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Estrutura e dindmica sazonal da comunidade de bactérias planctonicas
em ambientes da planicie de inundacao do alto rio Parana

RESUMO

As diferencas da comunidade bacteriana nos ambientes podem estar relacionadas a
diversos fatores como a concentracdo de nutrientes e a relagdo com outros micro-
organismos. A distribuicdo da comunidade bacteriana entre 0s ambientes podem
influenciar na ciclagem de nutrientes do ecossistema. Nessa perspectiva, foi analisada a
distribuicdo da comunidade bacteriana em diferentes ambientes da planicie de
inundacdo do alto rio Parana quanto a existéncia de diferencas na estrutura da
comunidade bacteriana entre os ambientes estudados e a sua correlagdo com as
dissimilaridades das condigdes ambientais. Posteriormente, foi investigado como a
comunidade de bactérias planctonicas se altera durante um ciclo hidrologico. Foram
realizadas amostragens em 36 ambientes da planicie de inundacdo do alto rio Parana,
distribuidos entre os trés principais rios que compdem essa planicie e classificados
como lagoas com e sem conex&o direta com o canal do rio principal, canais e rios. A
estrutura da comunidade bacteriana foi analisada considerando a densidade total de
bactérias e as abundancias relativas dos dois dominios Bacteria e Archaea, das
subdivisbes do filo Proteobacteria (Alpha-proteobacteria, Beta-proteobacteria, Gamma-
proteobacteria) e do grupo Cytophaga-Flavobacterium; estimadas através da
metodologia de hibridizacdo fluorescente in situ. A comunidade bacteriana diferiu,
sobretudo de acordo com as caracteristicas dos rios aos quais 0s ambientes sdo
conectados. Diferencas nas concentracdes de clorofila-a, nitrogénio total e amoniacal e
ortofosfato foram as principais variaveis limnoldgicas que determinaram a estrutura da
comunidade entre os ambientes. A influéncia do pulso de inundacéo sobre a comunidade
bacteriana foi analisada em amostragens trimestrais (dezembro/2010 a setembro/2011),
em doze ambientes da planicie de inundacdo. Constatou-se que o pulso de inundacgéo
altera mais significativamente a estrutura da comunidade bacteriana que as diferencas
limnoldgicas entre os rios que compdem a planicie. Além disso, ao contrario do que se
observa para outras comunidades planctonicas o pulso de inundagéo reduz a diversidade
de bactérias durante o periodo de aguas altas. Essas diferencas observadas quando se
analisa grandes grupos bacterianos, sugere que com um maior refinamento taxondmico,
os resultados podem fornecer uma maior compreensdo sobre como a estrutura da
comunidade bacteriana esta influenciando a ciclagem de nutrientes nesses ambientes.

Palavras-chave: Bacterioplancton. Diversidade. Planicies De Inundagéo. Pulso
Hidroldgico. Hibridizacdo Fluorescente In Situ.



Bacterial community structure and seasonal dynamics in upper Parana River
floodplain

ABSTRACT

Differences in bacterial community might be related to many factors such as nutrients
contends and interaction with other microorganisms. Differences in how the bacterial
community is distributed among sites might impact the nutrient cycle to the ecosystems.
The aim of this study was to analyze the distribution of bacterial community in different
sites of the Upper Parana River floodplain about the existence of differences in bacterial
community structure among sites and its correlation with dissimilarities of abiotical
conditions. And then, investigate how bacterial community structure changes in a
hydrological cycle. The samples were performed in 36 sites of Parana River floodplain,
classified as connected and unconnected lakes and channels, distributed among three
main rivers that compound this floodplain. Bacterial community structure was analyzed
considering bacterial total density and relative abundances of the main domains
Bacteria and Archaea, and subdivisions of the phyla Proteobacteria (Alpha-
proteobacteria,  Beta-proteobacteria, = Gamma-proteobacteria) and  Cytophaga-
Flavobacterium group; that were estimated by fluorescent in situ hybridization. The
structure of bacterial community differed according to the river’s characteristics in
which the ambient are connected to. Differences in chlorophyll-a, total and ammoniacal
nitrogen and orthophosphate were the mainly limnological variables that determines de
bacterial community structure among the sites. The influence of the flood pulse in the
bacterial community was analyzed in every three months samples (from December/2010
to September/2011), in twelve sites in upper Parana River floodplain. We concluded that
the flood pulse changes more significantly the bacterial community structure than the
limnological differences among the rivers that compose the floodplain. Furthermore, in
despite to what is observed to other planktonic communities the flood pulse decreases
bacterial diversity during high water period. These results observed in a study with large
bacterial groups suggest that a greater taxonomic refinement, the results could enlighten
even more about how bacterial structure is influencing nutrient cycles in floodplain
systems.

Keywords: Bacterioplankton. Diversity. Floodplain. Hydrological Pulse. Fluorescent In
Situ Hybridization.
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1 INTRODUCAO
Na ecologia, desde Lindemann (17) ja se conhecia a importancia da comunidade

bacteriana na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas aquaticos e terrestres. Nos
meados da década, foi introduzido um novo paradigma sobre o papel das bactérias nas
teias alimentares microbianas em regides pelagicas (6, 21). A ecologia de bactérias
continuou avancando, e a partir de 1980, com a utilizacdo de novas técnicas
moleculares, foi constatado que a que a producgéo secundaria das bactérias pode superar
a producdo fitoplancténica, que sempre foi considerada a principal comunidade
produtora (1, 12, 24). Ainda h& muito para se conhecer a respeito da comunidade
bacteriana em ambientes aquaticos, a utilizacdo de técnicas modernas que permitam a
analise de diversidade bioldgica esta colaborando para o aumento do conhecimento
sobre essa comunidade.

A densidade da comunidade bacteriana no plancton varia em torno de 10° células
x mL? (1, 5, 8, 20). As bactérias planctonicas ndo sio igualmente distribuidas nos
ambientes aquaticos. Muitas diferencas na comunidade planctonica ja foram descritas
em estudos anteriores (26). As diferencas das propriedades fisicas e quimicas dos lagos
(18, 23), a relacdo com outros micro-organismos (15, 19), as concentracGes de
nutrientes organicos e inorganicos (7), o estado trofico e a quantidade de compostos
hamicos (11) podem influenciar a diversidade e distribuicdo da comunidade bacteriana
entre ambientes aquaticos.

A planicie de inundacéo do alto rio Parand, por exemplo, é composta por lagoas,
rios e canais entre outros tipos de ambientes (25). Além disso, € influenciada por trés
rios diferentes que aumentam ainda mais a heterogeneidade ambiental quando grandes
escalas séo analisadas (22).

O regime hidroldgico a que os sistemas rio-planicie de inundagao estdo sujeitas é
o principal fator direcionador da diversidade faunistica desses ambientes (14). Muitos
estudos j& demonstraram como a densidade bacteriana se altera frente ao pulso de
inundacdo (e.g. 5, 8, 16). Mas poucos estudos abordaram a dindmica sazonal da
estrutura da comunidade bacteriana em sistemas de planicie de inundacéo. Isso porque
métodos convencionais de estudos dependentes de cultura de organismos sao limitados
e podem fornecer uma estimativa equivoca da estrutura da comunidade (4, 10).

A hibridizacdo fluorescente in situ permite a identificacdo filogenética de
bactérias de assembleias mistas, sem a necessidade de cultivo prévio (4). A hibridizacao

consiste na ligacdo especifica de uma sonda de &cidos nucléicos contendo um marcador



13

fluorescente a regides correspondentes de RNAr das ceélulas bacterianas (3). Os
marcadores fluorescentes podem ser construidos a partir de oligonucleotideos de RNAr
(2), de polinucleotideos de DNA (9), de RNAtm de plasmideos ou de RNAm (27). Com
isso, as células bacterianas sdo preservadas e identificadas. As analises podem ser feitas
em nOmeros absolutos, o que permite converter os dados em biomassa ou em
abundancia relativa, levando em consideragdo a densidade total das bactérias (3).

Nesse sentido, serd utilizada a metodologia de hibridizacdo fluorescente in situ
para realizar uma caracterizacdo da distribuicdo da comunidade bacteriana em diferentes
ambientes da planicie de inundacdo do alto rio Parana. Analisando quanto & existéncia
de diferencas na estrutura da comunidade bacteriana entre os ambientes estudados e
como a dissimilaridade das condi¢cdes ambientais influéncia na estrutura da comunidade
bacteriana. Posteriormente, sera investigada a comunidade de bactérias planctdnicas
durante um ciclo hidroldgico a fim de determinar como o pulso afeta a comunidade
bacteriana entre os ambientes da planicie de inundacéo do alto rio Parané.

REFERENCIAS

1. Abreu CA, Biddanda BB, Odebrecht C. 1992. Bacterial dynamics of the Patos
lagoon estuary, southern Brazil (32° S, 52° W): relationship with phytoplankton
production and suspended material. Estuar. Coas. Shelf Sci. 35: 621-635.

2. Amann RI, Binder BJ, Olson RJ, Chisholm SW, Devereux R, Stahl DA. 1990.
Combination of 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with flow cytometry for
analyzing mixed microbial populations. Appl. Environ. Microbiol. 56: 1919-1925

3. Amann R, Glockner FO, Neef A. 1997. Modern methods in subsurface
microbiology: in situ identification of microorganisms with nucleic acid probes. FEMS
Microb. Rev. 20:191-200.

4. Amann RI, Fuchs BM, Behrens S. 2001. The identification of microorganisms
by fluorescence in situ hybridisationo. Curr. Opin. Biotechnol. 12:231-236.

5. Anésio AM, Abreu PC, Esteves FA. 1996. Influence of the Hydrological Cycle
on the Bacterioplankton of an Impacted Clear Water Amazonian Lake. Microb Ecol.
34:66-73.

6. Azam F, Fenchel T. Field JG, Gray JS, Meyer-Reil LA e Thingstad f. 1983. The
ecological role of water-column microbes in the sea. Marin. Ecol. Progr. Ser. 10:257-
263

7. Besemer K, Moeseneder MM, Arrieta JM, Herndl GJ, Peduzzi P. 2005.
Complexity of bacterial communities in a River-Floodplain System (Danube, Austria).
Appl. Environ. Microb. 71:2:609-620.



14

8. Carvalho P, Thomaz SM, Bini LM. 2003. Effects of water level, abiotic and
biotic factors on bacterioplankton abundance in lagoons of a tropical floodplain (Parana
River, Brazil). Hydrobiologia. 510: 67-74.

9. De Long EF, Taylor LT, Marsh TL, Preston CM. 1999. Visualization And
Enumeration Of Marine Planktonic Archaea And Bacteria by Using Polyribonucleotide
Probes and Fluorescent In Situ Hybridization. Appl. Environ. Microb. 65:12:5554-5563.

10.  Giovannoni SJ. Britschgi TB, Moyer CL, Field KG. 1990. Genetic diversity in
Sargasso Sea bacterioplancton. Nature. 345:60-63.

11.  Haukka K, Heikkinen E, Kairesalo T, Karjalainen H, Sivonen K. 2005. Effect of
humic material on bacterial community composition in boreal lakes and mesocosms.
Environ. Microbiol. 7:5:620-630.

12. Hessen O. 1985. The relation between bacterial carbon and dissolved humic
compounds in humic oligotrophic lakes. FEMS Microbiol Ecology. 31: 215-223.

13. Hobbie JE, Daley RJ, Jaspar S. 1977. Use of nucleopore filters for counting
Bacteria by fluorescent microscopy. Appl. Environ. Microbiol., 33: 1225-1228.

14, Junk WJ, Bayley PB, Sparks RE. 1989. The floodpluse concept in river-
floodplain systems. In: Dodge D.P. (Ed) Proceedings of the International Large River
Symposium, Canadian Special Publication of Fisheries and Aquatic Sciences. 106:110-
127.

15.  Kent AD, Jones SE. 2006. Experimental manipulations of microbial food web
interactions in a humic lake: shifting biological drivers of bacterial community
structure. Environ. Microbiol. 8:8:1448-1459.

16.  Kobayashi T, Ryder DS, Gordon G, Shannon I, Ingleton T, Carpenter M, Jacobs
SJ. 2009. Short-term response of nutrients, carbon and planktonic microbial
communities to floodplain wetland inundation. Aquat. Ecol. 43:843-858.

17.  Lindemann RL. 1942. The trophic-dynamic aspect of ecology. Ecology, 23: 399-
418.

18.  Nelson CE. 2009. Phenology of high-elevation pelagic Bacteria: the roles of
meteorologic variability, catchment inputs and thermal stratification in structuring
communities. The ISME Journal. 3:13-30.

19. Newton RJ, Kent AD, Triplett EW, McMahon KD. 2006. Microbial community
dynamics in a humic lake: differential persistence of common freshwater phylotypes.
Environ. Microbiol. 8:6:956-970.

20.  Pedros-Ali6 C, Guerreiro R. 1994. Prokaryotology for the limnologist. In:
Margalef R. (ed.). Limnology Now. A paradigm of planetary problems. Amsterdam:
Elsevier. p. 37-57

21. Pomeroy LR. 1974. The Oceans’s food web, a changing paradigm. Americ.
Instit. Biol. Sci. 24:9:499-504



15

22.  Roberto MC, Santana NF, Thomaz SM. 2009. Limnology in the Upper Parana
River floodplain: large-scale spatial and temporal patterns, and the influence of
reservoirs. Braz. Jour. Biol. 69:2:717-725.

