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Ocorréncia de archaea em reservatorio de dgua doce de regido
tropical semidrida

O presente trabalho teve como objetivo analisar variagdes sazonais na composigdo das comunidades do bacterioplancton e arqueoplancton, durante
trés anos consecutivos, e avaliar as possiveis influéncias de variaveis limnoldgicas e de fatores climaticos sobre as comunidades procaridticas na coluna
de agua da Barragem Armando Ribeiro Gongalves. PCR (Reagdo da Polimerase em Cadeia) e DGGE (Eletroforese em gel com gradiente de desnaturagdo)
foram usadas para analisar as composi¢des das comunidades procaridticas heterotréficas do reservatério influenciado por periodos alternados de chuva
e estiagem. A abundancia do bacterioplancton e arqueoplancton e a riqueza dos amplicons da DGGE foram mais influenciadas pela pluviosidade, pela
temperatura da dgua e pela concentragdo de fosforo total. A andlise de componentes principais (PCA) mostrou fortes correlages entre estes fatores. A
analise de correspondéncia candnica (CCA) revelou diferengas temporais na composigdo das comunidades de Bacteria e Archaea relacionadas a
pluviosidade, ao volume do reservatdrio, a temperatura e a densidade de bactérias e arqueas, indicando a predominancia dos fatores ligados aos eventos
de precipitagdo com influéncia significativa sobre estrutura dessas comunidades, possivelmente compostas por populagdes permanentes e populagdes
transitdrias que influenciam a qualidade ambiental. O destaque da ocorréncia de Archaea no reservatdrio abre uma nova possibilidade de investigagdo
para futuros estudos sobre as interreagdes das comunidades microbianas e as consequéncias das suas atividades.
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Occurence of archaea in a man-made freshwater reservoir of tropical
semiarid region

This work aimed to analyze seasonal variations in bacterioplankton and archaeplankton community composition and evaluate possible influences of
limnological and climatic variables on the prokaryotic communities in the water column of the Armando Ribeiro Gongalves Dam during three consecutive
years. Polymerase Chain Reaction (PCR) and Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) were used to analyze the compositions of the
heterotrophic prokaryotic communities of the reservoir influenced by alternating periods of rain and drought. Bacterial and archaeal abundance, and
DGGE bands richness were influenced by pluviosity, water temperature, and total phosphorus (TP). Principal Component Analysis (PCA) showed strong
correlations among these variables. Canonical Correspondence Analysis (CCA) evidenced temporal shifts on bacterial and archaeal community
composition, associated with the pluviosity, reservoir volume, water temperature, and prokaryotic density. This suggests the predominance of factors
associated to precipitation events on microbial community structure, that is probably composed by persistent and transitory populations wich may
influence the environmental quality, including archaeal populations. Highlight of archaeal occurrence in the reservoir opens a new research view for
next studies on the interrelation of microbial communities and consequences of their activities.
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INTRODUGAO

Os reservatdrios do semidrido brasileiro, além do potencial hidrelétrico em alguns casos, também
sao utilizados para fins de abastecimento publico, atividades de aquicultura, irrigacao e lazer, interferindo
fortemente no desenvolvimento social e econdmico das cidades abastecidas pelas suas aguas. Por outro lado,
tais atividades antrdpicas nesses ecossistemas ndo naturais interferem na qualidade da agua e podem
provocar alteragGes na dindmica das comunidades aquaticas.

Muitos reservatoérios sdo eutrofizados e apresentam elevadas concentragdes de nutrientes e altas
densidades de microrganismos. A eutrofizacdo artificial também proporciona o desenvolvimento das
comunidades procaridticas, e o aumento na producdo secundaria dessas comunidades promove uma
diminuicdo das concentracdes de oxigénio dissolvido na agua, comprometendo outras comunidades
aquaticas aerdbias e refletindo negativamente na economia e na saude das popula¢gdes humanas que usam
essas aguas.

