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RESUMO

MOUTINHO, F. H. M. Fixacao de nitrogénio pelo fitoplancton de 4gua doce:
experimentos in situ e in vitro para anélise da influéncia de fatores ambientais. 2021. 185 f.
Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o
Carlos, 2021.

A fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (N,) é um importante processo que
permite o aporte de nitrogénio (N) para os ecossistemas aquéticos, tornando-o disponivel para
os microrganismos fixadores de N, na forma de amonio (NH4"). Estudos referentes aos
fatores ambientais que estimulam a ocorréncia da fixacdo de N, em reservatorios subtropicais
sdo escassos, sendo que este processo pode contribuir para a permanéncia das floracfes de
cianobactérias nos ecossistemas eutrofizados. O objetivo da presente pesquisa foi determinar
in situ as taxas de fixacdo de N, em quatro reservatorios subtropicais (Lobo, Santana, 29 e
Teixeira, todos localizados na porcao central do estado de S&o Paulo), com o intuito de
verificar quais fatores ambientais estimularam a fixacdo e seus padrdes espaciais e temporais.
Além disso, a influéncia da disponibilidade absoluta e relativa de nitrogénio inorganico
dissolvido (NID) e fosforo soluvel reativo (PSR) sobre a fixacdo de N, pela cianobactéria
Dolichospermum flosaquae foi investigada, em condi¢des controladas in vitro. Para isso, 0
método do tracador com o is6topo “°N, foi utilizado em ambos os casos, tanto para as
incubagdes dos experimentos em campo como para as conduzidas em laboratorio. Além das
baixas densidades de cianobactérias encontradas, ndo foram observados padrBes verticais,
horizontais e sazonais bem definidos para fixacdo de N, nos reservatérios estudados,
provavelmente devido as condi¢des de mistura da coluna d’agua, as pequenas dimensdes dos
reservatorios e a frequéncia de amostragem, respectivamente. Seis varidveis ambientais
apresentaram limiares que favoreceram a fixacdo de N, nos reservatorios subtropicais
(clorofila-a> 12 ug L™; PSR > 3,0 ug-P L™*; fosforo total, PT > 20,5 ug-P L™; razées molares
NID:PT < 82; NID:PSR < 487; e temperatura > 22°C). J& nos experimentos in vitro, a fixacdo
de N foi favorecida pela menor disponibilidade de NID (190 < pug-N L™) seguida pela maior
disponibilidade de PSR (120 pg-P L™), em razdes molares NID:PSR < 10. Tanto nos
experimentos in situ como nos in vitro, a fixacdo de N, também ocorreu quando o N néo foi
um fator limitante para o crescimento das cianobactérias (razbes molares N:P > 60). Isso
sugere que 0s reservatorios com maior grau de trofia (> concentragdes de P) possuem maior
probabilidade da fixagcdo de N, acontecer, principalmente por suportarem maiores densidades
de cianobactérias fixadoras de N,. Além disso, o baixo limiar para a temperatura sugere que

0S reservatorios subtropicais possuem, em tese, condi¢es que favorecem a ocorréncia da



fixacdo de N, ao longo do ano, o que dependeria primordialmentre da disponibilidade de P. J&
em condigdes controladas, a baixa disponibilidade de N ainda pareceu ser o fator regulatério
da fixacdo de N, por D. flosaquae. Conhecer os fatores influentes sobre a fixacdo de N, €
relevante para 0 manejo dos reservatorios eutrofizados, podendo auxiliar em estratégias
capazes de romper o ciclo de floragdes de cianobactérias, com alternancia de dominéncia

entre espécies fixadoras e nao fixadoras de No.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica de N,. Cianobactérias. Dolichospermum flosaquae.

Ciclagem de nutrientes. Reservatorios subtropicais.



ABSTRACT

MOUTINHO, F. H. M. Nitrogen fixation by freshwater phytoplankton: in situ and in vitro
experiments to environmental factors influence analysis. 2021. 185 p. Tese (Doutorado) — Sao
Carlos School of Engineering, University of S&o Paulo, Sdo Carlos, 2021.

Biological fixation of atmospheric nitrogen (N) is an important process that provides
nitrogen (N) to aquatic ecosystems, making it available to the N,-fixing microorganisms in
the form of ammonium (NH4"). While studies on the environmental factors that stimulate the
occurrence of N, fixation in subtropical reservoirs are scarce, this process can contribute to
the permanence of cyanobacterial blooms in eutrophic ecosystems. The aim of the present
research was to estimate N, fixation rates in situ in four subtropical reservoirs (Lobo, Santana,
29 and Teixeira, all located in central portion of the Sdo Paulo State), to determine which
environmental factors stimulated the fixation and well as its spatial and sazonal patterns.
Furthermore, the absolute and relative availability of dissolved inorganic nitrogen (DIN) and
reactive soluble phosphorus (SRP) were specifically tested as predictors of N, fixation by
cyanobcteria Dolichospermum flosaquae under in vitro controlled conditions. The tracer
method with *°N; isotope was used in both cases for the field and the laboratory incubations.
In addition to the low densities of cyanobacteria found, no clear vertical, horizontal and
seasonal patterns were observed for N, fixation in the studied reservoirs, probably due to the
mixing conditions of the water column, the small reservoir dimensions and the sampling
frequency, respectively. The results showed that six environmental variables had thresholds
that triggered N, fixation in subtropical reservoirs (chlorophyll-a > 12 pg L™; SRP > 3.0 pg-P
L'l; total phosphorus, TP > 20.5 ng-P L'l; DIN:TP molar ratios < 82; DIN:SRP < 487; and
temperature > 22°C). Concerning the in vitro experiments, N, fixation was favored by lower
DIN availability (190 < pg-N L™) followed by higher SRP availability (120 pg-P L™), at
DIN:SRP molar ratios < 10. For both in situ and in vitro experiments, N, fixation also
occurred when N was not a limiting factor for cyanobacterial growth (N:P molar ratios > 60).
This suggests that reservoirs with a higher trophic status (> P concentrations) are more likely
to have N, fixation because they support higher densities of Nj-fixing cyanobacteria.
Moreover, the low threshold for temperature suggests that subtropical reservoirs have, in
theory, conditions that favor the occurrence of N, fixation throughout the year, which would
depend primarily on the availability of P. Under controlled conditions, the low availability of
N still appeared to be the regulatory factor for N, fixation by D. flosaquae. Understanding the

