdes totais de nutrientes adicionados em outros

trabalhos experimentais realizados no Brasil e aquelas utilizadas no presente estudo.

Concentracao total adicionada (ug.L'l)

Ambiente N-NO; N-NH;* P-POS* Fe
Delazari-Barroso Reservatorio Duas 6.635 396 478 -
(2007) Bocas (ES)
Gomes (2005) Reservatodrio de 1.070 18 -
Ribeirao das Lajes (RJ)
Presente estudo  Reservatoério de Samuel 2.500 150 250 350
(RO)

(-) Elemento néo adicionado.

Tabela 02: Concentracdes de nutrientes (ug.L') encontradas na dgua do reservatério utilizada

no experimento, concentragdes de nutrientes adicionadas a mesma, € concentracdo de

nutrientes no inicio do experimento.

N-NO; N-NH,* P-PO/ Fe

Agua reservatério em 01/09/10 146 18 50 100
Concentragao adicionada 2.500 150 250 350
Concentragdo inicio experimento 2646 168 300 450

O experimento foi realizado em baldes de fundo chato de 5 L e em triplicata (figura
01). Em cada balao foi adicionada dgua do reservatério e a solu¢do de nutrientes
correspondente a cada tratamento (solucdes estas preparadas com dgua do reservatério). O
volume inicial do experimento foi de 4 L. O experimento incluiu 5 diferentes grupos, sendo 1
grupo controle e 4 grupos referentes aos tratamentos: nitrogénio, fosforo, ferro ou os trés

nutrientes citados adicionados simultaneamente, como descrito a seguir:

e Controle: dgua do reservatorio. As concentragdes dos nutrientes ji presentes na

dgua sao apresentadas na tabela 02.

e Tratamento N: dgua do reservatério com adi¢ao de nitrogénio apenas (NOs e

NH,"), conforme tabela 02.
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e Tratamento P: dgua do reservatério com adi¢do de fésforo apenas (PO4Y),

conforme tabela 02.

e Tratamento Fe: d4gua do reservatério com adi¢do de ferro apenas, conforme

tabela 02.

e Tratamento N+P+Fe: &dgua do reservatorio com adicdo simultanea de

nitrogénio (N-NO;™ e N-NH,"), fésforo (PO43 ) e ferro, conforme tabela 02.

Os sais utilizados nas solucdes enriquecidas foram, nitrato de sédio (NaNO3), cloreto
de amoénio (NH4Cls), potédssio de fosfato (K,HPO4.3H,0) e cloreto férrico hexa-hidratado
(FeCl5.6H,0). O experimento foi realizado com aera¢do continua, (como apresentado na
figura 01) temperatura de 28°+2°C, intensidade luminosa de 100 umol.fétons.m*s™ e

fotoperiodo de 12h. O experimento teve a duracdo de 35 dias.

Figura 01: Experimento microcosmos.

Analise dos parametros fisicos, quimicos e biologicos da agua

Os parametros fisicos, quimicos e biologicos da &dgua analisados durante o
experimento foram: temperatura, condutividade elétrica, pH, oxigénio dissolvido,
concentracoes de nitrato, nitrito, amodnia, ortofosfato, ferro dissolvido, clorofila a, e

composi¢ao da comunidade fitoplanctonica.
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Para a andlise dos pardmetros citados, o conteido dos baldes era previamente
homogeinizado, em seguida eram retirados 200 ml de dgua por suc¢cdo com o uso de uma
mangueira de silicone. Nos 15 primeiros dias os parametros fisicos, quimicos e bioldgicos
foram analisados a cada 3 dias. A partir de entdo, os parametros foram analisados no 24° e

35° dia (término do experimento).

Temperatura da agua, condutividade elétrica, pH, oxigénio dissolvido: a determinacio
destes parametros foi realizada com o uso de uma sonda multiparametros, modelo U22XD

(HORIBA).

Nutrientes: as concentragdes de nitrato (NOj3'), nitrito (NO;"), amdnia (NH,") e ortofosfato
(POy’) foram determinadas por cromatografia de ions, utilizando-se cromatégrafo modelo 882
Compact IC (Metrohm). A andlise dos anions NOj3, NO, e PO, ocorreu sob as seguintes
condi¢des cromatograficas: coluna Metrosep A Supp 5,com supressdo de condutividade por
supressora MSM II-Metrohm Suppressor Module. O eluente utilizado foi uma solu¢do aquosa
com 1,0 mM de bicarbonato de so6dio e 3,2 mM de carbonato de sddio. Para a analise de
cations, amonia (NH,") as condi¢des cromatograficas foram: coluna C-4, 150 mM e eluente
constituido de uma solucdo aquosa com 0,7 mM de 4cido dipicolinico e 1,7 mM de é4cido

nitrico.

Ferro dissolvido: as amostras para as andlises de ferro dissolvido provenientes dos
microcosmos foram filtradas em membranas de 0,45 um e acidificadas com HNO;
(concentracdo final 5%) e mantidas resfriadas. Posteriormente, um volume de 50 mL foi
concentrado por evaporacdo em bloco de aquecimento (100°C), com posterior abertura
quimica com &cido nitrico e dcido cloridrico e foi realizada uma extracdo quimica (APHA,
1998). A determinacdo das concentragdes de ferro dissolvido foi realizada com auxilio de

Espectrofotometro de Absor¢do Atomica por Chama, modelo GBC/AVANTA.

Clorofila a: as amostras de dgua destinadas a andlise de clorofila a foram filtradas em
laboratério com o uso de filtros de microfibra de vidro GF/C (Whattman), os quais foram
preservados congelados até o momento da andlise. A concentragdo de clorofila a foi obtida

por espectrofotometria, seguindo a metodologia descrita em APHA (1998).

89



Fitoplancton: as amostras destinadas a andlise da comunidade fitoplanctonica foram fixadas
com solugcdo de lugol. As populacdes sempre que possivel foram identificadas a nivel de
espécie. A densidade fitoplanctonica (individuos.ml™) foi estimada segundo o método de
sedimentacdo (Utermohl, 1958) em microscépio invertido IX50 (Olympus), em aumento de
400x. O volume sedimentado foi definido de acordo com a concentracdo de algas e/ou
detritos. O tempo de sedimentacdo foi de pelo menos trés horas para cada centimetro de altura
da camara (Margalef, 1983). Os individuos (células, colonias, filamentos) foram enumerados
em campos aleatérios (Uhelinger, 1964), em nimero suficiente para alcancar 100 individuos
da espécie mais frequente, sendo o erro inferior a 20%, a um coeficiente de confianga de 95%
(Lund et al., 1958) ou pela curva de estabilizacdo das espécies, obtida a partir da adi¢dao de
espécies novas adicionadas com o nimero de campos contados. O biovolume (mm’.L™") foi
estimado multiplicando-se as densidades de cada espécie pelo volume médio dos organismos,
sempre que possivel considerando as dimensdes médias de pelo menos 30 individuos. O
volume de cada organismo foi calculado a partir de modelos geométricos aproximados a

forma dos individuos (Hillebrand et al,. 1999).
Tratamento Estatistico

Para verificar as diferencas existentes entre as varidveis ambientais avaliadas nos
diferentes tratamentos, foi realizada uma andlise de varidncia com medidas repetidas
(Repeated-measures ANOVA). As variacdes com diferencas significativas foram submetidas
ao teste de comparacdo multipla de Tukey. Para este tratamento estatistico foi utilizado

programa SPSS® 17.0.

RESULTADOS

Variaveis abidticas: temperatura, condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido

A temperatura da dgua encontrada no reservatério no momento da coleta para a
montagem do experimento foi 31,3°C, ja a temperatura da sala de experimento foi

programada para 28+2°C. No entanto a temperatura nos microcosmos variou ao longo do

90



experimento entre 26,7°C e 28,5°C. As oscilacdes de temperatura verificadas foram

decorrentes de variagcdo na temperatura da sala do experimento.

A condutividade elétrica da dgua coletada no reservatério foi 31 uS.cm™. Durante o
experimento a condutividade oscilou ao longo do tempo no controle € nos tratamentos
(p<0,05), mas os valores se mantiveram entre 24 uSm.cm™ e 32 uSm.cm™ até o 24° dia (fig.
2.a). O controle e o tratamento Fe se comportaram de forma similar ao longo do experimento,
apresentado valores mais baixos de condutividade. Os tratamentos N e N+P+Fe, nos quais
houve a adicio de NOs3, NH," ou POj, apresentaram maiores valores de condutividade,

reflexo dos nutrientes adicionados.

O pH da agua no reservatério se encontrava neutro (7,2) no momento da coleta, ja nos
microcosmos (fig. 2.b) esta varidvel oscilou no controle e nos tratamentos ao longo do
experimento (p<0,05). Valores mais baixos de pH foram obtidos no 1° dia de experimento no
controle e nos tratamentos. Em seguida os valores tenderam a aumentar no controle € nos
tratamentos e até o 12° dia o pH se encontrava com valores aproximados de 6,5 a 7,2. No 15°
dia foi observada uma diminui¢io nos valores de pH para 6,0 em todos os casos. Problemas
no eletrodo de pH, impossibilitaram a medi¢do no 15° dia e no 24° dia. No 35° dia os valores
variaram de 6,0 (controle) até 6,5 (tratamento Fe).

) @ Controle 44— TratN+P+Fe -l TratN b)

—— TratP -®- TratFe
40- *®- Controle - Trat N+P+Fe - TratN

—— TratP & TratFe

Condutividade elétrica (uSm.cm™)

20

3 6 9 12 35

—

]
Ress 1 3 6 9 12 15 24 35 Res
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 02: Variacdo da condutividade elétrica (a) do pH (b) no controle e nos tratamentos
durante o experimento (valores de média e desvio padrdo). Res, valores registrados na dgua

do reservatério no momento da coleta para inicio do experimento.
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A concentragdo de oxigénio dissolvido registrada na dgua do reservatorio no momento

. -1 oA . . . . .
da coleta foi de 7,6 mg.L"". Os teores de oxigénio dissolvido nos microcosmos se mantiveram
aproximadamente com este mesmo valor ao longo do experimento em todas as condi¢des em

decorréncia da aeracao continua utilizada no experimento.

Variaveis abiéticas - nutrientes: macronutrientes (nitrato, nitrito, amonia e ortofosfato)

e micronutriente (ferro)

Com relacdo aos resultados de nutrientes, j4 no primeiro dia de amostragem do
experimento foi verificada uma diminui¢do acentuada das concentra¢des de nitrato, amonia e

ortofosfato em todos os tratamentos nos quais estes nutrientes foram adicionados.

As concentracdes de nitrato variaram significativamente no controle e nos tratamentos
(p<0,05) no decorrer do experimento. Partindo-se de uma concentragao inicial de 2.646 ug.L
' no 1° dia de amostragem no tratamento N a concentracdo de nitrato foi de 1.165 pug.L™",
refletindo um consumo de 56% deste elemento (fig. 3. a). No tratamento N+P+Fe a
concentracdo de nitrato registrada no primeiro dia foi de 559 pg.L™', mostrando que houve o
consumo de 79% do nitrato presente na dgua, maior se comparado ao consumo de nitrato
observado no tratamento N. Em ambos os tratamentos em que houve a adicdo de nitrato, a
concentracdo deste nutriente foi diminuindo gradativamente, mas € valido ressaltar que no
tratamento N+P+Fe esta diminui¢do ocorreu de forma mais acentuada. Apesar das diferencas
entre os valores médios de nitrato nos tratamento N e N+P+Fe, os mesmos ndo foram
estatisticamente diferentes (p>0,05), certamente em decorréncia dos elevados desvios padrao
encontrados no tratamento N. O controle e os tratamentos P e Fe tiveram o mesmo
comportamento ao longo do experimento (p<0,05), com baixas concentracdes de nitrato em

funcdo daquela observada na dgua do reservatério (146 ug.L™).

A partir do 12° dia as concentragcdes de NO3 no tratamento N+P+Fe diminuiram
significativamente (atingindo valores em torno de 60 pgL™), entretanto ainda foram
encontrados elevados valores de biomassas (7,73 mm°>.L/12° dia, 6,71 mm°>.L/15° dia e
4,01 mm’.L"'/24° dia) os quais chegaram a ser 5 vezes maiores em relacdo ao controle no
mesmo periodo. No controle e no tratamento P, também foi observada tendéncia de aumento

de biomassa no 35° dia. Este aumento de biomassa no final do experimento pode estar
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relacionado a liberacdo de nutrientes decorrente de morte celular ou da excrecdo do
zooplancton, como relatado no caso do fésforo presente na biomassa fitoplanctonica que apos
ser liberado no meio pode em parte ser reabsorvido pelo fitoplancton (Neowbold et al., 1981,

Addy et al., 1993).

Quando comparada ao nitrato, observou-se que o amonio presente nos tratamentos Ne
N+P+Fe foi assimilada mais rapidamente (figura 3. b). No 1° dia, o tratamento N apresentou
concentracdo de 16,0 ug.L'1 e o tratamento N+P+Fe de 12,3 ug.L'l, 0 que equivale a um
consumo da amoOnia presente na amostra de 90,5% e 93%, respectivamente. No decorrer do
experimento as concentragdes de amoOnia nestes tratamentos variaram (p<0,05) entre 20,5

ng.L'(N+P+Fe, 6° dia) e 54,2 ug.L(N, 9° dia).

As concentra¢des de nitrito (figura 3. ¢) no controle e nos tratamentos apresentaram
uma variacao significativa ao longo do tempo (p<0,05). Do 1° ao 15° dia de experimento, as
concentracdes variaram entre 35 pg.L ™' (1° dia) a 28 pg.L™(15° dia) e se mantiveram préximas
a da 4gua do reservatério (28 ug.L'l). A partir do 24° dia observou-se um aumento das
concentracdes de nitrito no controle e nos tratamentos, € no 35° dia esse aumento foi mais
expressivo no controle (80,3 pg.L™") e no tratamento P (69,8 ug.L'l). O aumento nas
concentracoes de nitrito pode estar relacionado a presenca de formas organicas e inorganicas
de nitrogénio (em decorréncia do aumento de biomassa) as quais foram convertidas por acao

bacteriana a formas mais reduzidas, como o nitrito (Wetzel, 993).

O ortofosfato adicionado aos tratamentos P e N+P+Fe também foi rapidamente
consumido nas primeiras 24 horas do experimento (fig. 3. d) e variou de forma significativa
(p<0,05) ao longo do experimento. No primeiro dia de amostragem, as concentracoes
encontradas no tratamento P e N+P+Fe, que iniciaram com 300 ug.L'l, foram de 35,7 ug.L"' e
57,6 pg.L"', respectivamente, retornando, portanto a valores préximos ao encontrado na dgua

do reservatério (50 pug.L™).
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Figura 03: Variacdo das concentragdes de nitrato (a), amonio (b), nitrito (c) e ortofosfato (d),
no controle e nos tratamentos durante o experimento (valores de média de desvio padrdo).
Res, valores registrados na 4gua do reservatério no momento da coleta para inicio do

experimento.

O consumo de ortofosfato no tratamento N+P+Fe (considerando o ortofosfato ja
presente na dgua do reservatorio) foi de 81% e no tratamento P foi de 88%. Do 1° ao 35°, o
controle e os tratamentos N+P+Fe, N e Fe se comportaram de forma similar (p>0,05). J4 o
tratamento P continuou apresentando as menores concentracdes de ortofosfato ao longo do

experimento, se diferenciando dos demais do 1° ao 12° dia.

Como esperado, nos tratamentos em que foi adicionado N foram alcangadas razdes

N/P mais altas que as originalmente presentes na dgua do reservatdrio (4:1). As maiores

94



razdes N/P foram obtidas no tratamento N (23, 1° dia), visto que neste tratamento ndo foi
adicionado ortofosfato, o que resultaria em um balanco refletindo em menores razdes N/P,

como verificado no tratamento N+P+Fe (10, 1° dia) (fig. 4).
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Figura 04: Variagdo da razdo N/P no controle e nos tratamentos durante o experimento
(valores de média de desvio padrdo). Res, valores registrados na dgua do reservatorio no

momento da coleta para inicio do experimento.