23.  Shade A, Kent AD, Jones SE, Newton RJ, Triplett EW, McMahon KD. 2007.
Interannual dynamics and phenology of bacterial communities in a eutrophic lake.
Limnol. Oceanogr. 52:2:487-494.

24.  Simon M, Cho BC, Azam F. 1992. Significance of bacterial biomass in lakes and
the ocean: comparison to phytoplankton biomass and biogeochemical implications. Mar.
Ecol. Prog. Ser. 86:103-110.

25. Thomaz SM, Bini LM, Bozelli RL. 2007. Floods increase similarity among
aquatic habitats in river-floodplain systems. Hydrobiol. 579:1-13.

26.  Yannarell AC, Triplett EW. 2005. Geographic and environmental sources of
variation in lake bacterial community compositiono. Appl. Environ. Microbiol.
71:2:227-239.

27.  Zwirglmaier K. Fluorescence in situ hybridization (FISH) — the next generation.
FEMS Microbiol Letters. 246:151-158.



16

2 ESTRUTURA DA COMUNIDADE DE BACTERIAS NA PLANICIE DE
INUNDACAO DO ALTO RIO PARANA

RESUMO
As bactérias apresentam um papel central na ciclagem de nutrientes de ambientes

aquaticos. Nesse sentido, € importante analisar como essa comunidade se distribui entre
0s ambientes e as variagOes espaciais da comunidade bacteriana em um sistema de
planicie de inundacdo para determinar a influéncia de fatores ambientais na composicéo
dessa comunidade. A distribuicdo da comunidade bacteriana foi determinada em
amostras subsuperficiais de agua em 36 ambientes da planicie de inundacdo do alto rio
Parand, que incluem rios, canais, lagoas com e sem conexdo direta com o rio. A
estrutura da comunidade bacteriana foi analisada pela técnica de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH), baseando-se na abundéncia relativa dos dominios Bacteria e
Archaea; e das subdivisdes do filo Proteobacteria: Alpha-proteobacteria, Beta-
proteobacteria, Gamma-proteobacteria e do grupo que inclui os géneros Cytophaga-
Flavobacterium. Por meio de analises de variancias ndo paramétricas foi demonstrado
gue a comunidade bacteriana diferiu significativamente quanto a densidade e
abundancia relativa dos grupos, respondendo as caracteristicas distintas dos rios que
compdem a planicie, bem como aos diferentes tipos de ambientes que sdo encontrados
nesse ecossistema. Conclui-se que as dissimilaridades da comunidade bacteriana
encontram-se estreitamente relacionada com heterogeneidade ambiental. Sendo que as
variaveis limnologicas que mais influenciam a estrutura da comunidade bacteriana na
planicie de inundacdo do alto rio Parané s&o nitrogénio total e amoniacal, ortofosfato e
clorofila-a. Mais estudos com maior refinamento taxondmico poderé esclarecer ainda
mais sobre a influéncia da comunidade bacteriana na ciclagem de nutrientes da planicie

de inundacéo.

Palavras Chave: distribuicdo do bacterioplancton, planicie de inundacéo,

hibridizac&o fluorescente in situ.
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ABSTRACT
The bacterial community presents a central role in nutrient cycle in aquatic habitats.

Then, it’s important to analyze how this community is distributed among different
places. In this study, we aim to analyze the changes in bacterial community in a
floodplain system and to determine the influence of environmental variable in bacterial
community composition. The bacterial community was investigating in superficial
water from 36 different sites in the upper Parana River floodplain, these sites contain
rivers, channels, and floodplain lakes with different connection degree with the main
river channel. The bacterial community structure was analyzed by the methodology of
fluorescent in situ hybridization (FISH), based on relative abundance of the main
domains Bacteria and Archaea, and subdivisions of the phylum Proteobacteria Alpha-
proteobacteria, Beta-proteobacteria, Gamma-proteobacteria and the Cytophaga-
Flavobacterium cluster. Using non parametric variance analyzes it has been
demonstrated that the bacterial community differed significantly in density and in the
relative abundance of the studied groups. And these differences responded to distinct
characteristics of the three main rivers that compose the floodplain as well as the
different kinds environments found in this floodplain. We conclude that dissimilarities
in the bacterial community structure are related to environmental heterogeneity. And the
limnological variables most predictable bacterial community in the upper Parana River

floodplain was total and ammoniacal nitrogen, orthophosphate and chlorophyli-a

Keywords: bacterioplankton distribution, floodplain, fluorescent in situ

hybridization.
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2.1 INTRODUCAO

As bactérias plancténicas atuam diferentemente na dindmica de sistemas
aquaticos e ndo sdo igualmente abundantes e distribuidas entre os ambientes (36).
Estudos demonstraram que lagos distintos podem apresentar diferencas significativas na
estrutura da comunidade de bacteriopléancton (74). E muitos estudos tentaram elucidar
as possiveis causas da variacdo espacial dessa comunidade (e. g. 42, 43, 73).

As diferencas na composicdo da comunidade bacteriana podem estar
relacionadas as propriedades fisicas e quimicas dos lagos (50, 60), & composicao da
comunidade de outros micro-organismos eucarioticos (35, 51), biomassa de algas,
nutrientes organicos e inorganicos (9) estado tréfico e quantidade de compostos
hamicos (31). Além disso, grande parte dos estudos acerca da comunidade de bactérias
também afirma que a diversidade esta correlacionada a distancias geograficas (52, 54,
71).

As bactérias podem ser consideradas a base na cadeia alimentar planctonica em
varios ecossistemas aquaticos, e apresentam um importante papel no fluxo de carbono
para a atmosfera (7, 20). Em ambientes de planicie de inundacdo, por exemplo, as
bactérias heterotroficas representam um importante elo entre o carbono proveniente de
macrofitas e os niveis superiores da cadeia alimentar (67).

A planicie de inundac¢éo do alto rio Parana compreende uma grande variedade de
ambientes, incluindo lagoas, rios, canais e outros tipos de ambientes completamente
cobertos por vegetacao aquética, areas de transicdo, ambientes terrestres e zonas riparias
(65) que diferem em suas propriedades fisicas e quimicas, respondendo a profundidade
da agua, velocidade de corrente, grau de conectividade e influéncia dos tributarios
locais, entre outras forgas direcionadoras (65, 66). Essa planicie € composta por trés rios
diferentes que aumentam ainda mais a heterogeneidade ambiental quando grandes
escalas sdo analisadas (57).

Embora ja tenha sido relatada a diferenca da comunidade bacteriana em duas
lagoas da planicie de inundagdo do alto rio Parana (40), poucos estudos foram feitos
sobre a estrutura da comunidade bacteriana entre outros tipos de ambientes dessa
planicie, bem como da influéncia dos diferentes rios nos ambientes e das possiveis
causas da variacdo dessa comunidade.

Estudos sobre a comunidade de bactérias planctbnicas em planicies de

inundacdo demonstraram as diferencas na densidade de bacterioplancton de acordo com
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a concentracdo de nutrientes e natureza do carbono (64), com a origem (autdctone ou
aléctone) do carbono das lagoas (16) e de acordo com o periodo do pulso hidrolégico
(6, 37, 53). Mas poucos abordaram a estrutura e a diversidade da comunidade bacteriana
em planicies de inundacdo. Isso porque métodos convencionais de estudos dependentes
de cultura de organismos séo limitados e podem fornecer uma estimativa equivoca da
estrutura da comunidade (4, 28).

Métodos convencionais de estudos dependentes de cultura de organismos sao
limitados para identificar a distribuicdo espacial da comunidade bacteriana, pois, além
de consumir muito tempo, frequentemente identificam apenas uma pequena parte das
bactérias presentes na amostra; fornecendo uma estimativa equivocada da estrutura da
comunidade (4, 28). Neste sentido, métodos bioldgicos moleculares tém se
desenvolvido e ampliado o conhecimento cientifico sobre aqueles organismos que nédo
podem ser cultivados.

Dentre essas técnicas, a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) permite a
identificacdo filogenética de bactérias de assembleias mistas, sem a necessidade de
cultivo prévio (4). A hibridizacao consiste na ligacdo especifica de uma sonda de acidos
nucléicos contendo um marcador fluorescente a regies correspondentes de RNAr das
células bacterianas (1). Os marcadores fluorescentes podem ser construidos a partir de
oligonucleotideos de RNAr (2), de polinucleotideos de DNA (25), de RNAtm de
plasmideos ou de RNAm (78). Com isso, as células bacterianas sdo preservadas e
identificadas.

Uma das maiores vantagens da metodologia de FISH € que as analises podem
ser feitas em nameros absolutos, 0 que permite converter os dados em biomassa ou em
abundancia relativa, levando em consideracdo a densidade total das bactérias (1). Além
disso, além de permitir a identificacdo dos grupos, fornece dados de abundancia relativa
diretamente das amostras analisadas.

Uma caracterizagcdo da comunidade de bacterioplancton quanto a abundancia
relativa dos principais grupos bacterianos foi feita em 36 ambientes da planicie de
inundacéo do alto rio Parand visando i) verificar se existem diferengas na estrutura da
comunidade bacteriana entre 0os ambientes estudados ii) avaliar como a estrutura da
comunidade bacteriana difere entre os ambientes da planicie de inundagao? iii) observar
se a dissimilaridade das condi¢bes ambientais promove maior dissimilaridade dos
grupos bacterianos iv) e identificar qual é o conjunto de varidveis ambientais determina

a dissimilaridade da comunidade bacteriana.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Area de Estudo
O estudo foi realizado em ecossistemas aquéticos da planicie de inundacéo do alto rio

Parand (Figura 1), onde se localizam ambientes com uma ampla variedade de
caracteristicas fisicas e quimicas causadas pelas particularidades dos rios que entram na
planicie; o que leva a uma grande heterogeneidade quando amplas escalas sdo
consideradas (57). A partir disso, foram considerados trés subsistemas baseados nas
influencias causadas pelos trés principais rios da planicie de inundacdo do alto rio
Parana. O trecho de estudo esta situado abaixo da foz do rio Paranapanema, até a

primeira juncdo do rio lvinhema com o rio Parana.
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Figura 1 - Locais de amostragem da planicie de inundagdo do alto rio Parand. 1) Lagoa Peroba;
2) Lagoa Ventura; 3) Lagoa do Zé do Paco; 4) Canal do Ipoitd; 5) Lagoa Boca do Ipoitd; 6) Lagoa dos
Patos; 7) Lagoa Capivara; 8) Rio Ivinhema; 9) Lagoa do Finado Raimundo; 10) Lagoa do Jacaré; 11)
Lagoa Sumida; 12) Lagoa do Cervo; 13) Canal Cortado; 14) Lagoa das Pombas; 15) Canal Curutuba; 16)
Ressaco do Manezinho; 17) Lagoa do Osmar; 18) Lagoa da Traira; 19) Lagoa do Guarana; 20) Ressaco
do Bilé; 21) Ressaco do Leopoldo; 22) Lagoa Genipapo; 23) Lagoa Clara; 24) Ressaco do Pau Véio; 25)
Rio Parang; 26) Lagoa Pousada; 27) Lagoa das Garcas; 28) Rio Baia; 29) Lagoa Fechada; 30) Lagoa
Pousada das Garcas; 31) Lagoa dos Porcos; 32) Lagoa do Aurélio; 33) Baia Canal; 34) Lagoa Maria
Luiza; 35) Lagoa do Gavido; 36) Lagoa da Onca.

2.2.1.1 Subsistema Parana
O subsistema Parana é constituido pelo rio Parana e pelos ambientes direta ou

indiretamente relacionados a ele (por exemplo, lagoas com e sem conexdo direta,
respectivamente). O rio Parand compe a segunda maior bacia hidrografica da América
do Sul, ocupando uma érea 20.000 km? no perfodo de inundacdo méaxima (11, 69). O rio
Parana possui alta velocidade de fluxo e seu leito é formado principalmente de areia
(63). A regido marginal do rio apresenta remanescentes da Floresta Estacional
Semidecidual e muitos trechos antropizados (61). Entre os ambientes que formam o

subsistema Parand, encontram-se diversas lagoas e ressacos (Tabela 1).

2.2.1.2 Subsistema Baia
O subsistema Baia é constituido pelo rio Baia; localizado a margem direita do

o 53000

* Base avancada do NUPELIA

B Pontos de amostragem no rio Ivinhema
@ Pontos de amostragem no rio Baia

A Pontos de amostragem no rio Parana
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rio Parana no Estado do Mato Grosso do Sul; por canais secundarios e diversas lagoas.
O rio Baia apresenta largura variada e profundidade média de 3,2 metros, com trechos
marginais de vegetacao riparia e de campos inundados (varzea). Pode ser considerado
como um ambiente intermediario entre Iéntico e Idtico, destacado por caracteristicas
com padrBes de estratificacdo térmica da coluna de &4gua. No subsistema Baia foram
analisadas as lagoas Traira, Pousada das Garcas, Porcos, Aurélio, Maria Luiza, Gaviao,
Onca, Fechada e do Guarana; canal Curutuba e Baia e rio Baia propriamente dito
(Tabela 1).