influencing factors on N, fixation is relevant to the management of eutrophic reservoirs,



helping the delineation of strategies for interrupting the cyanobacterial blooms cycle, with

alternating dominance between N,-fixing and non-N; fixing species.

Keywords: Biological N fixation. Cyanobacteria. Dolichospermum flosaquae. Nutrient

cycling. Subtropical reservoirs.
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1 INTRODUCAO

A importéncia que a agua possui como elemento fundamental para a manutengdo dos
ciclos biologicos e das atividades sociais, econémicas e culturais € um consenso mundial.
Globalmente, a demanda de agua tende a aumentar significativamente nas proximas décadas,
principalmente por parte dos setores agricola e industrial. Esta demanda tem desencadeado
medidas ao longo do tempo que potencializam a utilizagdo dos recursos hidricos para atender
a producdo de energia elétrica e ao abastecimento humano, o que tem estimulado a construgdo
de reservatorios artificiais (Straskraba; Tundisi, 2013).

Apesar do Brasil possuir a maior reserva de agua doce do planeta (~12%) (Tundisi,
2014), a disponibilidade desse recurso tem sido prejudicada devido a diversas fontes
poluidoras, que afetam negativamente os maltiplos usos da agua (e.g. abastecimento, geracdo
de energia, irrigacdo, recreacdo, pesca de subsisténcia, esportiva e comercial). O despejo de
esgotos domesticos e industriais, combinado com o escoamento superficial proveniente de
lavouras agricolas e de &reas urbanas, sdo as principais causas de degrada¢do da qualidade da
agua, aumentando o aporte de nitrogénio (N) e fésforo (P) aos rios e reservatorios. O
incremento progressivo desses nutrientes (N e P) € denominado eutrofizacdo, que tem caréater
artificial quando desencadeada pelas acdes humanas. Uma das consequéncias desse processo
é o florescimento de cianobactérias, que podem produzir toxinas e trazer, entre outros
inconvenientes, prejuizos a salde publica. Uma vez que os reservatorios brasileiros estdo
sujeitos a diversos tipos de interferéncias que favorecem a eutrofizacdo, além do possivel
cenario de aquecimento global que pode estimular a ocorréncia de floracdes de cianobactérias
(Elliot, 2012; Visser et al., 2016), o melhor conhecimento sobre esses ambientes se torna
relevante para a garantia dos servigos ecossistémicos.

Um ecossistema eutrofizado pode ter seus ciclos biogeoquimicos alterados. No caso
do ciclo do nitrogénio, as principais fontes naturais desse elemento nos ecossistemas
aquaticos sdo a fixacdo biologica, a deposicdo atmosférica, a lixiviacdo e o sedimento
(Galloway, 1998). A fixacdo bioldgica nos ecossistemas aquaticos, realizada principalmente
por cianobactérias, pode atuar como processo de retroalimentacéo positiva para 0 aumento da
disponibilidade de nitrogénio em reservatérios eutrofizados. Desta forma, mesmo com
eventual controle ou interrupgdo de fontes poluidoras, esses ambientes continuariam sob
constante fertilizacao, o que dificultaria a manutencédo do estado trofico.

Atualmente, os estudos de fixacdo biologica do nitrogénio estdo majoritariamente

restritos aos ambientes de clima temperado (Présing et al., 2001; Ferber et al., 2004; Forbes et
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al., 2008; Bryhn; Blenckner, 2007; Scott et al., 2009; Vrede et al., 2009; Zehr; Capone,
2020), ainda raramente sendo realizados em corpos hidricos tropicais e subtropicais (Doyle;
Fisher, 1994; Yu et al., 2014; Maraféo, 2016). Além disso, poucos sdo o0s estudos que se
dedicaram a buscar padrdes espaciais (horizontais e verticais) na fixacdo do N, nos
reservatorios (Présing et al., 2001; Forbes et al., 2008; Scott et al., 2009), sendo a presente
pesquisa, a0 nosso conhecimento, a primeira iniciativa nesse sentido a ser realizada em
reservatorios neotropicais.

Em estudos utilizando cepas de cianobactérias, varios fatores mostraram ser
interferentes sobre o processo da fixacdo bioldgica de N,, como a temperatura (Breitbart;
Oschilies; LaRoche, 2006), a luminosidade (Inomura et al., 2019), as concentra¢es de
cianotoxinas (Chia et al., 2019) e a disponibilidade de macro e micronutrientes (Schoffelen et
al., 2019; Fernandez-Juérez et al., 2020). Porém, raramente esses estudos avaliaram o
potencial da fixacdo de N, sob diferentes condic¢des de razGes molares entre N e P inorgéanicos
dissolvidos (Osburn; Wagner; Scott, 2021), sendo limitados pela comparacéo entre condic¢des
com total abstinéncia de N ou com enriquecimento de P.