Para os macronutrientes nao foram apresentados os dados do 3° dia de experimento,
visto que durante a andlise cromatografica, as amostras deste tempo amostral apresentaram
alguns fons ndo passiveis de identificacdo pela técnica utilizada, fato que ndo permitiu a

observacdo dos picos de NOs, NO,, PO,> e NH4*.

No tratamento N+P+Fe as concentracdes de NOj, NH,*, PO43' e Fe diminuiram
expressivamente ja no 1° dia de amostragem, o que refletiu um significativo aumento da
biomassa total (de 1,63 mm>.L"! no inéculo para 7,90+1,24 mm® .L'l). Também no tratamento
N a comunidade fitoplanctonica assimilou o NOj3; de forma imediata, porém menos
expressiva, e no 1° dia o aumento de biomassa total em relacdo ao original (de 1,63 mm’.L"
no inéculo para 3,64+2,35 mm3.L'1) foi menor do que no tratamento N+P+Fe. No tratamento
N, do 6° ao 12° dia, apesar de ainda terem sido registrados valores elevados de nitrato
(valores médios na ordem de 600 p.Lg.L'l) a biomassa total diminuiu (0,62+0,08 mm?>.L'/6°

dia, 0,80+0,19mm>.L.1/9° dia e 1,16+0,14mm>.L"1/12° dia). No 9° dia também foi observado
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no tratamento N maior concentracdo de aménia (54,2 ug.L™), em relacdo ao controle e demais
tratamentos. Este aumento paralelo a queda na biomassa pode ter refletido uma decomposi¢ao
da biomassa que se desenvolveu no 1° e 3° dia de experimento. Resultado semelhante foi

verificado por Crossetti e Bicudo (2005) em experimento com mesocosmos.

O fo6sforo adicionado nos tratamentos N+P+Fe e P, também foi rapidamente
assimilado pela comunidade fitoplanctonica, tendo em vista as baixas concentra¢des de PO,>
encontradas nestes tratamentos. Concentracdes ainda mais baixas foram encontradas no

tratamento P.

Assim como o0s macronutrientes adicionados aos diferentes tratamentos foram
rapidamente absorvidos, o micronutriente Fe também foi rapidamente assimilado nos
tratamentos em que este foi adicionado (fig. 5). Houve variacdo significativa (p<0,05) da
concentracdo deste elemento durante o experimento. Apds a adi¢do de Fe na concentragcao de
450 ug.L™", ja no primeiro dia a concentragdo de ferro encontrada no tratamento Fe foi de 79,6
ug.L'1 e no tratamentoN+P+Fe foi de 101,0 ug.L'l, 0 que equivale a uma absor¢do do ferro
presente na agua de 82% e 77%, respectivamente. Portanto, a partir do 1° dia, todos os
tratamentos e o controle apresentavam concentragdes de Fe equivalentes as originais presentes
na dgua do reservatério (100 pg.L™"). Valores médios mais baixos foram observados no 24°

dia, que corresponde ao ultimo dia em que este elemento foi determinado.
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Figura 05: Variacao da concentragdo de ferro dissolvido no controle e nos tratamentos durante

o experimento (valores de média de desvio padrao). Res, valores registrados na dgua do

reservatorio no momento da coleta para inicio do experimento.
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Variaveis bioticas: clorofila a e biomassa total

As concentragdes de clorofila a (fig. 6. a) variaram significativamente (p<0,05) no
decorrer do experimento de microcosmos, no entanto foram encontrados elevados desvios
padrao, de forma que nao foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05) entre controle e
tratamentos. Entretanto, observando tendéncias ao longo do tempo, a partir do 6° em diante os
valores médios de clorofila a no controle e nos tratamentos N e Fe foram baixos, ndo
ultrapassando 2,5 pg.L™' enquanto que valores médios mais elevados foram observados no
tratamento N+P+Fe chegando a 4,9 p.Lg.L'1 no 35° dia. Quanto ao tratamento P, entre o0 3° e o
12° os valores médios de clorofila a se mantiveram baixos, mas a partir do 15° dia

aumentaram atingindo no 35° dia de experimento 4,0+2,3 ug.L'l.

Assim como a clorofila a, a biomassa total (fig. 6. b) também variou ao longo do
tempo no controle e nos tratamentos (p<0,05). Porém, em decorréncia dos elevados desvios
padrdao, em poucos casos houve diferencas significativas entre as condi¢des testadas, como
por exemplo, os maiores valores médios de biomassa total (p<0,05) no tratamento N+P+Fe no
1° e 3° dias de experimento se comparado ao controle e ao tratamento P e no 12° dia de
experimento (p<0,05) se comparado ao controle e aos demais tratamentos. Ainda assim
puderam ser observadas algumas tendéncias, de forma geral, ao longo do experimento foram
verificados valores de biomassa equivalentes aquele encontrado no reservatério, exceto como
citado, no caso do tratamento N+P+Fe, no qual maiores valores de biomassa foram
observados até o 35° dia (8,8+4,2 mm3.L'1, a maior média registrada). A partir do 24° dia o
controle apresentou um aumento de biomassa chegando a 5,5+3,3 mm’.L" no dltimo dia do

experimento.
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Figura 06: Variagao da concentracdo de clorofila a (a) e biomassa total (b) no controle e nos
tratamentos durante o experimento (valores de média de desvio padrdo). Res, valores

registrados na dgua do reservatorio no momento da coleta para inicio do experimento.

Variaveis biodticas: biomassa dos principais grupos fitoplanctonicos

Na amostra do reservatorio, as principais classes de algas registradas foramcloroficeas,
bacilarioficeas e cianobactérias. Uma vez que as cloroficeas ja eram o grupo dominante na
dgua do reservatério no momento da coleta para a montagem do experimento, esta
dominancia foi observada no controle (fig. 7. a, b) e nos tratamentos (fig. 8. a, b; fig. 9. a, b;
fig. 10. a, b; fig. 11. a, b) no 1° dia do experimento. Durante praticamente todo o experimento,
a dominancia de cloroficeas se manteve nos microcosmos controle e tratamentos N+P+Fe, N

e Fe.

O tratamento N foi o Gnico em que no 1° dia observou-se biomassa acentuada de outro
grupo fitoplanctonico, diatomdceas (fig. 9. a, b). De forma geral, as diatomdiceas se
desenvolveram melhor nos tratamentos em que o N foi adicionado. No tratamento N+P+Fe
isso ficou mais evidente a partir do 9° dia. Entretanto, a composi¢ao floristica das espécies de
diatomdceas no controle e nos tratamentos foi similar, as espécies Cyclotella sp.1, Cyclotella
sp.2, Fragilaria sp. eFragilaria cf. parva, foram as mais importantes em termos de biomassa

durante o experimento.
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No controle (fig. 7. a, b) e no tratamento Fe (fig. 11. a, b) as dinoficeas foram o
segundo grupo (apds as cloroficeas) mais importante em termos de biomassa. No controle, no
3¢ dia de experimento as dinoficeas representaram 31% da biomassa fitoplanctonica, e do 9°
ao 35° dia se mantiveram como um grupo importante. No tratamento Fe, no 6° dia as
dinoficeas constituiram 43% da biomassa e se mantiveram como um grupo importante até o
final do experimento. No controle e nos tratamentos as dinoficeas foram representadas por um

unico taxon, Peridinium sp.

O terceiro grupo que contribuiu para a biomassa fitoplanctonica foi o das
cianobactérias. No controle e nos tratamentos N+P+Fe, N e Fe sua biomassa foi inferior a
10% (fig. 8,9, 11). O tratamento P foi o inico em que este grupo foi importante (fig. 10. a, b).
No 24° e 35° dias a biomassa de cianobactérias atingiu valores médios de 1,9 mm’L'e 2,6

mm’.L", correspondendo, respectivamente a 90% e 85% da biomassa fitoplanctonica.

Espécies de crisoficeceas e criptoficeas ndo apresentaram bom desenvolvimento no
controle e nos tratamentos enriquecidos ao longo do experimento. Quando presentes, as
crisoficeas foram representadas pelas espécies Chromulinasp. ePseudostaurastrum sp. e as

criptoficeas por Cryptomonas brasiliensis € Cryptomonas cf. mansoni.

Ao longo do experimento no controle e nos tratamentos enriquecidos foram
identificados 106 taxons: 60 taxons de cloroficeas (46 espécies e 14 géneros), 24 tdxons de
cianobactérias (17 espécies, 6 géneros e 1 familia), 17 tdxons de diatomdceas (10 espécies e 7
géneros), 2 tdxons de crisoficeas (2 géneros), 2 tdxons de criptoficeas (2 espécies) e 1 tdxon

de dinoficea (1 género).
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Figura 07: Variacdo da biomassa dos principais grupos fitoplanctonicos no controle (a, b)
durante o periodo do experimento. Res, valores registrados na dgua do reservatério no

momento da coleta para inicio do experimento.

100



a) Tratamento N+P+Fe
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Figura 08: Variacdo da biomassa dos principais grupos fitoplanctdnicos no tratamento
N+P+Fe (a, b) durante o periodo do experimento. Res, valores registrados na 4gua do

reservatorio no momento da coleta para inicio do experimento.
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a) Tratamento N

3 Cloroficeas lll Cianobatérias B& Bacilarioficeas [ Dinoficeas EZA Outras

-t
?

(o]
1

Biomassa (mm3.L'1)
B
1

2_
0- i ' L
Res 1 3 6 9 12 15 24 35
Tempo
b)
100
g 80+
2
K
2
«©
a
©
£
(<)
2

9 12 15
Tempo (dias)

Figura 09: Variagdo da biomassa dos principais grupos fitoplanctonicos no tratamento N (a, b)
durante o periodo do experimento. Res, valores registrados na dgua do reservatério no

momento da coleta para inicio do experimento.
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Tratamento P
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Figura 10: Variagao da biomassa dos principais grupos fitoplanctonicos no tratamento P (a, b)
durante o periodo do experimento. Res, valores registrados na dgua do reservatério no

momento da coleta para inicio do experimento.
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Figura 11: Variacdo da biomassa (a, b) dos principais grupos fitoplanctonicos no tratamento
Fe durante o periodo do experimento. Res, valores registrados na dgua do reservatério no

momento da coleta para inicio do experimento.

Principais taxons de cloroficeas

Os dois géneros de cloroficeas que apresentaram as maiores biomassas no controle e

nos tratamentos foram Coelastrum e Staurastrum (fig. 12. a 16). O género Coelastrum
também foi dominante na amostra do reservatdrio. Durante o experimento este género foi

representado por 2 espécies, C. reticulatum e C. pseudomicroporum. O género Staurastrumfoi
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representado por 7 espécies, S. johnsoni, S. dilatatum, S. leptocladum, S. iversenii, S.
leptocanthum, S. excavatum e S. tetracerum. As duas ultimas espécies apresentaram as
maiores biomassas no controle e nos tratamentos. O género Cosmarium também teve uma
importante contribui¢do no tratamento N a partir do 15°dia. Este foi representado pelas
espécies C. asphaerosporum e C. lagoense. Ressalta-se que nem todos 0s microcosmos

apresentaram todas as espécies citadas durante o experimento.

Quanto a dominancia dos géneros Coelastrum e Staurastrum, foram observadas
algumas tendéncias. Nos microcosmos controle (fig. 12. a, b), tratamento N+P+Fe (fig. 13. a,
b) e Fe (fig. 16), a biomassa de Staurastrum comecou a aumentar a partir do 6° dia de
experimento. No controle foi dominante ja neste dia, com uma biomassa relativa de 83%.
Principalmente nos tratamentos N+P+Fe e Fe foi observado crescimento de Staurastrum até o
ultimo dia de experimento. As espécies S. excavatum e S. tetracerum apresentaram as maiores
biomassas no controle e tratamentos N+P+Fe e Fe. Ressalta-se que no tratamento N+P+Fe a
espécie S. johonsoni teve importante contribui¢do em termos de biomassa deste género, neste
tratamento também foi encontrado o maior ndmero de espécies de Staurastrum, totalizando 6

espécies.

Nos tratamentos N e P foram observados padrdes diferentes com relacdo a dominancia
de espécies de Coelastrum e Staurastrum. No tratamento N, Staurastrum se desenvolveu bem
no inicio (73%/1° dia e 54%/3° dia) e nos ultimos dias de experimento (15° ao 35° dia),
representado principalmente por S. excavatum e S. tetracerum. Ja no tratamento P, este género
se desenvolveu melhor a partir do 12° dia, com dominéncia no 15° dia (71%), sendo ainda
importante até o 24° dia. Coelastrum, representado principalmente por C. reticulatum,
dominou por um periodo maior no tratamento P apenas no 15° e 24° dias esta dominéncia foi

quebrada por Staurastrum, com 71% e 54%, respectivamente.

De uma forma geral foi observado um padrao de alternancia da dominancia das

espécies de Coelastrum e Staurastrum.

105



Controle

7 = B 66

Biomassa relativa (%)

.
%

Res 1 3 6 9 12 15 24 35 Res 1 3 9 12 15 24
Tempo (dias) Tempo (dias)

EA Coelastrum reticulatum Chlorella B8 Scendedesmus ER Westella

Coelastrum pseudomicroporum B2 Choricystis Monoraphidium —EE3 Closterlgm

Staurastrum excavatum MW Cloroficeand D Oocystis EX Cosmarium

Staurastrum tetracerum B Dictyosphaerum BB Elakatotrix m Deba.r '

Staurastrum leptocladum Crucigenia Thorakochioris B Geminella

B3 Eutetramorus
EA Staurodesmus

EH Tetraedron caudatum Ankistrodesmus Euastrum

Figura 12: Variacdo do biovolume (a) e da biomassa relativa (b) de cloroficeas no durante o
periodo do experimento. Res, valores registrados na dgua do reservatério no momento da

coleta para inicio do experimento.
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Figura 13: Variacao do biovolume (a) e da biomassa relativa (b) de cloroficeas no tratamento
com adicdo de nitrogénio, fosforo e ferro durante o periodo do experimento. Res, valores
registrados na dgua do reservatorio no momento da coleta para inicio do experimento.

106



Tratamento N
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Figura 14: Variacao do biovolume (a) e da biomassa relativa (b) de cloroficeas no tratamento

com adi¢do de nitrogénio durante o periodo do experimento. Res, valores registrados na dgua

do reservatério no momento da coleta para inicio do experimento.
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Figura 15: Variacdo do biovolume (a) e da biomassa relativa(b) de cloroficeas no tratamento
com adi¢do de fosforo durante o periodo do experimento. Res, valores registrados na dgua do
reservatorio no momento da coleta para inicio do experimento.
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Figura 16: Variacao do biovolume e da biomassa relativa de cloroficeas no tratamento com
adicao de ferro (a, b) durante o periodo do experimento. Res, valores registrados na dgua do

reservatorio no momento da coleta para inicio do experimento.

Principais taxons de cianobactérias

A espécie que apresentou maior contribui¢cdo para a biomassa de cianobactérias nos
microcosmos durante maior periodo foi Planktolyngbya limnetica, a qual também foi
dominante na dgua do reservatério utilizada nos microcosmos (fig. 17 a 21). Outros taxons
importantes encontrados nos microcosmos durante o experimento, apresentando dominancia,
foram: Pseudanabaenaceae (controle/24° dia, tratamento N+P+Fe/24° dia e tratamento N/ 35°
dia), Geitlerinemaamphibium (tratamento Fe e N+P+Fe /15° dia), Synecocystis parvula e

Leptolyngbia perelegans (tratamento P/12° dia) e Dolichospermum solitarium (tratamento
P/24° e 35° dias).

No 1° dia de experimento, ao comparar o biovolume de cianobactérias no reservatorio
(0,132 mm3.L'1), ao biovolume no controle (0,128 mm3.L'1) e nos tratamentos N+P+Fe (0,031
mm’.L"), N (0,042 mm’.L"), P (0,060 mm’.L"") e Fe (0,127 mm’.L"") ndo foi observado
aumento, ou seja, ndo houve crescimento de cianobactérias 24 horas apds a adi¢do de
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nutrientes. Nos tratamentos N+P+Fe, N e P foi observada uma queda do biovolume, enquanto
que no tratamento Fe esta diminui¢do ndo foi observada, estando equivalente ao controle

(figs. 17 a 21).

