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RESUMO

Este estudo avaliou a influéncia das concentracdes de nutrientes e salinidade sobre a
estrutura do bacterioplancton, arqueoplancton e fitoplancton em quatro estuarios de baixo
influxo (Ceard, Cocd, Pacoti e Pirangi) do Ceara, Nordeste do Brasil. As amostragens ocorreram
nos periodos seco (Nov/10) e chuvoso (Maio/11) na camada superficial da coluna d’agua. A
rigueza e composicdo das assembleias de procariotos foram acessadas pela técnica de
eletroforese em gel de gradiente desnaturante. A riqueza, composicdo e densidade do
fitoplancton foram analisadas pelo método tradicional de Utermohl. De acordo com o indice de
estado tréfico baseado nas concentracdes de clorofila a e fosforo total os estuarios foram
classificados como eutréficos ou hipereutroficos. No periodo seco os valores de salinidade foram
maiores em todos os estudrios devido ao decrescimento nas descargas fluviais e aumento da
intrusdo marinha e taxas de evaporacdo. No periodo chuvoso os estuarios foram caracterizados
pela maior descarga fluvial e de solidos inorganicos em suspensdo. A riqueza de bactérias foi
sempre maior que a de arqueas em todos os estuarios independente da condi¢do ambiental. Nas
analises de redundancia mostrou-se que a composi¢do de bactérias aderidas as particulas foram
significativamente (p < 0,05) influenciadas pelas concentracdes de nitrogénio e fosforo, enquanto
as arqueias aderidas foram reguladas por estes nutrientes e também pelos valores de pH. Na
RDA para as bactérias livres mostrou-se que esta teve a variacdo na sua COmMpOSicdo
significativamente influenciada (p < 0,05) pelas razdes NT:PT, enquanto as arqueas livres ndo
foram explicadas por qualquer dos fatores ambientais medidos. As maiores densidades
fitoplanctonicas ocorreram no Cearé (2,4 x 10" organismos.L™) e Coc6 (5,3 x 10’ organismos.L’
Y no periodo seco tendo predominado nestas amostras, respectivamente, o fitoflagelado
nanoplancténico Cryptomonas/Rodhomonas 1 e a cianobactéria Synechocystis cf. aquatilis. Nos
estuarios Pacoti e Pirangi onde ocorreu a condicdo de hipersalinidade no periodo seco as
densidades fitoplanctdnicas foram baixas (1,0 x 10° organismos.L™ e 1,3 x 10° organismos.L™,
respectivamente), com a predominancia de uma diatomacea penada (comprimento= 11-15 um) e
das diatoméaceas marinhas Cylindrotheca closterium e Thalassionema nitzschioides. Nos quatro
estuarios no periodo chuvoso ocorreu a predominancia de espécies fitoplanctonicas dulcicolas e

em sua maioria tipicas de ambientes eutrofizados (e.g Planktothrix isothrix e Trachelomonas cf.



volvocina var. volvolcina). Na CCA para o fitoplancton observou-se que esta assembleia foi
principalmente influenciada pelas concentragdes de nitrogénio, silica e salinidade. Em conjunto
0s resultados deste estudo mostraram a influéncia das concentragdes de nutrientes em selecionar
populacbes de bacterioplancton, arqueoplancton e fitoplancton em estuarios de baixo influxo,
mostrando a importancia do controle da poluicdo antropogénica nos mesmos. Quanto aos niveis
de salinidade, as assembleias de procariotos parecem ser mais resistentes a mudancas sazonais

nesta variavel que o fitoplancton.

Palavras-Chave: Eutrofizacdo, salinidade, bacterioplancton, arqueoplancton, fitoplancton,

estuarios de baixo influxo



ABSTRACT

This study evaluated the influence of nutrients and salinity on the structure of
bacterioplankton, archaeoplankton and phytoplankton in four low-inflow estuaries
from Cear4, northeastern Brazil (Ceara, Coco, Pacoti e Pirangi). Sampling occurred during the
dry (Nov/10) and rainy (May/11) periods in the surface layer of the water column. The richness
and composition of the prokaryotes assemblages were assessed
by denaturing gradient gel electrophoresis of 16S rRNA gene. Composition, species richness and
density of the phytoplankton assemblage were analyzed by the traditional Utermohl method. The
estuaries were classified as eutrophic or hypereutrophic, according to the trophic state index
modified for tropical environments, which take into account the contributions of total
phosphorus and chlorophyll a. In the dry season, the salinity values were higher in all estuaries
due to the decrease of freshwater inflow, increase of saltwater intrusion and higher evaporation
rates. In the rainy season estuaries were characterized by increased river and inorganic suspended
solids discharge. Regardless of environmental condition, the richness of bacteria was higher than
that of archaea. Redundancy analysis (RDA) showed that the variation in the
composition of particle-attached bacteria was significantly (p < 0.05) influenced by phosphorous
and nitrogen concentrations, while the particle-attached archaea was driven by these nutrients
and also by pH. The RDA for free-living bacteria showed that this assemblage was significantly
(p< 0.05 influenced by TN:TP, while  the variationin the composition of free-
living archaea was not explained by any of the measured environmental variables. The highest
phytoplankton densities occurred in Ceard (2.4 x 10"organisms.L™) and Cocd (5.3 x
10" organisms.L™) in the dry period. For these samples, the predominant taxawere the
nanoplanktonic phytoflagellate Cryptomonas/Rodhomonas 1 and the
cyanobacteria Synechocystis cf. aquatilis, respectively. In the dry period the Pacoti and Pirangi
estuaries, where the hypersalinity condition occurred, the phytoplankton densities were low (1.0
x 10° organisms.L ™ and1.3 x 10° organisms.L™, respectively), with the predominance of a small
unidentified diatom (length = 11-15 pm) and the marine diatoms Cylindrotheca

closterium and Thalassionema nitzschioides in both samples. The four estuaries in the rainy



season presented the predominance of freshwater phytoplankton species, which were mostly
typical of eutrophic environments (e.g. Planktothrix isothrix and Trachelomonas cf. volvocina
var. volvolcina). The phytoplankton assemblage was mainly influenced by the concentrations of
nitrogen, silica and salinity, according to the CCA. Taken together, our findings indicated the
influence of nutrients to select populations of bacterioplankton, archaeoplankton and
phytoplankton, showing the importance of pollution control in low-inflow estuaries. Regarding
the salinity levels, prokaryotic assemblages seem more resistant to seasonal changes in this
variable than the phytoplankton.

Keywords: Eutrophication, salinity, bacterioplankton, archaeoplankton, phytoplankton and low

inflow estuaries
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INTRODUCAO

A zona costeira e em especial os estuarios estdo sendo submetidos a varios impactos
antrdpicos, incluindo o recebimento de altas descargas de nitrogénio e fosforo, além de outros
poluentes da agricultura, aquicultura e efluentes domésticos e industriais (LACERDA et al.,
2008; PAERL, 2006). Estuérios de baixo influxo localizados em regides sob o clima arido, semi-
arido e mediterraneo sdo também susceptiveis a hipersalinizacdo de suas &guas e solo
(LARGIER, 2010). Em estuarios do Estado do Ceard (Nordeste do Brasil), onde o clima é
predominantemente semi-arido, a hipersalizacdo é sazonal e pode ocorrer durante periodo de
forte deficit hidrologico. Por causa do maior tempo de residéncia da agua, os estuarios de baixo
influxo sdo mais susceptiveis a hipersalinizagcdo, mas também a problemas de qualidade de agua
(LARGIER et al., 1997; VALLE-LEVISON, 2010).

A comunidade pelédgica estuarina inclui as assembleias de bacterioplancton,
arqueoplancton e fitoplancton, as quais desempenham papeéis chaves nas teias troficas pelagicas e
nos ciclos biogeoquimicos (COTNER; BIDDANDA, 2002; FENCHEL, 2008; GYPENS et al.,
2014; KARL, 2014), sendo de extrema importancia para o fluxo da matéria organica do
ambiente terrestre para o oceano (DAFNER; WANGERSKY, 2002; MUKHERJEE; RAY, 2012;
PAVES et al., 2014; RAYMOND e BAUER, 2000).

A maioria dos estudos em ambientes marinhos e estuarinos focaliza o fitoplancton
(e.g. BURFORD et al., 2012; COSTA; HUSZAR; OVALLE, 2009), enquanto a dinamica do
bacterioplancton e arqueoplancton em ambientes estuarinos e marinhos tropicais (e.g.
GREGORACCI et al., 2012; SILVEIRA et al., 2013; VIEIRA et al. 2007) e subtropicais (e.g.
HEWSON; FUHRMAN, 2004; LIU et al., 2011; ZHANG et al., 2007; ZHANG et al., 2009) é
ainda pouco conhecida, quando comparada a ambientes localizados em zonas temperadas (e.g.
BOUVIER; DEL GIORGIO, 2002; CRUMP et al., 1999; CRUMP; BAROSS, 2000;
FORTUNATO; CRUMP, 2011). Destaque-se que particularmente com relacdo ao
bacterioplancton, apenas dois estudos foram feitos em estuarios localizados no Nordeste do
Brasil (RODRIGUES et al., 2013; SOUSA et al., 2006).

Sabendo que os processos de hipersalinizacdo e eutrofizacdo tendem a ser

intensificados em zonas estuarinas ao redor do mundo devido, respectivamente, as mudangas no
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nivel do mar (XINFENG; JJAQUAN, 2010) e as crescentes descargas de nitrogénio e foésforo em
ecossistemas costeiros (SMITH et al,, 1999), compreender as respostas das assembleias
microbianas em estuarios de baixo influxo submetidos a estes processos é de extrema relevancia.

Dentro deste contexto, neste trabalho estudaram-se quatro estuarios do Ceard,
Nordeste do Brasil, nos periodo seco (déficit hidroldgico) e chuvoso. Dentre os estuarios
estudados estdio o CocO e o Ceara, dois estuarios urbanos caracterizados pela intensa
eutrofizacdo, e o Pacoti e Pirangi, estuarios menos urbanizados e caracterizados pela
hipersalinizagdo sazonal. Diversas varidveis ambientais foram medidas no intuito de testar a
hipotese de que as variagGes na estrutura das assembleias microbianas nestes quatro estuarios
estdo sendo influenciadas por diferencas nos niveis de salinidade e concentragdes de nutrientes.

Para tanto, este trabalho foi dividido em trés partes. A primeira parte trata da
caracterizacdo ambiental de cada um dos estuarios quanto aos seus regimes hidrologicos e
demais variaveis fisico-quimicas. A segunda parte é dedicada ao estudo das assembleias de
bacterioplancton e arqueoplancton e suas variagdes em fungéo das variaveis ambientais medidas.
A terceira parte versa sobre a estrutura da assembleia de fitoplancton nos quatro estuérios e sua
variacdo em funcgéo das variaveis ambientais.

No final do trabalho sdo destacadas as principais contribui¢fes do estudo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
. Tipos de Estuarios

Estuarios sdo ecossistemas de transi¢do entre o continente e 0 oceano, caracterizados
pela mistura da agua doce com a agua marinha. Estdo entre os ambientes mais produtivos do
planeta e possuem um papel de extrema relevancia na manutengdo da diversidade aquética,
sendo &reas vitais de alimentagdo e desenvolvimento de muitas espécies dulcicolas e marinhas.
Além disso, sdo ecossistemas onde ocorrem muitos processos biogeoquimicos importantes,
destacando-se dentre estes a retencdo, a ciclagem e o transporte de nutrientes e matéria organica
(BAUER; BIANCHI, 2011; MCKEE; EYRE; HOSSAIN, 2000; MIDDELBURG; HERMAN,
2007; VAN DER ZEE; ROEVROS; CHOU, 2007; YAO et al., 2014). Os estuarios tambem
possuem grande importancia socioeconémica, suportando muitas das maiores cidades e portos
(VALLE-LEVINSON, 2010).

Recentemente, a ocorréncia da condicdo de hipersalinidade em estuarios foi
enfatizada por POTTER et al. (2010), os quais revisaram a definicdo classica de PRITCHARD
(1967), modificada por DAY (1980). Segundo Potter et al. (2010): “Um estudrio ¢ um corpo
d’agua costeiro parcialmente fechado que esta permanentemente ou periodicamente aberto para o
mar, e que recebe, pelo menos, periodicamente agua da descarga de um rio (s), e assim, enquanto
a sua salinidade € tipicamente menor do que a da agua do mar natural e varia temporalmente e ao
longo de seu comprimento, pode se tornar hipersalino em regiées em que a perda de agua por
evaporacao ¢ alta e as entradas de agua doce e das marés sao insignificantes”.

A condicdo de hipersalinidade (salinidade maior que a do oceano) ocorre, portanto,
em estuarios onde as perdas de agua doce devido a evaporacdo excedem as entradas de agua
doce pela precipitacdo e descarga fluvial. Estudrios que apresentam esta condicdo sdo
encontrados principalmente em regides tropicais e subtropicais e podem ser classificados em
dois tipos: estuarios negativos (inversos) e de baixo influxo (VALLE-LEVINSON, 2010).

! Segundo a definigdo de estuério de Pritchard (1967) modificada por Day (1980) um estuario € um corpo de agua
costeiro semifechado, que possui permanentemente ou periodicamente uma ligacdo livre com o mar aberto e no
interior do qual, a &gua do mar é mensuralmente diluida pela 4&gua doce proveniente da drenagem terrestre.
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Por outro lado, os estuarios positivos sdo aqueles de regides temperadas, classicos,
nos quais as entradas de agua doce pela descarga fluvial, chuva e derretimento de gelo excedem
as perdas de agua doce pela evaporacdo e congelamento. Nestes estuérios a salinidade ndo
excede a encontrada no oceano, havendo um decréscimo da mesma em dire¢do ao continente
devido a diluicdo da agua do mar pelas entradas de agua doce (PRITCHARD, 1967; VALLE-
LEVINSON, 2010) (Figura 1).

Em estuérios negativos o aporte de dgua doce pela descarga fluvial € escasso ou
inexistente e a variacdo longitudinal da salinidade € inversa & encontrada nos estuarios positivos,
ou seja, aumenta em direcdo ao continente (Figura 1). Estuarios de baixo influxo diferenciam-se
dos negativos por possuirem uma pequena influéncia da descarga fluvial (da ordem de poucos
m?*/s). Neste tipo de estuério, durante o periodo seco ou estagdo quente, pode-se observar devido
a alta evaporagdo uma zona de salinidade méxima dentro do estuario (Figura 1). Assim, pelo
menos durante o periodo de déficit hidrologico (evaporacdo > precipitacdo), os estuarios de
baixo influxo podem como o0s estuarios negativos, apresentar a condicdo de hipersalinidade em
alguma de suas porcdes (VALLE-LEVINSON, 2010) (Figura 1).
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Figura 1 - Tipos de estuario com base no balanco de agua. Estuérios de baixo influxo possuem um plugue
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o Assembleias microbianas planctonicas

Os micro-organismos aquaticos incluem os virus e uma grande variedade de micro-
organismos unicelulares (e.g. arqueas, bactérias, fungos e protistas autotréficos e mixotroficos),
que possuem geralmente entre 0,02 e 200 um (SHERR; SHERR, 2008). Em ecossistemas
aquaticos trés assembleias microbianas sdo particularmente importantes: o fitoplancton, o
bacterioplancton e o arqueoplancton.

O fitoplancton, principal responsavel pela produtividade primaria em estuérios, é
uma assembleia diversa de micro-organismos fotossintetizantes (e.g. cianobactérias,
diatoméaceas, cloroficeas e dinoflagelados), que variam em tamanho celular, morfologia,
motilidade, fisiologia e potencial toxico (PAERL; JUSTIC, 2013).

O Dbacterioplancton ¢é formado por bactérias plancténicas heterotroficas,
fotoautotroficas e quimioautotroficas. As bactérias heterotrdficas sdo 0s micro-organismos mais
abundantes em ecossistemas aquéticos e desempenham papéis fundamentais na assimilagdo de
carbono organico dissolvido e na sua transferéncia para os niveis troficos superiores, assim como
na solubilizacdo de detritos organicos particulados (ATLAS; BARTHA, 1998; FENCHEL et al.,
2008; NAGATA, 2008).

Por décadas a maioria dos estudos foi focada apenas no bacterioplancton, uma vez
que se pensava que as arqueas eram restritas a ambientes extremos. Todavia, avancos nas
técnicas de biologia molecular permitiram identificar que parte dos procariotos vivendo nas
colunas d’agua oxigenadas de ambientes marinhos, costeiros e de agua doce consistem de
arqueas planctonicas ndo extremofilas que compdem o arqueoplancton (CRUMP e BARROS,
2000; DeLONG, 1992; HOLLIBAUGH et al., 2011; SMITH et al., 2014). Desta forma, como o
fitoplancton e o bacterioplancton, o arqueoplancton pode desempenhar papeis fundamentais nos
ciclos biogeoquimicos em ecossistemas aquaticos, em especial do carbono e do nitrogénio
(ATLAS; BARTHA, 1998; FALKOWSKI, 1994; KIRCHMAN, 2008; SMITH et al., 2014).

Na maioria dos ecossistemas aquaticos o bacterioplancton e o arqueoplancton podem
ser separados em duas fragGes: micro-organismos que vivem livres na coluna d’agua e aqueles
que vivem aderidos as particulas em suspensdo. Sabendo que os estuarios e 0s rios normalmente

contém altas concentracGes de particulas em suspensdo, os procariotos aderidos as particulas
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tendem a ser maiores e mais metabolicamente ativos que os de vida livre (GROSSART et al.,
2007; LYONS e DOBBS, 2012). Filogeneticamente os procariotos presentes nestas duas fragdes
podem diferir em um mesmo local (ACINAS; ANTON; RODRIGUEZ-VALERA, 1999;
BIDLE; FLETCHER, 1995; CRESPO et al., 2013; CRUMP; ARMBRUST; BARQOSS, 1999),
sendo que 0s possiveis mecanismos que determinam estas diferencas parecem depender da
disponibilidade de matéria organica labil nas particulas em suspensdo (HOLLIBAUGH; WONG;
MURRELL, 2000). De acordo com Hollibaugh, Wong e Murrell (2000) quando as particulas sdo
predominantemente minerais hd maior interconversdo entre a fracdo livre e aderida. Quando as
particulas sdo essencialmente organicas, a composicao de espécies tende a diferir entre as duas
fracOes.
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e Estresses que alteram a estrutura das assembleias microbianas em estuarios

Reconhecidamente, dois tipos de estresses ameagcam 0S estuarios: o incremento nas
concentragfes de nutrientes e matéria organica (DE JONGE; ELLIOTT; ORIVE, 2002;
RABALAIS, 2009) e o aparecimento da condigdo de hipersalinidade em decorréncia do déficit
de &gua doce (LARGIER, 2010). O incremento nas concentracdes de nutrientes pode levar a
consequéncias altamente indesejaveis como a deplecdo de oxigénio, a morte de peixes e a
ocorréncia de floragcdes de micro-organismos toxicos (FLEMER; CHAMP, 2006). Por sua vez, o
aparecimento da condicdo de hipersalinidade em uma determinada por¢do do estuério pode além
de modificar o padréo de circulacdo estuarina, alterar a distribui¢do espacial dos organismos ao
longo do mesmo (FLEMER; CHAMP, 2006). Isto pode ocorrer seja por efeitos diretos como o
estresse osmético (OREN, 2001) ou por mudancas fisico-quimicas na coluna d’agua (CHEN; LI;
PAN, 2004; HEDGES; KEIL, 1999; LARGIER, HOLLIBAUGH; SMITH, 1997).

Dentre os membros da comunidade bioldgica passiveis de serem alterados por esses
estresses ambientais destacam-se as assembleias de bacterioplancton, arqueoplancton e
fitoplancton. Estes podem ser utilizados como excelentes indicadores das condi¢cbes ambientais
devido aos seus ciclos de vida curtos, e também, porque participam ativamente de diversos ciclos
biogeoquimicos em ambientes marinhos e estuarinos (ARNDT et al., 2011; BERNHARD;
BOLLMANN, 2010; FALKOWSKI, 1994; KIRCHMAN, 2008; SHERR; SHERR, 2008;
SMITH et al., 2014). Além disso, mudancas nos atributos qualitativos e quantitativos destas
assembleias podem influenciar mudancas funcionais no ambiente, incluindo alteracdes no fluxo
de matéria, balanco de oxigénio, alteracbes na cadeia tréfica e perda da diversidade de macro-
organismos (ENGEL et al., 2014; EGGERS et al., 2014; MASO; GARCES, 2006; NOGALES et
al., 2011; WETZ et al., 2011).
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° Efeitos do aumento da salinidade

Estudrios positivos

A salinidade é considerada um modulador da distribuicdo horizontal e vertical da
microbiota pelagica em estuarios (e.g. BOUVIER; DEL GIORGIO, 2002; FORTUNATO;
CRUMP, 2011; LANCELOT; MUYLAERT, 2011). A maioria do conhecimento sobre os efeitos
da salinidade sobre a microbiota estuarina é derivada, no entanto, de estudos realizados em
estuarios positivos.

Reconhecidamente, o que se vem demonstrando € que ndo é uma tarefa facil avaliar
0 papel isolado da salinidade (estresse osmotico) sobre a composicdo e o funcionamento das
assembleias de bacterioplancton, arqueoplancton e fitoplancton em estuarios. Devido a natureza
dindmica deste ambiente, varios outros fatores que influenciam a dindmica destas assembleias e
que variam inclusive sazonalmente ao longo do gradiente de salinidade estuarino devem ser
levados em consideracéo.

Dentre estes fatores citam-se as condic¢des hidrologicas (e.g. condi¢cdes de mistura e o
tempo de residéncia da agua e das particulas), a temperatura, as concentracdes de oxigénio,
nutrientes, materia organica, solidos suspensos e a disponibilidade de luz no caso do fitoplancton
(BERNHARD et al., 2005; BOUVIER; DEL GIORGIO, 2002; COTTRELL; KIRCHMAN,
2000; CRUMP et al., 2004; HENRIQUES et al., 2006; KAN et al.,, 2006; LANCELOT;
MUYLAERT, 2011; REVILLA et al., 2000; STEPANAUSKAS et al., 2003). Além disso,
variacbes ao longo do gradiente estuarino nos atributos quali-quantitativos do
zooplancton/protozooplancton e virioplancton, os quais atuam como controladores do
crescimento populacional destas assembleias, também devem ser consideradas (BORDALO;
VIERIA, 2005; CUEVAS et al, 2004; KAN et al., 2006; KHALIFA; SABAE, 2012;
LANCELOT; MUYLAERT, 2011; PARVEEN et al., 2011; STRAYER et al., 2008).

Neste sentido, cita-se o trabalho de Barrera-Alba et al. (2009) que estudando as
assembleias de bacterioplancton e fitoplancton ao longo de um gradiente de salinidade no
sistema estuarino lguape-Cananéia (Sdo Paulo/Brasil) observaram que enquanto a producao

primaria fitoplanctdnica foi negativamente correlacionada com a salinidade, a producéo
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bacteriana foi positivamente. Isto ocorreu porque nas porgdes mais internas e de menor
salinidade do estuario o fitoplancton foi limitado pela disponibilidade de luz devido ao aporte
fluvial de material em suspensdo, enquanto o bacterioplancton foi estimulado pela maior
quantidade de nutrientes inorganicos e matéria organica. Dentro deste contexto, Lionard et al.
(2005) demonstram em experimentos de laboratério que a disponibilidade de luz, ao lado da
salinidade, é um fator que contribui para a mudanca na composicao do fitoplancton ao longo do
gradiente fluvio-estuarino.

Outros estudos mostram, no entanto, que as densidades/biomassa e taxas de produgéo
fitoplanctonica e bacteriana diminuem com o aumento da salinidade, acompanhando o declinio
nas concentracBes de nutrientes inorgdnicos e matéria organica (ALMEIDA; CUNHA;
ALCANTRA; 2002; ORTEGA-RETUERTA et al., 2013; ZHOU et al., 2009).

Quanto ao padrdo biogeogréafico para composicdo bacteriana (Filo Proteobacteria) ao
longo do gradiente de salinidade em estuarios positivos vem se observando que, geralmente, as
abundancias relativas de Alpha-Proteobacteria aumentam com a salinidade, enquanto a de Beta-
Proteobacteria diminui (e.g. BOUVIER e DEL GIORGIO, 2002; COTTRELL e KIRCHMAN,
2003; KIRCHMAN et al., 2005; HENRIQUES et al., 2006; HERLEMANN et al., 2011;
ORTEGA-RETUERTA et al., 2013). O filo Actinobacteria também tem sido relatado como o
mais abundante nas porcbes fluviais (KIRCHMAN et al., 2005), enquanto Gamma-
Proteobacteria domina nas porcdes salobro-marinhas (HENRIQUES et al., 2006).