A hipotese de que a fixacdo de N, ocorre preferencialmente em ambientes onde ha
menor disponilidade de N inorgénico dissolvido também pode ser um ponto de inflexdo na
comunidade cientifica. 1sso ocorre pelo motivo do P ser um elemento essencial no gasto
energético para o processo de fixacdo (Dodds; Whiles, 2010), o que sugere que mesmo na
auséncia de N a fixacdo poderia ndo ocorrer, caso as concentracdes de P inorganico dissolvido
sejam limitantes (Fernandez-Juarez et al., 2020). A falta de consenso sobre qual nutriente
seria prioritario para controlar as floragcdes de cianobactérias fixadoras de N, pode resultar em
diversas consequéncias para gerenciamento dos recursos hidricos. A remocédo apenas de P,
por exemplo, poderia inibir as floracbes de espécies diazotroficas (e.g. Raphidiopsis,
Dolichospermum, Aphanizomenon), mas ndo necessariamente de espécies ndo fixadoras e
também com grande potencial de producdo de toxinas (e.g. Microcystis spp.), que possuem
baixa sensibilidade a limitagdo de fosforo (Wan et al., 2019).

Desta forma, o presente estudo pretendeu contribuir para a quantificacdo das taxas de
fixacdo de nitrogénio atmosférico em reservatorios brasileiros e seus principais fatores
intervenientes, principalmente com relacdo a disponilidade de N e P por meio de
experimentos em laboratorio. Assim, espera-se fornecer subsidios para possiveis agdes de
manejo e remediagdo para o controle de cianobactérias nos ecossistemas aquéticos de agua
doce. A partir desse conhecimento, os planos de gerenciamento dos reservatérios podem ser

melhor concebidos e monitorados, visando a melhoria continua da qualidade das aguas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Reservatorios artificiais

Nas Ultimas décadas, a associacdo entre o incremento na demanda pela agua doce
devido ao crescimento populacional e a degradacéo da qualidade da &gua dos mananciais tem
gerado pressdes significativas sobre os sistemas aquaticos naturais (Straskraba; Tundisi,
2013). A construcdo de reservatorios artificiais surgiu inicialmente como uma solucdo para
atender a demanda por energia elétrica e, posteriormente, também possibilitou a utilizacao de
suas aguas para o abastecimento publico, além de outras finalidades.

Os reservatorios sdo considerados ecossistemas intermediarios entre rios e lagos que
podem assumir caracteristicas proximas aos ambientes I6ticos ou Iénticos, que sao definidas
de acordo com os compartimentos desses ecossistemas (Scott et al., 2009; Straskraba;
Tundisi, 2013). Possuem gradientes horizontais e verticais, que resultam em diferengas
marcantes, por exemplo, nas concentracbes de particulas suspensas, de nutrientes, na
profundidade de mistura e na disponibilidade de luz para a producdo primaria (Kimmer;
Groeger, 1984).

Thornton, Kimmel e Payne (1990) propuseram um modelo heuristico que descreve a
variabilidade espacial (na morfologia, hidrodinamica, na biota, entre outros) ao longo do eixo
longitudinal em reservat6rios, com inicio na regido de entrada do rio até a barragem. De
acordo com estes autores, neste continuo podem ser reconhecidos compartimentos tedricos
denominados zonas de rio, de transi¢do e lacustre (Figura 1A). Ainda segundo Thornton,
Kimmel e Payne (1990), tais compartimentos podem ser caracterizados da seguinte forma:

) Zona de rio (ZR) — considerado como um ambiente I6tico, esse compartimento

é caracterizado pelo maior fluxo de agua (menor tempo de residéncia), com
maiores concentracdes de solidos suspensos e de nutrientes provenientes do(s)
rio(s) tributario(s). Devido a presenca de solidos, que resultam em maior
turbidez abiogénica, ocorre um maior coeficiente de extingdo da luz, tornando
a luminosidade o principal fator limitante para a produtividade primaria nessa
regido;

i) Zona de transicdo (ZT) — esta zona possui como caracteristica a diminuicéo da

velocidade do fluxo de agua, com o0 consequente aumento do tempo de

retencdo hidraulico e maiores taxas de sedimentacdo de particulas. Em funcéo
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da maior penetracdo de luz, ha condi¢es suficientes para maior produtividade
e biomassa fitoplanctdnica. Devido ao conjunto desses fatores, essa regido é
comumente a que apresenta maior potencial de producdo priméria dentro de
um reservatorio;

iii)  Zona lacustre (ZL) — este compartimento esta situado mais proximo a
barragem. Com caracteristicas similares aos lagos, o tempo de residéncia da
agua nessa regido tende a ser maior, também com menores concentracfes de
nutrientes e solidos suspensos. Desta forma, a transparéncia da dgua é maior
quando comparada com as outras zonas, proporcionando uma zona eufotica

mais extensa.

Figura 1 — Zoneamento longitudinal e vertical baseados em fatores ambientais que controlam o estado
tréfico e a produtividade priméria em reservatdrios. (A) vista superior; (B) vista em corte longitudinal

Fluxo d'4gua
(A) Tributérios i ) L i

Zona de Rio Transicdo Zona Lacustre ~ Barragem
(ZR) - “Zn (ZL)

sedimento Hipolimnio

i Fluxo d'agua 3
| ﬁ i

Fonte: Adaptado de Kimmer e Groeger (1984) (A) e de Tundisi e Tundisi (2008) (B).