No 3° dia de experimento foi observada uma diminuicdo expressiva de biovolume em
relacdo ao 1° diatanto no controle (0,024 mm3.L'1) quanto no tratamento P (0,007 mm3.L'1) e
o tratamento Fe (0,073 mm3.L'1) (figs. 17, 20, 21). A partir do 9° dia de experimento foram
verificadas menores oscilacdes e menores biovolumes de cianobactérias no controle (valores
abaixo de 0,07 mm3.L'1), tratamento N+P+Fe (valores abaixo de 0,05 mm? .L'l), tratamento Fe
(valores menores que 0,04 mm3.L'1) e no tratamento N (menores que 0,008 mm? .L'l). Este
ultimo correspondeu ao tratamento que teve as menores biomassas de cianobactérias em todo

o periodo de experimento (fig.19).

Para o tratamento P foi observado um comportamento diferente em relagdo ao controle
e demais tratamentos a partir do 12° dia, ocorrendo uma recuperacdo do biovolume de
cianobatérias (0,047 mm’L") (figs. 17 e 21). Esta recuperacdo foi representada
principalmente por Leptolyngbya perelegans.No 15° dia foi observado um aumento ainda
mais expressivo de biovolume (0,207 mm’.L") constituido principalmente por
Synechocystisparvula e Planktolyngbya limnetica. J4 no 24° dia foi observado um elevado
biovolume (1,935 de mm’.L") da espécie Dolichospermumsolitarium, que aumentou no 35°

dia (2,667 mm>.L'™").
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DISCUSSAO

O pH possui uma intima relacdo com o desenvolvimento fitoplanctonico. Durante a
fotossintese o CO, € removido (juntamente com o bicarbonato) pelo fitoplancton, elevando o
pH da 4gua (Tundisi & Tundisi, 2008). Entretanto, as variagdes dos valores de pH da dgua dos
microcosmos ndo pareceram estar correlacionadas ao desenvolvimento da biomassa
fitoplanctonica em cada condicdo, visto que o controle e tratamentos apresentaram 0 mesmo
padrdo de variagcdo deste parametro. A partir do 3° dia de experimento os valores de biomassa

foram diferentes no controle e nos tratamentos, mas o pH apresentou valores muito proximos.

A condutividade elétrica da 4gua estd relacionada com a concentracdo de fons no meio
(Wetzel, 1993), apesar das oscilagdes ao longo do tempo, este parametro parece ter
acompanhado a concentracdo de nutrientes no meio, visto que valores mais elevados foram

obtidos nos tratamentos N e N+P+Fe, nos quais foram adicionados 2.500 pug.L"' de NOs". J4
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os menores valores de condutividade ao longo do experimento foram registrados no controle e

tratamento Fe.

A rapida absorcdo (menos de 24 horas) pelo fitoplancton dos nutrientes adicionados
isoladamente (tratamentos N, P e Fe) ou simultaneamente (tratamento N+P+Fe) refletiu o
aumento de biomassa verificado principalmente no 1° e 3° dia em todos os tratamentos. A
rapida absorc¢do de nitrogénio e fésforo foi observada por outros autores em experimentos
similares (Pizarro et al., 2002; Scinto & Reddy, 2003; Wolf & Lind, 2010).

Durante o experimento foram encontrados elevados desvios padrdo nos valores de
clorofila a e biomassa total no controle e nos tratamentos, o que significa que a comunidade
fitoplanctonica respondeu de forma diferente entre as réplicas. Estas diferencas certamente
refletem a variabilidade das populagdes naturais, visto que mesmo com os esfor¢os para
garantir a reprodutibilidade na montagem de cada microcosmo, ndo se obteve indculos
idénticos, diferente do que ocorre com experimento com linhagens puras. Este fato ficou
evidente a partir da andlise da composi¢do de biomassa relativa de cloroficeas e
cianobactérias nos inéculos dos diversos microcosmos, que ndo foi exatamente a mesma.
Mesmo assim foi possivel observar algumas tendéncias, por exemplo, maiores valores de
biomassa total foram obtidos no tratamento enriquecido simultaneamente com nitrogénio,
fosforo e ferro (tratamento N+P+Fe), durante praticamente todo o periodo do experimento. As
maiores médias de clorofila a (4,9011,54ug.L'1) e biomassa total (8,80+4,25 mm3.L'1) neste

tratamento foram obtidas no 35° dia.

Os elevados desvios padrao encontrados nos dados de biomassa dificultaram a
interpretacdo do efeito da adicdo de nutrientes sobre o fitoplancton no presente experimento.
No 1° dia amostrado, o proprio confinamento da dgua propiciou um aumento de biomassa da
comunidade fitoplanctdnica, assim como encontrado por Delazari-Barroso (2007). Entretanto,
houve uma tendéncia de maiores valores de biomassa no tratamento N+P+Fe durante o
periodo do experimento. Biomassas bem menores foram registradas no tratamento N, no
tratamento P, e no tratamento Fe, indicando que a comunidade fitoplanctonica do reservatorio
de Samuel € limitada por N e P. A concentragcao de ortofosfato na dgua do reservatorio foi de
50 ug.L", ou seja, se encontrava acima da concentracio sugerida por Reynolds (2006) como
concentracdo limitante que é de 10 ug.L". J4 a concentracio de NID foi de 164 pg.L", desta

forma a razdo molar N/P na dgua do reservatério (igual a 4) pode estar indicando uma
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limitagd@o por nitrogénio, em funcdo do baixo valor de NID. Com exce¢do do tratamento N, a
razdo molar encontrada no controle e nos tratamentos N+P+Fe, P e Fe, a partir do 6° dia de
experimento foi inferior a 7. H4 estudos que demonstram que um ambiente com razdo molar
abaixo de 13 s@o considerados limitados por N (Morris & Lewis, 1988; Guidford et al., 2000).
Lagos com razdes N/P superiores a 23, como verificado no tratamento N no 1° dia de

experimento, foram considerados limitados por P (Hecky et al., 1993).

De uma forma geral a composicao floristica no controle e nos tratamentos foi similar,
com exce¢do para o tratamento P, no 24° e 35° dia, periodo em que a espécie
Dolichospermunsolitarium dominou a comunidade. Para as cloroficeas, no controle e nos
tratamentos houve uma oscilagdo na dominancia de espécies Coelastrum pseudomicroporum
e Coelastrum reticulatum (esta com maior biomassa)e 7 espécies do género Sataurastrum:S.
dilatatum, S. leptacanthum, S. leptocladum, e S. iversenii, S. Jhonsonii, S. excavatum e S.
tetracerum. Estas duas ultimas espécies apresentaram maiores biomassas. No tratamento N
espécies Cosmarium asphaerosporum e Cosmarium lagoense também foram importantes. A
adi¢do de nutrientes no tratamento N+P+Fe ocasionou o aumento expressivo de biomassa de
cloroficeas. As espécies que apresentaram maior crescimento foram Coelastrum reticulatum,
Staurastrum excavatum e Staurastrum tetracerum. Coelastrumreticulatum ja era dominante

na amostra do reservatorio.

Outros trabalhos experimentais também relataram o aumento de cloroficeas frente a
adicao de nutrientes (Vuorio et al., 2005; Kanget al.; 2012). Condi¢des em que houve a
adicao de P causaram um expressivo aumento de cloroficeas, incluindo desmideas do género
Staurastrum, constituindo um importante grupo desde ambientes oligotréficos a ambientes

eutroficos (Coesel, 1982; Coesel 1996).

Com relacdo as cianobactérias, a espécie Planktolyngbya limnetica apresentou maior
biomassa no controle e nos tratamentos durante praticamente todo o periodo do experimento,
(exceto tratamento P). Esta espécie também era dominante na amostra do reservatério. Em
alguns momentos esta dominancia foi quebrada e outras espécies tiveram uma contribui¢dao
importante em termos de biomassa. Citam-se a familia Pseudoanabaenacea (controle, 24°
dia), a espécie Geitlerinema amphibium (tratamento N+P+Fe, 15° dia), Leptolyngbya elegans

(tratamento P, 12° dia) e a espécie Dolichospermun solitarium (tratamento P, 24° e 35° dias).
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Durante a montagem de experimentos a dgua foi filtrada em rede de 160 um no intuito
de ndo retirar as raras e macroscépicas coldnias de Microcystis panniformes observadas na
amostra do reservatério. No entanto, M. panniformes nao se desenvolveu nos microcosmos e
também nao foi visualizada na amostra do reservatorio, certamente em decorréncia do

pequeno volume de amostra sedimentado na camara para contagem (2 mL).

A similaridade das espécies tanto de cloroficeas como de cianobactérias e dos demais
grupos dominantes no controle e nos tratamentos mostrou que a pressdo da herbivoria
provavelmente contribuiu para a estrutura da comunidade fitoplanctonica, visto que este € um
dos fatores que regulam o crescimento e a estrutura da comunidade (Tijdens et al., 2008). As
cloroficeas dominantes, géneros Coelastrum e Starastrum, possuem caracteristicas que podem
contribuir para que sejam menos predadas pelo zooplancton. Coelastrum sao coldonias com
didmetro geralmente superior a 20um (Biolo et al, 2009) e as desmideas do género
Staurastrum sao caracterizadas por apresentarem processos longos, ou espinhos regulares de
tamanho variado, podendo atingir 40um (Lopes & Bicudo, 2003). Este fato também pode ter
contribuido para a dominancia deste género no controle e nos tratamentos em alguns periodos

do experimento.

Dados apresentados sobre a estrutura da comunidade zooplanctonica da estacdo M1 do
reservatorio de Samuel apresentados por Nascimento (2006), mostraram que os copépodes e
os claddceros apresentam as maiores densidades durante um ciclo hidroldgico. Dentre os
copépodes, a ordem Calanoida, apresenta maiores biomassas e dentre os cladéceros destacam-
se os géneros Diaphanosoma, Bosmina, Bosminopsis € Daphnia. Quanto ao habito alimentar
os copépodes, especialmente os calandides t€ém no nanofitoplancton sua principal fonte de
energia (McQUEEN, 1970; Macedo e Pinto-Coelho, 2000). Tendo em vista que rotiferos e
cladéceros se alimentam preferencialmente de microalgas entre 1 a 17um (Gliwicz, 1969
apud Bonecker et al 2011;Gilbert, 1998), € possivel que estes microrganismos tenham
exercido algum controle sobre o fitoplancton de menor tamanho.

A ineficiéncia energética das cianoficeas filamentosas para o zooplancton (Gragnani et
al., 1999) também pode contribuir para explicar a dominancia de Planktolyngbya limnetica. O
aumento das concentragdes de nutrientes também pode produzir a substituicio de formas

fitoplanctonicas palataveis por impalatdveis (Lazzaro, 1997; Wolfingbarger, 1999).
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A taxa de filtracdo do zooplancton aumenta em consequéncia do aumento da biomassa
fitoplanctonica (Vieira et al., 2011). Certamente durante o experimento houve uma resposta
de biomassa de outras espécies ndo incluidas nos géneros Coelastrum, Staurastrum e
Planktolyngbia, no entanto estas espécies provavelmente foram predadas pelo zooplancton, o
que ndo permitiu a visualiza¢do do crescimento das mesmas.

O Unico tratamento em que as cianobactérias foram dominantes frente aos demais
grupos fitoplanctonicos foi aquele em que houve adi¢do de fésforo isoladamente. Foi
verificado elevado crescimento da espécie Dolichospermum solitarium no 24° e 35° dias de
experimento, com 97% e 98% de biomassa relativa, respectivamente. No 24° e 35° dia as
razdes N/P foram 2 e 3, respectivamente. Baixas razdes N/P podem favorecer a dominancia
de algumas espécies de cianobactérias filamentosas, por exemplo, foi relatada dominancia de
Anabaena em razao N/P igual a 6 (Smith, 1983; Havens et al., 2003). Espécies do gé€nero
Dolichospermum sao eficientes competidoras por fésforo, sendo capazes de assimilar este
nutriente através da sintese de enzimas especificas para captd-lo do ambiente (Huisman et al,
1997, Rai & Sharma, 2006; Tripathi et al., 2012) e se desenvolver em baixas concentracdes de
NID, devido sua capacidade de fixar N atmosférico em decorréncia da presenca de células
diferenciadas/heterocitos (Huisman et al., 1997, Howarther al, 2008). O desenvolvimento de
Dolichospermum solitarium no tratamento P, pode ter se devido a alta afinidade por P, esta
espécie pode ter estocado P para crescer em momento oportuno, visto que é comum O
crescimento deste grupo em ambientes com baixas concentracdes de P (Nobel et al., 1997,
Rai & Sharma, 2006; Mateo et al., 2006). O crescimento de D. solitarium ocorreu a partir do
24° dia (ap6s 3 semanas do inicio do experimento), quando as baixas concentracdes de NID
no tratamento P (em torno de 160pg.L™") tornaram-se favoraveis. Apesar do P também ter sido
adicionado ao tratamento N+P+Fe, o crescimento desta espécie ndo foi verificado, pois a

mesma nao foi capaz de competir com as cloroficeas.

As concentragdes de nutrientes adicionadas ndo proporcionaram o desenvolvimento de
cianobactérias, exceto o tratamento P. Experimentos t€ém demonstrado que a adi¢do nitrogénio
e fosforo simultaneamente gera o aumento da biomassa fitoplanctonica (Jarvinen et al., 1999;
Havens et al., 1999; Kress et al., 2005), mas também tem sido verificado que a dominéancia de
cianobactérias frente as cloroficeas, por exemplo, s6 ocorre apds semanas da adicdo de
nutrientes ter sido realizada (Kang et al., 2012; Wang et al., 2011). Kang et al, (2012)

verificaram a dominancia de cianobactérias apds 4 semanas do inicio do experimento de
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enriquecimento, pois neste periodo a maior turbidez da dgua passou a favorecer espécies de

cianobactérias com aerétopos.

Desta forma, o presente experimento evidenciou que a entrada no reservatério de
nitrogénio, fésforo e ferro simultaneamente, ou nitrogénio e ferro isoladamente, nao
propiciariam a dominancia de cianobactérias. Entretanto, a entrada de fésforo pode ser
considerada preocupante, visto que pode favorecer o crescimento de espécies de
cianobactérias com sistemas eficientes de captacdo deste nutriente (a exemplo de D.
solitarium) e capazes de fixar N, quando sua concentracdo for limitante para o crescimento
dos demais grupos fitoplanctonicos, podendo assim comprometer a qualidade da dgua do

reservatorio.
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CAPITULO III

Influéncia do ferro em alguns parametros fisioldgicos e na sintese de microcistina por uma
linhagem de Microcystis panniformes(MIRS-4)isolada do reservatério da Usina Hidtelétrica

de Samuel.

INTRODUCAO

z

O ferro ¢ um elemento essencial para o crescimento fitoplanctonico, por ser este
micronutriente constituinte enzimético de diversas vias metabdlicas, tais como no processo
fotossintético, na fixacdo do nitrogé€nio e na sintese de clorofila (Kudo et al., 2000; Ferreira &
Straus, 1994; Kasakowska, 2004). O conteudo de ferro nas células fitoplanctonicas varia de

0,03-0,1% na biomassa seca (Reynolds, 2006).

Assim como os demais nutrientes utilizados pelo fitoplancton, a exemplo do P e N, o
ferro para ser absorvido deve encontrar-se em sua forma dissolvida: ferro ferroso (Fe**) ou
ferro férrico (Fe**). Entretanto o Fe?* tende a ser mais solivel que o Fe**, o que o torna a
forma de ferro mais preferencialmente assimildvel pelo fitoplancton. O ferro ferroso ocorre
principalmente como Fe®* hidratado e fons hidréxidos hidratados, de forma que sua
solubilidade é em parte determinada pela solubilidade dos compostos ferrosos, como
hidréxido de ferro (FeOH),, carbonato de ferro (FeCOs3) e sulfeto de ferro (FeS). Em 4guas
naturais oxigenadas, que frequentemente apresentam pH entre 5,0-8,0 e potencial de
oxirreducdo (Eh) entre 0,3-0,5mV, cerca de dois tercos do Fe** sdo compostos pelo Fe(OH)s,
insoluvel nestas condi¢des e tendem a precipitar, enquanto a fragdo solivel pode ser detectada em
apenas um terco desta (Wetzel, 1993; Martins & Von Sperling, 1997; Reynolds, 2006).