2.2.1.3 Subsistema Ivinhema
O rio lvinhema tem seu baixo curso associado com o braco direito do rio Parana

possuindo canais anastomosados, esses canais sao altamente estaveis, do ponto de vista
geomorfico (58), e altamente susceptiveis a dindmica hidrolégica dos rios Parana e do
préprio Ivinhema (19). Nesse rio foram analisadas as lagoas Peroba, Boca do Ipoité,
Capivara, Finado Raimundo, Jacaré, Sumida, Cervo, Ventura, Patos e canal Ipoita, que
compdem o subsistema lvinhema (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas dos ambientes amostrados na planicie de inundagédo do alto rio

Paranad*.
Ambientes Subsistema Conex&o com Area (ha) Profundidade média
0 Rio (m)

Canal Cortado Parana Canal ** 1,300
Res. do Leopoldo Parana Com conexao 2,950 3,100
Res. Manezinho Parana Com conexao 0,100 2,100
L. Gargas Parana Com conexao 14,100 2,000
Res. Bilé Parana Com conexao fal 1,300
L. Pombas Parana Com conexao ** 3,300
Res. Pauvéio Parana Com conexao 3,000 1,800
L. Osmar Parana Sem conexao 0,006 1,100
L. Genipapo Parana Sem conexao 0,060 0,960
L. Clara Parana Sem conexao 0,910 1,200
L. Pousada Parana Sem conexao 12,700 0,390
Canal Ipoita Ivinhema Canal ** 3,200
L.Sumida Ivinhema Com conexao 67,400 1,600
L. Boca do Ipoita Ivinhema Com conexao 2,300 3,600
L. Peroba Ivinhema Com conexao 12,200 3,100
L. Finado Ivinhema Com conexao 84,900 3,200
Raimundo

L. Patos Ivinhema Com conexao 113,800 3,500
L. Zé do Paco Ivinhema Sem conexao 2,700 3,900
L. Capivara Ivinhema Sem conexao 7,200 3,600
L. Ventura Ivinhema Sem conexao 89,800 2,160
L. Cervo Ivinhema Sem conexao 7,810 2,000
L. Jacaré Ivinhema Sem conexao 6,960 2,140
Canal Baia Baia Canal ** 2,000
Canal Curutuba Baia Canal faled 2,700
L. Gavido Baia Com conexao ** 2,200
L. Guarana Baia Com conexao 4,200 2,100
L. Porcos Baia Com conexao 6,200 2,300
L. Ongca Baia Com conexéo 27,200 2,000
L. Maria Luiza Baia Com conexao 14,700 3,300
L. Aurélio Baia Sem conexao 0,430 1,950
L. Fechada Baia Sem conexao 7,500 2,460
L. Traira Baia Sem conexao 0,470 2,100
L. Pousada das Baia Sem conexao 3,800 2,300
Garcas

* Dados retirados do relatério de pesquisa de longa duragdo (27)
**Q0s dados omitidos ndo constam no relatério.

2.2.2 Amostragem
As amostragens foram realizadas em 36 ambientes da planicie de inundacéo do

alto rio Parand, em dezembro/2010, estando vinculadas as coletas do programa de
Pesquisa Ecologico de Longa Duracdo (PELD). Quatro aliquotas foram obtidas da

subsuperficie de cada ambiente (x0,15m de profundidade), sendo trés para analise do
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componente bidtico e uma para anélise das varidveis abidticas.

2.2.3 Variaveis fisicas e quimicas
As variacbes de nivel foram obtidas a partir dos dados coletados da régua

fluviométrica localizada na Base Avancada de Pesquisa do Nupélia (Nucleo de
Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aqlicultura), no municipio de Porto Rico — PR.

Durante as amostragens, foram mensuradas in situ, a temperatura da agua,
oxigénio dissolvido, saturacdo de oxigénio, pH, e condutividade elétrica através de
potencidmetros portateis (YSI). A transparéncia da &gua foi obtida através da
profundidade do disco de Secchi e a alcalinidade total estimada atraves de titulacéo
Gran e calculada, juntamente com as formas de carbono inorganico (15).

Amostras de dgua foram obtidas para determinacdo da concentracdo de material
suspenso (total, organico e inorganico) de acordo com Wetzel e Likens (70) clorofila-a
de acordo com Golterman, Clymo e Ohnstad (30), nitrogénio total e nitrato foram
determinados por espectrofotometria (75) e as concentrac@es de nitrogénio amoniacal
foram determinadas de acordo com Mackereth, Heron e Talling (44). As concentragdes
de fésforo total e ortofosfato foram determinadas por espectrofotometria de acordo com
(30).

2.2.4 Comunidade bacteriana
As analises da comunidade bacteriana foram realizadas utilizando o método de

hibridizacdo fluorescente in situ (4). Trés amostras de 9 ml de agua foram fixadas com
paraformaldeido 20% (concentracdo final 2%) e concentradas em filtro branco de
policarbonato (0,2 pum, 25mm, Whatman). Os filtros foram refrigerados até posterior
analise em laboratério. As membranas foram divididas e cada fracdo recebeu o
tratamento com uma sonda marcadora especifica para cada um dos grupos bacterianos

testados e solugdo tampéo de hibridizagdo (tabela2).

Tabela 2. Composicdo das solu¢des tampdo de hibridizacdo e de lavagem

NaCl Tris-HCI *EDTA **SDS  Formamida
Soluc¢éo de hibridizacéo 09M 20 mM 5mM 0,01% Variavel
Solucéo de lavagem Variavel 20mM 10mM 0,01% --

* Acido Etilenodiamino Tetra-acético
**Dodecil Sulfato de Sédio

A hibridizac&o ocorreu por no minimo oito horas (overnight) em estufa escura a

uma temperatura de 42 °C. Depois desse periodo os filtros foram lavados com solugéo
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tampdo de lavagem (tabela 2) em estufa escura a 48 °C por 15 minutos. As
concentracdes de formamida e de NaCl para cada sonda séo apresentados na tabela 3.
Apbs a hibridizacdo, os filtros foram corados com 4°6- Diamidino-2Phenilindole
(DAPI) por aproximadamente 5 minutos e enxaguados por trés vezes com alcool
comercial (80%).

As fragdes de filtros de cada amostra foram colocadas sobre laminas de vidro e
receberam uma mistura 4:1 de Vectashield e solucdo 7:3 de glicerol:PBS (tampéo
fosfato salina), cobertos com laminula e analisadas em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus, BX51)

A densidade relativa dos diferentes grupos foram analisados com a utilizagdo de
marcadores (sondas) Cy3 em oligonucleotideos RNAr 16S para a identificacdo dos dois
dominios: Bacteria (Eub338R, 5 — 3GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3’) e Archaea
(Arc344, 5 — TCG CGC CTG CTG CIC CCC GT - 3'), das subdivisdes do filo
Proteobacteria: Alpha-proteobacteria (A1f986, 5° — 3GG TAA GGT TCT GCG CGT T
— 3), Beta-proteobacteria (Bet42a, 5’ — 3GC CTT CCC ACT TCG TTT - 3°), Gamma-
proteobacteria (Gam42a, 5> — 3GC CTT CCC ACA TCG TTT - 3°), e do grupo
Cytophaga-Flavobacterium (CF319a, 5>-3TG GTC CGT GTC TCA GTA C-3°). Foi
utilizada uma sonda controle para determinar as coloracGes ndo especificas, inclusive

auto-fluorescéncia; como proposto por Amann et al (5).

Tabela 3. Sequéncia de sondas de nucleotideos usadas para a hibridizagdo fluorescente in situ

Sondas Form(%)*  NaCl (mM)** Referéncia
EUB338R 30 102 3
Arc344 30 102 56
AIf986 30 102 49
Bet42a 30 102 45
Gam42a 30 102 45
CF319a 35 80 46

*Concentracdo de formamida na solucdo tampéo de hibridizacdo
** Concentracédo de cloreto de sodio na solugdo tampdo de lavagem

Algumas células escolhidas aleatoriamente em cada subsistema foram medidas
para calculo da biomassa. O volume das células bacterianas foi calculado segundo Fry
(26), e a conversdo para biomassa foi feita considerando 1um?® = 3.5x10*3gC como
descrito por Bjorsen (10).

2.2.5 Anélises Estatisticas
Todas as variaveis abidticas — temperatura (T), oxigénio dissolvido (OD),

condutividade (Cond.), Secchi, turbidez (Turb.), matéria organica em suspensdo total,
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inorganica e organica (MST, MSI e MSO, respectivamente), alcalinidade (Alc.),
clorofila (Cl-a), nitrogénio total (NT), nitrogénio amoniacal (N-NH;"), nitrato (NO3)
fosforo total (PT), ortofosfato (PO4;) — com excecdo do pH, foram logip(X)
transformados e sumarizadas em uma analise de componentes principais (PCA), a fim
de analisar as diferencas entre os subsistemas no periodo amostrado. Para determinar
quais componentes principais seriam retidos para analise foi utilizada a hipdtese de
aleatoriedade obtida do modelo de "broken-stick" (33).

A estrutura da comunidade bacteriana foi analisada por meio da densidade total
de bactérias (bactérias x mL™), e da abundancia relativa dos grupos estudados; estimada
em porcentagem (%) para determinar a importancia de cada grupo em relacdo a
densidade total de bactérias.

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram analisados pelos
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Quando atingidos foram utilizados
testes de variancia paramétrica (ANOVA), e quando ndo foram atingidos, foram
realizadas andlises de variancia ndo paramétricas de Kruska-Wallis para avaliar as
diferencas no componente biotico, tanto entre os subsistemas, quanto entre os diferentes
tipos de ambientes da planicie de inundagdo do alto rio Parana; sendo considerados
significativos p<0,05.

Para as analises de variancia dos componentes bidticos foram utilizadas a médias
aritméticas das abundancias relativas observadas nas trés amostragens realizadas em
cada um dos ambientes, quando os subsistemas e 0s tipos de ambientes amostrados
foram utilizados como réplicas.

O teste de Mantel, que permite criar uma matriz de comparacdo entre duas
matrizes de dissimilaridade (38), foi feito para verificar se a dissimilaridade das
condicdes ambientais promove também a dissimilaridade dos grupos. Foram
comparadas duas matrizes de dissimilaridade sendo a distancia de Euclidiana usada para
as variaveis abidticas e o indice de Morisita-Horn (72) para as abundancias dos grupos
bacterianos.

O melhor subconjunto de varidveis ambientais, de modo que as distancias
euclidianas das variaveis ambientais apresentem o méximo de correlagdo, com a
dissimilaridade da comunidade bacteriana foi obtida pela funcdo Bio-env do software R
(18) e permitiu encontrar o conjunto de variaveis ambientais que mais influenciam a
estrutura da comunidade bacteriana. Com objetivo de avaliar a distribuicdo dos grandes

grupos de bactérias em funcdo do conjunto das variaveis fisicas e quimicas da agua que
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mais influenciam a comunidade bacteriana em cada ambiente foi realizada uma analise
de correspondéncia candnica (CCA).
As analises foram feitas usando os programas Statistica 7.1 (62), PcOrd 5 (47) e

software R, pacote Vegan (55).

2.3 RESULTADOS

As coletas realizadas em dezembro de 2010 corresponderam ao periodo de
enchente da planicie de inundacdo do alto rio Parana, em que o0s niveis hidrométricos
sdo intermediarios entre os periodos de aguas baixas e aguas altas. Nesse periodo o
nivel médio do rio Parand foi de 2,94m (+£0,22m), sendo o nivel minimo 2,20m,
enquanto o nivel méximo atingido nesse més 3,40m.

Para a analise de componentes principais foram retidos os dois primeiros eixos
pelo critério de Broken-Stick explicando 57,48% dos dados (eixo 1= 41,09%; eixo 2=
16,38%). No primeiro eixo as variaveis: MSO (r= 0,85), NO3™ (r=0,83) apresentaram as
maiores correlagcdes positivas enquanto clorofila (r=-0,70) apresentou correlacdo
negativa. No segundo eixo, alcalinidade (r=0,50) apresentou maior correlacéo positiva e

MSI (r=-0,72) correlacionou negativamente neste eixo (Figura2).
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Figura 2 - Ordenagdo dos escores para cada estacdo de amostragem em relacdo ao eixo 1 e 2 da Anélise
de Componentes Principais. Em relagdo aos subsistemas: @A € (preenchimento em cinza) =
Subsistema lvinhema ®M A€ (preenchimento em preto) = Subsistema Bafa e OOA (sem
preenchimento)= Subsistema Parana. E os diferentes tipos de ambientes amostrados O = lagoas com
conexdo direta com o canal principal, [ = Lagoas sem conexao direta com o canal principal e A =riose
<= canais.
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As diferencas limnologicas dos diferentes rios que compdem essa planicie
permitiram uma separagdo nitida dos subsistemas na Andlise De Componentes
Principais, sobretudo dos ambientes relacionados ao rio Baia, (Figura2). Apenas 0s
autovalores do primeiro eixo da PCA apresentaram valores estatisticamente
significativos, diferenciando o subsistema Baia dos demais (F2:33=15,3276;
p=0,00002). Nao foram evidenciadas diferengas significativas entre as lagoas com e
sem conexdo direta com o canal principal e ambientes l6ticos em nenhum dos eixos
retidos na PCA.