A estratificagdo térmica € um importante processo natural para 0s ecossistemas
aquaticos, que interfere na estrutura fisica, quimica e bioldgica da coluna d’agua, resultando
em diferentes tipos de gradientes verticais (e.g. distribuicdo da biomassa fitoplanctonica, do
oxigénio dissolvido) (Cantin et al., 2011; Santos et al., 2015). Este processo fisico ocorre
devido a alteragdo da densidade da agua que é inversamente proporcional a temperatura,

podendo compartimentalizar a coluna d’agua em estratos distintos (Figura 1B). As aguas com
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temperaturas mais elevadas sdo menos densas, 0 que resulta na formagdo de um estrato
superficial denominado epilimnio. Por outro lado, as &guas mais frias possuem maior
densidade e acabam confinadas no fundo da coluna d’agua, compondo o estrado conhecido
como hipolimnio (Figura 1B) (Thornton; Kimmel; Payne, 1990).

Ambos os modelos de compartimentalizacdo horizontal (ou longitudinal) e vertical sdo
reconhecidos pela comunidade cientifica e contemplam diversos estudos que envolvem a
produtividade primaria e a comunidade fitoplancténica em reservatérios (e.g. Henry et al.,
1998; Fonseca; Bicudo, 2008; Cunha; Calijuri, 2011; Moreti et al., 2013; Santos et al., 2015).
Mais recentemente, algumas pesquisas tém objetivado revisar os modelos classicos de
compartimentalizacdo, buscar padrdes mais especificos para ambientes tropicais e
subtropicais e identificar elementos que causam desvios em relacdo as zonas espaciais
tipicamente esperadas nos reservatorios (Carneiro; Bini, 2020; Guedes et al., 2020).

Fonseca e Bicudo (2008), ao estudarem um reservatério raso no municipio de Séo
Paulo (Lago das Garcas), verificaram que os episodios de estratificacdo quimica (perfil de
oxigénio dissolvido e de nutrientes) estavam associados com a estratificacdo térmica, que
ocorreu nos meses de primavera e verdo. Os autores concluiram que os processos fisicos de
estratificagdo e mistura da coluna d’agua contribuiam para a variagdo da comunidade
fitoplanctonica, com o surgimento de dinoflagelados, diatoméceas e cloroficeas no inverno,
devido a mistura da coluna d’agua, e a persisténcia das cianobactérias nos periodos de
estratificacdo.

Santos et al. (2015), ao avaliarem a estrutura vertical do fitoplancton no reservatério
Guarapiranga (Sao Paulo/SP, Brasil), observaram que a diferenca de densidade entre o
epilimnio e o hipoliminio pode ser grande ao ponto de impedir a migracdo e a sedimentacao
de espécies do fitoplancton entre elas. Também verificaram que a velocidade dos ventos e a
temperatura do ar foram as variaveis cruciais para a manutencao das estratificacbes durante o
periodo estudado.

Cunha e Calijuri (2011) sugeriram que a menor disponibilidade de luz na zona de rio
do reservatorio ltupararanga (Sorocaba/SP, Brasil) foi um dos fatores limitantes para o
crescimento fitoplancténico nesse ambiente, uma vez que o fésforo total advindo do rio
formador permaneceu em elevadas concentracdes na agua. Por outro lado, o trabalho mostrou
que a relacdo entre clorofila-a (Chl-a) e nitrogénio total indicou que esse nutriente € limitante
nas zonas de rio e lacustre. A distribui¢do do fitoplancton ao longo de um perfil longitudinal

foi estudada no trabalho de Moreti et al. (2013), no reservatério do Mourdo (Campo
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Mourédo/PR, Brasil). O estudo evidenciou gradiente horizontal para o biovolume
fitoplanctonico, com maiores valores nas zonas de transigéo e lacustre.

Assim, tanto a compartimentalizacdo vertical como a longitudinal sdo influenciadas
por fatores ambientais (e.g. tempo de retencdo da agua, temperatura do ar, velocidade e
direcdo dos ventos). Além destes, as regras operacionais dos reservatorios também podem
interferir na estabilidade dessas zonas (Straskraba, 1999). Reservatdrios com menor tempo de
retencdo (10 dias) possuem uma zona de rio mais extensa (até a barragem). Por outro lado,
qguando o tempo de retencdo da agua é maior que 200 dias, a compartimentalizacdo pode ser
mais evidente, delimitando mais claramente as zonas de rio, transi¢do e lacustre (Straskraba,
1999).

Uma das principais consequéncias da interferéncia antropica no entorno dos
reservatorios é o enriquecimento das adguas, de forma acelerada, conhecido como eutrofizacdo
artificial ou cultural (Rast; Holland, 1988). O processo de eutrofizacdo modifica as
comunidades aquéticas e as propriedades fisicas e quimicas da &gua, aumentando a
produtividade dos corpos hidricos (Esteves; Meirelles-Pereira, 2011), trazendo inconvenientes
e limitacBes para os seus usos multiplos.

O nitrogénio e o fésforo tém sido considerados como o0s principais nutrientes
responsaveis pela eutrofizacdo, pois sdo aqueles que tradicionalmente limitam a produtividade
primaria nos ecossistemas aquaticos (Hall et al., 2005). As principais atividades antrépicas
que estdo associadas a eutrofizacdo sdo o lancamento de efluentes domésticos e industriais
(poluicdo pontual), além da agricultura intensiva, que pode possibilitar a lixiviacdo de
fertilizantes para as aguas (poluicdo difusa) (Lima et al., 2016). Em reservatorios e lagos
eutrofizados, as floragdes (blooms) fitoplanctonicas na superficie da agua sdo uma das

principais consequéncias desse enriguecimento.