Porém, é valido ressaltar que apesar das fracdes superficiais dos corpos d’ 4gua naturais
tenderem a ter baixa biodisponibilidade de ferro, visto que € a regido mais oxigenada, esta, de
uma forma geral também € a por¢do de maior desenvolvimento fitoplanctdnico e, como colocado
por Reynolds (2006), as concentracdes de ferro dissolvido normalmente encontradas sdo capazes
de suprir as necessidades das células fitoplanctonicas.

No ambiente aqudtico natural, as substincias hdimicas e filvicas oriundas da
decomposicdo da matéria orginica, atuam como um quelante natural de substincias metélicas,

formando complexos estdveis com cétions polivalentes (Fe** e outros), contribuindo para a
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biodisponibilidade de micronutrientes (Rocha & Rosa, 2003). Estas substincias certamente t€ém
grande contribuicdo na biodisponibilidade do ferro necessario para o fitoplancton. Nos meios de
cultura utilizados para a manutencdo de cepas fitoplactonicas em laboratério, o agente quelante
frequentemente utilizado é o dcido etilenodiaminotetracético/EDTA, responsdvel entdo pela
manutencdo das fontes de ferro e outros micronutrientes no meio (Reynolds, 2006).

Em decorréncia do papel do ferro no metabolismo fitoplanctdnico ser pouco conhecido
(Reynolds, 2006; Nagai et al., 2007), é crescente o nimero de estudos que abordam temas como
efeitos da limitagdo sobre o crescimento e sintese de clorofila a (Amé & Wunderlin, 2005; Nagai
et al., 2007, Xing et al., 2007) e também o papel deste elemento em outras vias metabdlicas, como
a sintese de microcistinas (Lukac & Aegerter, 1993; Utkilen & Gjolme, 1995; Lyck et al., 1996;
Webb et al., 2001; Naito et al., 2006, Sevilla, et al., 2008; Alexova et al., 2011).

Com relacdo a sintese de microcistina, os resultados encontrados por diferentes autores
ainda sdo contraditérios. Utiklen & Gjome (1995) submeteram uma linhagen de Microcystis
aeruginosa a meios de cultura contendo baixa (17 ug.L'l) e alta (560ug.L'1)c0ncentragﬁo de
ferro, e verificaram uma concentracdo de microcistina 43% maior na cultura exposta a
560ug.L'1. Entretanto, Lukac & Aegerter (1996) ao submeterem uma linhagem de Microcystis
aeruginosa a baixa (84pg.L") e alta (560ug.L'1) concentracdo de ferro, verificaram
umaconcentra¢ido de microcistina 73% maior na cultura exposta a 84ug.L'1.

No estudo de campo que deu origem ao capitulo I desta tese, o ferro dissolvido foi
uma varidvel que teve uma contribui¢do importante para os padrdes fitoplanctonicos
encontrados. Microcystis panniformis apresentou maiores densidades nos meses em que
foram encontradas concentra¢des de ferro dissolvido mais baixas (média de 23 pg.L' na
Zeu). No entanto, apesar da baixa correlacdo, verificou-se uma tendéncia das maiores
concentracdes de microcistina na 4dgua bruta serem obtidas nos meses que aprestaram
concentracdes de ferro mais elevadas (acima de 150 ug.L™).

No intuito de compreender qual o papel deste micronutriente em alguns aspectos
fisioldgicos de uma cepa de M. panniformis isolada do reservatério de Samuel, e contribuir
para o entendimento da relacdo do ferro com a sintese de microcistina, foi elaborado e
executado o estudo deste terceiro capitulo da tese.

Nesta parte do trabalho nos propusemos a investigar o efeito da disponibilidade de
ferro sobre diferentes aspectos fisioldgicos de uma cepa de M. panniformis isolada do

reservatorio de Samuel e para tal comparamos trés condi¢des de disponibilidade de ferro, O,
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23 e 223 pg.L". Tais concentracdes foram selecionadas baseadas nas conentracdes de ferro
dissolvido encontradas na Zeu da estacdo M1 durante o estudo de campo referente ao capitulo
I desta tese. A concentracdo 223 pg.L™ (controle) que corresponde ao meio ASM-1 sem
alteracdo, apresenta valor proximo ao maior valor médio de ferro dissolvido obtido na estacdo
M1, que foi de 297,0 pg.L"'. O tratamento 23 pg.L"' reflete as menores médias de ferro
detectadas na Zeu da estacdo M1 (22,6; 22,8 e 21 p.Lg.L'l). O tratamento O foi selecionado em
decorréncia de a 4gua da estacdo MI ter apresentado concentracdes abaixo do limite de
deteccdo (20 pg.L™") e também em decorréncia do fato de experimentos pilotos terem
demonstrado que a cepa MIIRS-4 apresentou bom desenvolvimento mesmo quando cultivada
em meio sem ferro por 7 dias. Este resultado se explica pelo fato de espécies de Microcystis
serem aptas a estocar ferro (Utklen & Gjolme, 1995; Xing et al., 2007), desta forma desejou-
se expor esta cepa a um periodo maior de auséncia de ferro.

Diante do exposto, o objetivo deste capitulo € verificar os efeitos da limitagdo por
ferro sobre o crescimento, concentracdo de clorofila a, conteido de microcistina e expressao
de genes relacionados ao metabolismo de ferro de uma cepa de Microcystis pannifomes

isolada do reservatorio da U.H.E. — Samuel.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e cultivo da cepa de Microcystis panniformis (MIRS-4):

A cepa téxica de Microcystis panniformis, produtora de microcistina e codificada
como MIRS-4, foi isolada de amostras de fitoplancton coletadas na superficie da dgua da
estacdo M1 do reservatério de Samuel, no més de julho de 2010. O isolamento se deu através
do crescimento de colonias de M. panniformis em placas petri contendo meio ASM-1
solidificado com agar 1%. Apds o seu isolamento, a cepa vem sendo mantida em meio de
cultura ASM-1 liquido, pH 8,0 (Gorham, 1964), em cultura ndo axénica, e sob fotoperiodo de
12h, condi¢des controladas de intensidade luminosa (60um01.fétons.m2.s'l) e temperatura
ambiente de 24+1°C na sala de cultivo de microalgas do laboratério de Biogeoquimica

Ambiental/UNIR e do Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias/UFR]J.
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Preparo do inéculo da cepa MIRS-4

O in6culo da cepa MIRS-4, utilizado no experimento descrito a seguir, foi mantido em
meio ASM-1 sem alteracdo na composi¢do dos nutrientes, fotoperiodo de 12h e intensidade
luminosa igual a 160 umol.fétons.m”.s™ até ser atingida a fase exponencial de crescimento

(6,0x10° células/mL no momento da amostragem).

Em seguida, o inéculo foi centrifugado a 6.000 rpm por 20 minutos, 4°C (Centrifuga
Hitachi, CR 22GIII). Para a retirada do excesso de meio ASM-1. Apds a centrifugacdo, foi
adicionado ao precipitado de células (pellet) 150 mL de meio ASM-1 preparado sem adi¢ao
de ferro. Ap6s homogeneizagdo do pellet neste meio, o indculo foi novamente centrifugado a
6.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes. Apos a
ultima “lavagem”, o pellet foi ressuspenso em 1.600 mL de ASM-1 sem ferro.O inéculo foi
mantido neste meio de cultivo durante sete dias (pré-adaptacdo). Este procedimento foi
realizado com o objetivo de exaurir as reservas de ferro intracelulares e assim melhor
evidenciar os aspectos fisioldgicos estudados, como realizado em outros estudos (Utklen&

Gjolme, 1995; Xing et al., 2007).
Montagem do experimento

Ap6s a pré-adaptacdo, o volume do indculo foi fracionado em trés partes. Cada parte
foi centrifugada a 6.000 rpm por 20 minutos, a 4°C e ressuspensa em meio ASM-1,
modificado, propiciando assim trés condi¢des: Controle, com a concentracdo de ferro
usualmente presente no meio ASM-1 (223 pg.L™") e respectivos tratamentos, com reducio de
dez vezes na concentracio de Fe presente no controle (23 pg.L"') e condicdo com total
auséncia de Fe dissolvido (0,0 ug.L™). Para o preparo das solugdes contendo ferro, utilizou-se
o reagente Cloreto Férrico hexahidratado (FeCl;.6H,0O). O inéculo de cada condicdo foi
ressuspenso em um volume de 2L, atingindo uma densidade celular de 5,0)(105 células.ml™’. O

experimento foi conduzido em triplicata e teve a duragdo de 8 dias.
Parametros fisiologicos analisados

A cada 2 dias, iniciando-se no dia da montagem do experimento, foram retiradas
aliquotas das culturas para as seguintes andlises: densidade celular, quantificacdo de

transcritos de genes de resposta a limitacdo de ferro e concentracdes de: clorofila a,
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microcistinas, ferro intracelular e extracelular. As metodologias das andlises citadas sdo

descritas a seguir:

Densidade celular: as aliquotas (2,0 mL) das culturas destinadas a andlise da densidade
celular foram fixadas com solucdo de Lugol 2% (Wetzel & Likens, 1991). A contagem de
células foi realizada utilizando-se hemocitometro de Fuchs-Rosenthal e microscépio éptico

(Olympus, BX 51).

Clorofila a: para andlise de clorofila @, um volume conhecido (entre 4,0-10,0 mL) das
culturas foi filtrado manualmente em filtros de borocilicato (13 mm de diametro). A extracdo
da clorofila a foi realizada pelo método que utiliza acetona 90% descrito em APHA (1998).
As absorbincias (em 664nm, 665nm e 750nm) foram determinadas através de
espectrofotometro (Shimadzu UV mini 1240) e utilizadas para o cdlculo da concetragdo desse

pigmento de acordo com o método citado acima.

Extraciao para a analise de microcistinas: foram centrifugados 100 mL de cada condicdo
experimental e em seguida essas aliquotas foram liofilizadas (equipamento LABCONCO). A
extracdo das microcistinas das células liofilizadas foi realizada adicionando-se em cada
amostra 20,0 mL de M:B:A (20% Metanol: 5% Butanol: 75% Agua Milli-Q). Em seguida, as
amostras foram colocadas em mesa agitadora (Nova Técnica NT-145) para agitagdo por 1
hora. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 6.000 rpm por 20 minutos, a 4°C
(Eppendorf 5804 R) e o sobrenadante resultante foi ressuspendido 20 mL de M:B:A e
reservado. Este procedimento foi realizado mais 2 vezes com as células precipitadas. Ao
término do processo de extragdo, os volumes dos sobrenadantes de cada amostra foram
reunidos e cada extrato final foi submetido a evaporacdo até aproximadamente de 1/3 do
volume (fracio metanol/butanol) através de fluxo brando de nitrogénio. O volume final
resultante (40,0 mL) foi passado em cartucho de extracio em fase sélida C18 (marca
Phenomenex, Strata-X 33u Polymeric reversed phase 500mg/6mL) para concentracdo e
purificacdo parcial das microcistinas. Os cartuchos foram previamente ativados passando-se
20,0 mL de metanol 100% e 20,0 mL de 4gua ultra-pura (Milli-Q). Imediatamente a seguir, a
amostra foi passada no cartucho que foi em seguida lavada com 20,0 mL de dgua, 20,0 mL de
metanol 20% (sendo essas fracdes descartadas), e o material retido no cartucho foi eluido com

30,0 mL de metanol/4cido trifluoracético 0,1%. Essa dltima fracdo metandlica foi recolhida e
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seca (com fluxo brando de nitrogénio) e entdo ressuspensa em 1,0 mL solucdo0,05 M de

acetato de amoOnia em dgua: acetonitrila/0,1% de 4cido férmico.

Determinacdo das concentracoes de microcistinas: foi realizada através de um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Agilent modelo 1200) acoplado a um espectrometro
de massas em modo tandem (Applied Biosystem, 3200 Q-Trap) (LC-MS/MS), e sob as
seguintes condig¢des cromatograficas: uso de coluna Kinetex 2.6u C18 100A°%; 50x2.1 mm,
sendo a fase movel A composta de 5 mM de acetato de amonia em dgua + 0,1% de acido
férmico e a fase mével B composta de SmM de acetato de amodnia em acetonitrila + 0,1% de
acido férmico. O fluxo foi estabelecido em 450ul por minuto e volume de injecdo igual a

10ul. As condi¢des da corrida em gradiente estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1: Condi¢des da cromatografia em gradiente.

Tempo(min) Fase movel A (%) Fase movel B (%)

0 85 15
2 85 15
6 65 35
10 15 85
15 85 15
18 85 15

Para as andlises realizadas no espectrometro de massas, a ionizacdo das moléculas foi
realizada em modo positivo através de fonte de electrospray (ESI). Nessa andlise foram
pesquisadas a presenca das variantes de microcistina descritas na tabela 2, onde também estdo

listados os fons precursores e seus respectivos fragmentos.

Tabela 2. fons precursores e respectivos fragmentos utilizados na deteccio e quantificacio de

microcistinas por espectrometria de massas.

Analito Ion precursor Ton filho' Ion filho®
Microcistina - LR 995 135 103
Microcistina - RR 519 135 103
Microcistina - LY 1025° 135 103
Microcistina - LA 910 135 103
Microcistina - LW 1025 135 103
Microcistina - YR 1045 135 107.1

"on utilizado para a quantificacdo; * fon confirmatério; “Referente a formacio de aduto de

Sodio (M+23).
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A quantificacdo foi realizada utilizando curva padrao de cada uma das variantes de

microcistina (padrdes obtidos pela Abraxis, EUA) na faixa de 0,5 ng/mL a 40 ng/mL.
Concentracoes de ferro intracelular e extracelular

Para a analise de ferro intracelular, um volume de 70,0 mL de cada cultura foi
centrifugado (8.000 rpm por 20 minutos a 4°C) e em seguida o precipitado (pellet celular) foi
liofilizado. De posse do material seco, foi realizada a abertura quimica para extracdo do ferro
intracelular, que transcorreu adicionando-se 5,0 mL de dgua régia (HCI:HNOs — 3:1) em cada
amostra (contida em tubo com tampa rosquedvel). Apds 60 minutos em temperatura ambiente
a amostra foi submetida a aquecimento em banho-maria (60°C) também por 60 minutos e em
seguida a temperatura do banho-maria foi elevada a 85°C e a amostra continuou sendo
aquecida por mais 60 minutos. Apds esse periodo, a amostra foi filtrada em papel de celulose

(JP 40) e teve volume final aferido com dgua desmineralizada a 15,0 mL.

Para a determinacdo da concentracdo de ferro extracelular (fragdo dissolvida), foram
utilizados 50,0 mL do sobrenadante da amostra centrifugada (andlise de ferro intracelular).
Este volume foi filtrado em filtros de borosilicato de 0,45um, e em seguida o volume filtrado

foi concentrado por liofilizacao e ressuspenso em 15 mL de HNO3; SM.

A determinacdo da concentragdo de ferro intracelular e ferro extracelular (dissolvido)
foi realizada por Espectrometria de Emissio Optica em Plasma com Acoplamento
Indutivo/ICP-OES (Varian 720 ES), o limite de detec¢do da técnica é de 10,0 ug.L'l. Exceto a
liofilizagdo das amostras, as demais etapas foram realizadas no Laboratério de Ciéncias

Ambientais da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF).

Quantificacdo de transcritos de genes de resposta a limitacdo de ferro: a andlise foi
realizada em aliquota (100,0 mL) coletada ap6s o inoculo ter sido pré-adaptado durante sete
dias em ASM-1 em auséncia de ferro e em densidade celular de 6,7)(106 células/mL. Esta
aliquota foi utilizada como condi¢@o controle. Apds o inicio do experimento, foram retiradas
aliquotas para andlise das réplicas 0, 23 e 223ugFe.L"! no 2° (500,0 mL) e 4° (350,0 mL) dias
de experimento. Para a obten¢do dos pellets celulares as aliquotas retiradas das culturas foram
centrifugadas. A andlise da quatificacdo relativa dos transcritos realizada teve o objetivo de
testar a expressao de dois genes (feoB - Ferrous uptake transporter e futA - Ferric uptake ABC

transporter). Estes genes codificam sistemas de captacdo de ferro com alta afinidade, portanto
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espera-se que a expressdao destes genes aumente quando hd limitacdo de ferro no meio. A
metodologia utilizada neste experimento baseou-se naquela descrita por Alexova et al.,

(2011), como citado a seguir.