As diferencas das varidveis limnoldgicas de acordo com cada subsistema podem
ser vista na tabela 4. O subsistema Parana, apresentou o0s maiores valores de
condutividade, MST, MSI, MSO, alcalinidade e clorofila; e menores valores de
nitrogénio e fdosforo. O subsistema Baia apresenta as maiores concentracfes de
nitrogénio total, fésforo total e ortofosfato. O maior valor de turbidez foi encontrado no

subsistema Ivinhema.

Tabela 4. Média e desvio padrdo (DP) das variaveis abi6ticas por subsistema

S. Baia S. lvinhema S. Parana
Temp. ( °C) 28,42+0,62 28,12+0,80 26,73+0,66
OD (mg/L) 3,38+1,01 4,4+1,64 4,02+1,90
pH 5,78+0,22 6,97+0,43 6,42+0,41
Cond.(uS/cm) 25,75+4,37 41,25+6,82 60,30£13,80
Secchi (m) 0,66+0,15 0,97+0,83 1,55+1,46
Turb (NTU) 19,47+15,71 21,21+19,66 7,60%7,47
MST (ug/L) 0,77+0,49 1,56+1,06 1,98+1,72
MSI (mg/L) 0,57+0,45 1,05+0,85 1,18+1,14
MSO(mg/L) 0,19+0,07 0,51+0,24 0,80+0,63

Alc.(mEg/L)  142,00£24,81 371,08+123,18 454,77+140,53
Clorof.(ug/L)  13,95+11,44  10,23+9,60  15,89+32,49
NT (ug/L) 952,33+177,36 789,12+170,58 808,42+431,80

NO3(ug/L) 18,24+24,69  38,89+38,82  100,28+81,93
NH4 (ug/L) 27,62+24,88  17,86+21,03  40,57+32,49
PT (ug/L) 59,81+19,05  46,10£1621  49,97+70,74
PO4 (lg/L) 9,05+3,32 7,04+2,96 6,85+1,93
COD (mg/L)  10,87+2,79 * 2,59+2,06

* Devido a problemas de armazenamento das amostras, as analises de carbono do
subsistema Ivinhema néo foram realizadas.

A analise de variancia ndo paramétrica demonstrou diferengas significativas
entre os subsistemas estudados em relagdo a densidade de bactérias (KW-H».36=6,2748;
p = 0,0434). O subsistema Baia foi o que demonstrou maior densidade de bactérias,
7,79 x 10° (+3,03 x 10°) bactérias x mL™ de amostra, seguido do subsistema Ivinhema
6,45 x 10° (3,17 x 10°) bactérias x mL™, e a menor densidade de bactérias foi
encontrada no subsistema Parana 5,15x 10° (+3,34 x 10°) bactérias x mL™.
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A densidade de bactérias ndo foi diferente quando os diferentes tipos de
ambientes presentes na planicie de inundagéo do alto rio Parané foram analisados (KW-
H:36=2,8069; p=0,4224). Os ambientes que apresentaram maiores densidades
bacterianas foram as lagoas sem conexao direta com o canal principal (7,11 x 10° +4,07
x 10° bactérias x mL™), lagoas com conexao direta com o canal principal (6,68 x 10°
+2.83 x 10° bactérias x mL™), os canais (5,21 x 10° +1,54 x 10° bactérias x mL™) e a
menor densidade de bactérias foi encontrada para os rios (3,93 x 10° +2,41 x 10°
bactérias x mL™).

A abundéancia relativa dos dois dominios, Bacteria e Archaea, foram
significativamente diferentes entre os subsistemas, mas apenas a densidade de Bacteria
diferiu significativamente entre os tipos de ambientes da planicie de inundacdo do alto
rio Parana (Figura3A).

Os ambientes do subsistema Parana apresentaram altas abundéancias relativas de
Bacteria e baixas abundancias relativas de Archaea, enquanto 0s do subsistema
Ivinhema apresentaram um aumento na abundancia relativa de Archaea aliado a
diminuicdo da abundancia relativa de Bacteria em relacdo ao Parana (Figura 3A). Ja os
ambientes do subsistema Baia, por sua vez, apresentaram as maiores abundancias

relativas tanto para Bacteria quanto para Archaea.
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Figura 3 - Variacdo da abundéancia relativa dos dois dominios de procariotos, Bacteria e Archaea. (A)
entre os componentes dos subsistemas e (B) entre os tipos de ambientes da planicie de inundagdo do alto
rio ParandeMédia LErro Padréo

Em relacdo aos tipos de ambientes da planicie de inundacdo do alto rio Paran4,
0s canais seguidos das lagoas sem conexao direta, apresentaram as maiores abundancias
relativas do dominio Bacteria, enquanto o dominio Archaea foi encontrado em menores
abundancias relativas que Bacteria em todos 0s tipos de ambientes.

As divisdes do filo Proteobacteria e do grupo Cytophaga-Flavobacterium foram
significativamente diferentes entre os subsistemas (Figura 4). O subsistema Parana
apresentou maiores abundéncias relativas de Alpha-protebacteria e Beta-proteobacteria,
enguanto a menor abundancia relativa foi encontrada para Gamma-proteobacteria. O
subsistema lvinhema apresentou abundancias relativas muito parecidas para todos 0s
grupos estudados e o subsistema Baia apresentou maiores abundancias relativas de
Beta- e Alpha-proteobacteria, mas ao contrario do que aconteceu no subsistema Parana,
a menor abundancia relativa foi de Cytophaga-Flavobacterium.
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Figura 4 - Variacdo da abundéncia relativa das subdivisfes do filo Proteobacteria e do grupo Cytophaga-
Flavobacterium em relacdo aos subsistemas (eMédia LErro Padréo)

Entre os tipos de ambientes da planicie de inundagdo do alto rio Parand, apenas o
subgrupo Beta-proteobacteria diferiu significativamente (Figura 5), apresentando a
menor abundancia relativa nos rios, e estando presente em elevadas abundancias
relativas nos canais e lagoas com e sem conexdo com o rio principal. Embora a
diferenga ndo seja estatisticamente significativa, a maior abundancia relativa de
Gamma-proteobacteria foi encontrada nos rios (17%) e a menor em lagoas sem conexao
(11%). Nos canais e lagoas com conexdo direta as maiores abundancias relativas foram
de Beta-proteobacteria e as menores de Cytophaga-Flavobacterium. Nas lagoas sem
conexd&o direta a maior abundéancia relativa foi de Alpha-proteobacteria.
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L Erro Padréo).

A analise da biomassa foi significativamente diferente entre os rios da planicie

(KW-H2,30=9,9744, p=0,0068) sendo menor no rio Parana e maior no Baia (Figura 6).
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O teste de Mantel permitiu analisar que a composi¢do da comunidade bacteriana
foi significativamente influenciada pelas diferencas nas caracteristicas fisicas e
quimicas ambientais (r=0,1922, p=0,018). A andlise Bio-env indicou que as variaveis
que mais se correlacionam com a diversidade da comunidade bacteriana compreendem
quatro parametros, sendo eles: clorofila-a, NT, N-NH," e PO,> (r=0,3542).

A anélise de correspondéncia candnica, correlacionando as varidveis abidticas,
indicadas pela analise Bio-env, com diversidade de bactérias, explicou 22,9% dos dados
(Tabela 5). As subdivisdes Alpha-proteobacteria, Gamma-proteobactéria € 0 grupo
Cytophaga-Flavobacterium foram agrupados positivamente, correlacionando-se com os
maiores valores nitrogénio amoniacal. A subdivisdo Beta-proteobacteria, por sua vez,
foi agrupada negativamente nesse mesmo eixo, correlacionando-se com 0s maiores

valores das variaveis: nitrogénio total, PO,* e clorofila-a (Figura7).



34

Tabela 5. Autovalores, porcentagem de explicacdo e teste de significAncia de Monte Carlo para
os eixos 1 e 2 da Analise de Correspondéncia Candnica

Teste de Monte Carlo
% EXxp. Exp. Acum. Auto Valor Min Max P
Eixo 1 22,9 22,9 0,016 0,001 0,020 0,006
Eixo 2 5,8 28,7 0,004 0,000 0,008
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Figura 7. Diagrama de ordenacdo para os dois primeiros eixos da Analise de Correspondéncia Candnica
(CCA). Ordenagdes dos escores gerados pelos eixos 1 e 2 em rela¢do: (A) aos grupos Bacterianos e (B) as
variaveis abioticas; (C) ordenacdo das correlagcbes dos dados fisicos e quimicos e (D) estacbes de
amostragens.

2.4 DISCUSSAO

Na maioria das informac0es relativas a ecologia das bactérias em ambientes de
agua doce, o crescimento bacteriano é atribuido a maiores concentrages de nutrientes
inorganicos, principalmente fosforo e nitrogénio (37, 68). A separacdo dos subsistemas
pela PCA permitiu avaliar as caracteristicas limnologicas distintas dos trés rios que
compdem a planicie de inundacgdo do alto rio Parané e os ambientes a eles associados.
No entanto, a mesma andlise ndo evidenciou distingdo das varidveis fisicas e quimicas

entre os tipos de ambientes da planicie.
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As diferengas limnologicas entre os subsistemas podem ter ocasionado a
diferenca significativa da densidade e da estrutura da comunidade de bactérias entre os
ambientes da planicie de inundacdo. Logo, as maiores concentracbes de fosforo e
nitrogénio nos ambientes do subsistema Baia, podem ter ocasionado a maior densidade
de bactérias observada nesse subsistema.

A reducdo das concentracBes de nutrientes no rio Parana em decorréncia da
barragem de Porto Primavera (57) pode ter ocasionado as baixas densidades bacterianas
no rio Parana. Além disso, com as baixas concentracdes de nutrientes, 0s organismos
passam a ser menores assim como a disponibilidade de bactérias para a cadeia
microbiana, como indicado pelos menores valores de biomassa encontrados nesse rio
em comparagdo com os demais.

O dominio Archaea apresenta organismos caracteristicamente encontrados em
maiores profundidades, onde ha& predominancia de metabolismo anaerébico (41). Esse
dominio, por sua vez, apresentou a maior abundancia relativa no subsistema Baia. Esses
organismos sdo encontrados em baixa frequéncia em sedimentos de ambientes de agua
doce (12, 17, 59), representando aproximadamente 1% da comunidade de procariotos
nos sedimentos lacustres (59). No entanto, de acordo com Leininger et al (39), arqueias
do grupo Crenarchaeota podem ser os mais abundantes organismos oxidantes de
amonia nos solos. A influéncia da grande area de varzea adjacente aos ambientes do
subsistema Baia, carreando matéria organica aos corpos hidricos, pode ter acarretado a
maior abundancia de Archaea nestes ambientes.

Ainda assim, ha vérias controvérsias a respeito do papel das Archaea. Esse
grupo ja foi encontrado em grandes abundancias relativas também em ambientes
oceanicos (34). Talvez uma metodologia diferente da utilizada nesse estudo possa
esclarecer melhor os resultados encontrados em relacdo a abundancia relativa de
Archaea nesse estudo.

Em trabalhos realizados em ecossistemas aquaticos temperados, foi observada
uma dominancia de eubactérias limnicas acima de 50% (21). As baixas abundancias
relativas do dominio Bacteria observadas nesse estudo pode ter ocorrido devido a
variacOes encontradas na detecgcdo de grupos bacterianos pela técnica de hibridizacéo
fluorescente in situ, ou variagdes das condi¢cdes fisioldgicas das células (14). Neste
sentido, quando elas se desenvolvem com algum tipo de limitacdo, o contingente de
rRNA é menor, e a hibridizacdo é comprometida.

Outro fator que deve ser levado em consideragdo € o fato de que a sonda
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Eub338, algumas vezes se mostra insuficiente para estimar todo o dominio Bacteria. De
acordo com Daims et al (24), essa sonda exclui da estimativa 0s grupos
Planctomicetales e \errucomicrobia, que sdo constituintes importantes de ambientes
aquaticos. Esses autores desenvolveram duas novas sondas EUB338 Il e EUB338 Ill,
que se tivessem sido utilizadas juntamente com EUB338 forneceriam uma estimativa
mais acurada do dominio Bacteria nesse estudo.

Yannarell e Triplett (74) demonstraram que caracteristicas ambientais,
temporais, regionais e em nivel de paisagem interagem para determinar a composi¢do
das assembleias de bactérias em lagos temperados do hemisfério norte. Nesse estudo,
foram encontradas diferengas nas abundancias relativas das divisdes do filo
Proteobacteria e do o grupo Cytophaga-Flavobacterium entre os subsistemas, mas nao
entre os tipos de ambientes da planicie de inundacdo do alto rio Parana. Isso pode
sugerir que as caracteristicas distintas dos rios que percorrem a planicie sdo importantes
determinadores da composicdo da comunidade de bactérias.

Estudos de longa duracdo atribuiram as cascatas de reservatorios, construidas a
montante da planicie de inundacdo do alto rio Parand, um aumento na transparéncia da
agua associada a uma reducdo nas concentracdes de nutrientes (57). Esse impacto
antropico sobre a planicie de inundag&o pode ter influenciado a estrutura da comunidade
bacteriana no rio Parana. A maior abundancia relativa de Alpha-proteobacteria e baixa
abundancia relativa de Gamma-proteobacteria nesse subsistema podem estar
relacionadas, principalmente, a baixa disponibilidade de nutrientes observada nesse rio.