Elevados indices de doencas de veiculagdo hidrica registrados (NASCIMENTO et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2016), bem como as eventuais baixas na producdo pesqueira, podem estar relacionados
as consequéncias das atividades de uma variedade de microrganismos com elevadas densidades encontradas
nesses ambientes (valores médios na ordem de 107) normalmente encontradas em ambientes aquaticos
eutréficos da regido semidrida (BOUVY et al., 1998; ARAUJO et al., 2007; SODRE-NETO et al., 2008).

Atividades microbianas sdo responsaveis pela maioria dos processos biogeoquimicos na coluna
dagua (PERNTHALER et al., 2005) e o conhecimento dos fatores que controlam a composicdo e diversidade
microbiana é importante para o entendimento de como os microrganismos atuam nestes processos
(MUSHEGIAN et al., 2011).

Dentre os componentes microbianos do plancton, as bactérias sdo abundantes e ecologicamente
importantes nos ecossistemas pelagicos (JARDILLIER et al., 2004), tanto nos oceanos quanto em ambientes
continentais (LINDSTROM et al., 2005). Entretanto, um numero relativamente pequeno de grupos
bacterianos parece dominar o plancton dos ambientes de dgua doce, mesmo daqueles que apresentam
grandes diferencas fisicas, quimicas e bioldgicas (ZWART et al., 2002).

Além do bacterioplancton, o arqueoplancton também é envolvido em varios processos bioquimicos
gue acontecem em ecossistemas de agua doce (ZHANG et al., 2015) e essas comunidades procaridticas sao
amplamente responsaveis pela parte oxidativa do ciclo do carbono de formas reduzidas de N e S de origem
bidtica (GIOVANNONI et al., 2012). Os ecossistemas de agua doce tém sido revelados como grandes
reservatdrios de diversidade arqueana (AUGUET et al., 2010) e, considerando este aspecto, Jacob et al. (2011)
usaram o termo Prokaryote Net Production (PNP) para destacar também a representatividade do Dominio
Archaea em sua pesquisa, embora as relagdes entre as comunidades do arqueoplancton e as variaveis
ambientais permane¢am ainda pouco entendidas (YANG et al., 2016).

Estudos moleculares tém sido uma alternativa para avaliar a diversidade procaridtica no sentido de
saber quem sdo os organismos presentes numa amostra e quais as suas potenciais fun¢des (BRONNER et al.,

2016). Métodos independentes de cultivo, como a DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente de

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |2
v.8-n.3 ¢ Fev, Mar, Abr, Mai 2017



Ocorréncia de archaea em reservatério de agua doce de regido tropical semiarida
SODRE NETO, L.; SELEGHIM, M. H. R.; ARAUJO, M. F. F.; BLAHA, C. A. G.

Desnaturagao) (MUYZER et al., 1993), associada a PCR, sdo usados no estudo de comunidades plancténicas

em ambientes |énticos (WEVER et al.,, 2005). Uma vantagem primdaria do método é a possibilidade de

processar multiplas amostras simultaneamente de forma rapida e econémica (GREEN et al., 2009), além de
proporcionar uma visdo aceitavel das diferencas e similaridades das populagdes dominantes das
comunidades microbianas (LINDSTROM e LESKINEN, 2002).

Com base nesse cenario, objetivou-se, neste trabalho, analisar variagdes sazonais na composicdo das
comunidades microbianas, utilizando PCR/DGGE, e avaliar as possiveis influéncias de variaveis limnoldgicas

e de fatores climaticos sobre as comunidades procariéticas. A importdncia da pesquisa é justificada também

pelo ineditismo da possivel ocorréncia de Archaea em agua destinada ao consumo humano no semiarido.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e amostragem

A Barragem Armando Ribeiro Gongalves (05°67’ S; 36°88" W) é um reservatério eutréfico do
semidrido brasileiro, formado pelo barramento do rio Piancé-Piranhas-Assu, destinado a multiplos usos, com
capacidade para armazenar 2,4bi m* e bacia hidraulica com area de 195Km?2. O reservatério é responsavel
pelo suprimento de dgua para cerca de 400 mil pessoas e para a irrigacao de 2500ha de fruticultura. A figura
1 mostra a Bacia hidrografica em estudo e a localizacdo do ponto de coleta das amostras de dgua, proximo a

parede do reservatério.