Extraciio de RNA: as células foram centrifugadas e ressuspensas em 1,0 mL de TRIzol®
(Invitrogen) para subsequente extracio de RNA segundo instrucdes do fabricante. Uma
aliquota de RNA foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8%/ TAE 1X, para
verificacio da integridade. O RNA foi quantificado segundo o valor de DOyg.
(Espectrofotdmetro Ultrospec® 3000, Pharmacia Biotech). Uma amostra de 2 ug de RNA foi
tratada com a enzima DNAse RQI1 (Promega), para eliminagdo de DNA gendmico
contaminante, segundo instru¢gdes do fabricante. O RNA foi precipitado com etanol 100% e

acetato de s6dio 3 M pH 5,2, lavado com etanol 70%, e ressuspenso em dgua tratada com

DEPC.

Transcricao reversa (sintese de c-DNA): foram usados 1 pg de RNA e 2 pmol/ulL de
oligonucleotideos randoémicos (Random Primers - Promega), em volume final de 12 pL. Os
tubos foram incubados a 65°C por 5 minutos e resfriados no gelo. Foram adicionados 4 ul de
tampao 5x da transcriptase reversa M-MLV (Promega), 4 uL de dNTPs 2,5 mM em um total
de 20 uL. As reacdes foram incubadas a 37° C por 2 minutos e resfriadas novamente no gelo.
Em cada tubo adicionou-se 1 pul de M-MLV (Promega) e as reagdes foram incubadas segundo
instrucdes do fabricante. O cDNA resultante foi diluido em série (1:10) e testado por
amplificacdo com oligonucleotideos especificos para o gene enddgeno utilizado como
controle (rpoC) e para os genes alvo (feoB e futA). Os oligonucleotideos para amplifica¢do
destes genes foram aqueles decritos por Alexova et al. (2011).

Quantificacdo (Real time PCR): foram amplificados os genes envolvidos na resposta a
disponibilidade de ferro das culturas submetidas a auséncia ou pouca disponibilidade de ferro,

que correspondem aos tratamentos Oug.L'1 e 23 p.Lg.L'1 e presenca de ferro, correspondente ao

controle (223 pg.L™"). Os primers utilizados estdo listados na tabela 3.

Em cada poco de uma placa de 96 pocos, especifica para o aparelho StepOnePlus™
(Applied Biosystems), foram adicionados: 12,5 u de Sybr Green PCR MasterMix (Applied
Biosystems), 2 nL. de cDNA, 1 uL de uma solu¢do 20 nM de cada oligonucleotideo do par
especifico para cada gene em um volume final de 25uL.. Como controle negativo foi utilizada

agua tratada com DEPC ao invés de cDNA. Todas as reagdes, controle e teste, foram feitas
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em triplicata no equipamento StepOnePlus™ (Applied Biosystems). As placas foram
incubadas nas seguintes condi¢des: pré-incubagido a 95°C por 10 minutos, amplificagdo em 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, e uma etapa de desnaturagio a 95°C por
15 segundos, 60°C por 1 minuto, e leituras a cada 0,5°C até atingir os 95°C. A eficiéncia da
amplificacdo de cada conjunto de primers foi medida através de curvas padrao de dilui¢cdes

(1/slope) oom intervalo de 90-

seriadas de cDNA e calculada de acordo com a equacdao E=10
100% para todos os pares deprimers. Apés verificar que as reagdes nao apresentaram produtos
inespecificos na etapa de desnaturagdo, foram realizados experimentos com as preparagdes de
cDNA (dilui¢do 1:10) de todas as 3 replicatas bioldgicas, nas mesmas condi¢des.Os niveis de
transcricao foram normalizados pela transcricdo de rpoC e as quantidades relativas calculadas

como descrito por Pfaffl, (2001).

Razio = @M) ACt alvo (controle-tratado)

E ACt referéncia (controle-tratado)
( ref)

Onde:

Ealvo = eficiéncia de amplificacdo do par de primers para o gene feo ou fut

Eref = eficiéncia de amplificacdo do par de primers para o gene rpoC
ACt alvo = diferenca entre valores de Ct do gene alvo (fut ou feo) na condigio controle e teste

AC referéncia = diferenca entre valores de Ct do gene de referéncia (rpoC) na condi¢@o controle e teste

Controle = in6culo no tempo 0 oriundo da pré-adaptacdo ou seja, submetido a sete dias em
meio sem ferro
Tratado = condi¢do de culturas mantidas em meio ASM-1com ferro (223 pg.L™"), com baixa

disponibilidade de ferro (23 pg.L™") ou sem ferro

134



Tabela 3: Primers usados na andlise de qRT-PCR.

Nome do primer Sequencia (5’-3’) Simbolo do Funcio
gene

rtfutABCF tgtttggtcggggaaaatta JutA Transportador ABC de
rtfutABCR tccaccccagggtaatgata captacdo de ferro
feoBF gattgatgcgtttggtgggat feoB Transportador de
feoBR ccgeccgeaaatagggeataa absorg¢do de ferro
rpoCI1F cctcagcaaggatcaatggt rpoCl1 Subunidade da RNA
rpoCIR ccgtttttgececttacttt polimerase

Tratamento Estatistico

Para verificar as diferencas existentes entre as varidveis ambientais avaliadas nos
diferentes tratamentos, foi realizada uma de andlise de varidncia com medidas repetidas
(Repeated-measures ANOVA). As variacdes com diferencas significativas foram submetidas
ao teste de comparacdo multipla de Tukey. Para este tratamento estatistico foi utilizado

programa SPSS® 17.0.

RESULTADOS

O numero de células de M. panniformis variou ao longo do tempo (p<0,05) (figura
01), A partir do 2° dia de experimento as menores densidades celulares foram observadas no
tratamento OugFe.L'l, seguido do tratamento 23 ugFe.L'l, enquanto que no controle (223
ugFe.L'l), as densidades celulares foram mais elevadas. Diferencas significativas (p<0,05)
entre os tratamentos e o controle foram observadas no 4° dia de experimento. No 6° e 8° dia,
o tratamento 0 pgFe.L™ se diferenciou do tratamento 23pgFe.L™" e do controle por cessar seu

crescimento, atingindo a fase estaciondria.
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Figura O01:Densidade de células (média e DP) ao longo de 8 dias de cultivo de M. panniformis
MIRS-4 em meio ASM-1 com 0, 23 ou 223 ug.L" de ferro . a: indica que o respectivo
tratamento & diferente do controle (223 pgFe.L™"); b: indica que os tratamentos sdo diferentes
entre si; c: indica que o tratamento 0 pgFe.L™' é diferente do tratamento 23 pgFe.L” e do
controle (223 ugFe.L'"); a auséncia de letra significa que ndo houve diferenca entre as

condicdes (n=3).

Com relagdo aos resultados de clorofila a (figura 02, A), foi verificado que a
concentracdo deste pigmento variou ao longo do tempo (p<0,05) em todas as condicoes.
Apenas a partir do 4° dia de experimento o tratamento 0 pugFe.L' passou a se diferenciar
(p<0,05) do tratamento 23 pgFe. L' e do controle. Apesar de no 4° dia de experimento a
maior concentracdo de clorofila a ter sido observada na condi¢do com maior concentracio de
ferro (controle) seguido pelo tratamento 23 pgFe.L", devido a desvios padrio elevados,
principalmente no 4° e 6° dia de experimento, ndo foi observada diferenca estatistica entre
eles (p>0,05). Também foi verificado visualmente, que as células do tratamento OpgFe.L
encontravam-se clorétidas a partir do 4° dia de experimento (figura 2 B), e se mantiveram

com tal aspecto até o final do experimento (figura 2 C).
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Figura 02:Concentracio de clorofila a (média e DP) ao longo de 8 dias de cultivo de M.
panniformis MIRS-4 em meio ASM-1 com 0, 23 ou 223 ug.L" de Fe (a) e fotos mostrando os
cultivos no 4° (b) e 8° dia (c). a: indica que o respectivo tratamento € diferente do controle
(223 p.LgFe.L'l), (n=3); b: indica que os tratamentos sdo diferentes entre si; a auséncia de letra

significa que ndo houve diferenca entre as condi¢gdes (n=3).

Dentre as variantes de microcistinas analisadas (LR, RR, LY, LA, LW e YR), foi
possivel confirmar apenas a produgdo da variante LR pela linhagem estudada (MIRS-4). As
concentracdes de microcistina (figura 03) variaram ao longo do tempo (p<0,05) em todas as
condigdes. No 2°, 4° e 8° dias de experimento o tratamento 0 ugFe.L " apresentou as menores
concentracdes de microcistina, se diferenciando do controle (p<0,05). Entretanto, apesar de
ter sido observada uma tendéncia das maiores concentragcdes de microcistina serem
encontradas no controle, este ndo se diferenciou estatisticamente do tratamento 23 pgFe.L’

durante praticamente todo o experimento (exceto 2° dia).
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Figura 03:Concentracao de microcistina-LR (média e DP) ao longo de 8 dias de cultivo de M.
panniformis MIRS-4 em meio ASM-1 com 0, 23 ou 223 pgFe.L”' de Fe. a: indica que o
respectivo tratamento € diferente do controle; b: indica que os tratamentos sao diferentes entre

si); a auséncia de letra significa que ndo houve diferenca entre as condi¢des (n=3).

Os dados da concentracdo de ferro extracelular e intracelular ndo foram tratados
estatisticamente, visto que os mesmos apresentaram em diferentes tempos amostrais
concentracdes ndo quantificiveis pela técnica utilizada (<10 pg.L™"). Com relacio 2as
concentracdes de ferro extracelular (figura 4A), os tratamentos 0 e 23 pgFe.L™!, apresentaram
valores abaixo de 10 pg.L"' desde o dia da montagem (t0) até o dltimo dia de experimento
(t8). Na condicdo controle (223 pgFe.L™") as concentracdes de ferro extracelular foram
diminuindo gradativamente, registrando-se no dia da montagem do experimento (t0)
50,6423,4 pgL', no 2° dia 41,6+4,5 ugL"' el11,247,3 no 4° dia, a partir do 6° dia as

concentracdes estiveram abaixo de 10 ug.L™.

Quanto as concentracdes de ferro intracelular, a andlise das células apds a pré-
adaptagdo (7 dias em ASM-1 na auséncia de Fe) evidenciou uma concentra¢do de ferro <10
ugFe.10%¢élulas, consequentemente no tratamento 0 Fe do inicio ao fim do experimento as
concentracdes ferro intracelular estiveram abaixo deste valor (figura 4B). No tratamento 23
ugFe. L™ apenas no dia da montagem do experimento (t0) foram detectadas concentracdes de
ferro intracelular, que correspondeu a 17,0+1,0 pgFe.10°%élulas, apds este dia as

concentracdes estiveram abaixo do limite de deteccdo. J4 na condicdo 223 pgFe.L”' foi
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possivel determinar as concentracdes de ferro intracelular do inicio (t0) ao término do

experimento (t8), como apresentado na figura 4B.

No 1° dia a concentracdo de ferro intracelular no controle foi de 160,0+23,0
ugFe.106células, evidenciando uma assimilacdo rdpida do ferro presente no meio de cultura
pelas células de M. panniformes. No decorrer do experimento as concentragdes diminuiram
gradativamente, no dltimo dia (t8) a concentracdo foi igual a 13,0+0,1, valor préximo ao

limite de detecg¢ao.

A) Fe extratracelular B) Fe intracelular
EZ Trat OpgFe.L-1 B Trat23pugFe.L-1 BB 223ugFe.L-1 (cont) E=3 Trat OpgFe.L'' B Trat23pgFe.L'E=3 223ugFe.L™ (cont)
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Figura 04: Concentragdo de ferro intracelular (a) e extracelular (b) ao longo de 8 dias de

cultivo de M. panniformis MIRS-4 em meio ASM-1 com 0, 23 ou 223 pgFe.L", n = 3.

Os niveis dos transcritos dos genes de resposta a limitacdo de ferro, feo e fut sdo
apresentados na figura 5, A e B. A barra em preto no t0 representa a quantificacdo dos
transcritos realizada em células do inoculo apds a pré-adaptacdo (7 dias em ASM-1 na
auséncia de Fe), utilizada aqui como condi¢do controle neste caso. Tanto para o gene feo
como para o fut, foi possivel observar claramente que os niveis mais elevados de ambos os
transcritos foram obtidos nos tratamentos 0 Fe e 23 ug.L'1 de Fe, e ndo houve diferenca
estatistica entre eles (p>0,05). No controle (223 p.Lg.L'l) foram obtidos niveis mais baixos de
feo e fut. As alteracOes relativas de niveis de transcritos do gene fut em resposta a

disponibilidade de ferro foram maios evidentes do que os dos transcritos do gene feo.
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Figura 05: Quantificagdo relativa dos transcritos dos genes de resposta a limitacdo de ferro, feo
(a) e fut (b) ao longo de 4 dias de cultivo de M. panniformis MIRS-4 em meio ASM-1 com 0,
23 ou 223 ugFe.L'". d: indica que os tratamentos 0 e 23 ugFe.L' sdo estatisticamente iguais e

diferentes do 223 ugFe. L.

DISCUSSAO

Nesta parte do trabalho nos propusemos a investigar o efeito da disponibilidade de
ferro sobre diferentes aspectos fisioldgicos de uma cepa de M. panniformis isolada do
reservatorio de Samuel, para tal comparamos trés condi¢des de disponibilidade de ferro, 0, 23

ng.L' e 223 gL' com base em valores observados no ambiente original.

Com relacdo aos dados de densidade celular obtidos, foi observada diferenca
estatistica a partir do 4° dia de experimento, quando os tratamentos 0 e 23 pgFe.L" foram
diferentes entre si e diferentes do controle, com a menor densidade celular no tratamento 0 Fe
seguida do tratamento 23 Fe e do controle. No 6° dia de experimento o tratamento 0 ugFe.L™
apresentou uma densidade celular 76% menor que o controle e no 8° dia, 90% menor. Outros
trabalhos também apresentaram menores densidades celulares em experimentos em que o
ferro foi omitido do meio de cultura. Webb er al., (2001) ao submeterem a espécie
Synechococcus sp em meio sem ferro (sem pré-adaptacdo prévia do indculo neste meio),
verificaram que no 4° dia de experimento a densidade celular foi aproximadamente 75%

menor quando comparada a cultura submetida a 1.120 ugFe.L'l.
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Em experimento semelhante, Li et al., (2009) submeteram uma cepa de M. novacekii
durante 20 dias a diferentes concentracdes de ferro, que corresponderam a 0, 14, 28 e 280
ugFe.L'l. Estes autores também ndo realizaram a pré-adaptacdo do indculo em meio sem
ferro. No 10° dia de experimento, a densidade celular dos tratamentos 0, 14 e 28 ugFe.L’
foram préximas, jd o tratamento 280 pugFe.L" apresentou densidade celular 60% maior. No
15° dia, foi observada uma tendéncia de maiores densidades celulares em paralelo as maiores
concentracdes de ferro. Neste tempo amostral o tratamento 280 pgFe.L”' apresentou
densidade 71% maior em relacdo ao tratamento 0 ugFe.L". No presente trabalho, no 6° e 8°
dia de experimento as densidade celulares do tratamento 23 pgFe.L' e do controle
(223pgFe.L™)foram préximas, desta forma, podemos concluir que por um periodo de 8 dias, a
presenca de 23 ugFel' é suficientepara o crescimento celular da linhagem de M.

panniformes isolada do reservatério de Samuel.