Salienta-se que este padrao de variacdo ao longo do gradiente de salinidade estuarino
nem sempre é linear (BORDALO; VIERIA, 2005), pois podem ocorrer picos no crescimento de
determinados grupos bacterianos em areas particulares dentro do estuario. Estas areas séo, por
exemplo, a zona de turbidez maxima onde o tempo de residéncia das particulas € maior, ou
outras onde se observa também picos nas concentracBes de nutrientes e matéria organica.
Bouvier e Del Giorgio (2002) observaram maior abundancia relativa do grupo Cytophaga-
Flavobacterium na zona de turbidez maxima e picos esporadicos de Gamma-Proteobacteria ao
longo do gradiente estuarino, provavelmente, relacionados a particularidades locais.

Dentro deste contexto, para o bacterioplancton, Henriques et al. (2006) mostraram
que no estuario Ria de Avero (Portugal) apenas 26% da variacdo espacial e temporal na

composicdo de bacterioplancton foi explicada pelas variagdes na salinidade e temperatura
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(HENRIQUES et al., 2006). Isso ocorreu porque embora certos grupos (e.g. Beta-Proteobacteria)
tenham a sua distribuigdo restringida dentro do estuario por causa do aumento da salinidade,
outros (e.g. Bacteroidetes) frequentemente ndo variam de forma sisteméatica com a salinidade
(HENRIQUES et al., 2006).

Quanto ao fitoplanctonica, nas zonas de menores salinidades os grupos mais
abundantes costumam ser as diatoméaceas, cianobactérias e cloroficeas, enquanto que nas zonas
de salinidades intermediéarias e salinas propriamente ditas costumam ser as diatoméaceas, além de
dinoflagelados e outros flagelados (LACERDA et al., 2004; LEAO LEAO et al., 2008;
LANCELOT; MUYLAERT, 2011). As diatoméaceas sdo também associadas a areas de maior
turbuléncia e turbidez, enquanto os organismos flagelados e cianobactérias a &guas mais calmas
(BARBOSA; CHICARO, 2011; LANCELOT; MUYLAERT, 2011).

Tanto para o fitoplancton como para o bacterioplancton estudos vem mostrando que
a diversidade nao varia linearmente com o gradiente de salinidade fluvio-estuarino. Como a
composicdo do bacterioplancton e fitoplancton nas porgdes intermediarias do estuario ¢ formada
por uma mistura de tdxons fluviais, marinhos e também estuarinos, a diversidade tende a ser
maior nestas areas (e.g. HEWSON; FUHRMAN, 2004; MUYLAERT; SABBE; VYVERMAN,
2009). Todavia, ¢ importante dizer que apenas poucos taxons apresentam picos de densidade
populacional nestas areas, ja que a maioria deles ¢ aloctone. Pelo menos para o fitoplancton, é
bem consolidado que a composi¢do no estuario ¢ entdo formada por poucas espécies que
ocorrem ao longo de todo o gradiente de salinidade do estuario, sendo a maioria realmente
adaptada a altas, médias ou baixas salinidades (LANCELOT; MUYLAERT, 2011).

Por sua vez, para o arqueoplancton sdo ainda poucos os trabalhos em estuarios que
incluem esta assembleia. Todavia, 0 que tem se observado € que, pelo menos em estuarios
positivos, a sua contribuicdo para a abundancia total de procariotos planctdnicos é pequena,
sendo estimada em torno de 3% (BOUVIER e DEL GIORGIO, 2002). O alto dinamismo da
coluna d’agua nos estudrios, aliado a um relativo baixo tempo de residéncia da d4gua parecem ser
as razdes que impossibilitam o estabelecimento de populacGes de arqueias tipicamente estuarinas
(CRUMP; BAROSS, 2000). Assim, devido as baixas taxas de crescimento das arqueias, a

diversidade deste grupo em estudrios (coluna d’agua) é essencialmente formada por espécies
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aloctones, derivadas do aporte fluvial e marinho, além daquelas que sdo ressuspensas do
sedimento (CRUMP; BAROSS, 2000; BOUVIER; DEL GIORGIO, 2002).

Neste sentido, é importante dizer que o estabelecimento de populacGes de
bacterioplancton e fitoplancton tipicamente estuarinas também depende de espécies com taxas
especificas de crescimento liquido (isto é, balanco entre as suas taxas de crescimento e as perdas
por lise, predacdo e/ou sedimentacdo) superiores ao tempo de residéncia da agua, o qual é em
muitos estuarios influenciado pela descarga fluvial (CRUMP et al., 2004; BARBOSA e
CHICARO, 2011; LANCELOT; MUYLAERT, 2011). Por exemplo, para o fitoplancton o
desenvolvimento de floragcbes ocorre geralmente em condi¢fes de baixa descarga fluvial e,
consequente, maior tempo de residéncia da agua (ARNDT, VANDERBORGHT; REGNIER,
2007; CLOERN et al., 1983; HOWARTH et al., 2000). Para o bacterioplancton, Crump,
Armbrust e Baross (1999) observaram que a presenca de bactérias aderidas encontradas
exclusivamente na por¢do estuarina do Rio Columbia (USA) foi possivel porque o tempo de
residéncia das particulas (2 a 4 semanas) foi maior que o tempo de residéncia da agua (1 a 2
dias), possibilitando tempo suficiente para o desenvolvimento de uma assembleia estuarina
diferente das areas fluvial e marinha adjacentes.

Desta forma, em estuarios positivos o grande estresse causado pela hidrodinamica
estuarina, aliado a mudancas nas condicdes de turbidez e de outras variaveis fisico-quimicas e
bioldgicas podem ser tdo ou mais importantes que o nivel de salinidade per se para explicar as
variacdes nos atributos quali-quantitativos das assembleias microbianas planctdnicas ao longo do
gradiente estuarino (e.g. BOUVIER; DEL GIORGIO, 2002; CRUMP; ARMBRUST; BARROS,
1999; CRUMP et al., 2004; HENRIQUES et al., 2006; ORTEGA-RETUERTA et al., 2013;
REVILLA et al.; 2000).

Estudrios negativos (inversos) e de baixo influxo

Embora a condicdo de hipersalinidade seja uma realidade em inimeros estuarios séo
ainda poucos os estudos a documentarem os efeitos do aumento da salinidade sobre as teias
troficas microbianas nestes ambientes. Segundo Largier, Hollibaugh e Smith (1997) os estuarios

de baixo influxo podem ser os tipos de estuarios mais comuns e também os mais negligenciados.
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Como exemplo de casos documentados para estuérios negativos citam-se o estuério
St. Lucia e o estuario Kariega, ambos localizados na Africa do Sul e o estuério do Rio Saloum,
localizado no Senegal (Oeste da Africa). No estuario St. Lucia as condigdes moderadas de
hipersalinidade (sal. 70-90) registradas entre os anos de 1969 e 1971 levaram a diversas
mudancas nas relacGes troficas dentro do estuario, nomeando-se dentre estas: uma floracdo de
dinoflagelados; a dominancia de larvas de Chironomidae® e copépodes harpacticoides em
amostras bentopelagicas; uma explosdo populacional de aranhas aéreas; e a perda da maioria do
plancton presente, com a dominancia de poucas espécies halofilicas (GRINDLEY; HEYDORN,
1970% GRINDLEY, 1982% GRINDLEY, 1981° apud CARRASCO; PERISSINOTTO, 2012).

Outro estudo mais recente realizado ainda no estuario St. Lucia registrou mudancas
ocorridas na comunidade biologica durante um ciclo anual (Maio/2010 a Jun/2011) no qual a
salinidade variou de 43,5 a mais de 200 (CARRASCO; PERISSINOTTO, 2012). Na comunidade
bioldgica planctonica investigaram-se o zooplancton e o fitoplancton (incluindo Cyanobacteria).
O incremento da salinidade conduziu a uma diminui¢do na abundancia, biomassa e riqueza do
zooplancton, sendo este grupo ausente durante a fase de intensa hipersalinizacéo (sal. >130). A
alta biomassa fitoplancténica mesmo durante a fase de hipersalinizacdo (CARRASCO;
PERISSINOTTO, 2012) esteve relacionada a floracdes da cianobactéria Cyanothece (MUIR;
PERISSINOTTO, 2011). Carrasco e Perissinotto (2012) concluiram, de forma geral, que no
estuario St. Lucia a intensificacdio do processo de hipersalinizacdo vem alterando as
comunidades biologicas ao longo do tempo, e que a biota residente neste local € formada por
espécies capazes de resistir as mudancas de salinidade através de adaptacfes fisiologicas ou

mesmo formando esporos de resisténcia.

2 Familia de mosquitos da ordem Diptera que colonizam todos os ambientes aquaticos como rios, riachos, lagos,
fitotelmas de plantas, pocas de agua temporérias, estagdes de tratamento de esgoto entre outras.

® Grindley JR, Heydorn AEF (1970) Red water and associated phenomena in St. Lucia. S Afr J Sci 66(7): 210-213.

* Grindley JR (1982) The role of zooplankton in the St. Lucia estuary system. In: Taylor RH, ed. St. Lucia Research
Review Natal Parks Board, Pietermaritz-burg. 256 p.

® Grindley JR (1981) Estuarine plankton. In: Day JH, ed. Estuarine Ecology. Estuarine ecology with particular
reference to southern Africa. Cape Town: AA Balkema. pp 117-146.
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O estudo no estuério Kariega foi realizado por MATCHER et al. (2011) e envolveu a
avaliacdo da diversidade microbiana ao longo de um gradiente de salinidade que variou de 35
(baixo estuério) a 42 (alto estuério). Observa-se, portanto, que o nivel de hipersalinidade
observado foi leve, mas mesmo assim com reflexos na composicio e diversidade bacteriana. E
interessante notar que engquanto em estuarios positivos a maior abundéncia relativa da Classe
Alpha-Proteobacteria é registrada no baixo estuario, onde a salinidade é maior, no estuario
negativo Kariega houve uma inversdo neste padrdo. Ou seja, devido a maior salinidade na parte
superior do estuario Kariega, Alpha-Proteobacteria foi mais bem representada nesta area. Houve
a ascensdo dos grupos Gamma-Proteobacteria e Bacteroidetes e a diminuicdo da diversidade
total de bactérias com o aumento da salinidade. Estes autores registraram também maiores
valores de clorofila a no alto estuario, sendo a composic¢éo fitoplanctonica nesta area diferente da
registrada no baixo estuario. Este ultimo resultado sugere que a composicdo do fitoplancton
eucarioto na area de maior salinidade ndo foi formada por remanescentes marinhos, e sim, por
espécies Unicas adaptadas a esta condicdo de hipersalinidade incipiente. As mais baixas
concentracdes de clorofila a no baixo estuario se deve ao baixas concentracfes de nutrientes
devido ao baixo influxo fluvial. As cloroficeas dominaram no estuario superior, apesar das mais
altas salinidades, enquanto as diatoméaceas foram prevalecentes na foz do estuario.

BETTAREL et al. (2011) estudaram a teia tréfica microbiana ao longo de um
gradiente descontinuo de salinidade em sistemas localizados no Senegal (Oeste da Africa).
Dentro do gradiente de salinidade foram incluidos dois estuarios: o estuario positivo do Rio
Senegal (sal. 10, 20 e 30) e estuario do Rio Saloum (sal. 40, 60, 80, 100 e 120) que se tornou
negativo desde a década de 1960. Interessantemente, as densidades de fitoplancton e
heterotréficos nanoflagelados decresceram até a salinidade de 50, mas aumentaram em seguida
até a salinidade de 120, sugerindo que como no caso do estudo de MATCHER et al. (2011), o
aumento da salinidade levou ao surgimento de espécies altamente adaptadas a esta nova
condicdo de hipersalinidade. Com o gradiente crescente de salinidade a densidade de virus
aumentou acompanhando as densidades de procariotos que, por sua vez, foram menos ativos. A
composicdo de procariotos foi dominada por bactérias, em especial pelas Classes Alpha-
Proteobacteria na salinidade 30 e Gamma-Proteobacteria na salinidade 80. As arqueias

representaram menos de 10% da densidade total nestes niveis de salinidade.
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Estes resultados mostram que o aumento na salinidade nos estuarios tornando-os
hipersalinos devem ser melhor estudados, ja que altera¢fes na teia trofica microbiana incluindo
uma mudanca na composicdo, densidade e diversidade de espécies pode ocorrer. Reforcando esta
necessidade é importante dizer que estudos realizados em outros ambientes hipersalinos (e.g.
salinas, CASAMAYOR et al., 2002; PEDROS-ALIO et al., 2000; GASOL et al., 2004;
ELLOUMI et al., 2009; lagoas costeiras hipersalinas, CLEMENTINO et al., 2008; e lagos
hipersalinos, WU et al., 2006) coincidem ao mostrar que ao longo do gradiente crescente de
salinidade observa-se um decrescimento na diversidade filogenética e metabdlica das
assembleias microbianas planctonicas, sugerindo assim uma simplificacdo da teia tréfica
microbiana. Além disso, 0s macro-organismos tendem a desaparecer, havendo por outro lado,
um aumento na densidade de micro-organismos, especialmente na densidade de procariotos e de

raros eucariotos adaptados a condices extremas de salinidade (PEDROS-ALIO et al., 2000).
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o Efeitos da Eutrofizacao

Segundo a definicdo operacional de NIXON (1995) a eutrofizacdo € um processo de
aumento na quantidade de matéria organica em um ecossistema. A matéria organica ocorre tanto
na forma particulada como na forma dissolvida, sendo definida como aut6ctone quando é gerada
dentro sistema e aloctone quando se origina fora do sistema. A maioria da matéria organica
autoctone em ecossistemas aquaticos é produzida por produtores primarios (fitoplancton,
macroalgas e macrofitas) e pela regeneracdo bent6nica (PINCKNEY et al., 2001). Vérios fatores
podem aumentar os teores de matéria organica nos ecossistemas, sendo 0 mais comum o
incremento na biomassa de produtores primarios devido ao aumento nas concentracdes de
nutrientes, em especial o nitrogénio (N) e fosforo (P). Estes nutrientes sdo advindos da
agricultura, aquicultura, efluentes domésticos e industriais (PAERL et al., 2002; PAERL et al.,
2006; LACERDA et al., 2008).

O principal elemento quimico da matéria organica é o carbono (C) e, portanto, as
taxas de eutrofizacdo sdo expressas em unidades de C (grama) por area (m?) por unidade de
tempo (ano). De acordo com o suprimento de matéria organica, 0S ecossistemas aquaticos
costeiro-marinhos podem entdo ser classificados em oligotréficos (<100 g C m?Zy™),
mesotréficos (100-300 g C m2y™), eutréficos (301-500 g C m?y™Y) e hipereutréficos (>500 g C
m2y™) (NIXON, 1995).

De forma geral, os potenciais efeitos causados pelo aumento excessivo nas
concentraces de nitrogénio e fésforo em lagos, reservatorios, rios, estudrios e oceanos
coincidem (Quadro 1, SMITH; SCHINDLER, 2009). No entanto, devido a natureza mais
dinamica dos estuarios as mudancas na teia trofica microbiana peldgica em funcdo do maior
suprimento de nutrientes irdo depender de fatores hidrolégicos como o influxo fluvial e a entrada
da maré, da turbuléncia da agua, da disponibilidade de luz, da morfologia e do volume estuarino,
aléem de fenbmenos estocasticos como secas e furacBes (PAERL et al., 2006; BRICKER et al.,
2008; SHARP et al., 2009).
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Quadro 1 - Efeitos potenciais de eutrofizacdo cultural, causadas por entradas excessivas de fosforo e
nitrogénio em lagos, reservatorios, rios e oceano.

Efeitos da eutrofizacdo

) Aumento da biomassa de fitoplancton e macrofitas

) Aumento da biomassa dos consumidores

o Mudanca na composicao do fitoplancton (incluindo cianobactérias)
com o aparecimento de floracGes de espécies toxicas ou potencialmente
nocivas

o Aumento de floragdes de zooplancton gelatinoso (ambientes
marinhos)

o Aumento na biomassa de algas bentdnicas e epibentonicas

o Mudanga na composicao de macrofitas

o Perdas de recifes de corais

o Aumento na incidéncia de morte de peixes

o Reducdo na diversidade biol6gica

. Decréscimo na transparéncia da agua

o Problemas na qualidade da 4gua potavel como mau gosto e cheiro
o Deplecdo de oxigénio

o Decréscimo no valor estético dos corpos d'agua

Fonte: Smith e Schindler (2009).

Reconhecidamente, os efeitos da eutrofizacdo sobre as teias troficas microbianas
pelagicas sdo centradas no fitoplancton eucarioto e procarioto (Filo Cyanobacteria, Dominio
Bacteria) (SMITH, 2006). Isso porque a ocorréncia de floracbes de algas e cianobactérias
nocivas € um dos maiores riscos associados a eutrofizacgio (ANDERSON; GLIBERT;
BURKHOLDER, 2002; HEISLER et al., 2008).

Outro grande risco ¢ o desenvolvimento da condicdo de hipoxia (< 2 mg 1" de
oxigénio dissolvido) ou anoxia (nenhum oxigénio detectado), devido a decomposicdo
(respiracdo) desta grande quantidade de matéria organica pelos procariotos heterotroficos
(CAPRIULO et al., 2002; CHAI et al., 2006; TEIRA et al., 2009). O aumento no suprimento de
nutrientes estimula, portanto, a producdo primaria fitoplanctonica e também a producdo e a
respiracdo dos procariotos heterotroficos.

O acoplamento entre estas duas produgdes ocorre tanto porque 0s procariotos
heterotréficos atuam decompondo a matéria organica particulada detritivora derivada da morte
do fitoplancton (CAPRIULO et al., 2002; TADA et al.,, 2012), como porque 0s procariotos
heterotréficos preferencialmente assimilam o carbono organico dissolvido (COD) exsudado ou

liberado pelo fitoplancton (COD aut6ctone) através da lise celular, o qual é de melhor qualidade
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(menos refratario)® que aquele de origem aléctone (CAPRIULO et al., 2002; KRITZBERG et al.,
2005; DANERI et al., 2012).

Salienta-se, no entanto, que naqueles estudrios em que a maior parte do carbono (e
nutrientes inorgénicos, N e P) é de origem aldctone, isto €, derivada do aporte fluvial ou outras
fontes externas, € comum que as producbes fitoplancténica e bacteriana sejam fracamente
acopladas ou mesmo desacopladas (FINDLAY et al., 1991; SCHULTZ; WHITE; DUCKLOW,
2003; BARBOSA; CHICHARO, 2011).

Continuando falando sobre os efeitos do aumento nas concentragdes de nutrientes
sobre as teias tréficas microbianas, diz-se que o zooplancton e o protozooplancton, predadores
do fitoplancton e dos procariotos heterotréficos, respectivamente, sdo pelo efeito da cascata
trofica também estimulados (CAPRIULO et al., 2002; VERITY; BORKMAN, 2010).

O zoopléancton e o protozooplancton possuem um papel chave como reguladores das
assembleias de fitoplancton e bacterioplancton, seja através do controle populacional (FONTES;
ABREU, 2012) ou pela remineralizacdo de nutrientes na camada pelagica superficial
(FENCHEL, 2008). A remineralizacdo de nutrientes também ocorre pela lise celular de todos
estes membros desta teia trofica microbiana pelos virus (FENCHEL, 2008; RIEMANN;
HOLMFELDT; TITELMAN, 2009; COLOMBET; SIME-NGANDO, 2012), que naturalmente,
aumentam em abundancia juntamente com os seus hospedeiros (SCHAPIRA et al., 2010;
DANOVARO et al., 2011).

Outra consequéncia relevante do aumento nas concentracdes de N e P tanto em
estuarios, como em outros ecossistemas aquaticos, € a alteracdo nas razdes molares de Si: N: P
(PAERL, 1997; CUGIER et al.,, 2005), que se distanciam daquelas razdes Otimas para o
crescimento fitoplancténico que é 16Si: 16N: 1P (REDFIELD, 1958; HARRISON et al., 1977).
Mudancas nestas razdes indicam a limitacdo de algum destes nutrientes’, pelo menos para o
crescimento de alguns grupos de fitoplancton, o que é demonstrado pela alteracdo na composicdo
de espécies (TURNER et al., 2003; FEKI et al., 2013). Por exemplo, a limitacdo de silica leva a

® Considera-se moléculas refratérias aquelas mais complexas e de maior peso molecular, cuja decomposicéo é lenta
(Carson e Ducklow, 1995).

" (1) Limitagdo de nitrogénio: N:P < 16 e N:Si < 1; (2) Limitagéo de fosforo: N:P > 16 e Si:P > 16; (3) Limitaco de
silica: N:Si > 1e Si:P< 16
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uma troca de espécies fitoplanctdnicas silicosas por outras ndo silicosas (BILLEN; GARNIER,
2007; HOWARTH et al., 2011).

Assim, um dos graves problemas associados a escassez relativa da silica devido ao
excesso de nitrogénio e fosforo é o aparecimento de HABs (Harmful algal blooms = florac6es de
algas nocivas) (ANDERSON; GLIBERT; BURKHOLDER, 2002; GLIBERT et al., 2010) que
incluem algumas espécies de dinoflagelados (MY AT et al., 2012) e outros flagelados (WU et al.
2013), diatomaceas menos silicosas (SCHNETZER et al., 2007), além de cianobactérias
(MILLER et al., 2010; PAERL; OTTEN, 2013), as quais sdao também incluidas dentro desta
denominacdo por questdes praticas (PETTERSSON; POZDNYAKOV, 2013).

Como os procariotos heterotréficos também utilizam, além do carbono, formas
organicas e inorganicas de N e P (DANOVARO, 1998; BARBOSA; CHICARO, 2011;
KIRCHMAN, 1994) aumento nas concentracdes destes nutrientes e as variagdes nas razoes N:P
também tem o potencial para alterar os seus atributos qualitativos e quantitativos.

Por exemplo, Hitchcock et al. (2010) avaliaram a resposta das assembleias de
bacterioplancton e fitoplancton a varias adi¢des de carbono organico dissolvido (COD) na forma
de glucose, com e sem nutrientes inorganicos (nitrogénio e fosforo), em amostras das porcoes
superior a média do estuario Hunter (Australia), encontrando de forma geral, que as bactérias
foram estimuladas pela adicdo de COD, como mostrado pelo aumento na sua abundancia e pelo
consumo de oxigénio. A adicdo de somente nutrientes inorganicos ndo estimulou o crescimento
do bacterioplancton heterotréfico, todavia quando colocados em combinagdo com o COD
estimularam ainda mais as bactérias, quando comparado aos tratamentos em que s6 COD foi
adicionado. Interessantemente, a adicdo de COD sozinho conduziu a uma diminuicdo na
biomassa fitoplancténica (clorofila a) em relacdo ao controle, provavelmente devido a
competicdo por nutrientes inorganicos com o bacterioplancton, que ndo estava limitado pelo
COD.

Um exemplo de estudo que avaliou de forma mais direta a influéncia do processo de
eutrofizacdo sobre a dinamica do bacterioplancton foi o de ZHOU et al. (2011). Os autores
estudaram um gradiente de trofia continuo que foi desde o estuéario eutrofico do Rio Pearl até as
aguas oligotroficas costeiras (Mar da China). As densidades de bacterioplancton foram

significativamente maiores no estuario eutréfico que nas areas costeiro-oceanicas oligotroficas.
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Todavia, as razGes entre a biomassa do bacterioplancton e a de produtores primarios
(fitoplancton) diminuiu ao longo do gradiente de trofia crescente, ou seja, do oceano para 0
estuario, mostrando que a importancia relativa destas duas assembleias varia dependendo do
estado trofico do ambiente.

De fato, vem se observando que embora com o incremento no estado trofico os
procariotos heterotroficos tendam a aumentar em nimero, a sua importancia relativa é ainda
menor que a dos produtores primarios, que crescem mais rapidamente que 0s procariotos
heterotroficos devido a disponibilidade alta de nutrientes (N e P) (COTNER; BIDDANDA,
2002). Em contrapartida, em ambientes oligotroficos, onde a disponibilidade de nutrientes é
pequena, 0s procariotos que possuem pequenas razdes superficie/volume sdo mais eficientes que
o fitoplancton eucarioto na assimilacdo de nutrientes, passando a serem eles (os procariotos
heterotréficos) a base da teia tréfica microbiana (COTNER; BIDDANDA, 2002). Esta ampliacéo
da visdo classica de que os procariotos ndo sdo apenas decompositores de matéria organica
particulada, mas que também atuam como um elo na teia trofica microbiana € o que se conhece
como alca microbiana (Figura 2) (AZAM et al., 1983; FENCHEL, 2008).



36

Figura 2 — Esquema da Alga microbiana
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Fonte: FENCHEL (2008). COD — Carbono orgéanico dissolvido.