2.2 Comunidade fitoplanctonica: énfase nas cianobactérias

A comunidade fitoplanctdnica é composta por microrganismos fotossintetizantes
0Xigénicos que vivem em suspensdo na coluna d’agua, responsaveis pela producdo primaria,
sendo este um dos processos ecoldgicos mais importantes dentro de reservatorios (Calijuri;
Deberdt; Minoti, 2007). Essa comunidade é composta pelos mais variados tipos de microalgas
e cianobactérias, que diferem em morfologia, reproducdo, fisiologia e ecologia, 0 que torna

essa comunidade um grupo polifilético.
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Antigamente, as microalgas e as cianobactérias eram agrupadas apenas com base em
caracteristicas morfolégicas, constituindo sistemas artificiais de classificagdo. Com o
aprimoramento de técnicas genéticas e da tecnologia, maiores informacfes sobre esses
microrganismos foram adquiridas, e subsidiaram a elaboracdo de sistemas filogenéticos de
agrupamento (Bicudo; Menezes, 2017). Como exemplos de classes fitoplanctdnicas incluidas
nesses  sistemas, temos:  Chlamydophyceae, Prasinophyceae, = Chlorophyceae,
Trebouxiophyceae, Zygnemaphyceae, Euglenophyceae, Dinophyceae, Xantophyceae,
diatoméaceas (Bacillariophyceae, Coscinodiscophyceae e Mediophyceae), além do filo
Cyanobacteria (Bicudo; Menezes, 2017), que s&o frequentemente encontradas em
reservatorios brasileiros (Chellappa; Borba; Rocha, 2008; Moreti et al., 2013; Adloff et al.,
2018; Amorim; Dantas; Moura, 2020; Moraes et al., 2021).

Alguns desses grupos destacam-se dos demais devido aos problemas sanitarios e de
salde publica que podem causar, como as cianobactérias. Esses microrganismos podem
formar extensas floragdes em ambientes eutrofizados e impedir a passagem de luz, além de
serem potenciais produtoras de toxinas (Branddo; Domingos, 2006; Carvalho et al., 2007). No
Brasil, o caso mais conhecido que relaciona a floracéo de cianobactérias produtoras de toxinas
com problemas de salde publica é o de Caruaru/PE, em 1996, quando pacientes utilizaram
agua contaminada por microcistinas e cilindrospermopsinas (tipos de hepatotoxinas) para o
tratamento com hemodidlise, 0 que ocasionou a morte de 76 pessoas (Carmichael et al., 2001).
Esse evento resultou na implantacdo da Portaria n° 1469, de dezembro de 2000 (BRASIL,
2001), reestruturada e substituida hoje pela Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021
(BRASIL, 2021), que em seus anexos 10, 12 e 13 normatiza o monitoramento de
cianobactérias e cianotoxinas em aguas destinadas ao consumo humano.

Mesmo assim, a presenca de cianotoxinas nas aguas utilizadas para abastecimento
publico no Brasil ainda ¢ um problema recorrente. Um estudo mais recente associou a
presenca de saxitoxina (uma neurotoxina) em aguas de abastecimento do Nordeste brasileiro
com a ma formacao cerebral de bebés decorrente da infeccdo pelo Zika virus (Pedrosa et al.,
2020). Os autores sugeriram que essa toxina colaborou para a intensificagdo da microcefalia,
como demonstrado em estudos in vitro e in vivo (Pedrosa et al., 2020).

Piccin-Santos e Bittencourt-Oliveira (2012) investigaram a potencial producdo de
toxinas pelas cianobactérias presentes em quatro reservatérios brasileiros, dois no estado de
S&o Paulo e dois em Pernambuco. As autoras descreveram que em todos eles foram
encontradas espécies produtoras, com concentragdo de microcistina maxima de 223,7 ug L™,

durante uma floracdo de Raphidiopsis raciborskii (anteriormente denominada
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Cylindrospermopsis raciborskii) no reservatorio tropical de Mundal (PE). Moraes et al.
(2021) relataram a ocorréncia de saxitoxinas nas aguas do reservatorio Itupararanga (SP,
Brasil), utilizado para abastecimento publico, com maiores concentragdes determinadas na
zona lacustre desse reservatério (< 0,23 pg L™). Os principais géneros que foram
correlacionados as concentragOes dessas cianotoxinas foram Aphanizomenon, Geitlerinema e
Raphidiopsis.

As cianobactérias sdo procariontes gram-negativos capazes de realizar fotossintese
oxigénica e possuem diversas estruturas que as tornam grandes competidoras sobre as
microalgas. Como exemplo, apresentam vesiculas gasosas (aerétopos), que regulam a
flutuabilidade de algumas espécies na coluna d’agua (Kosten et al., 2012), e diversos tipos de
fotorreceptores (cianobacteriocromos), que ampliam a capacidade de absorcdo de luz dentro
de um espectro, possibilitando sua sobrevivéncia em locais com baixa luminosidade (Bhaya,
2016). Também podem produzir mucilagem que auxilia na flutuabilidade e dificulta a
herbivoria pelo zooplancton. Outra caracteristica que pode favorecer a dominancia de
cianobactérias sobre demais grupos fitoplancténicos em um ambiente eutrofizado é a
capacidade de fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (N) (Ferber et al., 2004), que pode
ser realizada por meio de mecanismos temporais (e.g. durante a noite) ou espaciais (e.g.
formag&o de heterocitos ou diazdcitos).

Santos et al. (2015) observaram que a cianobactéria Pseudanabaena galeata foi
abundante no reservatério Guarapiranga (Sdo Paulo, SP) (em 5,5 m de profundidade), em
comparacdo com outros grupos fitoplancténicos encontrados, sugerindo certa resisténcia a
deficiéncia de luz. Em seus resultados, também foi visivel a diferenca na distribuicdo de
Scenedesmus ecornis (Chlorophyceae) e de Aphanocapsa delicatissima (Cyanobacteria), que
apresentaram maiores densidades na superficie da coluna d’agua, sugerindo certa dependéncia
da luminosidade.