A subdivisdo Alpha-proteobacteria compreende os géneros Beijerinckia e
Azospirillum, fixadores de nitrogénio; Nitrobacter, nitrificante e Rhodospirillum, género
fotossintético. Algumas bactérias do grupo Alpha-proteobactéria, apresentam
crescimento lento e sdo adaptadas a baixas concentracdes de oxigénio (32).

Gamma-proteobacteria € um grupo caracterizado por apresentar organismos de
comportamento oportunista, que apresentam maior densidade em locais com grande
disponibilidade de nutrientes, principalmente fosforo (13). Fazem parte desse grupo os
géneros Beggiatoa, oxidantes de enxofre, presente na interface aerdbia-anaerébia de
sedimentos aquaticos; e bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre dos géneros
Azotobacter e Azomonas.

O subsistema Baia caracteriza-se pelo seu entorno composto de pastos e campos
antropizados (27), que durante o periodo de aguas altas sdo inundados compondo uma

extensa area de varzea. Com a inundacéo dessa area uma grande quantidade de matéria
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organica é carreada para 0os ambientes aquaticos. De acordo com Azevedo et al. (8), 0
carbono orgénico encontrado em maior quantidade no subsistema Baia é de origem
aloctone, sendo constituido principalmente de acidos fulvicos.

De acordo com Crump et al (22), ocorre uma alteracdo da comunidade de
bactérias plancténicas conforme a natureza do carbono disponivel para o crescimento
bacteriano. Além disso, nos ambientes do subsistema Baia foram encontrados os
maiores valores de nitrogénio e fdésforo, que aliada a natureza do carbono orgéanico
disponivel para ser assimilado pelas bactérias, podem ter determinado as maiores
abundéancias relativas de proteobactérias e do grupo Cytophaga-Flavobacterium nesse
subsistema.

Juntamente com a matéria organica uma grande quantidade de bactérias pode ser
carreada para as lagoas juntamente com a matéria organica do entorno, alterando tanto a
densidade quanto a diversidade bacteriana (23). Quanto aos organismos do grupo
Cytophaga-Flavobacterium, esses se relacionam diretamente com a disponibilidade e a
degradacdo de matéria organica dissolvida (29, 36), sobretudo de alto peso molecular
(36), como é o caso do acido fulvico.

O subsistema Baia apresentou também as maiores abundancias relativas de Beta-
proteobacteria. Bactérias desse grupo sdo comumente encontradas em ambientes de
agua doce, tendo sido observadas em lagos com diferentes caracteristicas, oligotréficos
(48), eutroficos (76).

O grupo Beta-proteobacteria € composto por géneros como Nitrosomonas
(bactérias nitrificantes) e Spirillum e é comumente registrado em ambientes de agua
doce (48, 77). Nesse estudo, além de apresentarem diferencas significativas entre os
subsistemas, também foram observadas maior abundancia relativa de organismos desse
grupo nos canais que nos outros tipos de ambientes.

O subsistema Ivinhema esta inserido dentro de uma area de prote¢do ambiental,
0 Parque Estadual das Varzeas do Rio Ivinhema, criado como uma medida de
compensacdo pela construcdo do reservatorio de Porto Primavera. Os ambientes desse
subsistema foram observados bem distribuidos entre as subdivisdes de Proteobacteria e
0 grupo Cytophaga-Flavobacterium, talvez por ser provavelmente o mais estavel dos
trés subsistemas e ndo sofrer com os impactos antrépicos da construcdo do reservatério
a montante, ou das areas de pastagem em seu entorno.

Entre os tipos de ambientes, foram observadas diferencas significativas apenas

na abundéancia relativa de organismos do grupo Beta-proteobacteria. Embora ndo tenha
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apresentado diferenca estatisticamente significativa, a abundancia relativa de Gamma-
proteobacteria foi maior nos rios do que nas lagoas sem conex&o. Provavelmente o
fluxo tenha proporcionado uma vantagem competitiva para esse grupo, Ccujos
organismos podem apresentar caracteristicas oportunistas. Nas lagoas sem conexao
direta, a auséncia de fluxo pode ter promovido o desenvolvimento da maior abundancia
relativa foi de Alpha-proteobacteria. Apesar desse grupo ndo requerer altas
concentracdes de nutrientes, a caracteristica Iéntica desses ambientes favoreceu o
estabelecimento desse grupo.

Muitos estudos tentam elucidar as varidveis que alteram a estrutura da
comunidade de bactérias. A maioria atribui ao carbono orgénico dissolvido as alteracdes
da estrutura da comunidade bacteriana (31, 60), as concentra¢@es de nitrogénio e nitrato
(50, 60) e fosforo (13). Neste estudo a estrutura da comunidade bacteriana foi
determinada pelas concentracdes de clorofila-a, NT, N-NH,* e PO,*. Além disso, a
analise de correspondéncia canénica permitiu analisar quais grupos bacterianos séo
influenciados por essas variaveis.

As subdivisdes Alpha-proteobacteria, Gamma-proteobactéria e 0 grupo
Cytophaga-Flavobacterium s&o encontrados em ambientes com 0s maiores valores
nitrogénio amoniacal, representados pelos ambientes do subsistema Parana. Enquanto a
subdivisdo Beta-proteobacteria é encontrada nos ambientes com os maiores valores das
variaveis: nitrogénio total, PO, e clorofila-a, representados pelos ambientes dos
subsistemas Baia e Ivinhema.

Esse estudo apresenta dados preliminares sobre as diferencas na estrutura da
comunidade bacteriana em diferentes ambientes da planicie de inundacdo do alto rio
Parana. Foi possivel determinar que as diferencas nas variaveis limnoldgicas dos rios
que compde a planicie de inundacdo sdo mais importantes para a estrutura da
comunidade bacteriana do que as caracteristicas fisicas (grau de conexdo com o rio,
velocidade de fluxo) dos diferentes tipos de ambientes. Uma vez que dois dos
subsistemas analisados estdo sujeitos a alteraces antropicas, as diferengas na estrutura
da comunidade bacteriana podem estar sendo indiretamente influenciada por esses
impactos.

Estudos mais detalhados sobre cada um dos rios que compdem essa planicie,
bem como a utilizagdo de marcadores bacterianos mais especificos poderdo esclarecer o
papel funcional das bactérias na ciclagem de nutrientes e energia nesses ambientes.

Além disso, outros fatores seletivos estruturantes da comunidade bacteriana devem ser
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levados em consideragdo, como a ocorréncia de dominancia de alguns grupos sob
outros, competicdo dos grupos na absorcdo de nutrientes e captacdo de substrato,

predacdo especifica sobre alguns grupos, susceptibilidade a virus entre outros.
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3 DINAMICA SAZONAL DA ESTRUTURA DA COMUNIDADE DE B
BACTERIOPLANCTON EM AMBIENTES DA PLANICIE DE INUNDACAO
DO ALTO RIO PARANA

RESUMO

Conhecer a comunidade bacteriana, bem como ela se altera frente aos pulsos de
inundacdo, é crucial para o entendimento da ciclagem de nutrientes em ecossistemas de
planicies de inundacdo. Foi analisada a comunidade bacteriana em doze ambientes da
planicie de inundacdo do alto rio Parana, e descrever o comportamento dessa
comunidade durante um ciclo hidroldgico. Para entender como o regime de aguas altas e
baixas altera a comunidade bacteriana por meio da alteracdo das varidveis abidticas. A
comunidade bacteriana foi determinada em amostras subsuperficiais de dgua em rios,
canais e lagoas com e sem conex&o direta com os rios. As amostragens foram realizadas
trimestralmente no periodo de dezembro/2010 a setembro/2011. A estrutura da
comunidade foi analisada pela metodologia de hibridizacdo fluorescente in situ,
considerando a densidade total de bactérias e as abundancias relativas de Bacteria e
Archaea, Alpha-proteobacteria, Beta-proteobacteria, Gamma-proteobacteria e
Cytophaga-Flavobacter. Nos periodos de vazante e &guas baixas foram observadas as
menores densidades, com a minima sendo registrada em setembro/2011, 1,69 x10°
(+1,83 x10°) bactérias x mL e as maiores densidades de bactérias observadas atingiram
5,7x10° (+1,88 x10° bactérias x mL™ em margo/2011. O periodo de &guas altas
provocou uma diminuicdo da diversidade de bactérias devido a diminuicdo da
equitabilidade. Os maiores valores do indice de diversidade de Shannon-Wiener foram
observados nos periodos de dezembro/2010 e setembro/2011. O carreamento de
nutrientes para os ambientes aquaticos durante o periodo de &guas altas promoveu o
aumentando a densidade total desses organismos. A comunidade bacteriana pode
apresentar diferencas tanto espaciais quanto temporais, mas quando o componente
tempo € considerado, esse é o principal preditor da estrutura da comunidade bacteriana,

além de influenciar na sua diversidade.

Palavras-chave: diversidade bacteriana, pulso de inundagdo, hibridizacéo

fluorescente in situ.
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ABSTRACT
Knowing bacterial community, as well as understand how it changes during a

hydrological pulse, is very important to understand nutrient cycles in floodplain
systems. The aim of this work was to analyze bacterial community in twelve sites of
Upper Parané River floodplain, and describe its changes during a flood pulse. In order
to understand how the high water and low water phases changes bacterial community by
changing abiotical variables. The bacterial community distribution was determined in
superficial water samples from rivers, channels and floodplain lakes with and without
connection to the main channel river. The samples were performed every three months
since December/2010 to September/2011. The bacterial structure community was
analyzed by fluorescent in situ hybridization, considering the main domains Bacteria
and Archaea and the subdivisions of the phylum Proteobacteria, Alpha-proteobacteria,
Beta-proteobacteria, Gamma-proteobacteria and the Cytophaga-Flavobacterium cluster.
On ebb and low water periods the smaller densities were observed, with the minimum
registered in September/2011, 1,69 x10° (+1,83 x10°%) Bacteria x mL™ and the highest
densities reached 5,7x10° (+1,88 x10°%) Bacteria x mL™ on March/2011. The high water
period caused a decrease in diversity because of the lost of equitability. The highest
values of Shannon-Wiener index were found on December/2010 and September/2011.
The nutrients runoff to the aquatic environments of the floodplain promoted an increase
in total bacterial density during the high water phase. The bacterial community
presented both spatial and temporal differences. But the temporal changes in this
community are the most important to determine the bacterial community and also

changes its diversity.

Key words: bacterial diversity, flood pulse, fluorescent in situ hybridization.
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3.1 INTRODUCAO

Planicies de inundacéo sdo definidas como areas periodicamente inundadas pelo
transbordamento lateral de rios e lagos devido a acdo das chuvas ou do lencol freatico
(27). A planicie de inundacdo do alto rio Parand compreende uma grande variedade de
ambientes, incluindo lagoas, rios e canais (52). Além disso, Roberto, Santana e Thomaz
(45) mostraram que a separacdo dos ambientes nessa planicie, ocorre de acordo com a
sua posicdo, e estd relacionada com o canal do rio principal, de forma que as
particularidades de cada rio que compde a planicie de inundacdo aumentam a
heterogeneidade dos ambientes.

O regime hidrolégico a que os sistemas rio-planicie de inundacao estdo sujeitas €
o principal fator direcionador da diversidade faunistica desses ambientes (27). De
acordo com Thomaz, Bini e Bozelli (52), o periodo de aguas altas tende a conectar o0s
corpos de agua com caracteristicas diferentes, promovendo maior similaridade das
comunidades biologicas, enquanto durante o periodo de aguas baixas, essas seguem as
caracteristicas locais intrinsecas de cada um dos ambientes.

Os pulsos periddicos de inundacdo promovem trocas laterais de nutrientes e
matéria organica entre a planicie e os ambientes aquaticos (19, 27). Assim, as alteracdes
fisicas e quimicas dos ambientes aquaticos resultantes desse processo provocam
alteracdes na diversidade de varias comunidades (27).

Algumas comunidades planctonicas, por exemplo, tendem a apresentar variagoes
na sua composicdo e abundancia entre periodos de aguas altas e baixas, bem como
apresentar maior similaridade em ambientes com conexao direta ao canal principal,
como demonstrado em estudos anteriores para a comunidade zooplancténica (e.g. 31) e
fitoplanctonica (11).

Embora ja tenha sido registrado um consideravel nimero de taxa de varias
comunidades bioldgicas na planicie de inundacdo do alto rio Parana (e.g. 31, 53, 54),
ainda muito pouco é conhecido sobre a diversidade da comunidade bacteriana e qual a
influéncia do pulso de inundagao sobre essa comunidade.

As bactérias participam como base na cadeia alimentar planctonica em varios
ecossistemas aquaticos, e desempenham papel consideravel no fluxo de carbono para a
atmosfera (16). O bacterioplancton é capaz de incorporar a matéria organica dissolvida
e nutrientes a sua biomassa e transferi-os para os niveis troficos superiores através da

alca microbiana (7, 43).
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As bactérias plancténicas metabolizam ndo somente os detritos de organismos
maiores mortos, mas também os exsudatos fitoplancténicos (7, 21). Além disso, a
planicie de inundacdo exporta matéria organica para os ambientes aquaticos (8), que
podem ser assimilados pelas bactérias. De acordo com Crump et al (18) a comunidade
bacteriana se altera de acordo com a origem da matéria organica disponivel. Isso
acontece porque diferentes populacBes bacterianas sdo responsaveis pela degradacdo de
diferentes tipos de matéria organica. O conhecimento sobre a composicdo das
comunidades bacterianas e seus impactos sobre a ciclagem de carbono é crucial para o
entendimento dos processos ecolégicos em sistema de planicies de inundagéo (9).