Outro estudo que avaliou os aspectos quantitativos e qualitativos do bacterioplancton
ao longo de um gradiente de trofia no ambiente estuarino foi o realizado na Baia de Guanabara
(RJ, Brasil) (GREGORACCI et al., 2012). As coletas foram realizadas na sub-superficie em trés
estacdes: a primeira (E1) correspondeu a por¢cdo mais externa da baia de Guanabara e, portanto, é
a que recebe maior influéncia marinha e menos influxo de material terrigeno; a segunda (E7) foi
uma estacdo localizada na porcédo intermediaria da baia, sujeita a intensa mistura com a dgua do
oceano que adentra; e a terceira (E34) esteve situada ainda mais internamente na baia, préxima a
margem, e é impactada por atividades antropicas. A diferenca de salinidade entre as estacdes foi
pequena, tendo sido os valores médios de 31, 29 e 22, respectivamente, em E1, E7 e E34. A
maior biomassa fitoplancténica (clorofila a), producdo e densidade bacterianas foram registradas
na estacdo mais eutrofizada (E34), onde as concentracBes de nitrogénio e fésforo totais foram
pelos menos sete vezes maiores que nas outras duas estacBes. As arqueias corresponderam a
menos de 1% das seqliéncias de RNAr 16S. Quanto a composi¢do bacteriana, Gregoracci et al.

(2012) observaram neste trabalho que houve uma sucessdo de Alpha-Proteobacteria e
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Bacteroidetes/Chlorobi em E1 e E7 para Gamma-Proteobacteria, Beta-Proteobacteria e
Actinobacteria em E34. A salinidade foi correlacionada negativamente com a densidade de
Vibrio (Gamma-proteobacteria), mas ndo com a densidade bacteriana total, que foi
correlacionada positivamente com as concentragdes de ortofosfato e amodnia. A correlacdo
negativa entre a densidade bacteriana e a clorofila a indicaram que o fitoplancton e
bacterioplancton podem estar competindo entre si. As razfes N:P altas (> 26:1), aliado a
avaliacdo funcional em que um alto nimero de sequencias relacionadas ao metabolismo do
fosforo foi encontrado nas trés estaces, sugere que estas duas assembleias podem estar
competindo pelo fosforo, e que este é o elemento chave para explicar a composicdo microbiana
na Baia de Guanabara.

Embora venha sendo mostrado que a abundéncia relativa das arqueias na camada
superficial dos estuarios é pequena quando comparada a de bactérias (CRUMP; BAROSS, 2000;
BOUVIER; DEL GIORGIO, 2002), uma hipdtese ainda a ser investigada € se 0 aumento na
intensificagdo do processo de eutrofizagdo poderia aumentar a abundancia relativa do
arqueoplancton nestes ambientes. Sabendo que um dos papeis reconhecidos das arqueias no ciclo
biogeoquimico do nitrogénio é a oxidacdo da amonia (SMITH et al., 2014) uma pergunta seria:
se 0 nitrogénio amoniacal predominar sobre as outras formas inorganicas oxidadas de N (Nitrato
e Nitrito) o crescimento de arqueias seria estimulado?

Neste sentido, KIRCHMAN et al. (2007) realizaram um estudo no mar de Chukchi e
na Bacia do Canada do Artico ocidental e observaram que enquanto a abundancia relativa de
Crenarchaeota aumentou com as concentracdes de amonio a de bactérias ndo aumentou. Além
disso, mostraram que Crenarchaeota foram tdo ativas quanto as bactérias na assimilacdo de
polimeros extracelulares das diatoméaceas, indicando claramente que as arqueias heterotréficas
também podem ter a sua dindmica relacionada a dos produtores primarios, tal como as bactérias
heterotroficas.

HERFORT et al. (2007) estudaram a variacdo das arqueias em funcédo das variaveis
ambientais no mar do Norte e também observaram que a abundancia de Crenarchaeota foi
positivamente correlaciona com as concentra¢Ges de aménio, nitrato, nitrito e fosforo indicado a

importancia de todos estes nutrientes para este grupo.
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Quanto a diversidade bioldgica, diz-se de maneira geral que dentre os efeitos danosos
da eutrofizacdo esta também o seu decréscimo (HOWARTH, 2008). Todavia, para 0s procariotos
os resultados sdo controversos, ja que em ambientes marinho-costeiros quando as fontes de
nutrientes foram efluentes domeésticos e industriais houve um aumento na diversidade, enquanto
quando a fonte foi a aquicultura houve uma diminuicdo (ver revisdo de NOGALES et al., 2011).
Assim sendo, o tipo de poluicéo € algo que deve ser levado em consideracao.
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o Caracterizacao das areas de estudo

Caracteristicas gerais

A linha de costa do Estado do Ceara estende-se por 573 km, limitando-se a oeste
com o estado do Piaui e a leste com o Rio Grande do Norte. No litoral cearense é possivel se
identificar 17 grandes unidades de planicie fluviomarinhas: Litoral Leste (Barra Grande, Rio
Jaguaribe, Rio Pirangi, Rio Chor6 e Rio Mal-Cozinhado); Litoral da Regido Metropolitana de
Fortaleza (Rio Pacoti, Rio Coc0, Rio Ceara e Rio Sdo Gongalo); e Litoral Oeste (Rio Curu,
Lagamar do Sal, Rio Mundau, Rio Aracatiagt, Complexo Estuarino dos Rios Acarai/Zumbi, Rio
Coreau, Barra dos remédios, Complexo Estuarino dos Rios Ubatuba/Timonha) (IBAMA, 2005).

Os estuérios cearenses sdo na sua maioria, estuarios rasos, que apresentam descarga
fluvial variavel de acordo com o periodo sazonal do ano. As margens direitas sdo geralmente
mais protegidas, enquanto as margens esquerdas das desembocaduras sofrem intensos processos
de abrasdo marinha, com migracao das desembocaduras em dire¢cdo oeste (IBAMA, 2005).

No presente estudo foram analisados quatro estuarios do litoral cearense, sendo trés
localizados na regido Metropolitana de Fortaleza (Pacoti, Ceara e Coc) e um na costa leste do
Estado do Ceara (Pirangi). No quadro 2 sdo apresentadas algumas caracteristicas geoecologicas
(localizacdo, principais feicdes paisagisticas, afluentes litoraneos, atrativos paisagisticos, formas
de uso e ocupacdo do solo, principais impactos ambientais) dos estuarios estudados.

Na tabela 1 estdo apresentados mais alguns parametros descritores das Bacias de
drenagem inferiores dos rios: area, volume do estuério, vazdo (descarga fluvial de agua) para o
estuario, razdes entre as areas das bacias de drenagem inferiores dos rios e 0s seus respectivos
volumes estuarinos, precipitacio média anual, area ocupada por fazendas de camardo e
populacdo humana (LACERDA, 2006; LACERDA et al., 2008; MOLISANI; CRUZ; MAIA,
2006). Nas Tabelas 2 e 3 sdo mostradas, respectivamente, as estimativas das cargas de nutrientes
(Nitrogénio e Fosforo) emitidas por fontes naturais e antropicas para as bacias inferiores dos rios.

Todos os quatro estuarios possuem menores vazdes fluviais no periodo seco, sendo a
maioria dos rios do Estado do Ceara regulados por barragens (MOLISANI; CRUZ e MAIA,

2006). Embora as bacias inferiores dos rios Cocé e Ceara sejam as mais urbanizadas e
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industrializadas do Estado do Ceara, em todos os estuérios estudados as cargas antropicas de
nitrogénio e fésforo excedem as entradas por fontes naturais (LACERDA et al. 2008). Neste
sentido, as condi¢des eutrdficas ou hipereutréficas ja foram previamente registradas nas porgdes
superiores (a montante) dos quatro estudrios estudados (MOREIRA, 2005). As éareas de
manguezal sdo ainda abundantes no Ceara e Pacoti e limitadas no Coc6. No Pirangi as areas de
manguezal foram quase completamente desmatadas e ocupadas por fazendas de camardo.
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Quadro 2 - Caracteristicas geoecoldgicas (localizacdo, principais feicdes paisagisticas, afluentes
litoréneos, atrativos paisagisticos, formas de uso e ocupacdo do solo e principais impactos ambientais dos
estuarios estudados.

Principais
L Distancia de Estuario . . Atrativos Formas de uso e L
Municipio . feicOes Afluentes litoraneos L B Principe
Fortaleza/CE (Rios) o paisagisticos | ocupacéo do Solo
paisagisticas
Ic::grutgéliéi: Ceara Manguezais Rio Maranguapinho Praia Pesca Desmat
Salinas Manguezal Turismo Aterro
- Residéncias Poluica
Salinas Cacaef
Artificie
Avanco
Fortaleza Coco Manguezais | Rjo Coacu Praia Pesca Desmat
Salinas Manguezal Turismo Aterro
- Residéncias Poluicé
Salinas Cacae |
Artificie
Avanco
?gﬁ;ﬁg; Pacoti Praia Pesca Desmat
Manguezal Turismo Aterro
- Residéncias Poluica
Salinas Cacae |
Artificic
Avango
Beberibe e Fortim | 118 Km Pirangi Corrego Manguezais | Salinas ativas Carcinic
Campestre Apicuns Pesca artesanal Eroséo (
Corrego Barrinha Coqueirais Terminal de pesca Saliniza
Carnaubai Desmat:

Fonte: Ibama (2005)
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Tabela 1 - Areas das bacias de drenagem inferiores dos rios, volumes dos estuarios, vazdes (descargas
fluviais de &gua no periodo chuvoso e seco, respectivamente) para os estuarios, razdes entre as areas das
bacias de drenagem inferiores dos rios e 0s respectivos volumes estuarinos, médias de precipitacdo anual,
areas ocupadas por fazendas de camardo e nimero de habitantes.

Area (Km?)* Volume6est3u?rino fI}J/\?iZaa:O R?ﬁﬁ r?];ea/ Precipitacdo mgfdia Agg
(107 m’) Q(ms™)®  estuarino® anual (mm)
Rio Ceara 1.640,0 0,4 50/1,0 4.000 1.311,0
Rio Coc6 420,0 0,4 6,0/<3,0 1.217 1.378,0
Rio Pacoti 700,0 0,5 19,0/1,0 1.470 1.428,0
Rio Pirangi 1.617,0 0,46 15,0/<1,0 3.575 914,0
Bacia Denundacdo fisica e quimica de solos Deposicdo atmosférica ]E:arga total por
ontes naturais
N P N P N P
Ceara 107,0 (82) 113,0 (98) 24,2 (18) 1,9 (2) 131,0 115,0
Coc6 27,2 (82) 26,6 (98) 5,8 (18) 0,5(2) 33,0 27,0
Pacoti 43,5 (81) 25,3 (97) 10,0 (19) 0,8 (3) 53,5 26,1
Pirangi 95,4 (87) 25,6 (96) 14,7 (13) 1,20 (4) 110 26,8

Tabela 2 - Cargas de nutrientes (t ano™) (Nitrogénio (N) e Fésforo (P)) emitidas por fontes naturais para
as bacias inferiores dos rios. Entre parénteses a contribuicdo percentual para a carga total por fontes

naturais.

Fonte: Lacerda et al. (2008).
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Tabela 3 - Cargas de nutrientes (t ano™) (Nitrogénio (N) e Fésforo (P)) emitidas por fontes antrépicas
para as bacias inferiores dos rios Ceard, Cocd, Pacoti e Pirangi, Ceara, Brasil. Entre parénteses a
contribuicdo percentual para a carga total por fontes antrépicas.

Agl.JaS Re,s[duos “Runoff” Agricultura  Pecuéria  Carcinicultura Total
servidas solidos urbano
Ceara
N 328 (40) 37,3 (4,6) 11,1 (1,4) 71 (8,7) 368 (45) 0,0 815
P 92 (23) 0,0 1,67 (0,4) 25 (6,4) 274 (70) 0,0 393
Cocé
N 2.116 (82) 232 (8,9) 79,3 (3,1) 4,1(0,1) 157 (6,1) 0,0 2.588
P 592 (80) 0,0 12,0 (1,6) 1,9 (0,2) 132 (18) 0,0 738
Pacoti
N 305 (27,8) 13,6 (1,2) 4,4 (0,4) 84 (7,6) 690 (63) 0,0 1.097
P 85 (12,1) 0,0 0,65 (0,1) 27 (3,8)  584(83,7) 0,0 697
Pirangi
N 76,5 (13,1) 3,9 (0,6) 1,0 (0,2) 159 (27,1) 320(54,7) 25 (4,2) 585
P 21,4 (4,0) - 0,15 (0,01) 251 (47,2) 257(48,3) 2,1 (0,4) 532

Fonte: Lacerda et al. (2008)
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Aspectos climaticos

O Estado do Ceard estd sob o clima tropical semi-arido com precipitacao
pluviométrica anual variando de 700 mm na regido conhecida como depressdo sertaneja a mais
de 1500 mm nas areas costeiras. As taxas de evaporacdo sao maiores no segundo semestre, sendo
o total anual acumulado acima de 1500 mm (COGERH 2010). As chuvas ocorrem no primeiro
semestre do ano e se concentram, significativamente, na quadra chuvosa, que corresponde aos
meses de fevereiro a maio. Os valores de precipitacdo nos meses de agosto a novembro sao
praticamente nulos (periodo seco). Definem-se, portanto, dois periodos: “chuvoso” que
corresponde ao primeiro semestre do ano; e “seco” que € referente ao segundo semestre, que tém
menores indices de precipitacdo durante o trimestre que vai de setembro a novembro. O periodo
de novembro a janeiro € tambem chamado de pré-estacéo chuvosa.

A Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT) é a principal responsavel pelas chuvas
no primeiro semestre do ano. Todavia, a sazonalidade climéatica bem definida e a qualidade do
periodo chuvoso na regido, dependem de condi¢Bes atmosfericas e oceénicas locais e globais,
que modulam a intensidade, a fase e 0 movimento da ZCIT. Dentre os fendmenos que atuam
contribuindo ou ndo para a formacéo de nuvens e, consequentemente, de chuvas sobre o Estado
do Ceara citam-se El Nifio, La Nifia, Temperatura do Atlantico Tropical, Ventos Alisios de
Nordeste e de Sudeste. Na zona costeira se destacam ainda sistemas secundarios como as linhas
de instabilidade e as brisas marinhas, como responsaveis pelas precipitacdes sobre a regiao.
Quando ocorre o deslocamento da ZCIT para o hemisfério Norte, as chuvas sobre o setor Norte
do Nordeste brasileiro cessam totalmente, tendo inicio o chamado periodo de estiagem (IBAMA,
2005).

O municipio de Fortaleza foi tomado como referéncia para os dados meteoroldgicos.
Consideraram-se as médias mensais historicas (1966-2011) da Estacdo Meteorolégica do
Departamento de Economia Agricola da Universidade Federal do Cear, localizada no Campus
Universitario do Pici (3°45°S e 38°33” W) a 19,0 m acima do nivel do mar.

As coletas para o presente estudo ocorreram no periodo seco de 2010, no més de
novembro, e no periodo chuvoso de 2011, no més de maio. Na tabela 4 sdo apresentadas as

médias histéricas (1966-2009) e dos anos de 2010 e 2011 de precipitacdo, evaporacdo, umidade
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relativa do ar, temperatura do ar e velocidade do vento. Destaca-se que o ano de 2010 foi um ano
mais seco onde os valores de precipitacdo e evaporagdo foram menores e maiores,
respectivamente, que as médias histéricas para a regido de estudo. Por sua vez, no ano de 2011
estas taxas (precipitacdo e evaporacao) superaram as médias historicas.

Tabela 4 - Médias historicas (1966-2009) e dos anos de 2010 e 2011 de precipitagdo, evaporagao,
umidade relativa do ar, temperatura do ar e velocidade do vento em Fortaleza, Ceara.

Média historica 2010 2011
(1966-2009)
Precipitacdo anual total (mm) 1624,7 1014,2 2273,9
Evaporacéo anual total (mm) 1476,6 1638,0 1575,4
Médias anuais de umidade relativa do ar (%) 77,8 72,4 76,3
Médias anuais de velocidade do vento (m/s) 3,8 3,4 3,2
Temperatura média do ar (°C) 26,8 27,8 26,8

Fonte: Estacdo Meteorologica do Departamento de Economia Agricola da Universidade Federal do Ceara.

Na figuras 3 e 4 evidenciam-se os maiores valores de precipitacdo e umidade relativa
do ar no primeiro semestre do ano, respectivamente. Na figuras 5 e 6 se observam as maiores

taxas de evaporacao e velocidade do vento no segundo semestre do ano, respectivamente.

Figura 3 - Comparac&o entre as médias histdricas (1966-2009) e os valores de precipitagdo registrados nos
anos de 2010 e 2011 em Fortaleza, Ceara. Setas em vermelho indicam os meses de coleta deste estudo
(nov/2010 e maio/2011).
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Fonte: Estacdo Meteorologica do Departamento de Economia Agricola da Universidade Federal do Ceara

Figura 4 - Comparacdo entre as médias historicas (1966-2009) e os valores de umidade relativa do ar
registrados nos anos de 2010 e 2011 em Fortaleza, Ceara. Setas em vermelho indicam os meses de coleta
deste estudo (nov/2010 e maio/2011)
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Figura 5 - Comparacéo entre as médias historicas (1966-2009) e os valores de evaporagdo nos anos de 2010
e 2011 em Fortaleza, Ceara. Setas em vermelho indicam os meses de coleta deste estudo (nov/2010 e
maio/2011).
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Fonte: Estacdo Meteoroldgica do Departamento de Economia Agricola da Universidade Federal do Ceara

Figura 6 - Comparacdo entre as médias histdricas (1966-2009) e taxas de velocidade dos ventos nos anos de 2010
e 2011 em Fortaleza, Ceara. Setas em vermelho indicam os meses de coleta deste estudo.
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Fonte: Estacdo Meteorologica do Departamento de Economia Agricola da Universidade Federal do Ceara
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OBJETIVO GERAL

e Este estudo teve por objetivo compreender a variacdo na estrutura das assembleias de
bacteriopléancton, arqueoplancton e fitoplancton em funcdo das concentragdes de

nutrientes e salinidade em quatro estuarios tropicais de baixo influxo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar as caracteristicas fisico-quimicas de amostras de agua coletadas nos periodos
seco e chuvoso nos estuarios dos Rios Ceara, Coco, Pacoti e Pirangi (Ceara, Nordeste do
Brasil);

e Analisar a estrutura das assembleias do bacterioplancton e arqueoplancton nas fragdes
livres e aderidas as particulas através da técnica de Eletroforese em Gel de Gradiente
Desnaturante (DGGE);

e Quantificar e identificar no menor nivel taxondmico possivel os taxons de fitoplancton;

¢ Identificar os fatores ambientais que influenciaram a variacdo na composicdo e riqueza
do bacterioplancton e arqueoplancton entre os quatro estuarios;

e lIdentificar os fatores ambientais que influenciaram a variacdo na densidade, riqueza e

composicao do fitoplancton entre os quatro estuarios.

HIPOTESE:

e A variacdo na estrutura das assembleias do bacterioplancton, arqueoplancton e
fitoplancton em estuarios tropicais de baixo influxo sdo influenciadas por diferencas nos

niveis de salinidade e concentragdes de nutrientes.
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Parte 1:

Regime Hidrologico e Caracteristicas Ambientais dos estuarios
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11 METODOLOGIA

1.1.1 Coleta de amostras

As amostras foram coletadas nos estuarios dos Rios Ceara (CE), Cocé (CO), Pacoti
(PAC) e Pirangi (PIR), nos periodos seco (Nov/2010) e chuvoso (Maio/2011), durante a maré
alta de sizigia. As estagdes de coleta localizaram-se no limite superior da excursao de maré de
cada estudrio (indicado pelos circulos vermelhos na Figura 7). As distancias da foz dos estuarios
foram 10 km (03°44°28,3”, 038°37°51,9”), 7,2 km (03°45°15”S, 038°28°58,4”W), 6,6 km
(03°51°02,8”S, 038°24°58,5"W) € 9,9 km (4°24'5.82"S, 37°50'59.84"W) para o CE, CO, PAC e
PIR, respectivamente. A excursdo de maré¢ ¢ a escala de comprimento do deslocamento de um
volume de agua durante a fase de enchente ou vazante de maré. Os comprimentos das excursoes
de maré foram calculados para cada estuario com base nos dados registrados em uma campanha
prévia, onde um Perfilador de Correntes Acustico Doppler (ADCP, Acoustic Doppler Current
Profiler) ficou ancorado nas proximidades da foz dos respectivos estuarios durante um ciclo de
maré semi-diurna completo (13 horas) na maré¢ de sizigia. Esse cuidado quanto a escolha dos
pontos de amostragem visou garantir que a agua amostrada caracterizasse plenamente as

condicdes estuarinas, em vez das aguas recém-misturadas com as aguas costeiras.
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Figura 7 - Localizacdo dos estuarios estudados Ceara, Coco, Pacoti e Pirangi em relacdo a capital

Fortaleza, Ceara e imagens do perfil de cada estacdo de coleta em relacéo a foz do rio.
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1.1.2 Andlise da agua estuarina

As amostras de agua foram coletadas na superficie (profundidade 50 cm) em
triplicata usando uma garrafa de Van Dorn. As variaveis temperatura (T), salinidade (medida em
escala pratica de salinidade), pH, oxigénio dissolvido (OD) e saturagdo do oxigénio (%) foram
medidas in situ com uma sonda multi-paramétrica (Hanna HI 9828). A transparéncia da dgua foi
estimada com um disco de Secchi.

Aliquotas de 1 litro das amostras de agua coletadas foram filtradas em filtros de fibra
de vidro de porosidade 0,7 um (47 mm de didmetro, tipo GF - 3, Macherey- Nagel, Diiren,
Alemanha) e utilizadas para as andlises de nitrito (N-NO;), nitrato (N-NO3) e foésforo solivel
reativo (PSR), seguindo os procedimentos sugeridos por Aminot e Chassepied (1983) e descritos
em Baumgarten et al. (1996). Para a analise de N-Amoniacal (N-NH; + N-NH,") seguiu-se os
procedimentos sugeridos por Strickland e Parsons (1972) e descritos em Baumgarten et al.
(1996). Apos a filtragdo, os filtros foram mantidos congelados a -20°C para subsequente
determinacdo espectrofotométrica da clorofila a (corrigido para feopigmentos) pela extracdo com
acetona 90% (método 10200H; APHA, 1999). Para a medi¢do de silicio solavel reativo (Si)
aliquotas de 300 mL de amostras de 4gua foram filtradas em membranas de acetado de celulose
de porosidade 0,45 um (47 mm de diametro, HATF, Millipore, Billerica, MA, EUA) e analisadas
de acordo com a os procedimentos sugeridos por Aminot e Chassepied (1983) descritos em
Baumgarten et al. (1996).

Solidos suspensos totais (SST), solidos suspensos fixos (SSF) e Solidos Suspensos
volateis (SSV) foram determinados por gravimetria utilizando filtros de fibra de vidro (pré-
calcinados) de 1,2 um de porosidade (47 mm de diametro, tipo APFC, Millipore, Billerica, MA,
EUA) (APHA, 1999; métodos 2540D para SST e 2540E para SSF e SSV). SST sdo os sélidos
retidos no filtro de fibra de vidro e incluem SSF e SSV. SSF corresponde ao residuo de solidos
suspensos remanescentes apos a combustdo a 480°C, sendo esta medida uma estimativa do
material inorganico (mineral) suspenso. O peso perdido durante a combustdo ¢ referido como
SSV, o que corresponde a uma estimativa do material organico em suspensao.

Parte das amostras de dgua ndo filtrada foi utilizada para as andlises de nitrogénio
total (NT) e Fosforo Total (PT), as quais seguiram os procedimentos sugeridos por Valderrama

(1981) e descritos em UNESCO (1983).
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1.1.3 Célculo do indice de Estado Trofico (IET)

O Indice de Estado Trofico foi composto pelo indice de Estado Tréfico para o
fosforo - IET (PT) e o Indice de Estado Trofico para a clorofila a — IET (Clorof. a), introduzido
por Carlson (1977) e modificado por Toledo et al. (1983) para ambientes tropicais. Suas

respectivas equagdes sio:

IET (PT) = 10x (6-(In (80,32/PT)/In 2))
IET (Clorof. a) = 10x (6-((2,04-0,695 x In (Clorof. @))/In2))
Onde:

A concentracdo de PT é a concentragéo de fosforo total medida na superficie da agua em pg.L™;
Clorof. a é a concentragéo de clorofila a medida na superficie da &guaem pg.L™; e Inéo

logaritmo natural.