1 7°8|
3TW 36"W

Figura 1: Bacia Hidrografica do Rio Piranhas-Assu e localizagdo do ponto de coletas na Barragem Armando Ribeiro
Gongalves.

Um total de 11 coletas foi realizado entre margo/2010 e margo/2012, abrangendo periodos com
presencga e auséncia de chuva. Em cada coleta, uma amostra de agua da subsuperficie (0.5m), uma amostra
da profundidade maxima (0.5m acima do sedimento), e quatro amostras de profundidades intermedidrias
foram coletadas com uma garrafa de Van Dorn (51) e integradas para formar uma amostra da coluna d’agua
com um volume total de 30I. Aliquotas de volumes variados foram retiradas da amostra integrada para as
estimativas de densidade de procariotos heterotréficos e de fitoplancton. As amostras para as analises
moleculares de DNA, especificamente, foram coletadas diretamente da superficie, filtradas, concentradas e

armazenadas sob refrigeracao.
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Extragdao do DNA das amostras de agua

Em cada coleta, um volume total de 100l de dgua da superficie do reservatério foi filtrado em malhas
com 68um e 20um de poro, para a retirada de organismos maiores, e concentrado em frasco ambar estéril
de 11, acondicionado no gelo até a chegada ao laboratdrio e processado em até 3h apds a coleta. A extragdo
do DNA das amostras foi realizada utilizando-se o Kit Power Water® DNA Isolation (MOBIO Laboratories, Inc.
CA, USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds a extracdo, a presenca de DNA foi confirmada
por eletroforese em gel de agarose 0,7%, corado com SYBR Green. A visualizagao e captura das imagens dos
géis foram feitas em sistema de fotodocumentacdo L-Pix Ex (Loccus biotecnologia) e a quantificacdo do DNA

(ng plI?) foi realizada por meio de NanoVue™ Plus Spectrophotometer.

PCR/DGGE

Para a deteccdo molecular das comunidades do Dominio Bacteria, pelo uso de PCR/DGGE, foram
usados os primers que amplificam o gene ribossomal 16S rDNA: GC-341f (CCT ACG GGA GGC AGC AG)
(MUYZER et al., 1993). e 907r (CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT) (JOULIAN et al., 2001). Para as comunidades do
Dominio Archaea, também pela amplificagdo do gene 16S rDNA, os primers usados foram: GC-344f (ACG
GGG CGC AGC AGG CGC GA) (STAHL et al., 1991) e 958r (YCC GGC GTT GAM TCC AAT T) (DELONG, 1992). A
sequéncia do grampo GC utilizado foi CGC CCG CGC GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G (MUYZER et
al., 1993).

As amplificacGes foram realizadas utilizando-se o kit PCR Master Mix 2X (Promega) contendo Tagq
DNA polymerase (50 unidades mL), dNTPs (400uM de cada: dATP; dGTP; dCTP; dTTP), MgCl, (3mM) e os
tampodes de reacdo (pH 8,5) em concentragdes 6timas para uma amplificacdo eficiente das amostras de DNA.
Cada reacdo continha 12,5uL de PCR Master Mix, 1uL do primer (f), 1uL do primer (r), 40ng de DNA e agua
livre de nuclease em quantidade suficiente para completar 25uL de volume final.

As reacgoOes de PCR foram submetidas a uma desnaturacao inicial de 3min a 94°C, seguida de 30 ciclos
de 1min de desnaturagao a 94°C, 1min de anelamento a 55°C e 1min de extensdo a 72°C, com uma extensao
adicional de 10min a 72°C no final para que fossem completadas as eventuais polimeriza¢des parciais.