Apesar do inéculo utilizado no presente estudo ter sido pré-adaptado por 7 dias em
meio de cultura sem a adi¢do de ferro e apresentado concentracao intracelular menor que 10
ugFe.10%¢élulas, os dados de crescimento e de clorofila a obtidos indicam que este periodo
ndo foi suficiente para exaurir o ferro intracelular, visto que apenas a partir do 4° dia de
experimento o tratamento 0 pgFe.L™" levou & diminuicdo da densidade celular e passou a
apresentar menores valores de clorofila a, em relagao ao tratamento 23 p.LgFe.L'1 e ao controle.
Isto indica que s@o necessarios 10 dias de cultivo na auséncia de ferro para exaurir as reservas
de ferro intracelular da cepa MIRS-4, este periodo € 3,3 vezes maior ao periodo de pré-
adaptacao utilizado por Utklen & Gjolme (1995). No entanto, a0 compararmos o presente
trabalho com o de Utklen & Gjolme (1995), ndo podemos inferir que a cepa MIRS-4 tenha
maior capacidade de estocar ferro frente a cepa por eles utilizada, visto que os autores citados
ndo divulgaram a concentracdo de ferro intracelular do indculo utilizado no experimento, € a
pré-adaptacao de 3 dias realizada por eles foi suficiente para que pudessem ver diferencas na
sintese de microcistina nos tratamentos com diferentes concentragdes de ferro (17, 45 e 560

ugFe.L'l).

Entretanto é vélido ressaltar que a selecdo de um periodo de pré-adaptacdo do indéculo
em meio sem ferro por 7 dias decorreu do fato de experimentos piloto terem demonstrado que

em periodos menores, como 3 e 5 dias, foram encontradas poucas diferengas no crescimento
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entre os tratamentos testados (23, 223 e 446 ugFe.L')), o que pode indicar uma boa
capacidade de acumulo de ferro intracelular, visto que a manuten¢do da cepa em laboratério

ocorre em meio de cultura com 223 ugFe.L'l.

Com relagio aos dados de clorofila @, o tratamento 23 ugFel' e o controle
(223pugFe L") apresentaram concentragdes préximas ao longo do tempo, exceto no 4° dia,
quando o controle apresentou concentragdes mais elevadas.Jd o tratamento 23 ugFe.L'l,
apresentou as menores concentragdes apartir do 4° dia de experimento. O ferro ndo participa
da constitui¢cdo da molécula de clorofila a, mas € um co-fator de enzimas que participam do
processo de sintese desse pigmento e sua limitagdo gera déficit no crescimento celular e
sintese de clorofila a em cianobactérias (Kudo et al., 2000; Kosakowska et al., 2004; Xing et
al., 2007). Em seu trabalho sobre os efeitos da limitacio de ferro sobre o aparato
fotossintético em cianobactérias, Boekma et al., (2001) verificaram que uma das primeiras
respostas de cianobactérias em periodos de limitacdo de ferro € a degradacdo dos
ficobilissomas (tornando as células clordtidas) e a sintese de proteinas localizadas nos
fotossistemas I e II. A presenca de tais proteinas tem o objetivo de reduzir o fluxo de elétrons
e assim reduzir a formagao de espécies reativas de oxigénio, que possam causar danos ao

aparato fotossintético da célula.

No presente trabalho, as células do tratamento 0 ugFe.L'1 ficaram clorétidas a partir do
4° dia de experimento, quando passaram a ser observadas também menores densidades
celulares. Estes resultados evidenciam que a auséncia de ferro comprometeu o processo de
sintese de clorofila a e o crescimento celular. A clorose celular visualizada a partir do 4° dia é
mais uma evidéncia de que 7 dias de pré-adaptacdo do in6culo em meio sem ferro ndo foram
suficientes para que as células exaurissem o ferro intracelular, ja que a clorosi € uma resposta

a limitagao de ferro.

Kasakowska et al., (2007) pré-adaptaram uma cepa de M. aeruginosa a meio de
cultura na presenca de ferro (560 pgFe.L") mas sem a presenca do agente quelante EDTA,
por periodo ndo mencionado. Em seguida submeteram o indculo a concentragdes limitantes
(0,5; 28,0 e 56 ugFe.L'™") e ndo limitante (560 pgFe.L™") na presenca de EDTA. Apés 12 dias
de experimento, estes autores verificaram no tratamento ndo limitante um aumento de

aproximadamente 90% na densidade celular e 85% na concentracao de clorofila a em relagdo
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a concentragdes limitantes, evidenciando que o déficit de ferro inibiu o crescimento e o

processo fotossintético.

Com relacdo as concentracdes de microcistina-LR, foi observada uma tendéncia de
aumento na concentragio nas células do tratamento 23 pgFe.L™" e no controle, o qual possuia
maior concentracdo de ferro (223 pug.L™), se comparado com a auséncia de ferro (tratamento 0
ugFe.L™). Utklen & Gjolme (1995), propuseram que a sintese de microcistina seria regulada
pela disponibilidade de ferro no meio. Estes autores chegaram a esta hipétese apds avaliarem
o efeito de trés diferentes concentracdes de ferro (17 ug.L”, 45 pg.L'e 560 pg.L™") sobre a
sintese de microcistina por uma cepa toxica e outra ndo toxica de M. aeruginosa. Apés 5 dias
de experimento, foi observado que a cepa toxica assimilou aproximadamente 48% mais ferro
do que a cepa ndo toxica, além de também ser observada uma tendéncia de maior sintese de
de microcistina-RR nas culturas submetidas 2 maior disponibilidade de ferro (560 ug.L™"). Em
decorréncia da cepa toxica assimilar maior concentracdo de ferro presente no meio, estes
autores sugeriram que a enzima envolvida na sintese de microcistina tenha sua atividade
regulada pela presenca de ferro livre (Fe**) no citoplasma, ou seja, o ferro também atuaria
como um co-fator enzimatico na via metabdlica de sintese de microcistina, e que a prépria
molécula de microcistina atuaria como um quelante auxiliando a manutencdo do Fe®* no
interior da célula. Desta forma, quanto maior a concentragdo de ferro intracelular maior seria
sintese de microcistina. A partir do trabalho de Utklen & Gjolme (1995), € crescente o
namero de estudos sobre os efeitos do ferro na sintese de microcistina (Lyck et al., 1996;
Amé et al, 2005; Sevilla, et al., 2008; Li et al., 2009). Li et al., (2009), ao submeterem uma
cepa de M. novacekii a diferentes concentracdes de ferro (0 — 280 pg.L™"), também
verificaram que a sintese de microcistina foi maior conforme a concentragao de ferro no meio

aumentava.

Em alguns grupos de bactérias heterotréficas, o ferro participa nos sistemas de sintese
de peptideos, o que poderia ocorrer com alguns grupos de cianobactérias, principalmente
espécies do género Microcystis (Martin-Luna et al, 2006a). Mais uma evidéncia da relacdo
entre a concentracao de ferro e a sintese de microcistina € que préximo a regido promotora do
conjunto de genes de sintese de microcistina (mcy) encontram-se sitios de ligacdo de proteinas
reguladoras relacionadas ao metabolismo de absorcdo de ferro, fotossintese e stress oxidativo
(Martin-Luna et al, 2006a; Alexova, et al, 2011).
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De uma forma geral, os resultados dos trabalhos tém sido unanimes ao relatar que as
baixas concentracdes de ferro testadas em seus experimentos inibem o crescimento celular e a
sintese de clorofila a (Lyck et al., 1996; Naito et al., 2006; Kasakowska et al., 2007, Nagai et
al., 2007), mas com relacdo aos efeitos desta limitacdo sobre a sintese de microcistina os
resultados ndo sdo claros. Enquanto alguns autores encontraram maior sintese de microcistina
em culturas expostas a baixas concentracdes de ferro, tais como 5 pg.L" versus 560 pg.L”,
considerada uma concentracio elevada (Lyck ef al., 1996); menor ou igual a 140 pg.L" versus
840 ug.L" (Lukac & Aegerter, 1993); 0 ug.L™' versus 1.675ug.L™" (Sevilla ez al., 2008), outros
encontraram maior sintese de microcistinas em concentracdes de ferro consideradas mais
elevadas, tais como 560pg.L" versus 17 ug.L" (Utiklen & Gjome, 1995) e 560 ug.L" versus
56 ug.L"' (Amé & Wunderlin, 2005). Vale ressaltar que dentre os estudo citados, apenas no
trabalho de Utklen & Gjolme (1995) o inéculo foi pré-adaptado por 3 dias em meio sem ferro,
nos demais tratamentos os indculos utilizados certamente possuiam ferro estocado
intracelularmente. Tal divergéncia metodoldgica pode influenciar nos resultados obtidos, visto
que ao submeter o in6culo a uma concentragdo de ferro considerada baixa, as células podem

fazer uso do seu estoque, o que pode mascarar os resultados.

No estudo realizado por Sevilla et al, (2008), estes autores submeteram uma cepa de
M. aeruginosa durante 14 dias a meio de cultura com déficit de ferro (0 ferro) e ao meio sem
alteracdo (controle), cuja concentracio de ferro era de 1.675 ug.L”, ndo houve pré-adaptacio
do in6culo em meio sem ferro. A partir do 4° dia de experimento o tratamento sem a presenca
de ferro passou a apresentar maiores concentragdes de microcistina. A maior diferenca
ocorreu no 8° dia, quando o tratamento apresentou aproximadamente 30 ng de microcistina-
LR por total de proteina (1g) e o controle aproximadamente 20 ng de microcistina-LR por
total de proteina (lg). Estes autores atribuem este resultado divergente ao trabalho de Utklen
e Gjolme (1995), por exemplo, a normalizacdo dos resultados de microcistina, visto que sao
encontrados dados normalizados por nimero de células ou peso seco e total de proteina,
podendo gerar disparidade nas conclusdes. No préprio trabalho de Utklen e Gjolme (1995) as
diferengas entre as concentragdes de microcistina-RR sdo melhor percebidas quando o
resultado € expresso em ng de microcistina por total de proteina (ng), desta forma resultados

expressos de diferentes formas também dificultam a comparagdo dos resultados.
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No entanto, em decorréncia de no presente estudo, as maiores concentracdes de ferro
intracelular e microcistina-LR terem sido encontradas no controle (223 pgFe.L™) seguido do
tratamento 23 ugFe.L'l, e as menores concentracdes terem sido encontradas no tratamento 0
pngFe.L-1, nossos dados suportam a idéia de que o ferro possa atuar também como um co-
fator enzimético no processo de sintese de microcistina, como proposto por Utklen & Gjolme
(1995), visto que este elemento atua como constituinte enzimdtico de outras vias metabolicas

e também pode atuar na via de sintese de microcistina (Kaklon & Cabantchik, 2002).

Os dados de crescimento e clorofila a obtidos na presenca de ferro 23 e 223 pgFe.L”
(controle), tenderam a apresentar resultados similares, o que nos permite inferir que valores na
ordem de 23 ug.L" de ferro sdo suficientes para o crescimento de M. panniformescepa MIRS-
4. Como colocado por Alexova et al., (2011) os resultados contraditrios apresentados pela
literatura cientifica acerca dos efeitos da limitagdo do ferro sobre diferentes aspectos
fisiolégicos de cianobactérias, incluindo crescimento celular, sintese de clorofila e sintese de
microcistinas, devem-se em parte aos diferentes desenhos experimentais dos estudos, em
particular, as diferentes concentracdes de ferro utilizadas e definidas como limitantes, o que
dificulta a comparacdo dos resultados. Na literatura as concentracdes limitantes variam na
ordem de total auséncia de ferro no meio (Lukac & Aegerter, 1993; Nagai et al., 2007) a
concentracdes extremamente baixas, como por exemplo na ordem de 11 pgFe.L”' (Nagai et
al., 2007) e 17 ugFe.L'1 (Utklen & Gjolme, 1995). As concentracdes consideradas ndo
limitantes também sdao amplamente variadas, considerando valores de 560 ugFe.L'1 (Lyck et
al, 1996) a 1.675 pgFe.L”" (Sevilla ef al.; 2008) até concentra¢des extremamente elevadas, na
ordem de 5000 ugFe.L'1 (Kasakowska et al, 2007). Outro aspecto de ampla variacdo nos
trabalhos sobre esta temética € que, como ja citado, nem sempre o indculo € pré-adaptado em
condic¢des limitantes de ferro ou quando tal procedimento ocorre, a concentragdo limitante a

qual o in6éculo foi submetido ou o periodo de pré-adaptacdo ndo € citada.

Ao analisar os niveis de transcritos de genes ativados quando ocorre a limitacdo de
ferro no meio, feo e fut, foi verificado que nao houve diferenca significativa nos niveis de
transcritos entre os tratamentos 0 e 23 Fe.L'l, evidenciando que até o 4° dia as células
provenientes de 7 dias na auséncia de ferro ainda estavam ativando sistemas de captacdo de
alta afinidade, provavelmente para restabelecer uma concentracdo de ferro intracelular

adequada. De fato, a partir dos resultados de dosagem de ferro intracelular, observamos que
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nestas condicdes as células ndo acumularam ferro suficiente para ser detectado pelo método
utilizado e provavelmente ndo constituiram uma reserva significativa de ferro intracelular. Ja
no caso de abundancia de ferro representado pelo controle (223 ugFe.L'l) os niveis de
expressdo dos genes feo e fut foram bem mais baixos do que na auséncia ou limitagdao de
ferro. Isto estd de acordo com uma alta concentragdo de ferro intracelular observada nesta
condicdo, mostrando que o uso de sistemas de alta afinidade ndao sdo necessarios neste caso,
de forma que as células puderam desligar seus sistemas de captagdo de ferro. Esta diferenca ja
ficou evidente nos primeiros tempos amostrais mostrando a rapidez do restabelecimento do

ferro intracelular uma vez que este se torna disponivel.

Comparando-se os tratamentos € o controle no 2° e 4° dia de experimento em relacdo
as células pré-adaptadas em 7 dias na auséncia de ferro, os niveis de transcritos de feo e fut
diminuiram no caso do controle (223 pgFe.L™"), de acordo com o restabelecimento do ferro
intracelular, mas aumentaram em auséncia ou limitacao de ferro evidenciando a ativacao dos
sistemas de captacdo de ferro. De fato, no dia da montagem do experimento, o valor de ferro
dissolvido no tratamento 23 pgFe.L™' ja se encontrava abaixo de 10 pg.L"' e apenas neste
tempo amostral foi possivel detectar a concentragdo de ferro intracelular (17,0+1,0

ugFe.10%¢élulas).

Entretanto foi observado que os tratamentos 0 e 23 pgFe.L™" apresentaram o mesmo

. . ST ~ -1 . ..
nivel de transcritos, o que indica que mesmo que a concentragdo 23 ugFe.L” seja suficiente
para o crescimento de M. panniformes, as células podem ativar seus sistemas como estratégia
para prevenir periodos de limitagdo de ferro, visto que no ambiente esta situagdo é comumente

encontrada pelo fitoplancton (Reynolds, 2006).

Alexova, et al., (2011) avaliaram os niveis dos transcritos de futA e feoB em uma cepa
téxica e uma cepa ndo téxica de M. aeruginosa sob diferentes concentracdes de ferro
(56 ug.L'l, 56 ugL' e 0,5 pgL™"). Estes autores observaram que os maiores niveis de
transcritos futA foram encontrados na cepa toxica durante a fase exponencial (aumento de 9,7
vezes), quando esta foi submetida a concentracdes limitantes de ferro (0,5 pg.L™"). No
presente trabalho, o maior nivel do transcritor fut (aumento de 8,2 vezes), foi registrado na
auséncia de ferro no 4° dia de experimento. Em um estudo similar, Fujii et al., (2010)

verificaram que a proteina futA foi expressa na regido periférica da célula, onde ocorre a
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difusdo passiva do ferro em decorréncia de um gradiente entre o espaco extratracelular e o
periplasma, os autores apontam que esta proteina atua no transporte de ferro da membrana
celular para o periplasma, logo o elevado nivel de expressdo de fut encontrado na auséncia ou
limitacdo de ferro estd relacionado a tentativa da célula captar ferro das regides mais
periféricas da células (porcdo extracelular) e transportd-lo para o meio intracelular, o qual

pode participar do processo de sintese de microcistina.