Os limites para as diferentes classes trdficas sdo: Ultraoligotrofico (IET < 24),
oligotrofico (24 <IET < 44), mesotrofico (44 <IET < 54), eutrofico (54 <IET < 74) e
hipereutrofico (IET> 74) (Toledo, 1990). O IET apresentado nos resultados corresponde ao IET

médio, o qual correspondeu a média aritmética do IET (PT) e IET (Clorof. a).

1.1.4 Analise de dados

Com o objetivo de discriminar o padrdo geral das varidveis ambientais entre as oito
amostras [4 estudrios x 2 estagdes (seca e chuvosa)] foi feita uma Andlise de Componentes
Principais (ACP) utilizando as médias transformadas (log (x +1)). Este tipo de transformacéo é
comumente utilizada para dados ambientais no intuito de diminuir a heterogeneidade das
variancias dos dados (McCUNE; GRACE, 2002). Baseando-se na matriz de correlagdo de
Spearman para os dados ambientais medidos as varidveis incluidas na ACP foram: temperatura,

pH, salinidade, Oxigénio dissolvido, SST, Clorofila a, Nitrato, NT, PT, Silicio e as razdes
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TN:TP. As varidveis Secchi, SSF, PSR, N-amoniacal e Saturagdo do oxigénio ndo foram
incluidas devido as suas fortes correlagdes com a Silicio, SST, PT, NT e oxigénio dissolvido,
respectivamente. Também VSS e Nitrito ndo foram incluidas devido as suas fortes correlagdes
com a Clorofila a. Para estas analises utilizou-se o programa PAST 2.12 (HAMMER et al.,
2001)

1.2 RESULTADOS

A Tabela 5 resume as varidveis ambientais analisadas nos quatro estuarios estudados.
Considerando a estimativa da zona euf6tica como sendo 2,7 vezes a profundidade do disco de
Secchi (COLE, 1983) pode-se observar que no CO e PAC tanto no periodo seco (S) como no
chuvoso (C) a zona eufotica compreendeu toda a coluna d’agua. CO e PAC também foram os
estuarios mais rasos (< 2,0 m). No CE(S), CE(C), e PIR(C) a zona eufbtica (< 1,2 m)
correspondeu a menos da metade da profundidade total destes estudrios, enquanto no PIR(S) a
estimativa da zona eufotica esteve proxima ao valor da profundidade total.

Destaca-se que, excetuando-se o CO, em todos os estudrios as maiores concentragdes
de SST foram encontradas no periodo chuvoso. Excetuando-se o CE, as maiores concentragoes
de Si também foram encontradas no periodo chuvoso. O SSF por sua vez foi uma variavel que
seguiu 0 mesmo padrido de variacdo sazonal em todos os estudrios. Isto ¢, em cada estuario a
maior concentragao de SSF foi registrada no periodo chuvoso (Tabela 5). O CO foi o estuario
com menores valores de TSS em ambos os periodos de estudo. Observa-se ainda um
comportamento distinto do CE(S) e CO(S) das demais amostras. Nestas duas amostras mais 45%
do TSS esteve sob a forma de material organico particulado, isto ¢, sob a forma de VSS. Nas
demais amostras mais de 60% do TSS estiveram sob a forma de material inorganico (= FSS).

Outra variavel que seguiu o mesmo padrdo sazonal em todos os estuarios foi a
salinidade, tendo sido os maiores valores encontrados no periodo seco: PIR(S) = 47; PAC(S) =
40; CE (S) =25,6 e CO(S) = 1,9. No periodo chuvoso todos os estudrios apresentaram salinidade
<1,5.

Para as concentra¢des de clorofila a e nutrientes (Nitrito, Nitrato, N-amoniacal, NT,

PSR e PT) no CE e CO os maiores valores foram registrados no periodo seco. Para o PAC e PIR
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o padrao sazonal foi distinto do encontrado no CE e CO, isto ¢, os maiores valores de clorofila a
e nutrientes (exceto PT no PIR) corresponderam ao periodo chuvoso. As razdes NT:PT em todos
os estuarios foram baixas e variaram de 1,9:1 a 9,5:1. As menores razdes foram encontradas no
CE(S) e PAC(S) e a maior no PIR(C) (Tabela 5).

As concentragdes de oxigénio também foram baixas na maioria dos estudrios, tendo
sido inclusive encontrada a condi¢cao de anoxia no CO(C). Com excecdo do CE(C) e do PIR(C)
todas as demais amostras apresentaram niveis de oxigénio capazes de causar estresse na biota
(<5,0 mg.L™"). Os valores de pH variam de neutro a levemente bésicos, tendo sido os menores
valores encontrados no CE e os maiores no PIR. Os valores de temperatura da dgua foram altos
e variaram de 26,2°C no CE(C) a 29°C no PIR(C) (Tabela 5).

De acordo com o calculo do indice de estado trofico médio os estuarios variaram de
eutroficos a hipereutréficos. O CE(S) e CO(S) foram classificados como hipereutréficos,
enquanto as demais amostras foram classificadas como eutroficas. Salienta-se que as
concentragdes de nutrientes e clorofila @ no CE(S) e CO(S) foram as maiores dentro do conjunto

amostral (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores médios + desvio padrdo das variaveis ambientais para os quarto estuérios de estudo
nos periodos seco e chuvoso.

CE(S) CE(C) CO(S) CO(C) PAC(S) PAC(C)
Z pvax (M) 2,4 3,0 1,5 2 0,95 0,8
Secchi (m) 0,4 0,25 0,7 0,7 0,95 0,25
T (°C) 28,3 26,2 28,6 27,3 28,7 29,2
pH 7,0 7,1 7,2 7,2 7,8 7,2
Salinidade 25,6 0,1 1,9 0,23 40 15
oD (mg L™ 0,6 5,4 3,3 0,0 43 2,5
SO (%) 8,8 66,3 43,3 0,0 69,7 32,8
SST (mg L™ 54,1422 709+35 138+18 7,7+08 271+1,7 537+33
SSF (mg L™) 28,2+27 62,9 £ 3,5 36+04 48+0,4 20,2+1,4 43,7+29
SSV (mg LY 25914 8,0+ 6,3 102+19 29104 69+03 10,0+1,9
Clorof. a (ug L™) 156,4 £9,1 54+£0,2 80,8 £1,7 34%0,3 47+0,1 10,612
N-NO, (umol L™) 4,2+0,2 25+0,0 19,8 +0,5 <0,02 <0,02 1,7+£0,1
N-NO; (umol L™?) 0,0£0,0 21,2+15 26+0,1 <0,12 <0,12 140+0,2
N-NH;+ N-NH," (umol L) 209,3 +6,0 154+0,4  2847+154 1141+130 <0,29 18,4+0,4
NT (umol L™) 229,7+6,6 69,0+ 4,4 342,9+9,7 1646+260 214+35 571+13
PSR (umol L™ 42,0+3,0 26+0,1 169+0,7 12,3x0/4 <0,01 4,4+0,1
FT (umol L) 120,7+£9,2 16,0+0,3 52,1+44 354+08 115%0,7 17,704
Si (umol L) 2474 +1.2 149.4+238 76.7+1.0 172.7+111 37.9+0.7 203.8+104
NT:PT 1,9:1+04 431+03 66:1+07 47:1+08 191+04 321+01
IET médio 98 67 89 70 64 71
Estado trofico Hipereut. Eutrofico Hipereut. Eutrofico Eutréfico  Eutrofico

Z Max (Profundidade méaxima), T (temperatura), DO (Oxigénio dissolvido), OS (Saturacdo do oxigénio), Sélidos
suspensos totais (SST), Solidos suspensos fixos (SSF), S6lidos Suspensos volateis (SSV), Clorof. a (Clorofila a), N-
NO,™ (Nitrito), N-NOs™ (Nitrato), N-NH; + N-NH," (N-Amoniacal), TN (Nitrogénio total), PSR (Fosforo Sol(vel
Reativo), PT (Fésforo total), Si (Silicio soltvel reativo), NT:PT (Razdes molares Nitrogénio total:Fosfoto total), IET
médio (indice de Estado Tréfico médio correspondeu a média aritmética do IET (PT) e IET (Clorof. a), Hipereut.
(Hipereutrofico). CE — Ceara, CO — Cocd, PAC — Pacoti, PIR —Pirangi; (S)- Periodo seco; (C) — Periodo chuvoso
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Os dados ambientais foram submetidos a analise de componentes principais (ACP)
revelando os principais fatores responsaveis por explicar 59,3% da variabilidade total do
conjunto de dados (Figura 8). O eixo 1 (35,5%) esteve mais negativamente correlacionado com o
pH e com o oxigénio dissolvido (OD), e positivamente relacionado a clorofila a e aos nutrientes
(TN, TP e Silicio) (Tabela 6). Este primeiro eixo pode ser interpretado como um fator
relacionado ao processo de eutrofizagao.

Analisando a distribuicdo das amostras no plano fatorial definido pelos eixos 1 e 2,
pode-se observar que o CE(S) e CO(S) foram as amostras mais influenciadas pela intensa
eutrofizagdo. Isto porque estas amostras foram as mais relacionadas com as altas concentracdes
de nutrientes e clorofila a € com os valores baixos de oxigénio (Figura 8). Em ambas as amostras
mais de 80% do NT foi composto por N-amoniacal e mais 30% do PT esteve sob a forma de
PSR (Tabela 5). O CO(C) também foi relacionado as altas concentragdes de NT e PT, todavia
diferiu do CE(S) e CO(S) devido ao seu menor valor de clorofila a, que foi de apenas 3,4 pug.L™
contra 156,4 ng.L" ¢ 80.8 ug.L™" no CE(S) e CO(S), respectivamente (Tabela 5).

Com o eixo 2 (23,8%) estiveram negativamente correlacionadas as concentragdes de
SST, nitrato, silicio, DO e razdes TN:TP (Tabela 6). A wvariavel mais positivamente
correlacionada com o eixo 2 foi a salinidade. Claramente o eixo 2 pode ser interpretado como um
fator relacionado a um padrao de sazonalidade encontrado nos estuarios. Isto foi corroborado
pelo posicionamento de todas as amostras do periodo seco, as quais se distinguiram pelos
maiores valores de salinidade, no lado positivo do eixo 2. Também o posicionamento das
amostras do periodo chuvoso no lado negativo do eixo 2, onde a influéncia de varidveis
relacionados ao aporte fluvial (TSS e silicio) foi maior, corroboram a sazonalidade representada
pelo eixo 2.

Ainda analisando a distribuicdo das amostras no plano fatorial definido pelos eixos 1
e 2 (Figura 8), pode-se observar que o PAC(S) e PIR(S) foram as amostras mais influenciadas
pelos maiores valores de salinidades (40 e 47, respectivamente), enquanto PAC(R) e CE(R)
pelos maiores valores de nitrato (14,0 e 21,2 umol L™, respectivamente) (Tabela 5). PIR(R) se
distingue do conjunto amostral pelos maiores valores de pH (8,4) e OD (6,6 mg L™) e pela maior
razdo TN:TP (9,5:1).
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Figura 8 — Diagrama de ordenacdo obtida por anélise de componentes principais realizada a

partir de dados das variaveis abioticas dos estuérios CE, CO, PAC e PIR nos periodos seco (S) e
chuvoso (C). Ver abreviagdes na Tabela 5.
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Tabela 6 — Analises de componentes principais para os dados limnolégicos dos estuarios CE, CO, PAC e
PIR. Os eixos 1 e 2 explicaram respectivamente 35,5% e 23,8% da variabilidade total do conjunto de
dados. Os valores em destaque representam os maiores valores de correlagdo (R > 0.6) entre cada variavel
ambiental e os eixos 1 e 2. Ver abreviagdes na Tabela 5.

Eixol Eixo 2

(35,5%) (23,8%)

Temperatura  -0,430 0,542

pH -0,880 0,098
Salinidade -0,369 0,836
oD -0,735  -0,357
SST -0,130  -0,279
Clorofila a 0,420 0,483
Nitrato 0,219  -0,750
NT 0,888 0,120
PT 0,873 0,450
Silicio 0,688  -0,327

TN:TP -0,028  -0,538
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1.3  DISCUSSAO

e Regime hidroldgico

A salinidade ¢ um indicador robusto do regime hidrolégico dos estudrios uma vez
que ¢ uma propriedade conservativa. O seu valor indica a propor¢ao da contribuigdo relativa de
agua marinha e doce. As condi¢des hiposalinas do estuério indicam um balanco de dgua positiva,
onde a perda de 4gua por evaporacao ¢ inferior ao escoamento do rio, e as condi¢des hipersalinas
indicam que a perda de agua para a evaporacao ¢ maior do que o escoamento do rio, sendo o
déficit de dgua do estuario suprido pela entrada de 4gua do mar (LARGIER, 2010).

No periodo seco os maiores valores de salinidade em todos os estudrios refletiram a
maior influéncia marinha nos mesmos, enquanto no periodo chuvoso as baixas salinidades (sal <
1,5) mostraram a predominancia de agua doce em todos os sistemas. Tomando como referéncia a
salinidade do litoral cearense, da ordem de 37 no periodo seco, PIR e PAC foram hipersalinos,
enquanto CE e CO foram mesohalino e hiposalino, respectivamente.

Como todos os quatro estudrios compartilharam um regime hidrolégico comum de
precipitacdo e evapotranspiracao as causas dos diferentes valores de salinidade entre eles no
periodo de déficit hidrologico (periodo seco) dependem da gestao de agua da bacia hidrografica,
da morfologia estuarina ¢ do uso da areia de seus bancos. Chuwen et al. (2009) estudando véarios
estuarios do sudoeste da Australia, observaram que a salinidade variou de forma diferente em
cada um durante o periodo seco. Estes autores relacionaram essa variabilidade com o tamanho e
profundidade de seus canais estuarinos, que regulam a quantidade de intrusdo da 4gua do mar ¢ a
contribuicdo da descarga fluvial. Largier et al. (1997) também relataram uma situa¢do onde dois
estuarios mostraram regimes de salinidade contrastantes, mesmo em latitudes e clima similares,
devido as diferengas na oferta de d4gua doce através do escoamento superficial, bem como devido
a morfologia do canal estuarino.

Em termos de morfologia, o PIR apresenta uma condi¢do muito diferente entre os
quatro estudrios estudados, haja vista que as areas de mangue foram em grande parte substituidas
por fazendas de camardo. Os viveiros de camardo aumentam a superficie livre e
consequentemente a perda de dgua por evaporagdo (OLIVEIRA; MATTOS, 2007; FERREIRA

et al., 2008), o que explica em parte, o maior nivel de hipersalinidade registrado neste estuario.
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Embora a morfologia possa de fato desempenhar um papel relevante, ¢ provavel que
o fluxo de entrada de dgua doce para dentro dos estudrios esteja mais relacionado com a gestao
da agua na bacia de drenagem. A descarga de agua doce varia muito para os quatro sistemas
estudados. O fornecimento de dgua doce derivado da vazdo fluvial que atinge cada estudrio foi
alterado significativamente pelo nimero e localizagdio de barragens ao longo dos rios
(MOLISANI et al., 2006). Ha varias barragens para o armazenamento de agua nas bacias de
drenagem do PIR e do PAC as quais sao permanentemente fechadas e somente ocorre o fluxo de
agua doce para a jusante das barragens quando o volume de 4gua ultrapassa o nivel dos
vertedouros. Molisani et al. (2006) sugerem que os fluxos de 4gua doce para estes dois estuarios
durante o periodo de seca sdo abaixo de 1 m’s™, embora possam ser até mesmo nulos.

O estudrio do CO ¢ o menos afetado por barragens, com uma descarga fluvial
minima de cerca de 3,0 m’s™ no periodo seco, de acordo com Molisani et al. (2006 ¢ 2007).
Além disso, 40% do esgoto de Fortaleza (capital do Estado) fluem para o estuario CO, o
significa que a baixa salinidade ndo so indica um excedente de agua doce, mas também cargas
mais elevadas de aguas residudrias. Lacerda et al. (2008) estimaram que mais de 80% das cargas
antropogénicas de nitrogénio e fosforo para o CO advém de dgua residuarias (LACERDA et al.,
2008).

A entrada de 4gua doce no periodo seco para o sistema CE ¢ da ordem de 1,0 m’s™
ou superior, uma vez que apresenta uma grande bacia de drenagem a jusante das principais
barragens (MOLISANI et al., 2006). Também em uma escala menor que o CO, o CE recebe a
contribuicao de efluentes. Assim o escoamento superficial da bacia de drenagem a jusante de
suas principais barragens e a entrada de efluentes podem ser fatores que explicam a condicgao

mesohalina do CE no periodo seco.

e Caracteristicas ambientais

Os altos valores de temperatura da agua nos estuarios estudados (>26 °C), com pouca
variacdo entre os periodos seco e chuvoso, sdo condi¢cbes comumente encontradas em sistemas
aquaticos localizados na regido semi-arida brasileira, sujeita a altas taxas de insolacdo durante
todo o ano (e.g. ESCHRIQUE et al. 2008; NILIN et al., 2007; MOLISANI et al., 2010). Os
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valores de pH variando de neutro a alcalino encontrados, também séo reportados para ambientes
estuarinos da costa nordeste brasileira (e.g. ESCHRIQUE et al., 2008; ESCHRIQUE, 2011,
NILIN et al., 2007). De maneira geral, os valores estiveram dentro do esperado para estuarios em
condicdes naturais onde os valores de pH variam de 7,0 a 7,5 nas regifes dominadas por agua
doce e de 8,0 a 8,6 nas areas mais salinas devido ao sistema tamp&o natural da &gua do mar.

O alto valor de pH (8,4) encontrado no PIR no periodo chuvoso, onde as aguas
fluviais foram dominantes, deve ter sido associado ao processo de fotossintese. 1sso pode ser
sugerido tanto pelo maior valor de clorofila a no PIR(C), depois de CE(S) e CO(S), como pelo
seu alto valor de oxigénio (6,6 mg.L™). Sabendo que durante o processo de fotossintese é
produzido oxigénio e consumido diéxido de carbono (CO,) e que o CO, se transforma em acido
carb6nico quando dissolvido, a sua remogéo da agua resulta no aumento do pH (ANDREWS et
al., 2004). Embora no CE(S) e CO(S) os altos valores de clorofila a também indiquem uma
intensa taxa fotossintética, os baixos valores de oxigénio nestas amostras indicam uma alta taxa
de decomposicdo da matéria organica, o0 que por sua vez produz CO; e consequentemente acido
carbbnico, justificando assim os valores de pH menores (ANDREWS et al., 2004).

Segundo outros estudos realizados em estuarios localizados préximos a regido de
estudo (e.g. ESCHRIQUE, 2011; SOARES et al., 2011) e em outros estuarios da costa nordeste
do Brasil (e.g. BASTOS et al., 2010; SANTIAGO et al., 2010) os maiores valores de TSS e
silicio sdo de fato encontrados no periodo chuvoso coincidindo com o maior aporte fluvial. O
TSS estuarino é formado por FSS o qual inclui argilas minerais e sais insoltveis, e por VSS o
qual é composto, principalmente, por uma matriz de matéria organica complexa, micro-
organismos plancténicos vivos e por detritos organicos incluindo micro-organismos mortos
(SIMON, 2002; SUZUMURA et al., 2004). O VSS dentro de estuarios pode ser de origem
aléctone quando derivado do rio ou zona costeira adjacente, ou autdctone quando € produzido
dentro do préprio estuario devido a atividade de produtores primarios (principalmente, o
fitoplancton) (SIMON, 2002).

Sabendo disto, o padrdo de sazonalidade diferente do CO, onde as maiores
concentracfes de TSS foram registradas no periodo seco e ndo no periodo chuvoso como nos
demais estuarios, pode ser justificada pela alta producdo autoctone de matéria organica, tal como

evidenciado pelas altas concentracdes de clorofila a. Os altos valores de clorofila a (biomassas
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fitoplanctonicas) no CE(S) e CO(S) também justificam as maiores contribuicdes relativas de
VSS (> 50%) para a composi¢do de TSS nestas duas amostras. Destaca-se que em todos 0s
estuarios a maior contribuicdo relativa (> 60%) de FSS para a composicdo de TSS no periodo
chuvoso evidenciou que o material particulado originado do influxo fluvial e do escoamento da
bacia de drenagem neste periodo foi predominante inorganico.

Levando em consideracdo que dos estudrios estudados, o entorno da estacdo
localizada no estuario CE é a que possui as suas margens mais urbanizadas, os altos valores de
silicio mesmo no periodo seco neste estuério devem ser associados a intensa erosdo do solo. O
silicio € um excelente marcador ndo s6 de aportes terrestres/fluviais, mas também de acdes
antrdpicas, como a ocupacao indevida do solo com sua a consequente erosao.

Quanto aos niveis de oxigénio todos o0s estuarios apresentaram niveis de
subsaturacdo, embora apenas o CE(S) e CO(C) tenham sido classificados como hipoxico (< 2,0
mg.L™) e anoxico (sem oxigénio), respectivamente. Os melhores niveis de oxigénio da &gua
(>5,0 mg.L™) encontrados no CE(C) e PIR(C) podem ter indicado boas condicdes de mistura da
coluna d’agua e os baixos valores nas demais amostras a maior retencao hidrica. Figueiredo et al.
(2006) estudando aguas estuarinas de Itamaraca (PE) associaram os maiores valores de OD a
turbuléncia da coluna d’agua devido as correntes de marés, a agitacdo gerada pelos ventos e a
descarga fluvial.

Ainda com relacdo aos niveis de oxigénio € importante destacar que levando em
consideracdo tanto o periodo seco como o chuvoso, o PIR (OD > 4,0 mg.L™) sobressaiu-se com
0s niveis de oxigénio mais adequados para 0s organismos estuarinos, enquanto o CO foi 0 mais
comprometido. Embora a concentracdo de OD no CE(S) tenha sido menor que a do CO(S), no
CE houve a recuperacdo nos niveis de oxigénio no periodo chuvoso devido provavelmente ao
aumento significativo na descarga fluvial.

De acordo com o indice de estado trofico que leva em consideracdo as concentragdes
de PT e clorofila a o CE(S) e CO(S) foram classificados como hipereutroficos e as demais
amostras como eutréficas. Moreira (2005) indicou como eutréficos (porgdo superior do estuario),
segundo as concentragdes de clorofila a, outros estuarios da costa Leste (Malcozinhado, Pirangi
e Jaguaribe) e Oeste (Curu, Aracatimirim e Mundau) do Ceara. Condi¢oes eutroficas, segundo as

concentracfes meédias de clorofila a, também sdo reportadas para outros sistemas da costa



23

Nordeste Brasileira, como para o estuario do Rio Goiana (PE) (9,9 a 13,5 ug.L™) (FEITOSA et
al., 1999); Praia de Carne de Vaca-Goiana (PE) (0,75 a 18,94 pg.L™) (CAMPELO et al., 1999);
Bacia do Pina (PE) (3,30 a 54,40 pg.L™) (SANTIAGO et al., 2010) e estuério do Rio Jaguaribe
(CE) (1,8 a 37,6 ug.L™") (SAMARA, 2011). Logo, é comum que pelo menos para as &reas mais a
montante de estuarios localizados préximos a regido de estudo haja boa produtividade priméria.

Por sua vez, as concentragcbes de PSR e N-amoniacal encontradas nas amostras
CE(S), CO(S) e CO(C) foram pelos menos cinco vezes maiores que aquelas encontradas por
Eschrique (2011) no estuério do Rio Jaguaribe (PSR = 0,08-2,24 uM; N-amoniacal = 0,85-21,09
M), um sistema préximo aos estuarios estudados, com um nivel de urbanizacdo similar ao PIR
(LACERDA et al., 2008). Nas demais amostras as concentragcbes destes mesmos nutrientes
foram similares ou mesmo estiveram abaixo das encontradas no Jaguaribe (ESCHRIQUE, 2011).
Especialmente no CE(S), CO(S) e CO(C) a predominancia de N-amoniacal sob as demais formas
inorganicas oxigenadas de nitrogénio (nitrito e nitrato) deveram-se provavelmente aos baixos
niveis de oxigénio da coluna d’agua e as altas taxas de decomposi¢do da matéria orgéanica.

Associam-se as concentracdes de PSR e N-amoniacal no CO e CE a intensa
urbanizacdo dos mesmos e, consequentemente, as altas descargas de efluentes domésticos que os
mesmos recebem. No CO as altas concentra¢Ges encontradas tanto no periodo seco como no
chuvoso, indicaram que a intensa eutrofizacdo é uma condicdo perene neste ambiente. De fato,
em um trabalho em que medicdes foram realizadas mensalmente (julho/01 a junho/02) em uma
estacdo proxima a area de coleta do CO no presente estudo, as concentracdes de PSR (17,2 UM £
5,6) e N-amoniacal (269,46 UM + 134) foram também altas e similares as registradas neste
estudo (PESSOA, 2002). As concentracGes de PSR no CO foram préximas ao maior valor
encontrado para a Bacia do Pina (PE) (PSR = 16,4 uM), um sistema altamente eutréfico da costa
Nordeste Brasileira (SANTIAGO et al., 2010).