Vanderley et al. (2021) verificaram que secas prolongadas e a disponilidade de luz
foram fatores chave para a dominéncia perene de cianobactérias em reservatorios brasileiros
rasos. Os géneros dominantes neste estudo foram Microcystis (colonial) e Raphidiopsis
(filamentosa), sendo que o género Raphidiopsis (potencial fixador de N) foi dominante em
condices com maior disponilidade de nutrientes (fésforo total: 39-231 pg-P L™; nitrogénio
total dissolvido: 953-4910 pg-N L), quando a temperatura n&o foi um fator limitante para o
ganho de biomassa de cianobactérias (> 25°C) (Paerl, 2018).

Em experimentos laboratoriais, observou-se que as espécies de cianobactérias

Anabaena circinalis e A. crassa foram capazes de acumular maior quantidade de aerotopos
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sob condi¢bes de baixas intensidades luminosas e elevada concentragdo de fdsforo
(Zapomélova et al., 2008). Essa alteracdo significa uma vantagem adaptativa para esse grupo,
uma vez que em condi¢fes de sombreamento estes organismos podem flutuar na coluna
d’agua para zonas com maior disponibilidade de luz, possibilitando a formacgéo de escumas na
superficie.

N&o é apenas a presenca de estruturas fisicas que determina a competitividade das
cianobactérias sobre outros grupos do fitoplancton. A disponibilidade de nutrientes, como N e
P, também é um fator crucial para regular o crescimento desses microrganismos nas aguas
continentais (Muhid; Burford, 2012). Isvanovics et al. (2000) estudaram a cinética de
assimilacdo de fésforo pela espécie Raphidiopsis raciborskii, e concluiram que essa espécie é
oportunista com relacdo ao P, pois possui elevada capacidade de estocagem desse nutriente.
Além disso, essa espécie desenvolve heterdcitos (Komarek, 2013) e pode fixar N, quando as
concentracdes de nitrogénio na agua sdo baixas (e.9.10 pug-N L™, Spréber et al., 2003),
fortalecendo seu nivel de competitividade.

2.3 O ciclo do nitrogénio em ambientes aquaticos

O nitrogénio é um dos elementos essenciais para a vida, pois compfe as bases da
constituicdo quimica do genoma de todas as espécies e constitui as cadeias proteicas. Sdo
diversos os tipos de compostos que podem ser utilizados pelos organismos como fontes de
nitrogénio. Entre eles, destacam-se os grupos dos ions inorganicos (e.g. nitrato - NO3’, nitrito
- NO,, aménio - NH;") e dos compostos organicos (e.g. aminoacidos, ureia, bases
nitrogenadas) (Herrero; Muro-Pastor; Flores, 2001). O ciclo do nitrogénio envolve diversas
reacOes biogeoquimicas que estdo associadas ao ambiente terrestre, aquatico e atmosférico,
tanto em condicBes aerdbias como anaerébias (Figura 2). Entretanto, com a demanda
crescente por alimentos e energia, as atividades humanas tém alterado significativamente este
ciclo (Galloway, 1998; Downing et al., 1999), em escalas regional e global.

O ciclo do nitrogénio na agua € complexo, pois possui muitas vias de conversdo entre
compostos que ocorrem em diferentes compartimentos e por diferentes vias (aerébias e
anaerobias), alem de sofrer grande influéncia de fatores externos, como o langcamento de
aguas residuérias (Figura 2). Devido a grande &rea superficial, a entrada de N via deposicao

ou difusdo atmosférica é mais significativa em reservatorios e lagos do que em rios, sendo que
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em ambos também existe o aporte de N via fluxos subterraneos, que dependem da geologia da
bacia hidrogréfica (Durand et al., 2011; Cottingham et al., 2015).

Quando o N € solubilizado na agua, apenas 0s microrganismos diazotroficos podem
converté-lo em formas assimilaveis para outros organismos (e.g. aminoacidos, NH;"). A
ocorréncia de genes para fixacdo de nitrogénio (genes do grupo nif), que possibilita essa
conversdo, é uma caracteristica parafilética que estd restrita as arqueias, bactérias (e.g.
Azobacter e Pseudomonas em condigdes aerdbias, Chromatium e Clostridium em condicdes
anaerdbias; Bernhard, 2010), e cianobactérias (Raymond et al., 2004). Apds essa
transformacéo, conhecida como fixacéo bioldgica, o nitrogénio passa a estar disponivel para
outros organismaos.

Dentro do ciclo do nitrogénio, podem ser destacadas duas principais reacfes. A
primeira é a nitrificacdo, na qual o NH," é oxidado a NO, e posteriormente a NO3', por
bactérias quimioautotroficas dos géneros Nitrosomonas (oxidam NH;" a NO,) e Nitrobacter
(NO; a NOg3’) (Hutzinger, 1982). Esta etapa ocorre apenas na presenca de oxigénio dissolvido
na agua. A segunda reacdo, a desnitrificacdo, envolve a conversdo de NO3 em N, realizada
por bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas e entre outros. Este processo é anaerdbio,
uma vez que essas bactérias acabam utilizando o NO3  como aceptor de elétrons na auséncia
de oxigénio, por meio da enzima nitrogenorredutase (Hutzinger, 1982).