Os amplicons de DNA de 550 e 600bp, para dominio Bacteria e Archaea, respectivamente, obtidos
na PCR, foram submetidos a DGGE em géis de poliacrilamida 6% (GREEN et al., 2009), com gradiente de
desnaturacdo de 15 a 55%, considerando 100% desnaturante uma solugdao com Ureia 7 M e formamida 40%
vol/vol (YU et al.,, 2004). As eletroforeses dos géis de 160mm de comprimento e 1mm de espessura
ocorreram no equipamento DGGE-1001, 250 VDC/ 30 W/ 80 mA/ 70°C, usando tamp&o TAE 1 X (Tris 40mM
[pH 8,0], 4cido acético 20mM e EDTA 1mM) sob uma temperatura constante de 60°C e tensdo de 75V durante
16h (MUYLAERT et al., 2002). A revelagdo dos géis foi feita seguindo método de coloragdo pela prata proposto

por Sanguinetti et al. (1994).
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Andlise de DGGE

As fotografias digitais dos géis de DGGE foram analisadas e os amplicons identificados com o auxilio
do software Lablmage (Kapelan Bio-Imaging GmbH, Germany). Considerando-se a presencga (1) ou auséncia
(0) de amplicons (bands) nos géis do DGGE, foram construidas matrizes binarias. As similaridades entre os
padrées de amplicons dos géis foram quantificadas usando o coeficiente de distancia de Bray-Curtis
(BUESING et al., 2009) e os coeficientes de similaridades foram usados para a construcdo de dendrogramas
utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) e método de

Ward.

Variaveis limnoldgicas

Varidveis limnoldgicas, tais como temperatura da agua, oxigénio dissolvido (DO) e pH foram medidas
in situ, com uma sonda multiparamétrica YSI 6820 V2. A transparéncia da dgua foi medida com um disco de
Secchi e as concentragdes de fésforo total (TP) foram determinadas segundo Valderrama (1981). As medicdes
foram realizadas em espectrofotometro segundo APHA (1998). Os dados de precipitacdao e de volume do
reservatdrio foram fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) e pelo Departamento

Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), respectivamente.

Quantificagdo do Bacterioplancton, Arqueoplancton e Fitoplancton

Amostras de 20mL para a contagem de células procaridticas heterotroficas foram fixadas com
formalina tamponada (concentragado final de 2%; pH 7,4). Subamostras de 1 a 2mL foram coradas com uma
solugdo de laranja de acridina 0,01% (HOBBIE et al., 1977) e filtradas em membrana preta de policarbonato
(Millipore®, GTBP), com 0,2um de diametro de poro, usando um filtro suporte (Poretics®) de 0,45um de
didmetro de poro para distribuir as amostras uniformemente.

As solugdes utilizadas foram pré-filtradas em membrana com didametro de poro de 0,2um. As
membranas foram montadas entre lamina e laminula, cobertas com 6leo de imersdo ndo-fluorescente e
contadas em um microscépio de epifluorescéncia (Olympus BX41) com aumento de 1250x (espelho dicroico
DMS500, filtro de excitagdo BP460-490 e filtro barreira BA520IF). Pelo menos 300 células bacterianas foram
contadas por filtro, em 15 a 20 campos microscépicos.

Para analise quantitativa e observacdao das variagdes temporais do fitoplancton foram retiradas
aliquotas de 300mL da amostra integrada e fixadas com lugol acético 1%. A quantificacdo foi realizada
seguindo os métodos de Utermdhl (1958) e Lund et al. (1958), utilizando-se um microscopio invertido

Olympus IX70.

Analises multivariadas

Andlises de componentes principais (PCA) e de correspondéncia candnica (CCA) foram realizadas

para avaliar as possiveis correlagGes entre varidveis limnoldgicas e a densidade e diversidade da comunidade
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procaridtica. Os testes de correlagdo, as constru¢des dos dendrogramas e as andlises multivariadas foram

desenvolvidos no software PAST versdo 1.91 (HAMMER et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlise de PCR/DGGE

Fragmentos de DNA do gene 16S rRNA foram amplificados em todas as amostras com os primers GC-
341f — 907r (Bacteria), enquanto apenas 4 das 11 amostras foram amplificadas com sucesso utilizando-se os
primers GC-344f —958r (Archaea). Os géis da DGGE revelaram 71 amplicons diferentes, sendo 43 distribuidas
entre as onze amostras de Bacteria e 28 entre as quatro amostras de Archaea.