Quanto ao transcrito feoB, Alexova et al., (2011) encontraram na cepa toxica niveis
aproximadamente 3 vezes mais baixos (3,2) quando comparado ao transcrito futA. Esses
autores, baseados no trabalho de Katoh et al., (2001) associaram este resultado ao fato de que
em cianobactérias, este sistema geralmente é secunddario, estando relacionado a sintese de

sider6foros.

E vélido ressaltar também que cianobactérias e outros procariotos possuem a vantagem
de lancar para o meio extracelular moléculas quelantes capazes de se ligar ao ferro dissolvido
(Fe®*), tais substincias sio denominadas sideréforos e estdo ausentes na maior parte das algas
fitoplanctonicas eucariéticas (Wilhelm, 1994). Sendo ligantes especificos do Fe’* (raramente
do Fe**) os sider6foros possuem a funcdo de seqiiestrd-lo e transportd-lo para o interior das
células, e por essa razdo sdo excretados apenas em condi¢des de defici€éncia de ferro. Mas
para que o Fe’* ligado ao sideréforo (sider6foro-Fe*) seja assimilado pela célula é necessdria
a presenca de proteinas receptoras, estas transportam o sideréforo-Fe’* através da membrana
externa até o periplasma. No periplasma o Fe* ¢ liberado a outras proteinas que o transporta
através da membrana citoplasmatica, estas proteinas de membrana convertem o Fe’* a Fe®* e
o transportam para o citoplasma para ser incorporado a diversas vias metabdlicas (Benite &
Machado, 2002). Diante do exposto, pode-se perceber a importancia da ativagdo dos genes
especificos as condi¢des de deficiéncia de ferro, visto que vérias proteinas transportadoras sao
necessdarias para a assimilacdo e conversao do ferro intracelularmente.

De acordo com os resultados aqui apresentados podemos concluir que o experimento
realizado com diferentes concentracdes de ferro foi ttil em demonstrar a resposta fisiologica
de uma cepa de M. panniformes isolada do reservatério de Samuel a diferentes condi¢des de
disponibilidade deste elemento. No entanto as medi¢des diretas das concentragdes de ferro s6
foram possiveis no caso do tratamento 23 ug.L'1 (intracelular) no 1° tempo amostral e no caso

do controle (223 ug.L'l, extra e intracelular); porém neste tltimo com valores decrescentes ao

longo do tempo. Como jd colocado, as concentracdes de ferro intra e extracelular foram
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determinadas por Espectrometria de Emissio Optica em Plasma com Acoplamento
Indutivo/ICP-OES. Tal técnica € eficiente com excelente limite de deteccao na determinacao
de metais como o ferro, a ndo ser que a amostra possua alguns interferentes que prejudiquem
a andlise (Meghan et al,2008). No presente trabalho foi observada uma diminui¢do das
concentracdes de ferro intracelular ao longo do tempo, certamente este elemento foi sendo
assimilado pelas células de cianobactérias passando a ser constituinte de diferentes moléculas
organicas. Desta forma, seria de se esperar que as concentracoes de ferro intracelular
aumentassem ao longo do tempo, o que nao foi observado. Se tais moléculas organicas
estivessem sendo excretadas ao longo do tempo para o meio extracelular em decorréncia do
metabolismo das cianobactérias, ou mesmo por morte celular, seria natural que ao longo do
tempo o ferro fosse detectado no meio extracelular, o que também nao foi observado, salvo
tenha ocorrido adsorc¢ao do ferro nas paredes do frasco. Este processo pode ocorrer em baixas

concentracdes de ferro em meio aquoso.

Dentre os interferentes que podem prejudicar a anélise de ferro relatados na literatura
estd o fosfato (Herndndez & Meurer, 1998; Vilar et al., 2010), a presenca deste elemento em
concentracdes elevadas pode prejudicar a deteccao do ferro. O meio ASM-1 utilizado para o
cultivo de cianobactérias possui uma concentracdo de PO, extremamente elevada
(aproximadamente 19.000 pg.L"), o que pode ter interferido na determinacio do ferro
extracelular e principalmente intracelular, visto que o PO,* presente no meio é rapidamente
assimilado pelas cianobactérias, o que pode ter feito com que as reais concentragdes nao
fossem detectadas. Outra questdo importante que pode ter contribuido para a ndo detec¢ao do
ferro € o fato deste elemento, assim como outros metais, quando presentes na fase dissolvida
em meio aquoso neutro pode adsorver na superficie dos recipientes em que foi adicionado. O
ferro presente em solos dcidos, por exemplo, permanencem em solu¢do em concentragdes
suficientes para ser utilizado pelas plantas (Foth, 1978 apud Carmargo & Freitas, 1985). Tal
fato também pode ter causado interferéncia na deteccdo do ferro, principalmente a partir do
segundo dia, visto que no primeiro dia de experimento a soma das concentracdes intra e

extracelular estive préxima ao adicionado.

No capitulo I desta tese, a maior densidade de M. panniformes foi registrada em
mar¢o/07, neste més a concentracdo média de ferro dissolvido na Zeu foi baixa (21,3 pg.L’
"quando comparada a outros periodos, e a concentra¢do de microcistina na dgua total foi de
0,316 pg.L™", correspondente a segunda média mais elevada no periodo estudado (fev/07-
fev/08). Tendo em vista que cianobactérias, assim como outros organismos fitoplanctonicos,
sdo capazes de acumular ferro intracelularmente oriundo da fase dissolvida (Morel et al.,
1991) e especialmente, as cianobactérias podem estocar ferro na forma de proteinas como a

ferritina e a bacterioferritina (Keren et al., 2004), sugere-se que a espécie M. panniformes do
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reservatorio de Samuel, assimile e estoque este elemento em periodos em que hid maior
disponibilidade no meio, no intuito de ter reserva para os periodos em que as concentragdes
de ferro no meio extracelular estejam limitantes. Através desta estratégia adaptativa esta
espécie pode ter um bom crescimento quando o meio extracelular apresente baixas

concentracdes deste elemento e paralelamente aumente a sintese de microcistina.
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DISCUSSAO GERAL

Com relagdo as varaveis limnoldgicas estudadas na Zeu da estacdo M1 do reservatério
de Samuel, verificou-se que tais varidveis foram fortemente influenciadas pela vazdo afluente
do reservatério, a qual estd relacionada com os indices pluviométricos da regiao. Em
ambientes naturais o ciclo hidrolégico da regido Amazdnica nos permite visualizar quatro
fases: vazante, seca, enchente e cheia.Tais variagcdes do ciclo hidrolégico refletem em
alteracoes fisicas, quimicas e biologicas de um determinado sistema. Entretanto, em
ambientes aqudticos artificiais como reservatérios de usinas hidrelétricas, ao analisar as
varidveis limnoldgicas, essas quatro fases podem ndo ser visualizadas devido a manipulacdo

do nivel da 4gua em decorréncia da operagao do mesmo para fins de geracao de energia.

A PCA aplicada aos dados limnoldgicos do estudo temporal realizado na estacdo M1
durante fevereiro/07 a fevereiro/08, evidenciou a formacao de quatro grupos, correspondentes
aos quatro periodos caracteristicos dos pulsos de inundacdo dos ambientes aquéticos
amazonicos, foram eles: periodo de dguas altas (P1), periodo de vazante (P2), periodo de
aguas baixas (P3) e periodo de enchente (P4). O P1 e P2 foram caracterizados pelos meses de
janeiro a maio; e o P3 e P4 formados pelos meses do periodo de dguas baixas (junho a
outubro) e enchente (novembro e dezembro). O P1 e P2 foram formados por meses que
apresentaram maiores valores de vazdo afluente, a qual gerou maior aporte de macronutrientes
(nitrogénio e fésforo) e do micronutriente ferro. O P3 e P4 foram constituidos por meses de
menor vazado, caracterizado por temperaturas mais elevadas, Zeu mais profunda, maiores
concentracdes de oxigénio dissolvido, clorofila a e amoOnia. As maiores biomassas
fitoplanctonicas também foram obtidas no P3. Baseando-se nos resultados obtidos conclui-se
que os nutrientes advindos do periodo de dguas altas, foram utilizados de forma mais eficiente
pelo fitoplancton no periodo de menor vazao (P3),demonstrando a importancia da estabilidade

fisica, como menores turbuléncias, para o desenvolvimento fitoplanctonico.

No entanto, além da turbuléncia e dilui¢do, ndo se descarta outros fatores que puderam
estar associados aos menores valores de clorofila a e biomassa obtidos no periodo de cheia.
Fatores como a diluicdo e perdas pelo transporte hidromecanico do sistema (Reynolds, 2006),
como, por exemplo, a perda de biomassa em decorréncia de maiores descargas de 4gua
montante-jusante que sdo maiores nos periodos de maior vazdo, devido a utilizacdo de um

volume maior de 4gua do reservatdrio para a geracdo de energia elétrica.
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No reservatério de Tucurui, o qual se localiza no rio Tocantins (Pard), Miyai (2003) ao
analisar alguns dados limnolégicos, dentre eles vazdo, ortofosfato e clorofila a advindos de
uma série temporal de 14 anos (1985-1999) observou padrio semelhante ao encontrado no
reservatorio de Samuel no presente trabalho. Este autor verificou que no periodo de 4guas
altas foram encontrados os maiores valores de vazdo e ortofosfato e valores reduzidos de
clorofila a. Baixas concentracOes de clorofila a também foram encontradas no final do
periodo de dguas baixas, o que também ocorreu no reservatério de Samuel. Este autor atribuiu
os menores valores de clorofila a obtidos no periodo de dguas altas a turbuléncia do sistema e

aos baixos valores obtidos no periodo de dguas baixas a limitacao de nutrientes.

Com relacdo a limitacdo de nutrientes no reservatorio de Samuel, considerando as
concentracdoes médias de NID e ortofosfato obtidas na Zeu da estacdo M1, e baseando-se nas
concentracdes estipuladas por Reynolds (1999; 2006) como limitantes para ortofosfato (<10
ug.L'l) e NID (<100 ug.L'l), o periodo de dguas baixas foi moderadamente limitado por estes
dois nutrientes, principalmente de junho a outubro (P3). De uma forma geral, nos meses de
menor vazao (P3) foram observadas as maiores biomassas, logo as menores concentracdes de
nutrientes observadas no P3 certamente estdo associadas a assimilacdo dos nutrientes pela
comunidade fitoplanctonica. Este resultado corrobora estudo anterior realizado no
reservatério de Samuel por Nascimento (2006). Também foram encontradas maiores
biomassas na estacdo M1 nos meses de junho a setembro/2005, com diminui¢do nos meses de
outubro e novembro, recuperacdo da biomassa na enchente (dezembro/05) e consecutiva
diminui¢do nos meses de maior vazio (janeiro, fevereiro e mar¢o/06), consequentemente 0s

meses de maior turbuléncia.

A relacdo existente entre ciclo hidrolégico e concentracdo de nutrientes nido esta
baseada apenas no fato de meses de maiores precipitacdes acarretarem maior entrada de
nutrientes oriundos da bacia de drenagem e/ou ressuspensdo dos nutrientes presentes nas
camadas mais profundas para a Zeu. Os meses de menor precipitacio podem influenciar
diretamente na disponibilidade dos nutrientes em decorréncia da estratificagdo térmica
(termoclina) e da estratificacdo das concentragdes de oxigénio dissolvido ao longo da coluna
d’ dgua (Wetzel, 1993; Tundisi, 2005). Apesar das varidveis: temperatura da dgua e oxigénio
dissolvido ndo terem sido avaliadas ao longo da coluna d’dgua no periodo de fevereiro/07 a

fevereiro/08, estudos anteriores realizados na estacio M1 do reservatério de Samuel
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(Nascimento, 2006; Almeida, 2012) verificaram a existéncia de estratificagdo térmica entre os
meses de junho a outubro, com termoclinas acentuadas (diferenca de 1°C da superficie) a
partir de 6 a 8m de profundidade. A profundidade da coluna d’dgua da estacio M1 nos meses
de menor precipitacdo varia de 21 a 26 metros e nos meses de maior precipitacdo de 30 a 31
metros (Nascimento, 2006; Almeida, 2012). Em decorréncia da estratificacdo térmica as
aguas das camadas superficiais mais quentes ndo se misturam com as camadas mais profundas
mais frias, gerando um acimulo de biomassa nas camadas superficiais, diminuindo o processo
de perda por afundamento, por exemplo, e limitando a liberacdo de nutrientes de camadas
mais profundas para a Zeu (Wetzel, 1993; Reynolds, 2006). Deste modo, a estratificacdao
térmica no P2 certamente contribuiu para a obten¢cdo de maiores biomassas nas camadas mais

superficiais da Zeu na estacdo M1.

Acompanhando a estratificacdo térmica, a estratificacdo das concentra¢des de oxigénio
dissolvido também foi registrada nos meses de menor precipitacdo por Nascimento (2006) na
estacdo M1 do reservatério de Samuel. O inicio da estratificacio do perfil de oxigénio
dissolvido ocorre nos meses de maio ou junho como consequéncia da menor vazao, picos de
biomassa sdo observados entre agosto e setembro, registrando-se supersaturacdo nas camadas
superficiais e concentracdes de oxigénio menores que 1,0 mg.L”' a partir de 20 m de
profundidade. A existéncia de anaerobiose nas camadas profundas da coluna d’ 4gua (também
decorrente da decomposicdo da matéria organica nos sedimentos) impede uma zona oxidada
que propicie, por exemplo, trocas quimicas para a liberacdo do fdésforo para as camadas
superficiais da coluna d’agua (Wetzel, 1993). Tal fendmeno certamente também contribuiu
para as baixas concentracdes de fosforo encontradas na Zeu.A mistura da coluna d’ dgua
inicia-se com o inicio das chuvas (novembro/dezembro) finalizando a estratificacdo térmica e
de oxigénio dissolvido, e este periodo de maior circulacdo das massas de dgua na coluna d’
dgua se mantém até o término do periodo chuvoso (maio/junho) (Nascimento, 2006; Almeida,

2012).

As flutuagdes sazonais no nivel da &4gua dos reservatérios influenciam na
disponibilidade de nutrientes e na composi¢do fitoplanctonica, incluindo a dindmica de
cianobactérias (Milius et al, 2005). Na estacdo M1 do reservatdrio as cianobactérias

apresentaram bom desenvolvimento no P1 e no P2, com dominéncia frente aos demais grupos
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fitoplanctonicos (cloroficeas, bacilarioficeas, dinoficeas, criptoficeas, crisoficeas e

euglenoficeas).

Foram encontradas as 66 espécies fitoplanctonicas ao longo da Zeu, os grupos com
maior nimero de espécies foram as cloroficeas (34 espécies), as cianobactérias (15 espécies),
as bacilarioficeas (7 espécies ) e as criptoficeas. No entanto, apenas 22 espécies contribuiram
com biomassa anual igual ou superior a 5% dentro do seu grupo. Essas espécies foram

representativas de 10 grupos funcionais (Y, XI, K, M, Lo, J, A, W5, S; e N).

Dentre os trés grupos formados pela Andlise de Correspondéncia Candnica-ACC, as
cianobactérias estiveram presentes no grupo 2, Microcystis panniformes, Aphanocapsa
holsatica e Merismopedia tenuissima, cianobactérias coloniais com células pequenas; e grupo
3, Merismopedia punctata,Lemmermaniella parva (ambas coloniais), Planktolyngbya
limnetica (filamentosa). As cianobactérias de ambos os grupos foram inversamente

correlacionadas com a vazao (a qual também reflete na turbuléncia do sistema).

O crescimento de cianobactérias frequentemente € correlacionado a ambientes
eutréficos e hipereutréficos (Rapala, 1997; Paerl et al., 2001; Smith, V. H., 2003). Através
dos dados de clorofila a obtidos neste estudo, o reservatério de Samuel pode ser considerado
como oligo-mesotréfico (Niirnberg, 2006). A biomassa fitoplanctonica da estagdo M1 do
reservatorio da U.H.E. de Samuel sofre limitacdo por fésforo e nitrogénio, principalmente ao
término do periodo de dguas baixas, a limitacdo destes dois nutrientes foi igualmente
importante como proposto por Lews e Wurtsbaug, (2008). No periodo de 4dguas altas, periodo
de maior concentragdo de nutrientes, a biomassa foi afetada pela elevada turbuléncia em

decorréncia da maior vazao.