Muitas pesquisas tém relatado a importancia da reciclagem interna de nutrientes que
mantém a condicdo eutrdfica de lagos e reservatdrios (Presing et al., 2001; McCarthy et al.,
2013; Cottingham et al., 2015), além da propria fixacdo bioldgica realizada pelas
cianobactérias (Galloway, 1998; Ferber et al., 2004) que tem sido amplamente reconhecida
como um processo crucial nos ambientes aquaticos (Zehr; Capone, 2020). Tanto a reciclagem
interna quanto a fixacdo bioldgica podem atuar como um mecanismo de retroalimentacédo
positivo na fertilizagdo dos corpos d’agua, o que dificulta o controle do estado tréfico uma
vez que o ambiente atinge condi¢des eutréficas.

McCarthy et al. (2013), ao estudarem um lago eutrofico temperado, concluiram que o
sedimento pode ser uma fonte importante de NH," que mantém a produtividade do
ecossistema. Os autores ndo detectaram taxas de fixacdo de N, significativas durante todo o
periodo estudado e encontraram taxas de regeneracdo de NH;" elevadas no verdo, o que
corroborou a importancia da ciclagem interna do nitrogénio como mantenedor da condigéo
eutréfica do Lago Champlain (EUA/Canada).

Por outro lado, Kunza e Hall (2014) verificaram que em ecossistemas oligotroficos, a

assimilacdo de nutrientes dissolvidos (e.g. NOz e NH,4") pode ser até oito vezes inferior as
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taxas de fixacdo de N, atmosferico. Os autores observaram que as taxas de fixacdo foram
maiores (~3,0 mg-N m™2 ht) em temperaturas mais elevadas (~23°C) e que 0s organismos
mais abundantes foram as diatoméceas do género Epithemia (que possui cianobactérias
endossimbiontes fixadoras de N;), seguidas pelas cianobactérias heterocitadas do género

Nostoc.

Figura 2 — Ciclo do nitrogénio no ecossistema aquatico. (N, = gas nitrogénio; NH; = aménia; NH," =
jon amdnio; NO3z = ion nitrato; NO, = ion nitrito; Norg = nitrogénio orgénico; NOP = nitrogénio
organico particulado; NOD = nitrogénio organico dissolvido; NOS = nitrogénio organico do
sedimento)
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Ao realizarem experimentos no lago Limmaren (Suécia) utilizando isétopos (*°N),
Vrede et al. (2009) verificaram que em condi¢cbes com razdes molares N:P entre 14-32

(consideradas baixas pelos autores), a comunidade fitoplanctonica sofreu modifica¢des que
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resultaram na dominancia de cianobactérias fixadoras de N,. Os autores também estimaram
que o N proveniente da fixacdo bioldgica representou 60% do suprimento total de nitrogénio.
Schindler (1977) e Miiller e Mitrovic (2015) também concluiram que elevadas concentracfes
de P (> 30 pg L™ e 200 pg L?, respectivamente) e baixas razdes N:P (<5) (Schindler, 1977)
favorecem as floragdes de cianobactérias, dominadas muitas vezes pelos géneros fixadores de
N. Por outro lado, elevadas raz6es N:P podem inibir as espécies fixadoras de N, (Schindler et
al., 2008), mas nédo necessariamente as floragdes. Com isso, o0 conhecimento sobre o processo
de fixacdo acoplado com a disponibilidade de nutrientes na dgua se torna fundamental para
melhor gerenciar os sistemas aquaticos, com o objetivo de prever e/ou controlar o crescimento
de cianobactérias (Descy et al., 2016), incluindo géneros potencialmente produtores de

toxinas.

2.4 Fixacdo biologica de nitrogénio (N,)

A fixac8o bioldgica engloba uma série de reagdes de conversdo do N, em NH,", que
posteriormente é incorporado em aminoacidos essenciais para a manutencdo das atividades
celulares. Contudo, esse processo ndo ocorre de forma espontanea, pois requer elevado custo
energético (16 mol-ATP/mol-N; fixado) (Berg; Tymoczko; Stryer, 2002; Dodds; Whiles,
2010). O principal complexo enzimatico que catalisa as reacGes de fixacdo € denominado
nitrogenase (nifl e nif2), que atua em meio anodxico, pois € inativado na presenca de O,
(Berman-Frank; Lundgren; Falkowski, 2003; Dodds; Whiles, 2010). Para possibilitar a
incorporacdo de N,, as cianobactérias que realizam a fixacdo dispdem de mecanismos que
evitam o contato da nitrogenase com o O, proveniente da fotossintese, contornando essa
incompatibilidade. Como exemplo, tem-se a fixacdo temporal (realizada em periodos
diferentes, e.g. durante a noite) ou a fixacdo separada espacialmente (que ocorre em regides
ou células diferenciadas dos filamentos) (Kumar; Mella-Herrera; Golden, 2010).

No primeiro caso, alguns géneros de cianobactérias unicelulares e filamentosas (e.g. ,
Crocosphaera, Cyanothece, Gloeothece, Lyngbya) realizam a fixacdo somente no periodo
noturno, na auséncia da fotossintese, o que possibilita a diminuicdo das concentracdes de
oxigénio dissolvido no meio intracelular (Bergman et al., 1997, Inomura et al., 2019). Nestes
casos, 0S genes nif2 sdo responsaveis por expressar a nitrogenase que atua nas células

vegetativas (Thiel, 2006). Toepel et al. (2008) observaram que no caso de cepas de
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Cyanothece sp., essas células estocam glicogénio durante o dia, para ser utilizado como fonte
de energia e possibilitar a fixacdo de N, no periodo noturno.