Apenas 4 amplicons de Bacteria foram detectados em apenas um dos meses de coletas. 5 amplicons
ocorreram em todos os meses de coletas. Ocorreram 18 amplicons de Archaea em apenas um dos meses,
enquanto outros 3 estiveram presentes nos quatro meses em que o Dominio Archaea foi detectado. Os
demais amplicons, 34 de Bacteria e 7 de Archaea, foram observadas na maioria dos meses analisados. Os
resultados das analises dos géis da DGGE, expressos na forma de eletroferogramas, como se nota nas figuras

2,3,4e5, que representam a riqueza de amplicons de cada amostra coletada.
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Figura 2: Eletroferogramas com os picos referentes as presencas e intensidades dos amplicons de Archaea em cada
més de coleta.
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Figura 3: Eletroferogramas com os picos referentes as presengas e intensidades dos amplicons de Bacteria em cada
coleta.

Os amplicons ocorreram em menor nimero nos meses de outubro/2010, dezembro/2010,
outubro/2011, quando foram registrados os menores valores médios para densidade do bacteriopldncton e
arqueoplancton, concentragdo de TP e pluviosidade. Por outro lado, nos meses de mar¢o/2011 e junho/2011,
somando-se os resultados da DGGE de Bacteria e Archaea, ocorreu a maior riqueza de amplicons, quando as
densidades dos organismos e as concentra¢des de TP também foram mais elevadas, e o reservatdrio atingiu
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o seu volume maximo em fung¢do do volume de chuvas concentrado no periodo. As similaridades entre os
amplicons e entre os respectivos meses, representadas na forma de dendrogramas, revelaram
predominantemente composicdes parecidas entre os meses chuvosos e entre os meses de estiagem de cada

ano.
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Figura 4: Eletroferogramas com os picos referentes as presencas e intensidades dos amplicons de Bacteria em cada

coleta.
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Figura 5: Eletroferogramas com os picos referentes as presencas e intensidades dos amplicons de Bacteria em cada
coleta.

Na figura 6, os dendrogramas apresentam, de acordo com as distribui¢cdes dos amplicons de Archaea
(A1 — A28), uma distancia maior entre os meses de chuva e o més de estiagem (dezembro/2011), e uma
similaridade maior entre junho/2011 e marco/2012, mesmo sendo meses com a presenca de chuva em anos
diferentes. Isto pode indicar uma sazonalidade na composicdo e uma forte influéncia das precipitacdes sobre
as populagdes dominantes desse dominio.

Os dendogramas da figura 7, baseados nas distribuicbes dos amplicons de Bacteria (B1 — B43),
mostram uma maior similaridade entre os meses (distdncia maxima = 0,45) do que os do dominio Archaea
(distancia maxima = 0,65), e proximidades entre os meses chuvosos e entre os meses de estiagem em um
mesmo ano, embora apresentem menores similaridades entre os periodos chuvosos e entre os periodos de
estiagem de anos diferentes.

Os perfis de distribuicdo dos amplicons do DGGE nos periodos avaliados constituem os primeiros
dados sobre a composi¢ao de comunidade bacteriana e arqueana em reservatdrios do semiarido brasileiro.
N3do ha registros de estudos anteriores sobre a composicdo da comunidade de Bacteria e Archaea do
plancton, de forma simultanea, em ecossistemas de dgua doce de regido semiarida. Casamayor et al. (2001)

e Laque et al. (2010), usando DGGE, também observaram altera¢cdes em escala temporal na composicdo de
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comunidades de Archaea e de Bacteria, respectivamente, mas separadamente e em ambientes sob influéncia

de outros climas.
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Figura 6: Dendrogramas dos padrées de distribuigdo das 28 amplicons de Archaea e dos respectivos meses de
amostragem. Os agrupamentos hierdrquicos foram definidos a partir da presenca (1) ou auséncia (0) dos amplicons no
algoritmo UPGMA, usando o método de Ward com base nas distancias de Bray-Curtis.
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Figura 7: Dendrogramas dos padrdes de distribuicdo das 43 amplicons de Bacteria e dos respectivos meses de
amostragem. Os agrupamentos hierdrquicos foram definidos a partir da presenca (1) ou auséncia (0) dos amplicons no
algoritmo UPGMA, usando o método de Ward com base nas distancias de Bray-Curtis.