Por sua vez, as altas concentracdes de nutrientes nitrogenados e fosforados no CE
apenas no periodo seco foram provavelmente relacionadas ao alto tempo de residéncia da agua o
que levou ao processo de acumulacdo dos mesmos. No periodo chuvoso, devido a alta descarga
fluvial estes nutrientes foram consideravelmente diluidos no CE.

Enquanto o PSR € derivado principalmente de descargas diretas de efluentes

domésticos e as suas concentracGes tendem a ser diluidas dentro dos estuérios pelas altas
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descargas fluviais, o nitrato apresenta comportamento inverso com as suas maiores
concentragfes associadas ao escoamento superficial que aumenta durante o periodo chuvoso
(ANDREWS et al., 2004). Isso justifica as maiores concentragdes de nitrato no CE(R) e PAC(R).
Salienta-se que com excecao destas duas amostras, nas demais as concentracOes de nitrato foram
baixas ou mesmo abaixo do limite de deteccdo, haja vista 0s baixos niveis de oxigénio, como ja
comentado.

As razdes NT:PT nos estuarios foram inferiores a razao 16N :1P proposta por
Redfield (1958), sugerindo uma limitagdo de nitrogénio para a produtividade primaria. Em geral,
tem-se observado que os ecossistemas costeiros sdo limitados pelo nitrogénio (HOWARTH;
MARINO, 2006), embora outros estudos tenham mostrado que o fésforo pode também ser um
nutriente limitante nesses ecossistemas (MONTES et al., 2002; GREGORACCI et al., 2012).
Considerando-se que todos os quatro estuarios estudados sdo rasos, com profundidades maximas
variando 0,8-3,2 m, as baixas razdes de NT:PT pode ser atribuida em parte também aos baixos
niveis de oxigénio na coluna de agua e, possivelmente, no sedimento. A baixa concentragdao de
oxigénio aumenta a desnitrificagdo (BARON et al., 2013), bem como a liberagao de fosforo do
sedimento anoxico, que se torna disponivel na dgua (MALONE et al., 1996). Além disso, em
todos os estudrios as descargas externas de fosforo devem estar contribuindo para estas baixas

razoes.
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1.4  CONSIDERACOES FINAIS

Os quatro estuarios estudados foram classificados como eutréficos em ambos os
periodos, sendo o CE e CO que hipereutroficos no periodo seco. Para as varidveis medidas
apenas a salinidade e os solidos suspensos fixos (SSF) apresentaram o mesmo padrio de
variabilidade sazonal em todos os estudrios. Isto é, em todos os estuarios, os maiores valores de
salinidade e SSF foram encontrados no periodo seco e chuvoso, respectivamente. Logo, a
influéncia marinha foi maior no periodo seco, destacando-se o PAC e PIR com os maiores niveis
de salinidade (hipersalinidade). A maior salinidade nesses estuarios foi associada principalmente
ao intenso barramento dos mesmos € ao uso e ocupagdo de suas margens. No CO a manutengao
de uma vazdo minima durante todo o ano e as descargas de efluentes domésticos parecem ser o
que previne a hipersalinizagdo. No CE a hipersalinizacdo também ¢ provavelmente prevenida
pelas descargas de efluentes domésticos, mas também pelo escoamento superficial de sua grande
bacia de drenagem a jusante das principais barragens. O SSF foi um marcador da influéncia
fluvial para dentro dos estuarios ¢ indicou que 0 material particulado originado do influxo fluvial
e do escoamento da bacia de drenagem no periodo chuvoso foi predominantemente inorganico.

Dos estuarios estudados o CO ¢ o mais impactado, haja vista as altas concentracdes
de N e P ¢ os baixos niveis oxigénio encontrados em ambos os periodos de estudo. Embora todos
os estudrios tenham apresentado baixas razdes N:P sugerindo uma possivel limitacdo de
nitrogénio, as altas concentracdes de ambos os nutrientes sugerem que tanto as descargas de
nitrogénio como de fosforo devem ser diminuidas no intuito de controlar a eutrofizagdo, garantir
a preservacao da biodiversidade, assim como a manutengao dos servigos ecoldgicos providos por

estes ambientes.
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Parte 2:

Estudo das assembleias de Bacterioplancton e Arqueoplancton em
estuarios de baixo influxo sob estresses antropogénicos

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Extracdo de DNA total das amostras de agua e amplificacdo por Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR)

As amostras destinadas a extracdo de DNA total foram coletadas em triplicata nos
estuarios dos Rios Ceard (CE), Coco (CO), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR) nos periodos seco
(nov/2010) e chuvoso (Maio/2011), concomitante as coletas das amostras para as analises fisico-
quimicas da agua (Parte 1). As amostragens ocorreram com o auxilio de garrafa de Van Dorn na
profundidade de 0,5 m. A localizagdo das estagdes de coleta foram previamente descritas na
Parte 1. Aliquotas de 320 mL de agua foram filtradas em membrana Durapore de porosidade de
5,0 um (47 mm de diametro, SVLP, Millipore, Irlanda) para coletar a fracdo planctonica aderida
a particulas (>5,0 um). Na sequencia as aliquotas de agua que passaram por este primeiro filtro
foram refiltradas em membranas Durapore de porosidade de 0,22 um (47 mm de diametro,
GVWP, Millipore, Irlanda), com o intuito de coletar a fracdo planctdnica de vida livre (<5 pm e
>0,22 um). Assim, no presente estudo, as bactérias (BA) e arqueas (AA) ligadas a particulas
foram definidas operacionalmente como as retidas nas membranas de 5,0 um, enquanto as
bactérias (BL) e arqueas de vida livre (AL) foram menores que 5,0 um que ficaram retidas nas
membranas de 0,22 um. As membranas foram armazenadas a -20 °C até o momento da extracao
de DNA total.

O DNA total foi extraido a partir de cada uma das membranas utilizando o kit
comercial PowerWater® DNA Isolation Kit Sample (MoBio, USA, Califérnia, Carlsbad, lote #:

PW10A21) de acordo com as instrucBes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado em
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NanoDrop espectrofotdbmetro ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA) e
armazenado a -20°C até a sua utilizag&o.

O gene do RNAr 16S foi amplificado utilizando os pares de iniciadores 338F - GC
(5-
CGCCCGCCGCGCGCGGLCGGGLCGGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGL
AGCAG-3) e 518R (5' - ATTACGGCGGCTGCTGG - 3') para as bactérias (MUYZER et al.,
1993) e 1000F-GC (5™
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCAACCGTCGACAGTCAGGY
AACGAGCGAG- 3) e 1400R (5- CGGCGAATTCGTGCAAGGAGCAGGGAC - 3 para
arqueas (KUDO et al., 1997). Para as bactérias, as reacGes de PCR foram realizadas para um
volume final de 30 pL contendo: tampao de reacdo 1X (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), MgCl,
3 mM, 0,2 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato, 0,5 uM de cada iniciador, 1 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e 10 ng de DNA utilizado como molde para amplificagdo (DNA obtido
no procedimento de extracdo). O programa de PCR incluiu uma desnaturagéo inicial a 95°C
durante 5 min, e 30 ciclos de: 1 minuto a 94°C (desnaturacdo), 1 min a 55°C (anelamento) e 2
min a 72°C (extensdo). Um passo final de extensdo a 72°C durante 5 min foi incluido. No final,
o0s produtos das reacdes foram estabilizados em 4°C e armazenadas a -20°C.

Para as arqueas, a solucdo de PCR (50 uL) continha tampdo 1X (Promega, Madison,
WI, EUA), MgCl, 1,8 mM, 0,12 mM de cada trifosfato de desoxinucle6tido, 15 nmol de cada
iniciador, 1 U de Tag DNA polimerase Go (Promega) e 15-30 ng de DNA utilizado como molde
para amplificacdo. O programa de PCR incluiu uma desnaturacéo inicial a 94°C durante 1,5 min
e 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C (desnaturacéo), 30 segundos a 55°C (anelamento) e de 1,5
min a 72°C (extensdo). Um passo final de extensdo a 72°C durante 3 min foi incluido. Os

produtos das reagdes foram estabilizados em 4°C e armazenadas a -20°C.

2.2.1 Acesso a estrutura das assembleias procarioticas dos estuarios por Eletroforese e Gel
de Gradiente Desnaturante (DGGE)

A técnica de DGGE consiste em uma corrida eletroforética que separa os fragmentos
do 16S rDNA amplificados por PCR quando os mesmos sdo submetidos a um gradiente

crescente de agentes desnaturantes (uréia e formamida). Um dos iniciadores utilizados nas PCR
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apresenta uma regido rica em G+C (grampo G-C) de maneira a impedir a total desnaturagéo da
dupla fita do DNA durante a DGGE. As varia¢fes na composicao de nucleotideos dos diferentes
fragmentos de DNA de uma amostra determinam seu comportamento de migragdo no gel,
fazendo com que fragmentos de mesmo tamanho, mas com diferentes concentracdes de C+G
(citosina e guanina) migrem para posi¢des diferentes, gerando assim um perfil genotipico dos
organismos estudados (NAKATSU, 2007). Na figura 9 apresenta-se um esquema indicando 0s
passos para andlise das assembleias microbianas (bacterioplancton e arqueoplancton) utilizando
a técnica de DGGE neste estudo.

Neste estudo, os géis de poliacrilamida 8% (peso/volume) foram preparados com
gradientes desnaturantes de 30 a 65% (onde 100% de solucdo desnaturante= 7M uréia e 40%
formamida deionizada (v/v)) (@VREAS et al., 1997). Foram colocados em cada poco do gel
12pL de uma solucdo preparada previamente com 2L do tampao de amostra (glicerol 30%, TE
pH 8,0, azul de bromofenol 0,25%) e 10 uL do produto de PCR. Além disso, foram aplicados
5uL de um marcador molecular (DNA de 1Kb (Invitrogen) nos pocos localizados nas
extremidades dos geéis para possibilitar a normalizacdo das bandas na etapa de analise dos dados.
A eletroforese foi entéo realizada a 60 °C e a 200V constantes por 4h, em um sistema DCode
(BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA), utilizado a solugdo tampdo TAE 1 X (40 mM
Tris, 20 mM acetato de sodio e 1 mM EDTA, pH 8). Apoés a eletroforese, o gel foi imerso em
solucdo de SYBR-Green | (Molecular Probes) na concentracdo de 1:10.000 (v/v) por 1h para o
processo de coloracdo. Por fim, a imagem do gel foi capturada em um transiluminador com

sistema de fotodocumentacao ultravioleta (UVP) - (Vilber Lourmat).



Figura 9 - Esquema da técnica de DGGE para as amostras de 4gua analisadas neste estudo.
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2.1.3 Analise de dados

Para analise dos géis de DGGE, a plataforma GelCompar Il do programa
BioNumerics (Applied Maths, Belgica) foi utilizada para normalizagdo e conversdo das imagens
em matrizes binérias de presenga/auséncia de bandas. As matrizes de presenca e auséncia de
bandas foram utilizadas para as andlises estatisticas. Cada banda correspondeu a uma Unica
populacdo e foi denominada como uma Unidade Taxonémica Operacional (UTQOs) ou ribotipo.

A similaridade das amostras quanto a composicao de OTUs foi submetida a analises
de agrupamentos, sendo uma para cada assembleia (BA, BL, AA, AL). As analises de
agrupamento basearam-se nas matrizes de similaridade de Jaccard e o método de agrupamento
foi 0 UPGMA (CLARKE; WARWICK, 2001; CLARKE; GORLEY, 2006; Mc CUNE; GRACE,
2002). A significancia dos grupos formados foi testada utilizando a analise de similaridade de
perfil (SIMPROF) com 499 permutacGes e nivel de significancia de p<0,05 (CLARKE;
GORLEY, 2006).

Para acessar a relacdo existente entre a variacdo espacial e temporal das assembleias
de Bacteria (BA e BL) e Archaea (AA e AL) e as variaveis ambientais utilizou-se a Analise de
Redundancia (RDA). A RDA foi escolhida porque os tamanhos dos gradientes estimados por
Anélise de correspondéncia retificada (DCA) prévia foi menor que 3,0, 0 que mostrou que a
distribuicdo das OTUs das quatro assembleias em relacdo aos variaveis ambientais foi linear
(ANDREOTE; AZEVEDO; ARAUJO, 2009). Para a RDA os dados abidticos foram
previamente transformados (log (x +1)) no intuito de diminuir a heterogeneidade das variancias
dos dados (Mc CUNE; GRACE, 2002).

Primeiramente fizeram-se RDAs prévias em que os efeitos marginais (A1) e
condicionais (Aa) das dezoito variaveis ambientais (Disco de Secchi, temperatura, pH, salinidade,
OD, SO, SST, SSV, SSF, Clorofila a, Nitrito, Nitrato, N-amoniacal, NT, PSR, PT, Si e as razoes
NT:PT)® sobre as assembleias de AB, FB, AA e FA foram testadas. O efeito marginal (A)

corresponde a parte da inercia (variancia) explicada por somente uma variavel quando os efeitos

® OD (Oxigénio Dissolvido), SO (Saturagdo do Oxigénio); SST (Sélidos Suspensos Totais); SSV (Sélidos
Suspensos Volateis); SSF (Solidos Suspensos Fixos); NT (Nitrogénio Total); PSR (Fésforo Sollvel Reativo); PT
(Fosforo total); Si (Silicio Soluvel Reativo)
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das outras variaveis explanatorias sdo ignorados. O efeito condicional corresponde a parte da
variancia explicada por uma variavel quando outras variaveis ja estdo incluidas no modelo (TER
BRAAK; SMILAUER, 2002). Nas RDAs prévias as variaveis foram incluidas nos modelos pelo
procedimento de “forward selection”. A significancia dos efeitos marginais e condicionais foi
acessada pelo teste de Monte Carlos (499 permutacdes) (TER BRAAK; SMILAUER, 2002). As
variaveis com efeito condicional significativo foram retidas nos respectivos modelos finais de
RDA. O nivel de significancia admitido em todas as andlises foi de p < 0,05.

Como para bactérias aderidas e livres, AB e FB, apenas uma Unica variavel
apresentou efeito condicional significativo (p < 0.05), a segunda variavel que apresentou maior
efeito condicional (mesmo que ndo significativo p>0.05) sobre a variabilidade destas
assembleias também foi incluida nos respectivos modelos finais de RDA. A RDA para arqueias
livres (AL) ndo foi apresentada, haja vista que nenhuma das variaveis medidas apresentou efeito
significativo sobre a composicao desta assembleia.

Calculou-se 0 R quadrado ajudado (R? ajustado) global dos modelos finais de RDA.
O R? ajustado é calculado pela formula: R? ajustado= 1 — [(n-1)/(n — m — 1)] x (1 — R?), onde n é
0 numero de objetos (amostras) e m é o numero de variaveis explanatorias (PERES-NETO et
al., 2006). Como em todas as RDA finais foram retidas duas variaveis explanatorias, o valor de
m foi sempre igual 2.

Com base nas matrizes de similaridade de Jaccard as amostras também foram
ordenadas pelo método de escalonamento multidimensional (MDS) (Mc CUNE; GRACE, 2002;
CLARKE; WARWICK, 2001; CLARKE; GORLEY 2006), indicando os grupos formados nas
analises de agrupamento. Nos graficos de MDS a contribui¢do das variaveis retidas nas RDA
finais para cada uma das assembleias foram plotadas como circulos de tamanhos diferentes de
acordo com os seus valores em cada uma das amostras. A robustez da MDS ¢é dada pelos valores
de estresse que quanto mais proximos de zero, melhor o ajuste entre a distancia original dos
objetos e a configuracao obtida.

Para as analises de agrupamento, SIMPROF e MDS utilizou-se o programa PRIMER
6.0 (CLARKE; GORLEY 2006). Para DCA e RDA o programa utilizado foi o Canoco 4.5
(Biometry, Wageningen, The Netherlands) (TER BRAAK; SMILAUER, 2002).
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2.2 RESULTADOS

2.2.1 Riqueza

A riqueza de Bacteria e Archaea, representada pela soma das UTOs de vida livre e
aderidas sdo mostradas na Figura 10. Independente da condi¢do ambiental a riqueza de Bacteria
foi maior que a de Archaea em todos os estuarios. Em todas as amostras, com excecdo do CE(S),
a riqueza de BL foi maior que a de BA. Também com excecdo do PAC(C) e PIR(S) a riqueza de
AA foi maior que a de AL.

Levando em consideracdo a riqueza total de Bacteria (n° de UTOs de BA + BL) é
possivel observar um padréo de variagdo sazonal distinto entre os estuarios. Enquanto para o CO
e CE a maior rigueza total de Bacteria foi encontrada no periodo seco, para o PAC e PIR foi no
periodo chuvoso. Destaca-se que para o CE, CO e PIR a diferenca entre o seco e chuvoso foi de
cerca de 10 OTUs e para o PAC foi de apenas 2 OTUs.

Para a riqueza total de Archaea (n° de UTOs de AA + AL) observou-se uma menor
variacao sazonal, sendo a diferenca entre o periodo seco e chuvoso de no maximo de 3 OTUs no
CE e CO e de 7 OTUs no PAC e PIR. Com excec¢do do PIR, as maiores riquezas de Archaea

foram observadas no periodo chuvoso.



34

Figura 10 - Riqueza de Bactérias aderidas (BA) e livres (BL) e Arqueas aderidas (AA) e livres (AL) nos
estuarios dos Rios Ceara (CE), Coco (CO), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR) nos periodos seco (S) e chuvoso

().
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2.2.2 Analise de similaridade

Nas figuras 11a e 11b sdo apresentadas as analises de agrupamento baseadas nas
matrizes de similaridade Jaccard para BA e BL, respectivamente. Considerando a variacao
temporal em cada estuario, o CE, CO, PAC e PIR compartilhnaram 31%, 33%, 36% e 34% de
suas UTOs de BA entre o periodo seco e chuvoso, respectivamente. Comparando-se todos 0s
estuarios na analise de agrupamento para BA houve a tendéncia de formacao de dois grupos com
nivel de 30% de similaridade, embora segundo o teste de SIMPROF a formacgdo dos mesmos nédo
tenha significativa (p>0,05). O grupo BA(I) incluiu o CE(C), PAC(S), PAC(C), PIR(S) e PIR(C)
e grupo BA(Il) o CO(S) e CO(C). Destaca-se um grupo menor BA(IA) formado pelo PAC(C) e
PIR(C) com 54% de similaridade. O CE(S) ndo esteve incluido na formacdo destes grupos
(Figura 11a).

Considerando a varia¢do temporal em cada estuario para a BL os estuarios CE, CO,
PAC e PIR compartilharam 31%, 48%, 31% e 24% das UTOs entre o periodo seco e chuvoso,
respectivamente. Na analise de agrupamento para BL houve a tendéncia de formacdo de dois
grupos com 40% de similaridade, embora segundo o teste de SIMPROF a formacédo dos mesmos,

tal como observado para BA, nédo tenha sido significativa (p>0.05). O grupo BL(l) inclui o
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CO(S), CO(C) e PIR(C) e o grupo BL(Il) o CE(C) e PIR(C) (Figura 11b). A composicdo de BL
no CE(S), PAC(S) e PIR(S) foram distintas entre si e também das demais amostras.

Figura 11 - Analise de agrupamento para as assembleias de Bactérias Aderidas (BA) (A) e Livres (BL)
(B), evidenciado os grupos formados. CE (Ceard), CO( Coc0), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR), Seco (S),
Chuvoso (C), marcador (M).
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Nas figuras 12a e 12b sdo apresentadas as analises de agrupamento baseadas nas
matrizes de similaridade Jaccard para AA e AL. Para AA foi encontrada uma menor variacdo
temporal que para BA e BL. Os estuarios CE, CO, PAC e PIR compartilharam, respectivamente,
80%, 77%, 52% e 50% das UTOs de AA entre o periodo seco e chuvoso. Segundo o teste de
SIMPROF houve a formagdo significativa (P<0.05) de dois grupos com pelo menos 50% de
similaridade. O grupo AA(I) foi formado pelas amostras PAC(C), PIR(C) e PIR(S) e o grupo
AA(II) pelas amostras CE(S), CE(C), CO(S) e CO(C) (Figura 12a).
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Para AL a menor variagdo temporal entre o periodo seco e chuvoso foi encontrada no
CO e CE, onde 67% e 100% das UTOs estiveram presentes em ambos os periodos. Para o PAC e
PIR cerca de 30% das UTOs de AL estiveram presentes em ambos o0s periodos. De acordo com o
teste de SIMPROF houve a formagéo significativa (p<0.05) de trés grupos com pelo menos 50%
de similaridade. O grupo AL(l) foi formado pelas amostras CO(S), CO(C) e PAC(S); o grupo
AL(Il) pelas amostras PIR(S) e PAC(C); e o grupo 111 pelo CE(S) e CE(C) (Figura 12b).

Figura 12 - Analise de agrupamento para as assembleias de Arqueas Aderidas (BA) (A) e Livres (BL)
(B), evidenciado os grupos formados. CE (Ceard), CO( Coc0), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR), Seco (S),
Chuvoso (C), marcador (M).
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2.2.3 Analise de redundancia (RDA) e escalonamento multidimensional (MDS)
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Com objetivo de determinar quais fatores ambientais poderiam explicar a
variabilidade na composicdo das assembleias utilizou-se a Anélise de Redundancia (RDA). Na
RDA prévia para BA as concentragdes de PT (A;= 0,210, p = 0,012), PSR (A= 0,199, p = 0,032)
e NT (A= 0,194, p = 0,038) apresentaram efeitos marginais significativos sobre a composicao
desta assembleia. Quando os efeitos condicionais foram calculados apenas o TP (Aa = 0,210, P =
0,012) permaneceu como significante. O PSR e o NT perderam significancia devido as suas
fortes correlagdes com o PT. Depois do PT a segunda variavel com maior efeito condicional
(mesmo que ndo significante) retida na RDA final para BA foram as concentragdes de SSF (Aa=
0,19; P = 0,05). A variacdo na composicao de BA entre os estuarios representadas pelos eixos 1 e
2 foram, respectivamente, 21,0% e 18,8% (Figura 13). Com o eixo 1 a variavel ambiental mais
fortemente correlacionada foi o PT (R = 0,9641) e com o eixo 2 foi o SSF (R = - 0,9048).
Considerando-se o R? ajustado global da RDA final, a variagdo total na composicdo de BA
explicada foi de 15,7% (R? ajustado = 0,157).
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Figura 13 - Anélise de Redundéancia para a assembleia de Bactérias Aderidas (BA). CE (Ceard), CO(
Cocd), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR), Seco (S), Chuvoso (C). *Varidvel com efeito condicional

significante (p<0.05).
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Na MDS para a composicdo de BA os grupos obtidos na Analise de agrupamento

foram marcados e pbéde-se observar que as OTUs do grupo BA(I) foram relacionadas com as

menores concentracdes de PT (< 20 pM) e SSF variando entre 20 e 70 mg.L™ (Figuras 14a e
14b). O grupo BA(II) que foi formado pelas UTOs de BA do CO(S) e CO(C) foi relacionado as
concentracdes de PT intermediarias entre aquelas do grupo BA(IIl) e a do CE(S). As UTOs do

grupo BA(II) também sdo associadas aos menores valores de SSF dentro do conjunto amostral.

Claramente a composicdo de CE(S) distinguiu-se das demais pelas maiores concentracdes de PT.

Figura 14 - MDS indicando os grupos formados na analise de agrupamento para as bactérias
aderidas. Os circulos de tamanhos diferentes representam a contribuicdo de PT (A) e SSF (B) em
cada uma das amostras. CE (Ceard), CO( Cocd), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR), Seco (S), Chuvoso

(C), PT (Fésforo Total), SST (Solidos suspensos totais).
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Para BL apenas as razdes NT:PT apresentou efeitos marginal (\;= 0,19, P = 0,021) e
condicional significativos (Aa= 0,19, P = 0,021). Obedecendo ao mesmo critério utilizado para
BA, no modelo final de RDA para BL incluiu-se as razdes NT:PT e as concentracdes de SSV
(Aa= 0,17, P = 0,14) que foi a segunda variavel com maior efeito condicional, mesmo que nao
significativo (Figure 15). Os dois primeiros eixos representaram 355% da variagdo na
composicdo BL, embora segundo o célculo do R?ajustado a variacdo total de BL explicada pelo

modelo tenha sido de apenas 9,7% (R? ajustado = 0,097). Com o eixo 1 (19,1%) esteve mais
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fortemente correlacionada as razées NT:PT (R = - 0,9033) e com o eixo 2 (16,4%) as
concentragdes de SSV (R =- 0,7360).