A maioria dos estudos da dindmica de bactérias em planicies de inundacao
tropicais sugere uma forte influéncia sazonal do pulso de inundacdo sobre a densidade
de bactérias plancténicas (14, 30). Isso porque, durante o periodo de aguas altas, a
inundacdo da varzea carreia uma grande quantidade de matéria organica para 0s
ambientes aquéticos (27) que influencia a densidade bacteriana (14, 30). Além disso,
uma grande quantidade de bactérias pode ser carreada para as lagoas juntamente com a
entrada de matéria organica do entorno, alterando tanto a densidade quanto a
diversidade bacteriana (19).

Na planicie de inundacdo do alto rio Parana, foi constatado que a densidade
bacteriana é influenciada principalmente pelo enriquecimento das lagoas com nutrientes
aléctones, sendo este mais significativo que a matéria organica autéctone e a predacédo
por rotiferos para determinacdo da densidade bacteriana (14). Além disso, Lemke et al.
(33) demonstraram que ha diferencas na composicdo do bacterioplancton entre
diferentes ambientes dessa planicie. Entretanto, poucos estudos foram realizados acerca
da estrutura da comunidade bacteriana, ou como ela se altera frente a pulsos de
inundacdo.

Um estudo in situ dos fatores que podem regular ndo apenas a densidade total da
comunidade bacteriana e sua dinamica em um periodo hidrolégico, mas também, a
abundancia relativa de determinados grupos dessa comunidade, pode levar a um maior
entendimento da contribui¢do dessa comunidade para o ecossistema.

O foco principal é a analise de como o pulso de inundagédo afeta a comunidade
bacteriana entre os ambientes da planicie de inundacdo do alto rio Parana e procura
avaliar se existem diferengas na diversidade bacteriana entre os periodos de aguas altas
e aguas baixas. Para isto, testaram-se as hipdteses de que o pulso de inundacdo altera

indiretamente a densidade de bacterioplancton, pois o grande contingente de agua que
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entra na planicie durante o periodo de &guas altas carreia nutrientes para os ambientes
aquaticos; e se as diferencas nas variaveis limnoldgicas abidticas geradas durante os
periodos de aguas altas e baixas serdo as principais determinantes da estrutura da

comunidade bacteriana.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Area de Estudo
O estudo foi realizado na planicie de inundacdo do alto rio Parana (Figura 8),

influenciada por trés rios distintos sendo eles o Parana, o Ivinhema e o Baia, que
proporcionam uma grande heterogeneidade de habitat quando considerado amplas
escalas nesse ecossistema (45). Foram considerados trés subsistemas baseados nas
influencias causadas pelos trés principais rios da planicie de inundacdo do alto rio

Parana.
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Figura 8 - Locais de amostragem na planicie de inundacdo do alto rio Parana (1)Lagoa Ventura; (2) Canal
do Ipoitd; (3) Lagoa dos Patos; (4) Rio Ivinhema; (5) Canal Curutuba; (6) Lagoa do Guarang; (7) Rio
Baia; (8) Lagoa Fechada, (9) Lagoa do Osmar; (10) Ressaco do Pau Véio; (11) Rio Parand; (12) Lagoa
das Gargas.
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3.2.1.1 Subsistema Parana
O rio Parana é a segunda maior bacia hidrografica da América do Sul, ocupando

uma area 20.000 km? no periodo de inundagdo maxima (10, 57). A regido marginal do
rio apresenta remanescentes da Floresta Estacional Semidecidual e muitos trechos
antropizados (49).

Entre os ambientes que formam o subsistema Parana, encontram-se diversas
lagoas e ressacos. A lagoa do Osmar é uma lagoa temporéaria e sem comunicagao, com
profundidade média de 1,1m e éarea de aproximadamente 0,006ha. A lagoa das Gargas
possui conexdo direta com a calha do rio através de um canal, profundidade média de
2,0m e area de 14,lha; suas margens contém grandes quantidades de macrofitas
aquaticas. O Ressaco do Pau Véio se localiza na margem direita do Rio Parana,
apresenta comprimento de aproximadamente 1.146m, uma éarea de 3ha, e profundidade
média de 1,8m (22).
3.2.1.2 Subsistema Baia

O subsistema Baia é constituido pelo rio Baia; localizado a margem direita do
rio Parana no Estado do Mato Grosso do Sul; por canais secundarios e diversas lagoas.
O rio Baia apresenta largura variada e profundidade média de 3,2 metros, com trechos
marginais de vegetac&do riparia e de campos inundados (varzea). Pode ser considerado
como um ambiente intermediario entre Iéntico e Iético, destacado por caracteristicas
com padrdes de estratificacdo térmica da coluna de agua. No subsistema Baia
encontram-se as lagoas Fechada e do Guarana e canal Curutuba.

A Lagoa Fechada é uma lagoa de forma alongada, com profundidade média de
2,46m, area de 7,5ha. Ndo apresenta conexao direta com o rio Baia, exceto nos periodos
de cheia quando pode apresentar conexdo na sua porcao superior. A lagoa do Guarand,
por sua vez, é conectada ao rio por um curto canal com grande quantidade de macrofitas
aquaticas. A lagoa possui forma arredondada com aproximadamente 4,2 ha de area
numa profundidade média de 2,1m. O Canal Curutuba liga o rio Baia ao rio Ivinhema

apresentando profundidade média de 2,7m (22).

3.2.1.3 Subsistema Ivinhema
O rio Ivinhema tem seu baixo curso associado com o bracgo direito do rio Parana

possuindo canais anastomosados, esses canais sdo altamente estaveis, do ponto de vista
geomorfico (46), e altamente susceptiveis a dindmica hidrolégica dos rios Parana e do
proprio Ivinhema (15).

A lagoa Ventura é uma lagoa alongada com profundidade media de 2,16m, e area
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de 89,8ha; esta situada a uma distancia de 200m do rio lvinhema, sendo separada por
dique marginal de 3m de altura. A lagoa Patos se situa & margem esquerda do mesmo
rio, com o qual se comunica através de um canal com uma grande diversidade de
macrofitas aquéticas, e dique marginal de 0,5m de altura; apresenta uma area de
aproximadamente 113,8 ha. O Canal Ipoitd € um canal sinuoso que liga o rio Parana ao
rio lvinhema apresentando uma profundidade média de 3,2m (22).

3.2.2 Amostragem
As amostragens foram realizadas trimestralmente, vinculadas as coletas do

programa de Pesquisa Ecologico de Longa Duragdo (PELD), no periodo de dezembro
de 2010 a setembro de 2011. Foram realizadas quatro coletas aleatérias em
subsuperficie no centro de cada ambiente, sendo trés para analise da comunidade

bacteriana e uma para andlise limnoldgica.

3.2.3 Variaveis fisicas e quimicas
As variacBes de nivel foram obtidas a partir dos dados coletados da régua

fluviométrica localizada na Base Avancada de Pesquisa do Nupélia, no municipio de
Porto Rico — PR.

Foram mensuradas in situ, a temperatura da agua (Temp), oxigénio dissolvido
(OD), pH e condutividade elétrica (Cond.) através de potenciémetros portateis (YSI). A
transparéncia da agua (Transp.) foi obtida através da profundidade do disco de Secchi e
a alcalinidade total (Alc.) estimada através de titulacdo Gran e calculada, juntamente
com as formas de carbono inorganico (13).

As amostras de &gua feitas para analise limnoldgica foram utilizadas para a
determinacdo das concentracGes de material suspenso total (MST), organico (MSO) e
inorganico (MSI). Clorofila-a (Cl-a) foi analisada por extracdo com acetona de acordo
com Golterman, Clymo e Ohnstad (24). Nitrogénio total (NT) e nitrato (NO3’) foram
determinados por espectrofotometria (58) e as concentrages de nitrogénio amoniacal
(N-NH,4") foram determinadas de acordo com Mackereth et al (34). As concentragdes de
fosforo total (PT) e ortofosfato (PO, foram determinadas por espectrofotometria de

acordo com (24)

3.2.4 Comunidade bacteriana
A comunidade bacteriana foi determinada pelo método hibridizacdo in situ

fluorescente (5). As amostras para analise de componente bioldgico foram fixadas

imediatamente com paraformaldeido 20% (concentracdo final 2%), armazenadas em
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refrigeracdo por 24h; e concentradas em filtro branco de policarbonato (0,2 pm, 25mm,
Whatman). Os filtros foram armazenados a 4 °C até posterior anélise em laboratorio. A
hibridizacéo foi realizada com uma sonda especifica para cada um dos grupos testados e
solucdo tampéo de hibridizacao (tabela 6). As amostras foram incubadas overnight a 42
°C e depois desse periodo foram lavadas em solugdo tampdo de lavagem (tabela 1) em
estufa escura a 48 °C por 15 minutos. As concentracGes de formamida e de NaCl séo

apresentados na tabela 7.

Tabela 6. Composicdo das solu¢des tampao de hibridizacdo e de lavagem

NacCl Tris-HCI *EDTA **SDS  Formamida
Solugéo de hibridizacéo 09M 20 mM 5mM 0,01% Variavel
Solucéo de lavagem Variavel 20mM 10mM 0,01% --

* Acido Etilenodiamino Tetra-acético

**Dodecil Sulfato de Sédio

A densidade relativa dos diferentes grupos foram analisados com a utilizacdo de
marcadores Cy3 em oligonucleotideos RNAr 16S para a identificacdo dos grandes
grupos, sendo estes: Bacteria (Eub338R, 5° — 3GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3°),
Alfa-proteobacteria (Alf986, 5° — 3GG TAA GGT TCT GCG CGT T - 3°), Beta-
proteobacteria (Bet42a, 5°— 3GC CTT CCC ACT TCG TTT - 3”), Gama-proteobacteria
(Gam42a, 5’ — 3GC CTT CCC ACATCG TTT - 3’), Cytophaga-Flavobacter (CF319a,
5-3TG GTC CGT GTC TCA GTA C-3’). Foram utilizadas sondas controle para
determinar as colora¢Bes ndo especificas, inclusive auto-fluorescéncia; como proposto
por Amann, Ludwig e Schleifer (4).

As amostras foram simultaneamente coradas com solucdo de 4°6- Diamidino-
2Phenilindole (DAPI) para contagem da densidade bacteriana total. Dez campos
aleatorios foram analisados em cada filtro com auxilio do microscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX51). Posteriormente, foram colocadas sobre laminas de
vidro e receberam uma mistura (4:1) de Vectashield e solucdo de glicerol: tampéo
fosfato salina (7:3) e cobertos com laminula e levados para analise em microscopio de

epifluorescéncia (Olympus, BX51).
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Tabela 7. Sequéncia de sondas de nucleotideos usadas para a hibridizagdo fluorescente in situ

Sondas Form(%)  NaCl (mM)~ Referéncia
EUB338R 30 102 3
Arc344 30 102 44
Alf986 30 102 40
Bet42a 30 102 36
Gam42a 30 102 36
CF319a 35 80 37

“ Concentragéo de formamida na solucéo tampao de hibridizagio
Concentragéo de cloreto de sddio na solugdo tampéo de lavagem

3.2.5 Analises Estatisticas
Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram analisados pelos

testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Uma vez que ndo foram atingidos,
foram realizadas analises de variancia ndo paramétricas de Kruska-Wallis para avaliar
as diferencas nas variaveis limnoldgicas, tanto espacial quanto sazonalmente. Os valores
das variaveis limnoldgicas foram demonstrados na forma de médiatDP. Os dados foram
logio(X) transformados (com exce¢do do pH) e foram sumarizadas em uma Analise de
Componentes Principais (PCA).

A densidade total de bactérias foi demonstrada em bactérias x mL™ de amostra.
A abundancia relativa dos grupos estudados foi estimada em porcentagem (%) para
determinar a importancia de cada grupo em relacdo a densidade total de bactérias. As
diferencas da densidade bacteriana e das abundéancias relativas dos grupos estudados,
em relacdo aos ambientes e aos periodos de amostragem foram analisadas também
através de analise ndo paramétrica, por ndo atingirem os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade.

Para avaliar a diversidade dos grupos bacterianos entre os periodos de
amostragem foi utilizado o indice de diversidade de Shannon-Weaver, que considera
peso igual para as espécies raras e abundantes (35). A riqueza foi estimada pelas
diferencas nas abundancias relativas e o nimero de tdxons foi limitado ao nimero de
sondas utilizadas. Como o0s grupos estudados ndo sao espécies, a analise de diversidade
considerou as subdivisfes de Proteobacteria, 0 grupo Cytophaga-Flavobacter e apenas
o dominio Archaea. O dominio Bacteria foi desconsiderado por compreender as demais
subdivisoes.

Para sumarizar a composicdo da comunidade de bactérias foi utilizada uma
Anadlise de Correspondéncia Destendenciada (DCA — 23, 26). Essa analise foi realizada
a partir dos dados de abundancia relativa dos grupos bacterianos investigados nos
diferentes locais e periodos de amostragem.