Variaveis limnoldgicas

A analise das varidveis limnolégicas incluiu a densidade dos procariotos heterotréficos, considerando
Bacteria e Archaea, a densidade do fitoplancton e os eventos de precipitacdo nos meses de coletas, além da
parte fisico-quimica das varidveis que foram usadas para o estudo das relagdes com as comunidades
microbianas detectadas. Tais fatores estdo apresentados tabela 1, com os valores minimos, maximos e

médios. As respectivas flutuacGes nos meses de coletas estdo representadas na figura 8.
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Tabela 1: Varidveis limnoldgicas (médias e valores minimo e maximo) do ponto de coleta das amostras (11 amostragens
independentes) de dgua entre os meses de margo de 2010 e margo de 2012.

Variavel Média Minimo — Maximo
Densidade do Bacterioplancton e Arqueoplancton (107 Org mL1) 2.06 1.52-3.38
Densidade do Fitoplancton (10° Org mL1) 2.18 1.17 -5,60
Foésforo Total (ug L) 66.27 29 -105
Temperatura da agua (2C) 28.86 27.6 —31.7
pH 8.89 8-9.64
Oxigénio Dissolvido (mg L?) 4.99 1.8-9.2
Volume do Reservatorio (x 10° m3) 2.01 1.691-2.4
Pluviosidade (mm) 60.1 0-176.1
Transparéncia da agua (m) 0.82 0.6-1.2

As densidades médias do bacterioplancton e arqueoplancton, na ordem de 107 org mL?, foram mais
elevadas nos periodos chuvosos do que nos periodos de estiagem (p = 0,038), assim como as concentragdes
de TP (p = 0,015). Os demais fatores nao variaram significativamente entre os periodos estudados.
Densidades semelhantes foram descritas por Sodré-Neto e Aradjo (2008), no mesmo reservatoério, e por
Araujo e Costa (2007) em outros cinco reservatorios eutroficos da mesma bacia hidrografica. Em sistemas
aquaticos tropicais da Africa, Bettarel et al. (2006) também encontram valores parecidos para a densidade

dos procariotos.
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Figura 8: Comportamento da densidade do Bacterioplancton e Arqueoplancton (Prokaryotic Density (x 107 Org mL1)) e
fitoplancton (phytoplankton density (x 10° Cell mL?)) (colunas), e flutuacdes no volume do reservatério (Reservoir
volume (x 10° m3)), pluviosidade (Rainfall (mm)), e fosforo total (TP (ug L?)).

Considerando, também, a presenca de Archaea no plancton, assim como no presente trabalho,
Casamayor et al. (2001) encontraram densidades similares em lagos temperados da Espanha e Alpes Suicos.
Em outras regides sem influéncia do clima semiarido, valores de densidades procaridticas inferiores, na
ordem 10° cells mL?, foram descritos com frequéncia mesmo em ambientes de dgua doce tropicais (ABE et
al., 2003; WEVER et al., 2005) ou em diferentes latitudes (ZWISLER et al., 2003; NISHIMURA et al., 2007; NIU
etal.,, 2011).

Em regiGes temperadas, a temperatura da dgua é considerada um fator determinante para mudancas
sazonais na estrutura das comunidades procaridticas heterotréficas (LINDSTROM et al., 2005), embora ndo
influencie sozinha as mudancgas em curto prazo (MUELLER-SPITZ et al., 2009). Em relagdo as concentragdes
meédias do TP, considerado fator limitante no reservatério caracteristicamente eutréfico em estudo, elas sdo
frequentemente superiores a 60pgL™ (ESKINAZI-SANT’ANNA et al., 2007; SODRE-NETO et al., 2008; COSTA et

al., 2009). Eskinazi-Sant’Anna et al. (2007), Sodré-Neto et al., (2008); Costa et al. (2009) também encontraram
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valores de pH acima de 8 no reservatorio, similares ao pH de outros reservatérios do semidrido (FREIRE et

al., 2009).