Figura 15 - Analise de Redundéancia para a assembleia de Bactérias Livres (BL). CE (Ceara), CO( Cocd),
Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR), Seco (S), Chuvoso (C). *Variavel com efeito condicional significante
(p<0.05).
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Na MDS para BL observa-se que a composicdo de UTOs das amostras presentes no
grupo BL(I) foi associada as maiores razdes NT:PT dentro do conjunto amostral (Figura 16a). A
composicdo do grupo BL(II) esteve associada com razdes NT:PT intermediarias entre o grupo
BL(I) e as encontradas no CE(S), PAC(S) e PIR(S). Levando em consideracdo as concentracfes

de SSV nenhum padrdo foi observado em relacdo aos grupos (Figura 16b).

Figura 16 - MDS indicando os grupos formados na analise de agrupamento para Bactérias Livres.
Os circulos de tamanhos diferentes representam a contribuicéo das razdes NT:PT (A) e SSV (B) em
cada uma das amostras. CE (Ceard), CO( Coc0), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR), Seco (S), Chuvoso

©).
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Para AA as variaveis que apresentaram efeitos marginais significativos foram o pH (A4
= 0,372, p = 0,002) e as concentracdes de N-Amoniacal (A, =0,306, p = 0,018), PSR (A, = 0,292,
p = 0,032), PT (A, = 0,282, p = 0,030) e NT (A, = 0,280, p = 0,032). Considerando os efeitos
condicionais o pH (Aa = 0,370, P = 0,002) e NT (Aa = 0,180, P = 0,028) foram as variaveis que

permaneceram como significativas. Estas duas variaveis foram retidas na RDA final para AA
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(Figura 17). A variagdo na composicdo de AA representada pelos eixos 1 e 2 na RDA final foi de
37,4% e 17,1%, respectivamente. Com 0 eixo 1 esteve mais fortemente correlacionado o pH
(R=0,9574) e com 0 eixo 2 0 NT (R=0,6494). O NT também teve uma forte correlagdo negativa

com o eixo 1 (R= - 0,7036). Segundo o R? ajustado global da RDA final, 36,4% da variacéo na
composicao de AA foi explicada (R? ajustado = 0,363).

Figura 17 - Analise de Redundancia para a assembleia de Arqueas Aderidas (AA). CE (Ceara), CO(

Cocd), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR), Seco (S), Chuvoso (C). *Varidvel com efeito condicional
significante (p<0.05).

=
O - "
- CO(S)
PIR(C)
O
S
:“ pH*
2
h]
CE(C)
O 1
o PAC(C)|
| PAC(S)
S ©
-1,0 Eixo 1 (37.4%) 1,5

Na MDS para AA observa-se que a composicao de UTOs das amostras presentes no
grupo AA(II) foram associadas aos maiores valores de NT e menores valores de pH (Figura 18a

e 18b). A composicdo de AA no PIR(R) distancia-se das demais amostras pelos maiores valores
de pH (8,4).
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Figura 18 - MDS indicando os grupos formados na analise de agrupamento para Arqueas
Aderidas (AA). Os circulos de tamanhos diferentes representam a contribuicdo do NT (A) e pH
(B) em cada uma das amostras. CE (Ceard), CO( Coc0), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR), Seco (S),

Chuvoso (C).
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2.3 DISCUSSAO

A menor riqueza de arqueas quando comparada a de bactérias neste estudo coincide
com o encontrado para outros estuarios na camada superficial da coluna d’agua (e.g. CRUMP;
ARMBRUST; BAROSS, 2000; CRUMP; BARRQOS, 2000), e indicam que as bactérias devem
ter sido mais abundantes que as arqueias em todas as amostras. De fato, estudos demonstram que
embora as arqueas estejam presentes na camada superficial da coluna d’agua de ambientes
estuarinos e costeiros, as bactérias sdo mais abundantes e, portanto, dominantes (BOUVIER;
DEL GIORGIO 2002; GARNEAU et al., 2009; OLAPADE et al., 2012).

Por sua vez, as arqueas sdo frequentemente associadas as particulas em suspenséo
(CRUMP et al., 2000; GARNEAU et al., 2006; WELLS et al., 2006), o que justifica a maior
rigueza de AA quando comparada a de AL na maioria das amostras. Nas particulas em
suspensdo ha uma maior abundancia de recursos, incluindo compostos biodegradaveis e
recalcitrantes, assim como a presenca de zonas anaerobicas (SIMON et al., 2002).

A menor diversidade de BA em relacdo a BL é mostrada em outros estudos (JING;
LIU, 2012; ACINAS et al.,, 1997), embora em sistemas eutroficos e, principalmente, em
estuarios que sdo ambientes ricos em particulas em suspensdo, a contribuicdo de BA para a
producdo bacteriana total possa ser maior que 90% (CRUMP; BAROSS; SIMENSTAD, 1998;
GARNEAU et al., 2009; ORTEGA-RETUERTA et al., 2013).

De maneira geral, considerando-se tanto a variacdo na riqueza total, como a
porcentagem de UTOs que foram comuns ao periodo seco e chuvoso em cada estuario, pode-se
observar que as bactérias apresentaram uma maior variacdo sazonal que as arqueias. Neste
sentido, destaca-se a baixa variacdo sazonal encontrada para AA e FA no CO e CE, onde mais de
60% das OTUs encontradas no periodo seco permaneceram no periodo chuvoso. Esses
resultados indicam que estas podem ser arqueias nativas e bem adaptadas as mudancas sazonais
nas concentracbes de nutrientes, clorofila a, oxigénio dissolvido, SST e salinidade nestes
estuarios (CE e CO) (ver Parte 1). Embora diversos estudos mostrem que as arqueas podem
variar sazonalmente (MURRAY et al., 1998; AUGUET et al., 2011), em alguns ambientes este
grupo de procariotos € dominado por poucas UTOs que possuem uma alta estabilidade temporal

(BANO et al., 2004), sugerindo assim uma maior resisténcia as mudanc¢as ambientais.
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Interessantemente, Colares e Melo (2013) analisando durante dois anos a variagao
sazonal na composicéo de procariotos no solo de rizosfera de Rhizophora mangle do manguezal
do Rio Pacoti observaram que enquanto para as bactérias o padréo de variagdo foi sazonal, para
as arqueias o padrdo de variacao foi anual.

Quanto a variacdo na composicao das assembleias entre 0s estuarios observou-se que
BA e AA foram as mais sensiveis as diferencas nas concentragdes de nutrientes. Segundo a RDA
para BA, dentre o conjunto de variaveis ambientais medidas, a variacdo na composicdo desta
assembleia entre os estuarios foi principalmente explicada (R? ajustado = 0,146) pelas diferencas
nas concentragdes de PT e SSF. A baixa porcentagem de explicacdo dada por estas duas
variaveis foi também indicada pela disposicdo espacial das amostras na MDS para BA, onde a
distribuicdo espacial das amostras dentro do Grupo BA(II) diferiu da encontrada na RDA para
BA. Isto demonstra que outros fatores além dos analisados e representados na RDA devem estar
influenciando a variabilidade da composicdo de BA entre as amostras.

Em contrapartida, observando a RDA e a MDS para BA é possivel dizer que as mais
altas concentragdes de PT encontradas no CE(S), CO(S) e CO(C) explicaram em parte, porque a
composicao de BA nestas trés amostras diferiu das demais. Dentro deste contexto, outros estudos
tém mostrado que tanto as concentracdes de fosforo como as nitrogénio afetam a composicédo de
bactérias (ZHANG et al. 2009; LAQUE et al. 2010), destacando a interferéncia da poluicdo
antropogeénica na selecdo de populacGes bacterianas.

Por sua vez, a composicdo de BA no CO(S) e CO(C) diferiu do CE(S) e das demais
amostras por terem estado relacionadas as mais baixas concentracfes de SSF dentro do conjunto
amostral. No CO(S) e CO(C) as concentracdes de SSF também foram as menores dentro do
conjunto amostral. Dentro deste contexto, Jing e Liu (2012) relacionaram a variacdo nha
composicdo BA em um estuario subtropical (estuario do Rio Pearl, Hong Kong, China) a
mudancas ndo s6 na quantidade, mas também na qualidade das particulas em suspensao.

Na RDA para FB mostrou-se o efeito significativo de NT:PT sobre a composicao
desta assembleia. Isto é consistente com outros estudos que tem mostrado que tal como
observado para o fitoplancton, o bacterioplancton também ¢é afetado pela limitacdo de fésforo ou
nitrogénio no ambiente (REVILLA et al., 2000; CARLSSON et al., 2012; GREGORACCI et al.,
2012), isto é, pelas razbes NT:PT.
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A baixa porcentagem de explicacdo na variacdo de BL dada pelas razdes NT:PT é
indicada pela grande diferenca entre a disposicdo espacial das amostras nas respectivas MDS e
RDA para BL. Nestas analises € possivel observar, no entanto, que CE(S), PAC(S) e PIR(S)
diferiram das demais amostras pelas menores razdes TN:TP, tendo as mesmas diferido entre si
quanto as concentracOes de clorofila a. Salienta-se que considerando um padrdo de 10N:1P para
0 bacterioplancton (FAGERBAKKE; HELDAL; NORLAND, 1996) sugere-se que, em especial,
no CE(S), PAC(S) e PIR(S) a composicdo de BL deve ter sido composta por UTOs adaptadas a
baixas razbes estequiométricas. Por sua vez, como indicado na MDS a composicdo de BL deve
ter diferido das demais amostras devido as mais altas concentragcdes de SSV (matéria organica
particulada) nesta amostra.

Como observado na RDA e MDS para AA, a variagdo na composicdo desta
assembleia entre os estuarios foi relacionada significativamente as concentrages de NT e pH.
Isto esta de acordo com o reconhecido papel das arqueias (Arqueias Oxidante de Amoénia -
AOA) no ciclo do nitrogénio (FRANCIS et al., 2005; WUCHTER et al., 2006) e da influéncia do
pH na composicdo de AOA (LI et al., 2013). Claramente, a composicdo no CO e CE se
distinguiu do PAC e PIR pelas maiores concentracGes de NT e menores valores de pH.

Levando em consideracdo os efeitos marginais significativos, isto é, a influéncia de
uma variavel sobre a composicdo das assembleias quando os efeitos de outras variaveis séo
ignorados, tanto as concentracdes de foésforo como de nitrogénio afetaram as composicdes de BA
e AA. Isto sugere que BA e AA podem ser reguladas por fatores similares na camada superficial
de ambientes estuarinos. Dentro deste contexto, estudos demonstram que o padrdo de
distribuicdo global de bactérias e arqueias é similar, 0 que sugere que ambas as assembleias
podem ser controladas pelos mesmos fatores (LOZUPONE; KNIGHT, 2007; AUGUET;
BARBERAN; CASAMAYOR, 2010).

Devido a escassez de trabalhos que estudem a dinamica das assembleias de arqueias
na camada superficial de estuarios, os resultados do presente estudo sdo interessantes porque
indicam que mesmo nesta camada, onde as arqueas podem representar menos de 3% da
abundancia total de procariotos (BOUVIER e DEL GIORGIO, 2002), elas podem ser agentes

dinamicos dos ciclos biogeoquimicos.
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Embora nem o teor de particulas em suspensdo nem de oxigénio tenham sido
apontados na RDA como determinantes da composicdo de AA e FA, é importante considerar que
o fato de todos os estuarios terem apresentando altas concentracdes de particulas em suspenséo e
niveis de subsaturacdo de oxigénio, pode ter contribuido para a alta riqueza de arqueias na
camada superficial. Por outro lado, devido a pequena profundidade dos estuarios estudados, a
presenca de arqueias do sedimento na coluna d’agua também deve ser considerada.

O fato de nenhuma variavel medida ter sido identificada como importante para
explicar a composicdo de FA, sugere que esta assembleia pode estar participando menos
ativamente dos processos biogeoquimicos nos estuérios estudados.

Por fim, é preciso destacar que apesar das grandes diferencas de salinidade entre os
estuarios, este ndao foi um fator que explicou a variagdo na composicdo das assembleias de
procariotos entre 0s mesmos. Isso foi corroborado tanto pela RDA como pelas MDS, onde nao
foi possivel se observar um gradiente em funcdo dos niveis de salinidade para a composicao de
qualquer das assembleias.

Em concordancia com estes resultados, Sousa et al. (2006) compararam por DGGE a
composicao do bacterioplancton em quatro estuarios da costa do Ceara (Pacoti, Pirangi, Choro e
Jaguaribe) e observaram que as UTOs dominantes foram comuns a todos 0s estuarios, mostrando
que as mesmas nao sofreram influéncia dos diferentes valores de pH, salinidade ou do nimero de
anos da atividade carcinicultura nos estuarios.

Colares e Melo (2013) também avaliaram a influéncia de fatores ambientais (pH,
salinidade, material organica e porcentagem silte-argila) sobre a distribuicao espacial e temporal
das assembleias microbianas no manguezal do Rio Pacoti e mostraram que, apesar das grandes
diferencas de salinidade entre o periodo seco e chuvoso, este ndo foi um fator que explicou a
distribuicdo de bactérias e arqueias nos sedimentos deste manguezal.

Por outro lado, Rodrigues et al. (2013) avaliaram por DGGE a composicao
bacteriana no estuario do Rio Cachoeira (Bahia, nordeste do Brasil) e indicaram que a salinidade
e 0s nutrientes inorganicos foram reguladores da distribuicdo de bactérias ao longo do gradientes
de salinidade neste estuario. Apesar destas conclusdes, neste mesmo trabalho é importante
enfatizar que metade das UTOs encontradas foram comuns as regides de salinidade variando de
3,16 a 25.
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2.3  CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do grande gradiente de salinidade observado nos estuérios estudados a
variabilidade na composigdo de Bacteria e Archaea foi mais relacionada as concentragdes de
nitrogénio e fosforo. As assembleias aderidas as particulas foram mais associadas aos nutrientes
do que as de vida livre, sugerindo uma maior participacdo das mesmas nos ciclos
biogeoquimicos nestes estuarios.

Embora as concentracfes de nutrientes (N e P), além das razdes NT:PT e pH tenham
influenciado significativamente a composi¢édo das assembleias procaridticas, os baixos valores de
explicacdo dos dados por RDA mostraram que é dificil determinar os fatores chaves que
modulam a composicdo de bactérias e arqueas em estuérios de baixo de influxo. Outros fatores
alem dos medidos neste estudo (e.g. carbono orgéanico dissolvido, lise viral, predacdo) podem ter
sido determinantes para explicar grande parte da variacéo residual ndo explicada pelos modelos
de RDA. Além disso, as baixas correlacGes lineares entre os teores de nutrientes e a composicédo
das assembleias foi um indicativo de que ndo é apenas um unico fator, mas sim uma combinacao

de fatores o que explica a dinamica de procariotos em estuarios de baixo influxo.
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Parte 3:

Estudo da assembleia de Fitoplancton em estuarios de baixo influxo
sob estresses antropogénicos

3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Amostragem e preservacao das amostras

As amostras destinadas as analises quali-quantitativas de fitoplancton foram
coletadas em duplicata nos estudrios dos Rios Ceara (CE), Coc6 (CO), Pacoti (PAC) e Pirangi
(PIR) nos periodos seco (nov/2010) e chuvoso (Maio/2011), concomitante as coletas das
amostras para as andlises fisico-quimicas da adgua (Parte 1). As amostragens ocorreram com o
auxilio de garrafa de Van Dorn na profundidade de 0,5 m. A localizagdo das estagdes de coleta
foi previamente descrita na Parte 1. As amostras para as andlises de fitoplancton foram coletadas
em duplicata e fixadas imediatamente apos a coleta. Uma das réplicas foi fixada em solucao de
Lugol 2% (Dinamica) na proporc¢do de 100 mL de agua para 1 mL de Lugol. A outra foi fixada
com Formaldeido 40% (Dinamica) neutralizado com Borax (Dindmica) na propor¢ao de 100 mL
de 4agua para 1 mL do fixador. Foram escolhidos dois tipos de fixador porque ambos possuem
vantagens e¢ desvantagens. O Lugol ¢ o tipo de fixador mais comumente utilizado, no entanto
como causa a coloracao das amostras a identificacdo de alguns organismos pode ser dificultada.
Portanto, utilizou-se também o formol o qual possui a vantagem de manter a coloragdo natural
dos organismos, nao sendo todavia aconselhdvel para a contagem de células sem parede ja que a
forma das mesmas podem ser distorcidas e os flagelos perdidos (EDLER; ELBRACHTER,
2010).

Para auxiliar na analise qualitativa das espécies de cada estuario também foram feitos
arrastos horizontais com rede de plancton com malha de 20 pm. Essas amostras foram
armazenadas em frascos plastico de 200 mL e foram imediatamente fixadas Formaldeido 40%
(Dinamica) neutralizado com Bérax (Dindmica) na proporc¢do de 100 mL de agua para 10 mL do

fixador.
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3.1.2 Anélises quali-quantitativas

A quantificagdo e identificagdo dos organismos foi feita segundo o método de
Utermohl em microscopio invertido com aumento de 400x (Olympus CK2) (EDLER;
ELBRACHTER, 2010), tanto nas amostras fixadas com Lugol quanto naquelas fixadas com
Formaldeido. A cdmara de contagem foi preenchida com volume de 2 a 10 mL de agua, na
dependéncia da concentracdo celular. A contagem foi padronizada para se obter 100 individuos
(células, colonias, filamentos e tricomas) da espécie dominante, tendo sido o erro padrao
estimado em 20% e o limite de confianca de 95% (EDLER; ELBRACHTER, 2010).

A identifica¢do das espécies foi completada pela observagdo em microscopio oOptico
binocular com aumento de 400 a 1000x (Zeiss modelo Standard 25) das amostras de rede de
plancton.

A identificacdo no menor nivel taxondmico possivel foi baseada em bibliografia
especifica (livros, teses, dissertacdes e artigos) para cada grupo fitoplanctonico, destacando
dentre estes: Al-Yamani e Saburova (2010; 2011); Al-Kandari, Al-Yamani e Al-Rifaie (2009);
Bicudo e Menezes (2005); Comas (1996), Cupp (1943); Domingos e Menezes (1998);
Domingues e Torgan (2011); Godinho et al. (2010); Islabdo e Odebrecht (2011); Komarek e
Anagnostidis (2000); Komarek e Komarkova (2004); Komarek e Anagnostidis (2005); Komarek
e Cronberg (2001); Komarek e Fott (1983); Menezes e Novarino (2003); Round, Crawford e
Mann (1990); Santos (2008), Silva (2009); Rosini (2010); Tell e Conforti (1986); e Tomas
(1996). Os sistemas de classificacdo adotados foram os apresentados em: Komarek e
Anagnostidis (1989; 2000; 2005) para Cyanophyta; Steidinger e Tangen (1996) para Dinophyta;
Round, Crawford e Mann (op. cit.) para Bacillariophyta; e Van den Hoek, Mann e Jahns
(1995) e Bicudo e Menezes (2005) para Chlorophyta, Euglenophyta e Cryptophyta.
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3.1.2 Andlise de Dados

° Abundancia relativa

A abundéncia relativa (AR) de taxons (Divisdes ou espécies) em cada uma das
amostras foi calculada de acordo com a formula:
AR (%) = Dx100/ DT, onde:
D = densidade de cada taxon na amostra;
DT = densidade total de organismos na amostra.
Os resultados expressos em porcentagem foram definidos nas seguintes categorias:
AR > 70% - Taxon dominante;
40% < AR <70% — Taxon abundante;
10 < AR <40 — Taxon pouco abundante;
AR < 10% - Taxon raro.

o Riqueza total

Correspondeu ao numero total de taxons especificos em cada amostra.

. indices de diversidade

O indice de diversidade de Shannon (H’) (1948) foi calculado de acordo com a
formula:
H’=-3 pi x log; pi
sendo,
pi=N/D
onde, N = densidade de organismos de cada espécie; D = densidade total de organismos. Para o
calculo deste indice utilizou-se o programa PRIMER 6.0 (CLARKE; GORLEY, 2006)
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e Andlise de similaridade

Para observar a similaridade entre as amostras quanto a densidade e composicao da
assembleia de fitoplancton foi utilizada a andlise de agrupamento a partir da matriz de
similaridade de Bray-Curtis (Mc CUNE; GRACE, 2002) dos dados de densidade das espécies
descritoras transformadas por raiz quarta. A transformacg&o por raiz quarta € comumente utilizada
para dados de contagem porque reduz o peso (influéncia) das espécies altamente abundantes na
amostra (CLARKE, WARWICK; 2001). O método de agrupamento foi o das médias nao
ponderadas de grupos pareados (UPGMA). As espécies descritoras foram definidas como
aquelas que alcancaram abundancia relativa maior ou igual a 1% em pelo menos uma das
amostras. Para verificar se a formacdo dos grupos observados na analise de agrupamento foi
significativa utilizou-se a analise de similaridade de perfil (SIMPROF) com 499 permutaces e
nivel de significancia de p<0,05 (CLARKE, WARWICK; 2001; CLARKE; GORLEY, 2006).
Por sua vez, para identificar quais espécies explicaram a similaridade entre as amostras dentro de
cada um dos grupos fez-se o teste de Percentagem de Similaridade (SIMPER) (CLARKE,
WARWICK; 2001; CLARKE; GORLEY, 2006). O programa PRIMER 6.0 (CLARKE;
GORLEY, 2006) foi utilizado para todas estas analises.

o Correlacdes de Spearman

Para verificar a existéncia de correlacBes significativas entre a densidade total, a
riqueza, a diversidade e biomassa fitoplanctonica (clorofila a) e as variaveis abioticas medidas
nos estuarios (Parte 1)° fez-se o teste de correlagdo de Spearman. Para este procedimento as oito
amostras foram consideradas, tendo sido, portanto, o valor de n=8. Os valores médios dos dados
abioticos e da clorofila a foram previamente transformadas (log (x +1)). Este tipo de

transformacdo € comumente utilizada para dados ambientais no intuito de diminuir a

° Secchi, pH, Sal (salinidade), T (temperatura), OD (Oxigénio dissolvido), SO (Saturagdo do oxigénio), Solidos suspensos totais
(SST), Sélidos suspensos fixos (SSF), Solidos Suspensos volateis (SSV), N-NO, (Nitrito), N-NO;™ (Nitrato), N-NH; + N-NH,*
(N-Amoniacal), NT (Nitrogénio total), PSR (Fésforo Solvel Reativo), PT (Fésforo total), Si (Silicio soltvel reativo), NT:PT
(Razbdes molares Nitrogénio total:Fosfoto total).
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heterogeneidade das variancias dos dados (McCUNE; GRACE, 2002). O nivel de significancia
admitido foi de p<0.05. Apenas os valores significativos sdo destacados nas se¢bes de
Resultados e Discussdo. Para estas andlises utilizou-se o programa STATISTICA® for
Windows, v 7.0, Stat Soft.

o Anélise de Correspondéncia Canbdnica (ACC)

Para entender a relacdo entre a estrutura espacial e temporal da assembleia
fitoplanctbnica e as varidveis ambientais analisadas utilizou-se a Analise de Correspondéncia
Canonica (ACC). A ACC foi escolhida porque o tamanho do gradiente estimado por uma
Anélise de Correspondéncia Retificada (DCA) feita previamente foi maior que 3,0, o que
mostrou que as espécies seguiram uma distribuicdo normal (ANDREOTE et al., 2009). Para
estas analises (DCA e ACC) foi preparado uma matriz com os valores de densidade das espécies
descritoras (abundancia relativa > 1%). Assim como para as analises anteriormente descritas os
valores de densidade das espécies foram transformados por raiz quarta e os dados abi6ticos pelo
calculo do log (x +1).

Primeiramente fez-se uma ACC prévia em que o efeito marginal (A1) de todas as
variaveis foi acessado. Este efeito corresponde a parte da inercia (variancia) explicada por
somente uma variavel quando os efeitos das outras variaveis explanatorias sdo ignorados (TER
BRAAK; SMILAUER, 2002). A significancia destes efeitos foi acessada pelo teste de Monte
Carlos (499 permutacdes). Nesta ACC prévia mostrou-se que do conjunto de dezessete variaveis
abiéticas analisadas (Parte 1)'° trés apresentaram efeito marginal significante. Somente estas trés
variaveis abioticas (Salinidade, Nitrogénio total e Silicio soluvel reativo) foram utilizadas em
uma segunda ACC. Nesta ACC final a significancia dos eixos foi obtida pelo teste de Monte
Carlos (499 permutac@es). O nivel de significancia admitido em todas as analises foi de p < 0,05.
Para a DCA e ACC o programa utilizado foi o Canoco 4.5 (Biometry, Wageningen, The
Netherlands).