Em alguns periodos as concentragdes de ortofosfato ficaram abaixo da concentracio
limite para o crescimento do fitoplancton proposta por Reynolds (2006), 10 ug.L". Este
comportamento foi verificado principalmente nas camadas mais profundas da Zeu, entre os
meses de junho a outubro (P3). Os processos bioldgicos do fitoplancton requerem 13 a 19
partes de N para uma parte de P (Reynolds, 2006). Logo, no periodo de dguas baixas (P3) as
concentracdes de nitrogénio (nitrato € amodnio) também foram limitantes, destacando-se os

meses de setembro e outubro. A baixa concentracdo destes nutrientes no P3 também reflete
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seu consumo pelo fitoplancton, nutrientes estes que passam a estarem presentes na forma

particulada por incorpora¢do na biomassa.

Estudos realizados por Tilman (1977), Sommer & Kilham, (1985) e Bulgarov &
Levich (1999), relatam que os diferentes grupos fitoplanctonicos competem de forma distinta
pela aquisicdo de nutrientes. Em ambientes com elevadas concentracdes de fosforo as
cianobactérias competem de forma mais eficiente tendo seu crescimento favorecido, ja em

condi¢Oes limitantes por fosforo as cloroficeas sdo mais eficientes (Bulgarov & Levich 1999).

As estratégias adaptativas propostas por Reynolds (1988, 2006), estratégias C-S-R,
foram bem correlacionadas a sucessdo das 22 principais espécies ocorrida durante a série
temporal estudada. Nos meses considerados “picos’do periodo 4guas altas (P1), janeiro e
fevereiro, a biomassa fitoplanctonica foi constituida por espécies pequenas, com elevadas
razdes superficie/volume, consideradas boas competidoras (C-estrategistas), porém mais
susceptiveis a herbivoria (Cryptomonas brasiliensis; Peridinium sp 1 e sp2). No decorrer do
periodo de 4aguas altas, a comunidade fitoplanctonica foi caracterizada por espécies de
cianobactérias coloniais grandes, mas com altas razdes superficie/volume (células pequenas) e
boas captadoras de luz (R-estrategistas), a exemplo de M. panniformes (Reynolds, 2002
2006). A espécie com maior contribuicdo para a biomassa de cianobactérias foi
Planktolyngbia limnetica, principalmente no P3. Esta espécie filamentosa pertence a ordem
Ocilatorialles, e apesar de ter tido bom desenvolvimento também em meses de baixas
concentracdes de nitrato e amoOnio, esta ndo forma heterdcitos capazes de fixar N atmosférico.
No entanto sd@o boas captadoras de luz, capazes de crescer em ambientes turbidos em
circulagdo (novembro e dezembro, aumento da vazao) e toleram deficiéncia de luz (Reynolds,

2002 2006), causadas por exemplo pelo autosombreamaneto de outras espécies no P3.

A elevada turbuléncia, causada pelo aumento do volume de dgua, associada a baixa
penetracdo de luz, tem sido apontadacomo causa do escasso crescimento de algumas espécies
de cianoficeas (Perbiche-Neves et al., 2011). Aspectos hidrolégicos estdo diretamente
associados ao desenvolvimento do fitoplancton em reservatérios de usinas hidrelétricas
brasileiras (Rangel ef al., 2012), o que pode explicar as baixas biomassa nos meses de janeiro

e fevereiro (P1).
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Em sintese, através das sucessdes da comunidade fitoplanctonica, com €nfase para o
grupo das cianobactérias, o presente estudo demonstra que o crescimento das diferentes
espécies nao foi limitado por um uUnico nutriente, mas sim por fésforo e nitrogénio, como

proposto por (Tilman et al., 1982; Rhee e Gotham, 1980 apud Borchardt, 1996).

Em relagdo ao desenvolvimento das cianobactérias, foi verificado que periodos
turbulentos de elevada vazdo, como meses considerados “picos’do periodo de 4guas altas
(fevereiro e janeiro), ndo favorecem o desenvolvimento deste grupo na estacio M1 do
reservatorio de Samuel, conclusdo esta suportada pelos dados de biovolume,mostrando que
além da necessidade de concentracdes mais elevadas de macronutrientes e micronutrientes
oriundos da entrada de dgua decorrente do periodo de 4guas altas, também é necessario
estabilidade fisica da coluna d’ 4gua e maior intensidade luminosa. O desenvolvimento da
espécie M. panniformes parece seguir o padrdo descrito, apesar de considerada biomassa em

margo, periodo de vazdo ainda elevada.

A concentracdo de microcistina na dgua (fracdo dissolvida+seston) foi correlacionada
com as varidveis: nitrato, ortofosfato e ferro dissolvido. Wu et al., (2006) ao analisar a relacdo
entre diferentes varidveis ambientais e concentragdes de microcistina encontradas na dgua de
30 lagos chineses, também verificaram maior correlacdo com as varidveis nitrogénio total,
nitrato e fésforo. Apesar de ndo ter sido encontrada correlagdo entre a concentracdo de
microcistina e a profundidade do disco de Sechi no presente estudo, foram verificadas
maiores concentracdoes de microcistina nos meses de janeiro, fevereiro e margo, periodo em
que a profundidade do disco de sechi foi menor.Com relagdo a esta varidvel, Jacob et al.,
(2000) e Graham et al., (2004) verificaram padrdo semelhante em seus estudos, sugerindo que

dguas com transparéncia elevada ndo favoreceriam a sintese de microcistina.

O estudo de campo sugeriu que a comunidade fitoplanctonica do reservatério de
Samuel tem seu desenvolvimento limitado por nitrogénio e por fésforo, principalmente nos
meses de menor vazdo. Tal fato foi comprovado no experimento de adi¢do de nutrientes, visto
que as maiores biomassas durante um maior periodo do experimento foram observadas
quando os nutrientes nitrogénio, fésforo e ferro foram adicionados simultaneamente. Vrede &
Tranvik (2006), ao adicionarem simultaneamente e isoladamente os nutrientes: nitrogénio,
fosforo e ferro em experimentos de enriquecimento realizados in locu (mesocosmos) em nove

lagos oligotroficos na Suécia, verificaram biomassas cerca de 2,5 vezes maiores em relagdo ao
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controle. No presente trabalho, a adi¢do de nutrientes simultaneamente gerou uma biomassa

3.4 vezes maior que o controle apds 24 horas (considerando os valores médios de biomassa).

Vrede & Tranvik (2006) verificaram que a adicao de ferro isoladamente também gerou
um aumento de biomassa maior quando comparado ao tratamento em que o nitrogénio foi
adicionado isoladamente e, de uma forma geral, nos nove lagos estudados a adi¢do de
nitrogénio isoladamente também gerou as menores biomassas ao longo do experimento.Tal
padrdao também foi observado no presente experimento, onde os menores valores médios de
biomass foram observados no tratamento N, e no tratamento Fe, também foi observado um

aumento de biomassa 3,5 vezes maior em relacdo ao controle no terceiro dia de experimento.

O tratamento P foi o Unico em que as cianobactérias, representadas pela espécie
Dolichospermum solitarium, apresentaram biomassas expressivamente mais elevadas em
relacdo ao controle e aos demais tratamentos. Espécies do género Dolichospermum sao
eficientes competidoras por fésforo, sendo capazes de assimilar este nutriente através da
sintese de enzimas especificas para captd-lo do ambiente (Huisman et al, 1997, Rai &
Sharma, 2006; Tripathi et al., 2012) e se desenvolver em baixas concentracdes de NID,
devido asua capacidade de fixar N atmosférico em decorréncia da presenca de células
diferenciadas/heterocitos (Huisman et al., 1997, Horvath er al, 2012). No presente
experimento a dominancia da espécie D. solitarium foi verificada no tratamento P apds 3
semanas do inicio do experimento, a partir do 24°, periodo em que as concentracdes de NID
eram mais baixas. Este resultado alerta para a vulnerabilidade do reservatério de Samuel, que
pode passar a apresentar floracdes de cianobactérias caso a entrada de fosforo. Esta situacdo é
agravada por esta ser uma regido de pecudria a qual contribui para a entrada deste elemento
nos corpos d’agua. Principalmente se a drea da sub-bacia do rio Jamari passar a apresentar

maior atividade agricola nos anos que seguem, em decorréncia do uso de fertilizantes.

O estudo realizado sobre os efeitos do ferro sobre diferentes aspectos fisioldgicos de
Microcystis panniformes também trouxe resultados importantes. Assim como observado por
outros trabalhos similares (Lyck et al., 1996; Naito et al., 2006; Kasakowska et al., 2007,
Nagai et al., 2007), foi verificado que baixas concentragdes de ferro inibiram o crescimento
celular e a sintese de clorofila a, e que houve uma tendéncia as maiores concentragdes de

microcistina serem encontradas nos tratamentos com concentra¢des de ferro mais elevadas, o
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que sugere a participacio deste elemento na via metabdlica desta toxina, como proposto por

Utklen & Gjolme (1995).

Na regido Amazodnica os principais tipos de solo sdo os latossolos e os argissolos
(Vieira & Santos, 1987), dentre eles os latossolos também se caracterizam por apresentarem
concentracoes de ferro elevadas, o que pode refletir nas concentra¢des de ferro nos ambientes
aquaticos da regido. O reservatorio de Tucurui (Pard), também em decorréncia da pedologia
da regido Amazonica apresenta concentracdoes de ferro total elevadas principalmente no
periodo de cheia, variando de 890-4.620 pg.L"' (Miyai, 2003). Entretanto, elevadas
concentracoes de ferro total ndo refletem também elevadas concentragdes de ferro
potencialmente assimilado pelo fitoplancton, visto que para estar disponivel ao fitoplancton o
ferro deve estar em sua forma dissolvida (Fe** e Fe **), o que depende de varidveis como pH,
Eh e a presenca de substancias organicas (Wetzel, 1991; Martins & Von Sperling, 1997;
Reynolds, 2006; Rocha & Rosa, 2003)

Como demonstrado, no reservatorio de Samuel o ferro esteve correlacionado ao
crescimento de M. panniformes e a sintese de microcistina.Desta forma, se enfatiza a
importancia do monitoramento desta espécie e das concentragdes de microcistinas na agua,
principalmente em ambientes que tenham concentragdes mais altas deste elemento, seja em
decorréncia de uma caracteristica natural dos solos da regido, ou pela entrada deste elemento

através de efluentes industriais.
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CONCLUSOES

O reservatério de Samuel pode ser classificado como oligo-mesotréfico, com uma Zeu
com temperaturas elevadas (acima de 28°C) durante todo o ano e tendo as varidveis
fisicas, quimicas e bioldgicas da dgua fortemente influenciadas pelo ciclo hidrolégico
da regido Amazonica, o qual caracteriza-se pelos periodos de dguas baixas, enchente,
dguas altas e vazante. O desenvolvimento dos diferentes grupos fitoplanctonicos
apresentou uma variagdo sazonal, com maiores biomassas nos periodo de &dguas

baixas.

As cianobactérias dominaram sobre os demais grupos fitoplanctonicos em apenas 15%
do periodo estudado (mar¢co e maio), as cloroficeas constituiram o grupo com
biomassas mais elevadas, sendo dominantes sobre os demais grupos em61% do
periodo estudado. As alteracOes nas caracteristicas limnoldgicas da dgua ao longo do
ciclo hidrolégico permitiram que as seis principais espécies apresentassem bom
desenvolvimento em diferentes periodos do ciclo hidrolégico. Em meses de maior
vazdo as espécies Aphanocapsa holsatica, Microcystis panniformes € Merismopedia
tenuissima apresentaram biomassas mais elevadas. Tais espécies tiveram maior
contribuicao no periodo em que as cianobactérias dominaram o fitoplancton (marco e
maio).Especialmente A. hosaltica e M. pannoformesquee estiveram relacionadas a
valores neutros de pH e a maiores concentracdes de amoOnia. Em meses de menor
vazdo as principais espécies de cianobactérias foram Lemmermanniela parva,
Merismopedia punctata, associadas a temperaturas mais altas e Planktolyngbya

limnetica, associada a ambientes turbidos.

Foi detectada a presenga de microcistina na dgua do reservatério(sem tratameto
prévio) nos meses de fevereiro/07 a fevereiro/08. Apenas em fevereiro/08 foi
detectadaconcentracdos acima de 1,0 ug.LL-1, valor recomendado pela portaria
2.914/MS/2012 para 4gua tratada destinada ao consumo humano. Apesar do
reservatorio de Samuel ndo ser destinado a captacdo de &4gua, comunidades de
pescadores no seu entorno o utilizam para esta finalidade, enfatizando a importancia
do monitoramento da densidade de cianobactérias e das concentracdes de

cianotoxinas.
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No estudo de campo as varidveis que se correlacionaram as concentracdes de
microcistina na dgua (fracdo total) foram nitrato, ortofosfato e ferro. No experimento
em que a cepa MIRS-4 foi submetida a diferentes concentracdes de ferro, foi
verificada uma tendéncia das maiores concentracdes de microcistina serem obtidas

quando M. panniformes foi exposta a maiores concentracdes de ferro.

Na estagdo M1 do reservatério de Samuel a comunidade fitoplanctonica foi
moderadamente limitada por fésforo e por nitrogénio. Tal padrao corrobora os dados
obtidos no experimento de enriquecimento de nutrientes em microcosmos, visto que as
maiores biomassas foram obtidas quando houve a adi¢do simultanea de nitrogénio,

fosforo e ferro,, predominado as cloroficeas.

Em termos de eutrofizacdo, o experimento de enriquecimento de nutrientes em
microcosmos evidenciou que a entrada de fésforo no reservatério de Samuel pode ser
considerada preocupante, visto que a adi¢do isolada deste elemento na dgua do
reservatorio propiciou um aumento expressivo de biomassa da espécie de

cianobactéria potencialmente toxica, Dolichopermum solitarium.

Resultados de experimento em cultivo com uma cepa de Microcystis panniformes
isolada do reservatério de Samuel mantida em diferentes concentragdes de ferro
indicaram que maiores concentragdes deste elemento propiciaram maior nimero de
células, sintese de clorofila a e concentracdo de microcistina. Desta forma, ressalta-se
a importancia do monitoramento da densidade de cianobactérias e de seu potencial

toxico no reservatorio de Samuel.
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RECOMENDACOES

A fim de melhor entender a dindmica de cianobactérias no reservatério de Samuel,
recomenda-se a realizacdo de estudo semelhante em outras dreas do mesmo, a
exemplo das estacoes M4 e M8 que também apresentaram densidade elevada de
Microcystis sp, como demonstrado em estudo anteriormente realizado (Nascimento,
2006), e também em decorréncia da dinamica da estacdo M1 ndo refletir a dindmica de

todo o reservatorio,

N

Apesar do reservatério de Samuel ndo ser destinado a captacdo de 4gua para
abastecimento publico, comunidades de pescadores no seu entorno o utilizam para esta
finalidade, enfatizando a importancia do monitoramento da densidade de
cianobactérias e das concentracdes de microcistinas, em decorréncia de ter sido
registradas concentracdes de microcistinas maiores que o recomendado pelo

Ministério da Saude (portaria 2.914/MS/2011),

Recomenda-se controlar de forma eficiente a eutrofizacdo artificial na darea do
reservatorio, principalmente o controle de atividades que possam contribuir com uma
maior entrada de fésforo no reservatério, principalmente se a drea da sub-bacia do rio
Jamari passar a apresentar maior atividade agricola nos anos que seguem, em
decorréncia do uso de fertilizantes, ou a intensificacdo da pecudria, visto que o
presente estudo mostrou que a entrada deste nutriente pode favorecer a formacio de

floracdes de cianobactérias,

Como demonstrado, no reservatorio de Samuel o ferro esteve correlacionado ao
crescimento de M. panniformes e a sintese de microcistina. Desta forma, recomenda-
se o monitoramento desta espécie e das concentragdes de microcistinas no
reservatorio, bem como em outros ambientes que tenham concentragdes elevadas deste
elemento, seja em decorréncia de uma caracteristica natural dos solos da regido, ou

pela entrada deste elemento através de efluentes.
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