Analises Multivariadas

A abundancia do bacterioplancton e arqueoplancton e a distribuicdo dos amplicons detectados por
PCR/DGGE foram mais influenciadas pela pluviosidade, temperatura da &gua e concentra¢do de TP,
sugerindo um aumento nas atividades microbianas com a chegada do TP aldctone pela chuva, sob
temperaturas mais elevadas. Outra explicacao para esta correlacao seria a chegada de TP e de procariotos
aléctones da bacia de drenagem, aumentando as respectivas concentracdes e densidades nos periodos
chuvosos e coincidindo com as temperaturas um pouco mais elevadas nestes periodos, ja que a temperatura
local sofre pouca variagdo temporal e parece nao influenciar isoladamente a estrutura dessas comunidades
no semiarido.

Observaram-se fortes correlagdes entre o TP e o nimero de amplicons do DGGE nos meses mais
chuvosos e entre a densidade do bacterioplancton e arqueoplancton e a pluviosidade. Na PCA, ilustrado na
figura 9, o componente 1, relacionado a temperatura da 4gua, explicou 39% da variabilidade dos meses
estudados e o componente 2, relacionado ao numero total de amplicons e ao TP, explicou 32%. O més de
Margo/2012 foi menos relacionado a pluviosidade do que marco/2010 e margo/2011 devido a estiagem
prolongada de 2011 para 2012.

Os resultados da PCA indicam uma provavel dominancia dos fatores ligados aos eventos de
precipitacdo dentre os que influenciaram a composicdo da comunidade bacteriana e arqueana no
reservatdério em estudo. A matéria organica introduzida pelo rio também contribui para as mudancas na
estrutura das comunidades, além dos processos autdctones como as floragdes do fitoplancton (NIU et al.,

2011).
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Figura 9: Biplot da PCA evidenciando as correlagdes entre o numero de amplicons do DGGE, as densidades de
microrganismos dos dominios Bacteria e Archaea, e as demais variaveis ambientais estudadas. Os componentes 1 e 2
explicam 67,2% da varia¢do dos conjuntos de dados dos meses de coletas.

Em estudo sobre a influéncia da entrada de agua sobre os organismos plancténicos no semiarido
espanhol, Angeler et al. (2000) ndo encontraram correlagdo significativa entre os eventos de inundacao e as

bactérias, mas destacaram que o seu crescimento pode ter se dado em fung¢do dos nutrientes aldctones
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associados a entrada de agua. A CCA, conforme se nota na figura 10, baseada nos dados do DGGE e das
variaveis ambientais, revelou diferencas temporais na composi¢cdo da comunidade bacteriana e arqueana
mais relacionadas a pluviosidade, ao volume do reservatdrio, a temperatura e a densidade do

bacterioplancton e arqueopldncton.
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Figura 10: CCA evidenciando o padrdo de distribuicdo dos amplicons do DGGE, indicado pelos meses de amostragem,
relacionado as varidveis ambientais Pluviosidade (mm), Temperatura (°C), Densidades do Bacterioplancton e
Arqueoplancton (Org mL?), Volume do Reservatério (x 10° m3), pH, DO (mg L?), Secchi (m) e TP (ug L2).

Os eixos 1 e 2 apresentaram autovalores elevados em relagdo aos demais e explicaram 58,5% das
variacdes observadas, sendo o primeiro eixo relacionado positivamente a pluviosidade (r=0,53) e
negativamente ao volume do reservatério (r=-0,38) O segundo eixo foi positivamente relacionado a
temperatura (r=0,55) e a densidade dos organismos (0,39). Os resultados evidenciaram a influéncia dos
fatores ligados aos periodos chuvosos sobre a estrutura da comunidade e explicaram parte dos
agrupamentos dos meses mais similares, em relacao aos perfis de amplicons, mostrados na Figura 8.