1% Secchi, pH, Sal (salinidade), T (temperatura), OD (Oxigénio dissolvido), SO (Saturacdo do oxigénio), Solidos suspensos totais
(SST), Sélidos suspensos fixos (SSF), Solidos Suspensos volateis (SSV), N-NO, (Nitrito), N-NO;™ (Nitrato), N-NH; + N-NH,*
(N-Amoniacal), NT (Nitrogénio total), PSR (Fésforo SolGvel Reativo), PT (Fosforo total), Si (Silicio soltvel reativo), NT:PT
(Razodes molares Nitrogénio total:Fosfoto total).
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3.2 RESULTADOS

3.2.2 Estrutura da assembleia fitoplanctonica

A assembleia de fitoplancton nos estuarios CE, CO, PAC e PIR, nos periodos seco
(S) e chuvoso (C), foi composta por 155 taxons distribuidos entre as Divisdes Cyanophyta (30),
Chlorophyta (33), Bacillariophyta (45), Cryptophyta (10), Euglenophyta (19) e Dinophyta (14),
além de quatro taxons nao identificados (ONI).

Na tabela 7 ¢ apresentado um apanhado geral acerca do numero de taxons
pertencentes as diferentes Divisdes fitoplanctonicas, totais e exclusivos, dos locais
(estudrio/periodo) de amostragem. Destaca-se que considerando os quatro estuarios as maiores

porcentagens de taxons exclusivos de cada local (> 60%) foram registradas no periodo seco.
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Tabela 7 - Nimero de taxons total e exclusivos pertencentes as diferentes Divisdes fitoplanctonicas dos
quatro estudrios de estudo (CE, CO, PAC e PIR) nos periodos seco (S) e chuvoso (C). ONI: Organismos
ndo identificados.

Divisdes ESTUARIOS(PERIODO)

CE(S) CE(C) CO(S) CO(C) PAC(S) PAC(C) PIR(S) PIR(C
CYANOPHYTA 5 10 10 7 0 4 0 14
CHLOROPHYTA 2 1 14 12 0 5 0 14
BACILLARIOPHYTA 6 12 5 7 14 5 12 5
CRYPTOPHYTA 2 3 1 2 1 0 1 2
EUGLENOPHYTA 0 6 1 7 2 3 1 5
DINOPHYTA 4 0 1 0 2 1 5 1
ONI 0 1 1 1 0 0 1 0
N° Total de taxons 19 33 33 36 19 18 20 41
Taxons exclusivos
CYANOPHYTA 2 4 7 2 0 0 0 7
CHLOROPHYTA 0 0 8 7 0 3 0 6
BACILLARIOPHYTA 4 7 2 2 10 3 11 1
CRYPTOPHYTA 2 2 0 0 1 0 1 2
EUGLENOPHYTA 0 3 1 3 2 2 1 4
DINOPHYTA 4 0 1 0 2 1 5 1
ONI 0 1 1 1 0 0 1 0
N° Total de taxons exclusivos 12 17 20 15 15 9 19 21

% Total de taxons exclusivos 63% 52% 61% 42% 79% 50% 95% 51Y




16

o Densidade Fitoplanctonica total e Biomassa Fitoplanctonica total

A densidade total do fitoplancton variou de 1,1 x 10° org L™ [CO(C) e PAC(S)] a
533,6 x 10° org L™ [CO(S)], enquanto a biomassa fitoplanctdnica estimada através da clorofila a
variou de 3,4 pg L' [CO(C)] a 156,4 pg L™ [CE(S)] (Figura 19). No CE e CO as maiores
densidades foram encontradas no periodo seco, enquanto nos estuarios PAC e PIR as maiores
densidades foram registradas no periodo chuvoso. Nos estuarios CE e CO as diferencas de
densidade entre os periodos seco e chuvoso foram de duas ordens de grandeza, e nos estuarios
PAC e PIR foram de uma ordem de grandeza. Dentre as variaveis ambientais analisadas (Parte 1)
a densidade total fitoplanctonica foi positiva e significativamente correlacionada com as
concentracdes de clorofila a (medida estimadora da biomassa fitoplanctonica) (P=0,9848;
p<0,05) e com as concentracdes de N-NO," (P=0,8264; p<0,05) e SSV (P=0,9286; p<0,05). A
correlacdo entre a densidade fitoplancténica e SSV indicam que grande parte do material

organico em suspensao presente nos estuarios correspondeu ao proprio fitoplancton.

Figura 19 - Densidade total e biomassa (estimada por concentracdo de clorofila a) fitoplanctdnica nos
quatro estuarios de estudo (CE, CO, PAC e PIR) nos periodos seco (S) e chuvoso (C).
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o Composicao Fitoplanctonica e Abundancia Relativa (%)

Nos quatro estuarios no periodo seco observou-se a dominancia (abundancia relativa
> 70%) de Cryptophyta e Cyanophyta respectivamente nos estudrios CE e CO, e de
Bacillariophyta, nos estuarios PAC e PIR (Figura 20). No periodo chuvoso, observou-se a
dominancia (abundancia relativa > 70%) da Divisdo Chlorophyta apenas no estuario PIR. Nos
estuarios CE e PAC os grupos abundantes (abundancia relativa > 40% e < 70) no periodo
chuvoso foram Bacillariophyta e Cyanophyta, respectivamente. No estudrio CO, no periodo
chuvoso, registrou-se o maior equilibrio quanto a abundancia relativa das diferentes Divisoes,
tendo sido Cyanophyta e Chlorophyta os grupos de maior abundancia relativa (~35% cada

Divisao) nesta amostragem (Figura 20).

Figura 20 - Abundancia relativa (%) das Divisdes fitoplanctdnicas nos quatro estuarios de estudo
(CE, CO, PAC e PIR) nos periodos seco (S) e chuvoso (C).
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Quanto a composicdo especifica, considerando-se a abundancia relativa mais alta
registrada em uma das amostras, observou-se que dos 155 tdxons dois foram dominantes, um
abundante, 15 pouco abundantes e 137 raros. No Apéndice 1 sdo apresentadas as abundancias
relativas dos 155 taxons fitoplanctdnicos nos respectivos locais (estudrio/periodo) de coleta. Os
valores de densidade e abundancia relativa dos taxons dominantes, abundantes ¢ pouco
abundantes podem ser observados na Tabela 8.

Dos 155 taxons, 65 foram definidos como tdxons descritores, isto ¢, alcangaram
abundancia relativa maior ou igual a 1% em pelo menos uma das oito amostras. Na Tabela 9
apresenta-se uma classificagdo ecologica dos taxons descritores (identificados ao nivel de
espécie) quanto a salinidade em que os mesmos podem ser comumente encontrados. Nesta
classificacdo ecologica também se indicou quando as espécies descritoras sdo associadas a

condicdes eutrdficas.
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Tabela 8 - Composicgao especifica dos td&xons dominantes, abundantes e pouco abundantes considerando-
se a abundancia relativa mais alta registrada em um dos quatro estuérios de estudo (CE, CO, PAC e PIR)
nos periodos seco (S) e chuvoso (C). D: Densidade (x 10° org L™); AR: Abundancia relativa (%); CRYP:

Cryptophyta; BAC: Bacilariophyta; CHL: Chlorophyta; CYA: Cyanophyta; EUG: Euglenophyta

Taxons ESTUARIOS(PERIODO)
CE(S) CE(C) CO(S) CO(C) PAC(S)
D AR D AR D AR D AR D AR
DOMINANTES (AR > 70%)
Cryptomonas/Rhodhomonas 1 (CRYP) 22016,1 91,0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillariophyceae 4 (BAC) 0 0 0 0 0 0 0 0 67,3 63,0
ABUNDANTES (AR >40% e <70%)
Synechocystis cf. aquatilis (CYA) 0 0 0 0 25580,3 480 0,0 0,0 0 0
POUCO ABUNDANTES (AR>10% e
< 40%)

Monoraphidium contortum (CHL) 0 0 0 0 0 0 0 0
Monoraphidium kormakovae (CHL) 0 0 61,8 12,0 185,6 0,4 0 0
Aulacoisera distans (BAC) 0 0 123,7 24,0 0 2,6 2,5 0 0
Planktothrix isothrix (CYA) 0 0 3,5 0,7 0 2,8 2,7 0 0
Bacillariophyceae 2 (BAC) 0 0 0 0 0 0 0 20,2 189
Jaaginema cf. subtilissimum (CYA) 1,0 0,004 20 0,4 853,8 16 164 15,6 0 0
Monoraphidium caribeum (CHL) 123,7 1,0 0 74,2 0,1 | 156 150 0 0
Actinastrum cf. aciculare (CHL) 0 0 0 816,6 20 156 15,0 0 0
Romeria cf. gracilis (CYA) 0 0 0 6959,9 13,0 0 0 0 0
Cylindrospermopsis raciborskii (CYA) 0 0 4 0,8 0 0 0 0 0 0
Merismopedia cf. tenuissima (CYA) 61,8 0,2 61,8 12,0 668,2 1,0 0 0 0 0
Navicula spl (BAC) 0 0 61,8 12,0 0 0 0 0 0 0
Cyclotella cf. meneghiniana (BAC) 0 0 61,8 12,0 2264,3 4,0 4,2 4,0 0 0
Trachelomonas cf. volvocina var.
volvolcina (EUG) 0 61,8 12,0 0 1,4 1,0 0 0
Pseudanabaena limnetica (CYA) 0 0 0 0 11,6 11,0 0 0
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Tabela 9 - Lista dos 65 taxons descritores encontrados nos quatro estuérios de estudo (CE, CO, PAC e
PIR) nos periodos Seco (S) e Chuvoso (C). Classificacdo ecoldgica: D - Dulcicola; S/E - Salobro e/ou
Estuarino (aguas Oligohalinas/Mesohalinas); M — Marinho (&guas euhalinas e polihalinas); Eu —
ambientes eutroficos

*
8 g 8 8 2 2 % = Classificac g
a | a o assificagdo £
ecoldgica 12
Filo Cyanophyta
Jaaginema cf. subtilissimum X X X X D, S/E, Eu 1
Jaaginema spl X X X
Romeria cf. gracilis X D, S/E, Eu 1,23
Pseudanabaena limnetica X X X D, S/E, Eu 1,4
Planktothrix agardhii X X X D, S/E, Eu 1,4,5,6
Planktothrix isothrix X X X X D, Eu 56
Phormidium cf. acuminatum var.
longe-attenuatum X SIE 1
Phormidium spl X X
Cylindrospermopsis raciborskii X X X D, Eu 5
Merismopedia cf. tenuissima X X X D, S/E, Eu 1,4
Merismopedia spl X
Synechocystis cf. aquatilis X D, S/E, Eu 7,4
Synechocystis cf. salina X S/IE,M 7,8
Filo Chlorophyta
Actinastrum cf. aciculare X X X D, Eu 2,9
Closterium acutum X X D, Eu 10
Monoraphidium caribeum X X X X D, Eu 11
Monoraphidium contortum X X D, Eu 2,10
Monoraphidium griffithii X X X X D, Eu 2,10
Monoraphidium komarkovae X X X D, Eu 12
Monoraphidium minutum X D, Eu 10
Crucigenia tetrapedia X D, Eu 9
Scenedesmus arcuatus var.
platydiscus X X D, Eu 9
Dictyosphaerium sp. X
Micractinium cf. pusillum X D, S/E, Eu 9,10, 22
Chlorococcales 1 X X
Chlorococcales 3 X X
Chlorococcales 5 X
Filo Bacillariophyta
Thalassiosira weissflogii X S/E 13, 14, 15
Thalassiosira sp3 X
Cyclotella cf. meneghiniana X X X X D, Eu 10, 14




Cyclotella cf. striata

Aulacoseira granulata var.
angustissima

x

x

x

x

x

S/E,M

16, 17

10

CE(S)

CE(C)

co(S)

CO(C)

PAC(S)

PAC(C)

PIR(S)

PIR(C)

Classificagado
ecologica

Referéncias*

Aulacoisera granulata var granulata
Aulacoisera distans

aff. Proboscia sp.
Coscinodiscophyceae 1
Coscinodiscophyceae 3
Thalassionema nitzschioides
Navicula cf. amphiceropsis
Navicula cf. antonii
Navicula cf. salinicola
Navicula spl

Navicula sp4

Cylindrotheca closterium
Nitzschia cf. palea

Nitzschia sp3
Bacillariophyceae 2
Bacillariophyceae 3
Bacillariophyceae 4

x

x

X

D, Eu
D, Eu

L oo XL

SIE.M
D, S/E, Eu

10
10

16
18
18
19

16
16, 18,19

Filo Cryptophyta

Cryptomonas cf. ovata
Cryptomonas/Rodhomonas 1
Cryptomonas/Rodhomonas 2
Cryptomonas/Rodhomonas 3
Cryptomonas sp.

aff. Plagioselmis sp.
Cryptophyceae 2

D, Eu

20

Filo Euglenophyta

Strombomonas rotunda
Trachelomonas sp3

Trachelomonas cf. volvocina var.
volvolcina

Lepocinclis acus
Euglenophyceae 2

x

D, Eu

D, Eu
D, Eu

21

20
21

Filo Dinophyta

cf. Gymnodinium sp5
Peridinium spl

17
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Protoperidinium sp. X

Durinskia sp. X
*Referéncias: 1- Komarek ¢ Anagnostidis (2005); 2- Tucci et al. (2006); 3- Lopes et al. (2012); 4- Chomérat et al. (2007); 5-
Bittencourt-Oliveira et al. (2014); 6- Komarek e Komarkova (2004); 7- Komarek e Anagnostidis (2000); 8 - Huszar et al. (1998);
9- Naselli-Flores ¢ Barone. (2000); 10- Padisak, Crosseti and Naselli-Flores (2009); 11- Comas (1996); 12- SILVA (1999); 13-
Torgan e Santos (2006); 14 - Ferrari ¢ Ludwig (2007); 15- Round (1990); 16- Moreira Filho et al. (1999); 17- Zong et al. (2010);
18- Laux e Torgan (2011); 19- Sylvestre et al. (2001); 20- Moura et al. (2007); 21- Domingues e Torgan (2011); 22- Marshall e
Burchardt (2004)

o Riqueza Fitoplanctonica

A riqueza de taxons (nimero total de taxons) variou de 18 [PAC(C)] a 41 [PIR(C)]
(Figura 21). Dentre as varidveis abidticas analisadas (Parte 1) a riqueza fitoplanctonica foi
positiva e significativamente correlacionada com as razdes NT: PT (P=0,8121; p<0,05). Levando
em consideragdo que as razdes NT: PT em todos os estuarios foram baixas (min. 1,9:1; max.
9,5:1) e indicaram uma limitacao de nitrogénio em relagdo ao fosforo, pode-se observar que as
condi¢cdes mais severas de limitagdo de nitrogénio (razdes < 3,2:1) coincidiram com as menores

riquezas de fitoplancton (riqueza < 20) (Figura 21).
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Figura 21 - Riqueza fitoplanctdnica e razdes NT:PT nos quatro estuérios de estudo (CE, CO, PAC e
PIR) nos periodos seco (S) e chuvoso (C). As setas em vermelho indicam os locais onde a limitacéo
de nitrogénio foi mais severa (razodes < 3,2:1) e os valores de riqueza fitoplanctonica foram menores

(riqueza < 20)
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A diversidade fitoplanctonica variou de 0,5 [CE(S)] a 2,7 [CO(C)] e foi em todos os

estuarios, maior no periodo chuvoso que no periodo seco (Figura 22).

A diversidade

fitoplanctonica foi negativa e significativamente correlacionada com os valores de salinidade (P=

-0,7619; p<0,05).
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Figura 22 - Diversidade fitoplanctonica e valores de salinidade nos quatro estuérios de estudo (CE, CO, PAC
e PIR) nos periodos seco (S) e chuvoso (C) de estudo. As setas em vermelho indicam os locais onde os
valores de salinidade foram maiores (>1.9) e a diversidade estimada foi menor (< 2.1).
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. Analise de similaridade

A analise de agrupamento baseada na matriz de similaridade de Bray Curtis para os
dados de densidade total (transformagdo raiz quarta) das espécies descritoras (abundancia
relativa > 1%) ¢ mostrada na Figura 23. Considerando um nivel de similaridade minimo de 25%
pode-se observar a formagao de dois grupos, sendo o primeiro (grupo I) formado pelas quatro
amostras do periodo chuvoso CE(C), CO(C), PAC(C) e PIR(C) e o segundo (grupo II) formado
por duas amostras do periodo seco PAC(S) e PIR(S). Segundo o teste de SIMPROF a formacéo
dos grupos I e Il foi significativa (p<0.05; 499 permutacdes).



21

Figura 23 - Andlise de agrupamento baseada na matriz de similaridade Bray Curtis para os dados de
densidade total das espécies descritoras encontradas nos quatro estuérios de estudo (CE, CO, PAC e
PIR) nos periodos seco (S) e chuvoso (C).
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Através do procedimento SIMPER obteve-se que as espécies que contribuiram em
90% para o valor de similaridade de 31,5% encontrado para o Grupo I foram: a euglenoficea
Trachelomonas cf. volvocina var. volvolcina (12,76%); as cianobactérias filamentosas
Jaaginema cf. subtilissimum (11,94%), Planktothrix isothrix (11,1%), Jaaginema spl (4,45%),
Pseudanabaena limnetica (5,78%) e Cylindrospermopsis raciborskii (5,07%); as diatomaceas
Cyclotella cf. meneghiniana (8,16%), Aulacoseira granulata var. angustissima (6,3%), Navicula
cf. amphiceropsis (5,77%), Aulacoisera granulata var. granulata (4,27%), Nitzschia sp3 (2,61%)
e Aulacoisera distans (2,16%); e as cloroficeas Monoraphidium kormakovae (2,78%),
Closterium acutum (2,61%), Monoraphidium contortum (2,2%) e Monoraphidium caribeum
(2,09%). Quase em sua totalidade, estas s@o espécies dulcicolas comumente encontradas em
ambientes eutroficos (Tabela 9).

As espécies que contribuiram em 90% para o valor de similaridade de 37,58% do

grupo Il foram as diatomaceas identificadas como Bacillariophyceae 4 (60,66%),
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Cylindrotheca closterium (25,18%) e Thalassionema nitzschioides (14,16%). C. closterium e T.
nitzschioides sdo espécies marinhas que também sdo encontradas nas por¢des mesohalinas e
polihalinas de estuérios (Tabela 9).

Pela analise de agrupamento evidencia-se que as amostras CE(S) e CO(S) foram as
que apresentaram composicao ¢ densidade fitoplanctonica mais distintas das demais amostras.
No teste de SIMPER as espécies que mais distinguiram o CE(S) das demais amostras, por terem
sido exclusivamente  encontradas nesta  amostra, foram  as criptoficeas
Cryptomonas/Rodhomonas 1 e Cryptomonas/Rodhomonas 2; e a diatomacea Cyclotella cf.
striata, uma espécie eurihalina comumente encontrada em estuarios (Tabela 9).

O CO(S) foi por sua vez mais caracterizado pelas cianobactérias Synechocystis cf.
aquatilis, Synechocystis cf. salina e Romeria cf. gracilis; pela cloroficea Micractinium cf.
pusillum e pela diatomacea Thalassiosira weissflogii, que foram todas exclusivamente
encontradas nesta amostra. S. cf. aquatilis, R. cf. gracilis e Micractinium cf. pusillum sdo
espécies de agua doce, mas que podem ser encontradas em condicGes oligohalinas em estuarios
eutroficos (Tabela 9). S. cf. salina e T. weissflogii séo mais associadas a condi¢des salobras e/ou

euhalinas (Tabela 9).

o Analise de Correspondéncia Candnica (ACC)

Na tabela 10 ¢ apresentado o resultado da ACC prévia em que todas as variaveis
ambientais medidas neste estudo foram incluidas e testadas quanto a sua significancia para
explicar a variabilidade dos dados bidticos de maneira individual (ou seja, quando s6 uma destas
varidveis era incluida no modelo de ACC). A significancia foi verificada pelo teste de Monte
Carlos com 499 permutacdes. O resultado desta primeira ACC foi que as variaveis com efeito
marginal significativo foram salinidade, concentragdo de silica e nitrogénio total. A porcentagem
da variancia explicada por cada varidvel individualmente foi obtida dividindo-se seus respectivos

autovalores pela inercia total.
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Tabela 10 - Resultado da Anélise de Correspondéncia Candnica prévia em que o efeito marginal de todas
as varidveis foi testado. *Teste de Monte Carlos (499 permutacdes, nivel de significancia p < 0,05).

Efeito marginal Porcentagem da
Autovalores variéncia explicada F P

Variaveis explanatorias (A1) (%)
Sal 0,752 20,1 1511  0,018*
Si 0,709 19,0 1,404  0,014*
NT 0,682 18,2 1,337 0,02*
Secchi 0,642 17,2 1,244 0,064
TP 0,62 16,6 1,193 0,156
PSR 0,613 16,4 1,175 0,152
N-NH; + N-NH," 0,596 15,9 1,137 0,226
NT:PT 0,595 15,9 1,136 0,162
N-NO, 0,594 15,9 1,134 0,228
SSF 0,575 15,4 1,09 0,294
SSV 0,513 13,7 0,953 0,642
pH 0,497 13,3 0.920 0,606
SST 0,479 12,8 0,881 0,652
T 0,41 11,0 0,739 0,84
N-NOs’ 0,409 10,9 0,736 0,926
oD 0,385 10,3 0,688 0,924
SO 0,306 8,2 0,535 0,952
Inercia Total 3,74

Sal (salinidade), T (temperatura), OD (Oxigénio dissolvido), SO (Saturacdo do oxigénio), Sélidos
suspensos totais (SST), Solidos suspensos fixos (SSF), Sélidos Suspensos volateis (SSV), N-NOy
(Nitrito), N-NOs™ (Nitrato), N-NH; + N-NH," (N-Amoniacal), NT (Nitrogénio total), PSR (Fésforo
SolGvel Reativo), PT (Fosforo total), Si (Silicio sollvel reativo), NT:PT (RazBes molares Nitrogénio
total:Fosfoto total).

Estas trés variaveis foram entdo incluidas na ACC final cujo resultado é sumarizado
na Tabela 11 e na Figura 24. Os autovalores dos eixos 1 (autovalor = 0,811) e 2 (autovalor =
0,670) explicaram 39,6% da variancia dos dados bidticos (densidade das espécies) e 69,4% da
relacdo entre os dados bidticos e as variaveis ambientais. No teste de Monte Carlos (499
permutacfes) mostrou-se que o primeiro eixo canbnico (F=1,108; p=0,028) e todos 0s eixos
candnicos foram significantes (F=1,773; p=0,002). Os coeficientes de correlacdo entre as
espécies e os dados ambientais para o primeiro eixo foi de 0,984, enquanto para 0 segundo €ixo
foi de 0,985, indicando uma forte correlacdo entre o fitoplancton e as variaveis ambientais
incluidas na ACC final (Tabela 11).



24

O eixo 1, que explicou 21,7% da variabilidade dos dados bidticos, se correlacionou
mais fortemente e positivamente com a salinidade (r = 0,7540) e negativamente com a silica (r= -
0,5835). Pode-se dizer que neste eixo 1 observou-se a diferenca entre a influéncia marinha e
fluvial na composicao fitoplanctonica dos estuarios. As amostras com maior influéncia marinha
[CE(S), PAC(S) e PIR(S)] posicionaram-se no lado positivo do eixo 1. Portanto, as espécies
nestas amostras foram marinhas ou estuarinas propriamente ditas, sendo as presentes em PAC(S)
e PIR(S), tolerantes a condicdo de hipersalinidade (salinidade entre 40 e 47).

O eixo 2, que explicou 17,9% da variabilidade dos dados, se correlacionou mais
fortemente com o NT (r = 0,6127). As amostras hipereutréficas (Parte 1) CE(S) e CO(S) foram
as mais correlacionadas com este eixo. As maiores concentragdes de NT foram encontradas nas
amostras CE(S) e CO(S), seguida da amostra CO(C) (Parte 1). Pode-se deduzir desses resultados
que as espécies presentes nesses estuarios apresentam preferéncia por nitrogénio amoniacal, ja

que este representou mais de 70% do nitrogénio total nestas amostras.
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Tabela 11 - Resultado da Anélise de Correspondéncia Canfnica em que sO as variaveis com efeito
marginal significativo foram retidas.