A influéncia das variaveis abioticas nas abundancias relativas dos grupos de
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bactérias foi analisada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson. As analises foram
feitas usando os programas Statistica 7.1 (50), PcOrd 5 (38).

3.3 RESULTADOS

O rio Parana apresentou periodo de aguas altas em mar¢o/2011 (Figura 9), com
profundidade média superior a 6 metros; e aguas baixas em setembro/2011, quando
atingiu profundidade inferior a 2 metros.
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Figura 9 - Medic¢do diéria do nivel médio da planicie de inundagdo do alto rio Parana (dados obtidos da

Estacdo de campo da Universidade Estadual de Maringa). As setas indicam os periodos em que as
amostragens foram realizadas.

Os periodos de aguas altas e baixas foram muito distintos entre os periodos de
amostragens. O més de marco de 2011 (periodo de aguas) apresentou o nivel
fluviométrico médio de 5,4m (+0,86m), sendo o nivel minimo registrado 3,42m e nivel
méaximo de 6,32m. O periodo de aguas baixas (setembro/2011) teve o nivel maximo
atingido de 3,16m, e minimo de 1,96m, o nivel fluviométrico médio nesse periodo foi
de 2,48m (+£0,31m). Os periodos, intermediarios de enchente (dezembro/2010) e vazante
(junho/2011), apresentaram profundidade intermediaria (aproximadamente 3m).

Assim, foram definidos quatro periodos distintos de amostragem sendo que as
amostragens realizadas em dezembro/2010 correspondem ao periodo de enchente,

marc¢o/2011 ao periodo de aguas altas, junho/2011 corresponde ao periodo de vazante e
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setembro/2011, o periodo de aguas baixas.

A meédia e desvio padrdo dos valores das variaveis abioticas durante todos os
periodos de amostragem estdo apresentados na tabela 8. Entre os periodos amostrados,
as variaveis abioticas que, estatisticamente, apresentaram diferencas significativas,
foram a OD (H(3.46=10,4022; p=0,0154), condutividade elétrica (H(s.45=10,3954;
p=0,0155), turbidez (H(3.48=20,1886; p=0,0002), N-NH4 (H(.48=11,1596; p=0,0109),
PT (H.48= 10,3713; p=0,0157) e P-PO4 (H(3.48=11,3394; p=0,0100).

Em dezembro/2010, as varidveis significativamente diferentes entre o0s
ambientes foram pH (H@212=7,0385; p=0,0296), condutividade (H;12=8,7692;
p=0,0125) e alcalinidade (H.12=8,7692; p=0,0125). Os maiores valores de pH foram
encontrados no subsistema Ivinhema (7,1+0,26), e 0s menores no subsistema Baia
(5,9£0,27). Os maiores valores de condutividade elétrica e alcalinidade foram
encontrados no subsistema Parand (56,1+6,38 e 423,7+76,14; respectivamente),
enquanto os menores foram encontrados no subsistema Baia (26,4+0,89 e 135,8+18,98).

Em marco, o periodo de &guas altas, as varidveis que apresentaram diferencas
significativas entre os subsistemas foram OD (H12=8,7692; p=0,0125), MST
(H;12=6,9615; p=0,0308), Clorofila-a (H(@;12=6,2692; p=0,0435) e NO3
(H2;12=9,3739; p=0,0092). Os maiores valores de OD e MST foram observadas no
subsistema Parand (7,71+2,22 e 2,81+1,31; respectivamente), seguido do Baia
(4,62+0,75 e 1,5+0,55), enquanto os menores valores observados pertenceram ao
subsistema lvinhema (2,9+0,36 e 1,1+0,71); nesse subsistema foram também
observados os maiores valores de clorofila-a e NOs™ (4,4£2,1 e 6,4+12,74) enquanto 0s
menores valores dessas variaveis foram observadas no subsistema Parana.

Em junho apenas duas variaveis diferiram significativamente entre os trés
subsistemas, OD (H(.12=8,7692; p=0,0125) e alcalinidade total (H:12)=7,5385;
p=0,0231). Com destaque para o subsistema Baia que apresentou alcalinidade muito
inferior em relacéo aos subsistemas Parané e Ivinhema.

No periodo de &guas baixas (Setembro/2011), foram observadas diferencas
significativas quanto ao pH (H:12=8; p=0,0183), condutividade (H;12=8; p=0,0183) e
alcalinidade total (H;12=9,2692; p=0,0097).
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Dezembro/2010 Margo/2011 Junho/2011 Setembro/2011
Baia lvi. Parana Baia 1vi. Parana Baia lvi. Parana Baia lvi. Parana
Temp. ( °C) 28,9+0,56 27,610,68 26,9+0,68 27,35+0,17 28,3+0,38 26,98+0,7 27,35+0,17 28,28+0,38 26,98+0,70 18,53+0,28 18,65+1,21 18,68+1,81
OD (mg/L) 4,3+0,79 5,6+0,65 3,9+2,39 4,62+0,75 2,9+0,36 7,71+2,22 4,62+0,75 2,92+0,36 7,71+2,22 7,67+0,60 7,77+0,33 6,50+2,17
pH 5,9+0,27 7,1+0,26 6,4+0,46 6,16+0,35 6,2+0,22 6,45+0,61 6,16+0,35 6,24+0,22 6,45+0,61 6,47+0,22 7,24+0,26 6,59+0,57
Cond.(uS/cm) 26,4+0,89 42,8+7,31 56,1+6,83 49,28+3,11 49,942,12 54,5+2,32 49,28+3,11 49,88+2,12 54,50+2,32 15,50+1,10 37,18+11,96 47,60+6,96
Secchi (m) 0,6+0,22 1,3+1,51 2,3£2,51 1,85+0,58 2,2+0,88 3,16+2,9 1,85+0,58 2,19+0,88 3,16+2,9 0,98+0,27 1,160,63 1,80+1,29
Turb (NTU) 24,2423,92 35,2+27,66 6,8+5,38 0,82+0,35 2,3%£3,52 0,85+0,55 11,73+7,6 16,93+£12,76 10,32+4,44 30,99+28,42 38,97+46,21 3,17+4,07
MST (ug/L) 1,2+0,69 2,5+1,28 1,4+0,79 1,5+0,55 1,1+0,71 2,81+1,31 1,41+0,80 2,59+1,17 2,24+0,65 1,58+1,09 5,03+3,95 1,27£2,04
MSI (mg/L) 1,0+0,61 1,8+1,00 0,8+0,50 0,59+0,44 0,6+0,47 2,02+1,03 0,85+0,57 1,98+1,13 1,3+0,64 1,18+0,90 4,09+3,36 1,02+1,42
MSO (mg/L) 0,2+0,11 0,7+0,33 0,6+0,42 0,91+0,50 0,5+0,29 0,79+0,36 0,56+0,24 0,61+0,13 0,94+0,34 0,39+0,21 0,94+0,61 0,25+0,94
Alc.(mEg/L) 135,8+18,9 314,1+636, 423,7+76,1 302,65+19,43 340,0+28,5 344,65+59,01 53,82+6,9 175,65+52,65 197,30+42,94 113,44+23,76 239,20+58,88 355,73+71,78
Cl-a.(ug/L) 10,6+9,87 7,4£7,77 11,6+11,68 2,19+0,22 4,442 51 1,18+0,61 18,81+13,67 6,84+3,99 4,46+4,20 9,1545,43 5,27+5,92 5,58+4,77
NT (ug/L) 998,3+217,9 731,7+161,2 738,8+48,89 833,56+115,11 688,4+37,52 747,11450,33 914,05+299,48 748,92+76,39 769,06+32,27 1560,60+977,9  1094,30+104,0 726,57+80,15
NOs (ug/L) 38,3+29,84 54,8+40,37 75,1+71,26 0,00+0,00 6,4+12,74 216,99+52,47 0,14+0,16 60,82+86,54 96,84+75,52 32,20+64,41 110,31+127,6 84,36+116,95
NH4* (ug/L) 49,3+31,67 11,3+5,46 49,4+42,01 17,65%9,55 13,5+1,34 6,78%4,82 32,31+9,51 29,41+1,69 44,78+31,29 57,96+24,65 11,63+6,51 26,62+24,91
PT (ug/L) 68,8+23,03 40,2+21,70 42,1+33,18 24,42+4,89 20,0£7,2 21,83+8,08 45,48+28,55 30,46+13,68 22,51+10,57 70,93+40,39 43,27+21,34 31,66+25,84
POy (Mg/L) 11,141,57 8,313,26 7,9+2,93 10,67+0,54 13,0+4,18 18,16+3,99 6,96+2,45 11,05+5,19 5,41+1,82 20,70+7,78 15,62+9,47 9,09+7,03
COD 11,0+3,22 * 2,4+1,95 2,79+1,89 3,3+0,89 2,47+0,93 5,06£1,77 3,66+1,82 2,03+0,98 7,46+3,01 2,84+1,91 1,06+1,76

* Amostras para analise de carbono do subsistema Ivinhema foram perdidas



Foram verificadas alteracGes das varidveis limnologicas durante os diferentes
periodos de amostragem. Na Analise de Componentes Principais foram retidos os dois
primeiros eixos pelo critério de Broken-Stick explicando 53,28% dos dados (eixo 1=
33,26%; eixo 2= 20,02%). As variaveis NOs (r=0,655), condutividade elétrica
(r=0,645) e alcalinidade total (r= 0,616) apresentaram as maiores correlacfes positivas
enquanto o PT (r=-0,833), clorofila-a (r=-0,789) e COD (r=-0,778) apresentaram
correlacdo negativa. No segundo eixo, MSO (r=0,540) e condutividade elétrica
(r=0,510) apresentaram correlacdo positiva e PT (r=0,639) e clorofila-a (r=-0,612)
correlacionaram negativamente (Figura 10).
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Figura 10 - Ordenagdo dos escores para cada estagdo de amostragem em relagdo ao eixo 1 e 2 da anélise
de componentes principais. Em relagdo aos subsistemas: OO0 A< (Sem preenchimento)= Subsistema
Parana, ® l A € (preenchimento em preto) = Subsistema Baia, ®ll A € (preenchimento em cinza)=
Subsistema Ivinhema; e aos periodos de amostragem O = dezembro/2010, OO0 = margo/2011 A=
junho/2011 e & = setembro/2011

O primeiro eixo distinguiu o subsistema Baia dos demais subsistemas (KW-
H 2.46=14,868; p=0,0006), apresentando maiores valores de PT, CL-a e COD; enquanto
0s subsistemas Ivinhema e Parana apresentaram o0s maiores valores de NOj,
condutividade elétrica e alcalinidade total. O segundo eixo separou os periodos de
amostragem (KW-H3.46)=13,1845; p=0,0043) de margo/2011 e setembro/2011sendo que
em marc¢o/2011 foram observadas maiores valores de PT e Cl-a.

A densidade de bactérias foi significativamente diferente entre os periodos de
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amostragem (Figura 11A - Hs.48=18,2557; p<0,001), sendo que os periodos de
enchente e &guas altas apresentaram as maiores densidades de bactérias atingindo
5,7x10°% (+1,88 x10°) bactérias x mI™ em margo/2011. Nos periodos de vazante e 4guas
baixas, foram observadas as menores densidades bacterianas, com a minima sendo
registrada em setembro/2011, 1,69 x10° (+1,83 x10°) bactérias x ml™.

Entre os ambientes estudados, tomando as amostragens periddicas como
réplicas, ndo foram observadas mudancas significativas na densidade bacteriana
(H(11;485=5,8724; p=0,88), apesar de ser observado uma densidade maior de bactérias nas

lagoas Gargas, Ventura e Fechada (Figura 11B).
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Figura 11 - Densidade da comunidade bacteriana entre os (A) periodos e (B) locais de amostragens.
(eMédia LErro padrdo; a linha tracejadada demonstra os ambientes com maiores densidades bacterianas)

As diferengas da abundancia relativa dos grupos nao foram significativas entre
os ambientes, ou seja, quando considerados os periodos de amostragem como réplicas
(Figura 12). Apesar de o dominio Bacteria apresentar maiores abundancias relativas

(acima de 20%) em todos os ambientes estudados.
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Figura 12 - Abundancia relativa (A) dos dominios Archaea e Bacteria entre os ambientes amostrados e
(B) das subdivistes do filo Proteobacteria e do grupo Cytophaga-Flavobacterium eMédia L Erro padrdo.

No entanto, a abundancia relativa dos dominios Bacteria e Archaea, das
subdivisdes do filo Proteobacteria bem como do grupo Cytophaga-Flavobacterium,
apresentaram  diferencas significativas entre o0s periodos amostrados. Em

dezembro/2010, os grupos apresentaram abundancias relativas aproximadamente iguais,
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ao passo em que mar¢o/2011, juntamente com os maiores niveis fluviométricos, os
grupos bacterianos apresentaram abundancias relativas muito diferentes entre si. Os
periodos de junho/2011 e setembro/2011 apresentaram uma retomada nas abundancias

relativas similares entre os grupos (Figura 13B).
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O periodo de aguas altas provocou uma diminuicédo da diversidade de bactérias,
provavelmente devido a diminuicdo da equitabilidade. Os maiores valores do indice de
diversidade de Shannon-Wiener foram observados nos periodos de dezembro/2010 e
Setembro/2011 (Tabela 9).