De todo o conjunto das varidveis estudadas, a pluviosidade influenciou mais na similaridade entre os
perfis de distribuicdo dos amplicons obtidas nos meses de mar¢o/2010, junho/2010 e outubro/2010. Nos
meses de agosto/2011, outubro/2011 e dezembro/2011 os perfis foram mais infuenciados pelo volume do
reservatorio.

As andlises multivariadas mostraram coinfluéncias de fatores sobre a maior parte da distribuicdo dos
amplicons nos meses estudados. De modo geral, os tamanhos das populagées microbianas sdo controlados
por fatores como a competicdo por diferentes substratos, mortalidade pela incidéncia de radiagdo UV, lise
viral e predacdo seletiva, dentre outros fatores ‘top down’ e ‘bottom up’ (PERNTHALER et al., 2005).
Entretanto, as adaptacGes ambientais explicam a abundancia e a distribuicdo das assembleias microbianas
em multiplas escalas de estudo (BARBERAN et al., 2010). Apesar de aparecerem correlacdes lineares entre
algumas varidveis limnoldgicas isoladas, ndo houve um padrdo de correlacdo e isto pode indicar uma
adaptacdo de comunidades especificas a diferentes combinacdes de varidveis que determinam as condigOes
ambientais em um dado momento.

Sugere-se pelos resultados que as comunidades do bacterioplancton e arqueoplancton sdo
compostas por popula¢gdes permanentes e populagdes transitdrias que coexistem principalmente nos
periodos de chuva. Pode-se inferir também que deve haver uma maior sensibilidade de Archaea as variagdes
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ambientais pontuais, aumentando e diminuindo as densidades das populag¢es existentes de acordo com a
combinac¢do de fatores em cada momento. A primeira sugestdo parece explicar melhor o que acontece em
reservatorios, pois nestes sistemas a composi¢dao das comunidades é mais influenciada pelo efeito de massa,
por meio da entrada de organismos, e menos pelos fatores ambientais locais (LOGUE et al., 2008), apesar de
poder haver, também, influéncia da presenca de Archaea do sedimento na comunidade planctonica, como
no caso das comunidades apresentadas por Fillol et al. (2015) em lagos de agua doce da Espanha.

A presenca de microrganismos do dominio Archaea no plancton e a sua possivel interferéncia nos
valores de densidade procaridtica, atribuidos até hoje exclusivamente para Bacteria nos reservatorios do
semidrido, alertam para a necessidade de investigacdo da atividade desses organismos e da sua contribuicdo

na biomassa planctonica e consequentemente na producdo secundaria dos reservatérios.

CONCLUSOES

As analises permitiram inferir que ha dois momentos de estabilidade no conjunto de varidveis
ambientais do reservatério, um quando o volume de dgua armazenada é menor e outro quando o volume é
maior, e que essas estabilidades sdo quebradas pelos eventos de chuva e pela perda de agua,
respectivamente. As comunidades do bacterioplancton e arqueoplancton locais, portanto, parecem ter as
suas densidades determinadas pelas condigdes ambientais de cada periodo, e as suas composicoes
direcionadas pela entrada de populag¢des transitérias com a chuva.

Este trabalho fornece novas informacbes sobre as respostas dessas comunidades as variagoes
ambientais em reservatérios do semidrido, com destaque para a ocorréncia de Archaea. Porém, a
determinacdo da importancia relativa dos fatores para a estrutura das comunidades em termos de
funcionamento dos ecossistemas aquaticos de regides semidridas, onde a sazonalidade é regida por estacGes
alternadas de chuva e estiagem, é um grande desafio. Outros estudos com abordagens moleculares,
incluindo sequenciamento de fragmentos de DNA do gene 16S rRNA, poderdo apresentar os taxa
predominantes de Archaea e Bacteria nos diferentes periodos de chuva e estiagem e esclarecer a influéncia

da entrada de agua nos reservatérios sobre as comunidades aquaticas dos reservatorios.
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