Inercia
Eixos Eixo 1 Eixo 2 Total
Autovalores 0,811 0,670 3,74
Variancia acumulada para os dados bi6ticos (%) 21,7 39,6
Variancia acumulada para a relagao entre as espécies e os dados
ambientais (%) 38,0 69,4
Correlagdes entre as espécies e os dados ambientais 0,984 0,985
Correlagdes entre as variaveis explanatérias e os dois primeiros
eixos
Sal. 0,7540 0,6000
NT -0,3672 0,6127
Si -0,5835 0,1617
Teste de Monte Carlos (499 permutactes)
Significancia do primeiro eixo candnico F=1,108 p= 0,0280
Significancia de todos 0s eixos candnicos F=1,773 p= 0,002

NT (Nitrogénio total), Si (Silicio Soltvel Reativo) e Sal. (Salinidade).

Figura 24 - Anélise de Correspondéncia Can6nica mostrando a variabilidade espacial e temporal da
estrutura da assembleia de fitoplancton nos quatro estuarios de estudo (CE, CO, PAC e PIR) nos
periodos seco (S) e chuvoso (C). NT (Nitrogénio total), Si (Silicio Solivel Reativo) e Sal. (Salinidade).

o
o

Eixo 2 (17,9%)

NT bCE(S)

Sal.

| —— S oY
CO(C()) o PAC(C)
PAC(S)
o OPIR(C) o
CE(C)

0.4

-1.0 Eixo 1 (21,7%) 1.0
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3.3 DISCUSSAO

Os estuarios cearenses CE, CO PIR e PAC estdo sendo afetados pelo processo de
eutrofizagdo, haja vista que em todos eles as descargas de nitrogénio e fosforo por fontes
antropicas excedem as entradas por fontes naturais (LACERDA et al., 2008). Dentre estes quatro
sistemas, CO e CE, no periodo seco, destacaram-se como os mais afetados pelo processo de
eutrofizagdo, tendo sido classificados como hipereutréficos, enquanto as demais amostras foram
classificadas como eutréficas, de acordo com as concentragdes de fosforo total (PT) e clorofila a.
No CO(S) e CE(S) mais de mais de 80% do nitrogénio total (NT) foi composto por N-amoniacal
e mais de 30% do PT foi composto por fosforo soltvel reativo (PSR) (Parte 1).

A estrutura da assembleia fitoplanctonica em 4areas estuarinas e costeiras tém sido
profundamente alteradas pela intensificacao do processo de eutrofizagdo em todo o planeta. Por
exemplo, estudos de longa duracdo realizados na Baia Chesapeake, o maior estudrio dos Estados
Unidos, tem relacionado o aumento na densidade fitoplanctonica e as mudangas ocorridas na
composi¢do desta assembleia ao aumento continuo do estado tréfico desta Baia e seus tributarios
(MARSHALL et al., 2005).

Neste sentido, como reflexo do estado hipereutréfico, a biomassa (clorofila a) e a
densidade total fitoplanctonica (org L") das amostras CE(S) e CO(S) foram pelo menos trés
vezes maiores que aquelas encontradas nas demais amostras eutréficas. Além disso, como
observado na andlise de agrupamento, as composi¢des de fitoplancton encontradas em CO(S) e
CE(S) também foram bastante distintas das demais amostras.

No CE(S) houve a dominancia da criptoficea Cryptomonas/Rodhomonas 1.
Floragdes sazonais de criptoficeas nanoplanctonicas ( < 20 um) sdo comuns em regibes
estuarinas mesohalinas e polihalinas (e.g. MARSHALL et al., 2006). Estas sdo favorecidas pelas
condicdes de alta turbidez (REYNOLDS, 2002), hipoxia (e.g. ROTHENBERGER et al., 2013) e
pelo aumento nas concentragdes de nutrientes inorganicos (e.g. PINCKNEY et al.,, 1998;
ROTHENBERGER et al., 2013), tal como observado no CE(S).

No CO(S) houve a dominancia de cianobactérias nao fixadoras de nitrogénio (ndo
heterocitadas), sendo a espécie mais representativa Synechocystis cf. aquatilis, que representou

cerca de 50% da densidade total fitoplanctonica nesta amostra. E importante destacar que no
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Brasil Synechocystis cf. aquatilis ja foi identificada como uma espécie potencialmente produtora
de microcistina (SANT'ANNA et al., 2008). A ocorréncia e dominancia de Synechocystis cf.
aquatilis em estuérios é associada a sua tolerancia ao aumento da salinidade (SHEN et al., 2010),
0 que justifica o seu sucesso no CO(S), que se apresentou oligohalino.

Além disso, outro fator chave para a alta abundéncia relativa de Synechocystis cf.
aquatilis e de outra cianobactéria Romeria cf. gracilis no CO(S) deve ter sido as altas
concentragfes de nutrientes inorganicos (N-amoniacal e PSR), j& que ambas sdo espécies
tipicamente encontradas em ambientes eutrofizados (e.g. TUCCI et al., 2006; SOARES;
HUSZAR; ROLAND, 2007). Ressalta-se que para o sucesso de cianobactérias ndo heterocitadas
sdo requeridas altas concentraces tanto de fosforo quanto de nitrogénio (PEARL et al., 2001).

Neste sentido, é preciso ressaltar que embora se tenha associado as altas densidades e
biomassas fitoplancténicas encontradas no CO(S) e CE(S) as maiores concentracdes de
nutrientes inorganicos destas amostras, as espécies predominantes nas mesmas parecem bem
adaptadas em assimilar estes nutrientes mesmo nas baixas razdes NT:PT (< 7N:1P) encontradas
nesses ambientes (Parte 1). Sabe-se que apesar das razdes atdmicas entre nitrogénio e fosforo
requeridas pelo fitoplancton seja aproximadamente 16N:1P (REDFIELD, 1958), os
requerimentos nutricionais de cada espécie podem variar de acordo com as suas taxas de
absorc¢ao, assimilacdo e capacidade de estocagem destes nutrientes (VUORIO et al., 2005). Além
disso, as razdoes N:P podem ter um papel secundario em sistemas hipereutroficos onde as
concentragdes dos nutrientes sdo altas, podendo inclusive exceder a capacidade assimilativa do
fitoplancton (PEARL et al., 2001).

Assim sugere-se que em especial no CE(S) e CO(S) as altas concentracdes de NT,
em mais de 80% composto por N-amoniacal, que é rapidamente assimilado pelo fitoplancton,
devam ter compensado a potencial limitacdo de nitrogénio indicada pelas baixas razdes
estequiométricas NT:PT. De fato, a significancia do NT (p < 0,05) observada na ACC para
explicar parte da variagdo na estrutura da assembleia fitoplanctonica entre os estuarios mostrou
que as concentragdes de NT, mais do que as razdes N:P por si, foi um dos fatores chaves para
estimular o crescimento, assim como para terminar a composi¢ao fitoplanctonica dos mesmos. A

correlacdo positiva e significativa entre a densidade fitoplancténica e as concentracdes de nitrito
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corroboraram o efeito positivo das concentragdes de nitrogénio sobre o crescimento do
fitoplancton.

Dentro deste contexto, Kim et al. (2007) estudaram os efeitos da limitacdo de
nutrientes em um reservatorio hipereutréfico e observaram que o crescimento do fitoplancton
quando as razdes N:P foram mantidas constantes foi estimulado pela adi¢do de nitrogénio, em
especial quando estas razoes foram < 7,0. Desta forma, tanto as razbes N:P como as
concentragfes absolutas destes nutrientes vao determinar se um ambiente estd ou ndo sob
condicdes limitantes.

Por outro lado, a correlagdo significativa positiva entre o aumento nas razdes N:P e a
riqueza fitoplanctonica sugeriu que nos locais [CE(S), PAC(S), PAC(C) e PIR(S)] onde as razdes
N:P foram as menores (< 3N:1P) a pressdo seletiva foi maior, o que resultou em uma menor
quantidade de taxons (riqueza< 20) adaptada a esta estequiometria. Nos demais locais onde as
razoes N:P foram maiores que 4N:1P as riquezas foram maiores que 30 tadxons.

Na ACC obteve-se que parte da variagdo na estrutura da composicao fitoplanctonica
também foi explicada significativamente (p<0.05) pela salinidade e silica. A salinidade ¢
frequentemente relatada como um dos principais fatores que determinam a distribuigdo do
fitoplancton em estuarios, sendo que a maioria das espécies ¢ adaptada para condi¢des euhalinas,
polihalinas, mesohalinas ou oligohalinas, e apenas poucas espécies ocorrem ao longo de todo o
gradiente de salinidade do estuario (LANCELOT; MUYLAERT, 2011).

Considerando todo o conjunto amostral, 0 papel seletivo da salinidade ndo foi apenas
sobre a composi¢cdo, mas também sobre a diversidade fitoplanctonica, haja vista a correlacéo
negativa significativa entre a salinidade e a diversidade de Shannon nas amostras. Atenta-se que
os valores de diversidade fitoplanctonica encontradas para o CE, PAC e PIR foram pelo menos
duas vezes menores no periodo seco que no chuvoso. Esta correlagdo negativa entre a salinidade
e a diversidade fitoplanctonica demonstra a importancia do acompanhamento dos efeitos da
salinidade, em especial de hipersalinididade, sobre o fitoplancton em estuarios de baixo influxo
fluvial.

Além de nitrogénio e fosforo, a silica € um nutriente essencial para o crescimento das
diatoméaceas (LANCELOT; MUYLAERT, 2011). Dentro deste contexto, ¢ importante salientar

que apesar das amostras PAC(S) e PIR(S) terem sido relacionadas com os baixos valores de
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silica, encontrou-se predominantemente nessas amostras Bacillariophycea 4, uma diatomacea de
pequeno tamanho (comprimento = 11-15 um) e portando, com pouco requerimento de silica.

Como observado na andlise de agrupamento, as amostras PAC(S) e PIR(S) formaram
o grupo II. Além de Bacillariophycea 4, as diatomaceas Cylindrotheca closterium e
Thalassionema nitzschioides, as quais sdo espécies comuns na costa do Nordeste do Brasil
(MOREIRA FILHO al., 1999) distinguiram estas amostras das demais. Ressalte-se que embora a
presenca destas espécies eurihalinas indique que as mesmas devam ter sido trazidas pela maré
para dentro dos estuarios, a diatomacea penada Bacillariophyceae 4, em especial, que alcancou
mais de 60% de abundancia relativa no PAC(S) e PIR(S), se mostrou bem adaptada a condicéo
de hipersalinidade registrada nestas amostras.

A andlise de agrupamento também mostrou que as amostras dos quatro estudrios
coletadas no periodo chuvoso ficaram todas agrupadas no grupo I. As principais espécies que
caracterizam esse grupo foram dulcicolas e provavelmente transportadas para dentro do estuario
com o aporte fluvial, haja vista que os quatro estuarios foram oligohalinos ou mesmo dominados
por agua doce no periodo chuvoso. Considerando que essas espécies sdo também comumente
encontradas em ambientes eutroficos, a condicao eutrofica dos estuarios analisados, também no
periodo chuvoso, foi corroborada pela composicdo fitoplancténica. Destacaram-se dentre as
espécies descritoras que ocorreram exclusivamente no periodo chuvoso em todos os estuarios a
cianobactéria Planktothrix isothrix e a euglenoficea Trachelomonas cf. volvocina var. volvolcina,
ambas dulcicolas e tipicas de ambientes eutroficos. Ressalta-se que Planktothrix isothrix ja foi

registrada como potencialmente produtora de microcistina (SANT'ANNA et al., 2008).
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3.4 CONSIDERACOES FINAIS

Os maiores valores de densidade e composigéo fitoplanctonica encontrada no CE e
CO no periodo seco corroboraram a condi¢do hipereutrofica dos mesmos e mostraram condi¢des
muito favoraveis ao desenvolvimento de florag6es fitoplanctonicas nestas areas. Neste periodo,
no CE a predominancia foi do fitoflagelado nanoplancténico Cryptomonas/Rodhomonas 1 e no
CO foi da cianobactéria Synechocystis cf. aquatilis.

Ainda no periodo seco no PAC e PIR os taxons presentes ndo foram associadas a
condicdo eutrofica, mas sim a influéncia marinha nestas amostras. Em ambas as amostras
ocorreu a predominancia de uma diatomacea penada (comprimento= 11-15 um) e das
diatoméaceas marinhas Cylindrotheca closterium e Thalassionema nitzschioides.

No periodo chuvoso a domindncia de espécies dulcicolas e eutroficas (e. g.
Planktothrix isothrix e Trachelomonas cf. volvocina var. volvolcina), demonstraram que neste
periodo todos os estuarios recebem ndo apenas o aporte fluvial de sélidos em suspensdo, mas
também de espécies fitoplanctonicas bem adaptadas a condi¢do oligohalina e eutrofica dos
estuarios.

Destaca-se que dentre estas espécies que alcaram altas densidades estiveram duas
cianobactérias, Synechocystis cf. aquatilis e Planktothrix isothrix, com potencial para producao
de microcistinas.

A variacdo na estrutura da assembleia de fitoplancton entre os estuarios, nos periodos
seco e chuvoso, foi principalmente explicada pelas concentracbes de silica, nitrogénio e
salinidade. A salinidade também exerceu um papel significativo e negativo sobre a diversidade
fitoplanctonica, indicando a necessidade do acompanhamento do aumento dos niveis de
salinidade nestes ambientes.

Sabendo que os organismos fitoplanctonicas sdo os principais produtores primarios
em estuarios, os resultados do presente estudo sugeriram que outros niveis troficos também
podem estar sendo afetados pelo processo de eutrofizacdo nos estuarios estudados. Dos
nutrientes analisados, o nitrogénio parece ser o fator chave que modula a estrutura da

composicao fitoplancténica nestes estuarios.
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4, CONTRIBUICOES DO ESTUDO

Esse estudo trouxe relevantes contribuicdes ao conhecimento das assembleias de
bactérias, arqueas e fitoplancton em estuarios tropicais de baixo influxo.

Primeiramente, merece destaque que independentemente da condicdo ambiental, a
riqueza de bactérias foi sempre maior que a de arqueas nesses estuarios. Esse resultado reafirma
a predomindncia do Dominio Bacteria no funcionamento dos ciclos biogeoquimicos nos
estuarios. Apesar disso, com base na maior correlacdo entre Nitrogénio total e assembleia de
arqueas, comparado com a relacdo entre Nitrogénio total e assembleia de bactérias, mostram que
embora em minoria, organismos do Dominio Archaea também desempenham um papel
importante no ciclo do nitrogénio na camada superficial desses ambientes.

O estudo também trouxe uma valiosa contribuicdo ao conhecimento da diversidade
taxondmica do fitoplancton, com o levantamento da diversidade de quatro estuarios de baixo
influxo nos periodos seco e chuvoso. Além disso, mostrou que a variacdes espacial e temporal
das assembleias fitoplancténicas séo moduladas principalmente pela concentracdo de nutrientes
(especialmente silica e nitrogénio) e pela salinidade.

A confirmacao de que a salinidade tem um efeito mais pronunciado na diversidade da
assembleia fitoplanctdnica, do que nas assembleias procaridticas, ressalta a urgente necessidade
de monitoramento dessa variavel, tendo em vista que alteracdes significativas nas populacées
dos produtores priméarios nos estudrios pode comprometer o funcionamento de todo o

ecossistema.
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APENDICE | — Abundancias relativas dos taxons de Fitoplancton encontrados nos estuarios do

Rios Ceara (CE), Cocé (CO), Pacoti (PAC) e Pirangi (PIR) nos periodos Seco (S) e Chuvoso
(C). *Taxons descritores: abundancia relativa >1% em pelo menos uma das amostras

CE(S) CE(C) | CO(S) | CO(C) | PAC(S) | PAC(C) | PIR(S) | PIR(C)
Filo Cyanophyta
Class Cyanophyceae
Ordem Pseudanabaenales
Familia Pseudanabaenaceae
Jaaginema cf. subtilissimum* 0,004 0,4 1,6 15,6 3,1 0,5
Jaaginema sp1* 0,4 2,3 0,03
Romeria cf. gracilis* 13,0
Pseudanabaena limnetica* 11,0 6,2 0,1
Pseudanabaena papillaterminata 0,04
Pseudanabaena contorta 0,2
Ordem Oscillatoriales
Familia Phormidiaceae
Arthrospira sp 0,004
Planktothrix agardhii* 0,05 0,5 1,9
Planktothrix isothrix* 0,7 2,7 22,9 0,9
Phormidium cf. acuminatum var. longe-
attenuatum* 15
Phormidium formosum 0,10
Phormidium sp1* 1,4 5,3
Phormidium sp2 0,03
Ordem Nostocales
Familia Nostocaceae
Anabaena spl 0,4
Anabaena sp2 0,04
Anabaena sp3 0,01
Anabaenopsis elenkinii 0,5
Cylindrospermopsis raciborskii* 0,8 12,3 0,2
Nostocales 1 0,07
Ordem Oscillatoriales
Familia Oscillatoriaceae
Oscillatoria limosa 0,4 0,04
Oscillatoria spl 0,004
Ordem Synechococcales
Familia Merismopediaceae
Aphanocapsa incerta 0,2
Aphanocapsa spl 0,3




Aphanocapsa sp2

0,2

57

Merismopedia cf. glauca

0,4

Merismopedia cf. punctata

0,2

Merismopedia cf. tenuissima*

0,3

12,0

13

Merismopedia sp1*

3,1

Synechocystis cf. aquatilis*

47,9

Synechocystis cf. salina*

2,7

Filo Chlorophyta

Classe Chlorophyceae

Ordem Chlorococcales

Familia Coelastraceae

Actinastrum cf. aciculare*

15

14,8

0,5

Ordem Chlorococcales

Familia Chlorellaceae

Closteriopsis acicularis

0,5

Closterium acutum*

6,2

1,6

Closterium cf. setaceum

0,5

Monoraphidium caribeum*

0,5

0,1

14,8

2,6

Monoraphidium contortum*

3,1

34,7

Monoraphidium griffithii*

0,008

4,1

2,7

0,5

Monoraphidium kormakovae*

12,0

0,3

33,0

Monoraphidium minutum*

1,3

Ordem Chlorococcales

Familia Scenedesmaceae

Crucigenia tetrapedia*

2,1

Desmodesmus denticulatus

0,6

Desmodesmus opoliensis

0,6

Scenedesmus arcuatus var. platydiscus™

04

3,1

Scenedesmus cf. javanensis

0,2

Scenesdesmus spl

0,5

Westella botryoides

0,5

Tetrastrum triangulare

0,4

Ordem Chlorococcales

Familia Oocystaceae

Oocystis sp.

0,07

Ordem Chlorococcales

Familia Hydrodictyaceae

Pediastrum duplex var. gracillimum

0,08

Pediastrum tetras

0,2

Ordem Chlorococcales




Familia Characiaceae
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Schroederia sp.

0,5

Ordem Chlorococcales

Familia Botryococcaceae

Dictyosphaerium subsolitarium

04

Dictyosphaerium sp.*

3,1

Quadricoccus aff.

0,2

Ordem Chlorococcales

Familia Micractiniaceae

Micractinium cf. pusillum*

2,7

Classe Chlorophyceae

Chlorophyceae 1

0,5

Ordem Chlorococcales

Chlorococcales 1*

1,8

0,2

Chlorococcales 2

0,2

Chlorococcales 3*

0,8

1,0

Chlorococcales 4

0,5

Chlorococcales 5*

1,6

Classe Zignemaphyceae

Ordem Desmdiales

Cosmarium spl

0,1

Cosmarium sp2

0,1

Filo Bacillariophyta

Classe Coscinodiscophyceae

Ordem Thalassiosirales

Familia Thalassiosiraceae

Thalassiosira minima

0,2

Thalassiosira weissflogii*

1,9

Thalassiosira spl

0,3

Thalassiosira sp2

0,8

0,5

Thalassiosira sp3*

55

Ordem Thalassiosirales

Familia Stephanodiscaceae

Cyclotella cf. meneghiniana*

12,0

4,2

4,0

6,2

Cyclotella cf. striata*

3,8

Cyclotella sp2

0,8

Ordem Aulacoseirales

Familia Aulacoseiraceae

Aulacoseira granulata var. angustissima*

3,5

0,2

0,2

0,1

0,0

Aulacoisera granulata var granulata*

0,6

1,5

0,0




Aulacoisera distans*

24,0

2,5

59

Ordem Rhizosoleniales

Familia Rhizosoleniaceae

aff. Proboscia sp.*

1,1

Ordem Parariales

Familia Paraliaceae

Paralia sulcata

0,7

Ordem Melosirales

Familia Melosiraceae

Melosira dubia

0,2

Ordem Hemiaulales

Familia Hemiaulaceae

Bellerochea malleus

0,2

Classe Coscinodiscophyceae

Coscinodiscophyceae 1*

54

Coscinodiscophyceae 2

0,2

Coscinodiscophyceae 3*

1,0

Classe Fragilariophyceae

Ordem Fragilariales

Familia Fragilariaceae

Asterionellopsis glacialis

0,2

Ordem Licmophorales

Familia Licmophoraceae

Licmophora sp

0,2

Ordem Thalassionematales

Familia Thalassionemataceae

Thalassionema nitzschioides*

2,1

0,2

Classe Bacillariophyceae

Ordem Navilulales

Familia Naviculaceae

Navicula cf. amphiceropsis *

0,6

2,7

9,2

Navicula cf. antonii*

1,2

Navicula cf. salinicola*

1,8

Navicula spl *

12,0

Navicula sp3

0,2

Navicula sp4*

0,4

3,1

Navicula sp5

0,5

Ordem Navilulales

Familia Pleurosigmataceae

Pleurossigma sp.

0,014




Gyrossigma sp.

0,2

60

Ordem Bacillariales

Familia Bacillariophyceae

Cylindrotheca closterium*

0,004

6,1

19

52

Ordem Cymbellales

Familia Cymbellaceae

Placoneis sp.

0,2

Ordem Bacillariales

Family Bacillariaceae

Nitzschia cf. acicularis

0,2

Nitzschia flexoides

0,2

Nitzschia cf. gracillis

0,6

Nitzschia cf. palea*

3,2

Nitzschia cf. umbonata

04

Nitzschia spl

04

Nitzschia sp2

0,8

Nitzschia sp3*

6,2

0,3

1,6

Nitzschia sp4

0,2

Classe Bacillariophyceae

Bacillariophyceae 1

0,3

Bacillariophyceae 2*

18,9

Bacillariophyceae 3*
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Bacillariophyceae 4*

63,0

77,1

Filo Cryptophyta

Classe Cryptophyceae

Ordem Cryptomonadales

Family Cryptomonadaceae

Cryptomonas cf. curvata

04

Cryptomonas cf. ovata*

1,0

0,6

Cryptomonas/Rodhomonas 1*

90,5

Cryptomonas/Rodhomonas 2*

1,0

Cryptomonas/Rodhomonas 3*

14

Cryptomonas sp.*

2,4

1,0

Ordem Pyrenomonadales

Family Geminigeraceae

aff. Plagioselmis sp.*

1,6

Classe Cryptophyceae

Cryptophyceae 1

0,2

Cryptophyceae 2*

3,1

Cryptophyceae 3

0,2




Filo Euglenophyta

61

Classe Euglenophyceae

Ordem Euglenales

Familia Euglenaceae

Euglena cf. acus

0,2

Euglena erenberghii

0,014

Euglena spl

04

Euglena sp2

0,5

Strombomonas rotunda*

1,0

Trachelomonas spl

0,2

Trachelomonas sp2

0,2

Trachelomonas sp3*

0,2

7,4

Trachelomonas sp4

0,5

Trachelomonas cf. volvocina var. volvolcina*

12,0

13

3,1

2,6

Familia Phacaceae

Phacus longicauda var. tortus

0,8

0,2

Phacus spl

0,2

Phacus sp2

0,8

Lepocinclis acus*

0,2

6,2

Ordem Eutreptiales

Familia Eutreptiaceae

Eutreptiella spl

0,2

Eutreptiella sp2

0,5

Classe Euglenophyceae

Euglenophyceae 1

0,2

Euglenophyceae 2*

3,1

Euglenophyceae 3

0,2

Filo Dinophyta

Classe Dinophyceae

Ordem Gymnodiniales

Familia Gymnodiniaceae

Gymnodinium spl

0,8

Gymnodinium sp2

0,3

Gymnodinium sp3

0,3

cf. Gymnodinium sp4

0,1

cf. Gymnodinium sp5*

3,1

Gyrodinium sp.

0,5

Familia Tovelliaceae

Katodinium glaucum

0,3

Ordem Peridinales




Familia Calciodinellaceae

62

Peridinium sp1*

3,2

Peridinium sp2

0,2

Protoperidinium sp.*

1,1

Scrippsiella trochoidea

0,8

Ordem Dinotrichales

Familia Dinotrichaceae

Durinskia sp.*

1,7

Classe Dinophyceae

Dinophyceae 1

0,6

Dinophyceae 2

0,5

Organismos ndo identificados

NID 1

0,2

NID 2

0,3

NID 3

0,2

NID 4

0,3