Tabela 9. Indice de diversidade de Shannon-Wiener entre os periodos amostrados

Dezembro/2010 Mar¢o/2011 Junho/2011 Setembro/2011

Shannon- 161 1,59 1,57 1,60

Wiener

A anélise de agrupamento destendenciada reteve apenas 0 primeiro eixo com
maior autovalor (A=0,02). A correlacdo com a matriz principal de dados demonstrou que
0S grupos que apresentaram influéncia positiva foram Archaea (r=0,228) e Gamma-
proteobacteria (r=0,118), enquanto 0s grupos que apresentaram influencia negativa
foram Alpha-proteobacteria (r=0,494), Beta-proteobacteria (r=0,53)e Cytophaga-
Flavobacterium (r=0,067, figura 14).
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Figura 14 - Anélise de agrupamento destendenciada dos grupos Bacterianos estudados em relacdo aos
subsistemas: OO0 A< (Sem preenchimento)= Subsistema Parana, ® ll A € (preenchimento em preto)
= Subsistema Baia, A € (preenchimento em cinza) = Subsistema lvinhema; e aos periodos de
amostragem O = dezembro/2010, [J = margo/2011 A= junho/2011 e <> = setembro/2011.

O primeiro eixo da DCA distinguiu os periodos de amostragem (KW-
H3:48)=15,2066; p=0,0016), de forma que marg¢o/2011 e junho/2011 correlacionaram-se
com as maiores abundancias relativas de Alpha-proteobacteria, Beta-proteobacteria e

Cytophaga-Flavobacterium, enquanto setembro/2011 correlacionou-se com as maiores
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abundancias relativas de Archaea e Gamma-proteobacteria. Além disso, também é
possivel visualizar distintamente os grupos que mais apareceram entre 0s ambientes
durante os periodos de enchente (Archaea e Gamma-proteobacteria), e vazante (Alpha-
proteobacteria, Beta-proteobacteria e Cytophaga-Flavobacterium). Nenhum dos dois

eixos separou significativamente os subsistemas.

3.4 DISCUSSAO

As planicies de inundagdo recebem carbono autdctone (algas e macrofitas
aquaticas) e aloctone (vegetacdo terrestre da area de varzea) que sdo incorporadas na
biomassa bacteriana (21). Isto faz com que estejam sujeitas a uma intensa atividade do
bacterioplancton, que é influenciada pela alteracdo dos niveis hidrométricos (14, 30).

A estrutura da comunidade bacteriana em ambientes aquaticos pode estar
relacionada as propriedades fisicas e quimicas dos ambientes (41, 48) e a composicao da
comunidade de outros micro-organismos eucarioticos (28, 42). As maiores densidades,
embora ndo estatisticamente significativas, que foram observadas nas lagoas sem
conex&@o permanente com o rio e da lagoa Gargas (com conex@o permanente), podem ter
ocorrido em decorréncia do carbono organico mais labil, predominante nesses
ambientes, resultando em maiores densidades bacterianas (51).

Aléem disso, os ambientes da planicie de inundagdo podem servir como
reservatorios de bactérias que sdo carreadas para 0s ambientes aquéaticos durante o
periodo de inundacédo (18, 19). Isso pode ter ocasionado as altas densidades bacterianas
durante o periodo de aguas altas. Resultados semelhantes foram encontrados por
Carvalho, Thomaz e Bini (14), que evidenciaram um aumento da densidade bacteriana
aliada as maiores concentracdes de carbono organico dissolvido, durante o periodo de
aguas altas.

Em planicies de inundacdo, a biota é diretamente influenciada pelas trocas
laterais entre a planicie e os ambientes aquaticos, permitindo a rapida ciclagem de
matéria organica e nutrientes (27). De acordo com Leininger et al (32) arqueias do
grupo Crenarchaeota podem ser 0s mais abundantes organismos oxidantes de aménia
nos solos. A distingdo dos grupos Archaea e Gamma-proteobacteria como mais
ocorrentes entre os ambientes durante o periodo de enchente (dezembro/2011) pode
estar relacionado com o carreamento arqueias para 0os ambientes aquaticos a partir da
area de varzea adjacente. Enquanto Gamma-proteobacteria, que € um grupo

caracterizado por seu comportamento oportunista (12), desenvolveu alta abundancia
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relativa devido a entrada de nutrientes da planicie.

O dominio Bacteria tem sido encontrado nos ambientes aquaticos em altas
abundancias relativas (17), enquanto o dominio Archaea ndo ultrapassa 1% dos
sedimentos limnicos (47). Assim como esperado, neste estudo as abundancias relativas
de Bacteria foram maiores do que do dominio Archaea em todos 0s ambientes e
periodos de amostragem, apesar das abundancias relativas de Bacteria encontradas
nesse estudo serem menores do que as encontradas em outros estudos de ambientes
aquaticos. Essa baixa abundancia relativa pode estar atribuida ao uso de apenas uma das
trés sondas que podem ser utilizadas em conjunto para marcar as bactérias desse
dominio. Para uma estimativa mais acurada do dominio Bacteria deveriam ter sido
utilizadas as sondas EUB338 Il e EUB338l1l, juntamente com a EUB338 (20).

Logo apo6s o pico da cheia; com a diminuicdo do nivel da agua (vazante), a
matéria organica proveniente das areas de varzea comeca a se acumular decompor,
reduzindo as concentracfes de oxigénio dos ambientes. Nesse periodo é observada a
maior incidéncia do grupo Alpha-proteobacteria. Segundo Imhoff (25), estas sdo
bactérias que apresentam crescimento lento e sdo adaptadas a baixas concentracfes de
oxigénio.

Na vazante, a matéria organica dissolvida de alto peso molecular, proveniente da
inundacdo da véarzea diminui, levando a reducdo da abundancia relativa do grupo
Cytophaga-Flavobacterium (relacionado diretamente com a disponibilidade de matéria
organica; 29). Apesar de ser comumente registrada em lagos de 4gua doce independente
das condices troficas (39, 59), a abundancia relativa das Beta-proteobacteria também
diminui em relacdo ao periodo de &guas altas.

Algumas bactérias do grupo Alpha-proteobactéria, apresentam crescimento lento
e sdo adaptadas a baixas concentraces de oxigénio (25). No periodo de aguas baixas, a
abundancia do grupo Alpha-proteobacteria diminuiu em relacdo ao periodo de vazante.
As menores concentracdes de oxigénio foram observadas durante o periodo de vazante,
uma vez que durante o periodo de aguas baixas, provavelmente as lagoas tornam-se
mais aeradas devido a baixa profundidade que estas apresentam. Assim, a abundancia
relativa dos demais grupos aumenta, sobrepondo a abundéncia de Alpha-proeteobacteria
nesse periodo.

As amplas variagbes das caracteristicas limnologicas observadas entre o0s
subsistemas, indicam que essa planicie € composta por ambientes muito diversos; o que

pode levar a uma grande diversidade de organismos (2). Além disso, a flutuagdo dos
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niveis hidrologicos observados nessa planicie pode influenciara diversidade das
espécies faunisticas nos ambientes de planicie de inundagéo (1).

No periodo de aguas altas, as caracteristicas limnologicas tendem a se tornar
mais homogéneas devido a maior conectividade entre os ambientes da planicie de
inundacdo (52). A separacdo das amostragens de margo/2011 e setembro/2011 pelo
segundo eixo da PCA demonstraram os periodos de dguas altas e baixas bem definidas
durante o estudo.

A PCA também distinguiu o subsistema Baia do Parana e Ivinhema, mas apesar
das diferentes caracteristicas limnologicas, a DCA néo distinguiu diferencas na estrutura
da comunidade bacteriana entre os subsistemas, apenas entre os periodos amostrados.
Isso pode sugerir que as alteracGes das caracteristicas limnoldgicas causadas pelo ciclo
hidrolégico sejam mais importantes para a determinacdo da comunidade de
bacterioplancton que as caracteristicas regionais.

Ou seja, apesar da estrutura da comunidade ser diferente entre os ambientes da
planicie de inundac&o do alto rio Parang, quando o fator tempo é inserido, esse sera o
melhor preditor da comunidade bacteriana. O pulso de inundagdo altera as variaveis
limnoldgicas mais importantes para a determinacdo da comunidade bacteriana, como
por exemplo, a qualidade e a origem da matéria orgénica e as concentraces de
nutrientes.

De acordo com Van der Gucht et al (55), a composicdo da comunidade de
bactérias responde a fatores ambientais chave ao longo de uma ampla escala espacial,
sendo que os principais fatores controladores dessa comunidade sdo a disponibilidade
de recursos e a predacgdo. A alternancia entre periodos de aguas altas e baixas, a que as
planicies de inundacdo estdo sujeitas, alteram esses dois fatores, de forma que, nesse
estudo, as diferencas na estrutura da comunidade bacteriana durante os periodos de
amostragens acompanharam as variagfes das caracteristicas limnoldgicas temporais,
enquanto as variagOes espaciais ndo sdo determinadoras da comunidade bacteriana
guando o componente tempo é avaliado.

No geral, o periodo de aguas altas é caracterizado por apresentar um efeito
homogeneizado sobre os ambientes aquéaticos na planicie de inundacdo do alto rio
Parana (52). Para o fitoplancton e zooplancton, o periodo de aguas altas permite a troca
e incluséo de diferentes taxa entre os ambientes da planicie de inundagdo (11, 31). O
aumento do namero de taxa provoca altos valores da riqueza de espécies para essas

comunidades aquaticas durante esse periodo (54, 56).
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Nesse estudo, no periodo de aguas altas foi constatada uma diminuicdo da
diversidade de Shannon-Wiener gerada pelo fator homogeneizador, que leva a
diminuicdo da equitabilidade dos grupos bacterianos, seguido de um aumento na
diversidade no periodo de aguas baixas. Fatores locais e regionais, como chuva, vento e
mesmo fatores autoctones, acabam promovendo a diferenciacdo dos ambientes e
aumento da diversidade ap6s o periodo de dguas altas. Vale lembrar que nesse estudo
foram utilizados para a analise um dominio e quatro filos bacterianos, ou seja, um
refinamento taxondmico muito baixo. Uma analise mais especifica da comunidade
bacteriana pode mostrar resultados muito mais esclarecedores.

Muitos estudos demonstraram como a densidade bacteriana se altera frente ao
pulso de inundag&o (e.g. 6, 14, 30), mas poucos estudos abordam a dindmica sazonal da
estrutura da comunidade bacteriana na em sistemas de planicie de inundagdo em regido
tropical. O conhecimento da estrutura e dinamica da comunidade de bactérias
planctonicas pode levar a um maior entendimento da contribuicdo dessa comunidade
para o ecossistema.

O pulso de inundacdo é a principal forca direcionadora das caracteristicas
limnoldgicas da planicie e também o principal direcionador da comunidade de bactérias
plancténicas. Observou-se que: i) o periodo de &guas altas aumenta a densidade
bacteriana, ii) a comunidade bacteriana durante o periodo de enchente e aguas altas é
influenciada tanto pela entrada de nutrientes como também de bactérias da planicie para
0s ambientes aquéaticos e iii) apesar de proporcionar maior similaridade entre os
ambientes da planicie, diminui a equitabilidade da comunidade bacteriana e reduz sua
diversidade.

A disponibilizacdo de recursos durante o pulso, bem como as alteracbes da
diversidade e densidade do fitoplancton e do zooplancton, potencialmente podem alterar
a estrutura da comunidade bacteriana nos ambientes aquaticos. A vantagem competitiva
de um grupo bacteriano sobre os demais, bem como os efeitos “bottom up” e “top
down” sobre o bacterioplancton, a predacdo seletiva e a susceptibilidade aos fagos, S&o
fatores relacionados ao pulso de inundagdo que podem influenciar a comunidade
bacteriana. Novos estudos devem ser realizados para investigar como essas alteragdes
da comunidade bacteriana influenciaria na disponibilizagdo de nutrientes para os

ambientes de planicies de inundagé&o.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Estes sdo os primeiros estudos abordando a estrutura da comunidade de bactérias
na planicie de inundacdo do alto rio Parand em amplas escalas e durante um ciclo
hidrologico completo. Constatou-se que o0s subsistemas da planicie de inundacgdo

apresentam padrdes distintos de distribuicdo dos organismos, sendo que os rios da
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planicie de inundacdo do alto rio Parana influenciam fortemente a comunidade
bacteriana, seja pelas suas caracteristicas limnoldgicas ou pelas atividades antrépicas a
que estdo submetidos.

Através das anélises concluiu-se que a comunidade bacteriana se altera
sazonalmente, sendo influenciada principalmente pelo pulso de inundacéo. O periodo de
aguas altas promove a diminui¢do da densidade total de bactérias e um aumento da
abundéancia relativa de Archaea, que sdo carreadas dos ambientes terrestres adjacentes.

O periodo de aguas altas apresenta 0 menor indice de diversidade de Shannon-
Wiener que os demais periodos do pulso de inundacdo. Deve-se chamar atengdo pela
falta de refinamento taxondmico, ou seja, considerando que esse resultado foi obtido
quando analisado os grandes grupos bacterianos, estudos com sondas especificas
provavelmente poderiam responder muito mais sobre a comunidade bacteriana em
planicies de inundacdo. A utilizacdo de uma nova técnica molecular forneceu um avanco

para o estudo da comunidade bacteriana na planicie de inundag&o do alto rio Parana.