Ja na fixagéo que ocorre por uma separagdo espacial, em outros géneros, a distribuicao
da nitrogenase nas células vegetativas pode ser heterogénea evitando o conflito com os picos
diérios da fotossintese (e.g. Trichodesmium, Katagnymene). Sandh et al. (2009) verificaram
que a cianobactéria marinha Trichodesmium erythraeum é capaz de realizar fotossintese e
fixacdo de nitrogénio na presenca de luz, porém essas duas atividades ocorrem em diferentes
regides do tricoma (fixacdo no centro e fotossintese nas extremidades).

Outra opcdo de setorizacdo da fixacdo € a ocorréncia de ceélulas especializadas
denominadas heterdcitos, de ocorréncia em géneros como Anabaena, Raphidiopsis,
Aphanizomenon, Dolichospermum e Nostoc, por exemplo. Os heterdcitos sdo caracterizados
por possuirem paredes espessas (camadas de fibras, glicolipidios, polissacaridios e
peptidoglicanos) que dificultam a difusdo do O,, por ndo realizarem fotossintese completa
(auséncia do fotossistema I1) e por possuirem elevadas taxas respiratorias (Berman-Frank;
Lundgren; Falkowski, 2003; Kumar; Mella-Herrera; Golden, 2010; Bergman et al., 2013).
Normalmente a formacdo dos heterdcitos € suprimida quando as cianobactérias crescem em
ambientes com fontes de N, como NOs; e NH,", pelo fato destes nutrientes inibirem a
expressao do gene da nitrogenase que atua nessas celulas (nifl) (Thiel, 2006).

No trabalho de revisdo de Kumar, Mella-Herrera e Golden (2010), os autores relatam
que a cepa PCC 7120 de Anabaena sp. é uma das mais bem estudadas em todo o mundo, e
que serve de modelo para trabalhos que investigam o desenvolvimento de heterdcitos sob
diversas condicBes. Nesta cepa, foi observado que a expressdo do gene responsavel por
regular a formacédo dos heterdcitos (ntcA) pode ocorrer na presenca de NO3s ou NH4*, mas
gue sua expressdo sempre foi maior nos casos em que havia abstinéncia de N dissolvido
(Herrero; Muro-Pastor; Flores., 2001).

O processo de fixacdo de nitrogénio realizado pelas cianobactérias também pode
ocorrer em simbiose com outros microrganismos, como as diatomaceas. Em estudos
laboratoriais, cuturas simbidticas de Hemiaulus-Richelia (cianobactéria-diatomacea) foram
capazes de crescer mesmo sem a adi¢do de nitrogénio assimilavel no meio de cultivo,
indicando que as cianobacterias foram capazes de fixar o nitrogénio atmosférico e favorecer o
crescimento das diatomaceas (Pyle; Johnson; Villareal; 2020). Schoffelen et al. (2019)
verificaram que a transferéncia de N fixado para outros organismos depende da espécie de
cianobactéria e da disponibilidade de fdsforo inorganico dissolvido (PID) no ambiente.

Enquanto o género Nodularia transfere até 14% do N fixado para microrganismos epibiontes,
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aparentemente o género Aphanizomenon retém 100% do N fixado para uso intracelular, em
condigdes com limitagéo de PID (Schoffelen et al., 2019).

Devido ao alto custo energético, a fixacdo biolégica do N, tende a ocorrer em
ambientes deficientes de nitrogénio ou com baixas razées molares entre nitrogénio e fosforo
(N:P) (Ferber et al., 2004). A razdo molar N:P considerada equilibrada para o crescimento
fitoplanctonico foi descrita pela primeira vez por Redfield (1958), com valor aproximado de
16:1 para os ecossistemas marinhos. Mais recentemente, a razdo N:P para lagos foi revisada
para aproximadamente 23:1 (Sterner et al., 2008). Desta forma, considera-se que razdes N:P
< 10 indicam um ambiente deficiente de nitrogénio (limitante), enquanto razdes N:P > 20
tornam o fosforo o nutriente limitante para o desenvolvimento do fitoplancton (Grayson et al.,
1997). Contudo, também existem outros critérios disponiveis para identificar os nutrientes
limitantes para o crescimento fitoplanctonico (e.g. Guildford; Hecky, 2000; Ye; Cai, 2011).

Além da razdo N:P e das concentragdes de formas nitrogenadas na &gua
(principalmente inorganicas dissolvidas, como NH,", NO,” e NO3), existem diversos outros
fatores que podem influenciar as taxas de fixacdo nos ambientes aquaticos como a
luminosidade, a temperatura e os aspectos hidrodinamicos (Doyle; Fisher, 1994; Yu et al.,
2014; Visser et al., 2016). Scott et al. (2009) estudaram trés reservatorios norte-americanos
(Texas, EUA) e verificaram que, além da fixacdo de nitrogénio depender da luz, as taxas de
fixacdo foram longitudinalmente heterogéneas, com os maiores valores estimados nas zonas
de transicdo dos reservatérios (25-60 vezes maiores em comparacdo as demais zonas). Uma
das possiveis explicacdes que os autores propdem é que ocorreu um gradiente das razées N:P,
que favoreceu o crescimento fitoplanctdnico na zona de rio (com maiores concentracfes de N
e P) e a dominancia de cianobactérias na zona de transicdo (com o P disponivel via
sedimento). A disponibilidade de fésforo (com N limitante), a maior estabilidade da coluna
d’4gua e a maior penetragdo de luz na zona de transi¢do seriam os principais fatores que
estimularam a fixagdo bioldgica nessa regiéo.

Forbes et al. (2008) investigaram a importancia de fatores fisicos, do uso do solo e da
qualidade da agua para predicdo da produtividade primaria e da fixacdo de Ny,
longitudinalmente entre a zona de rio e a zona lacustre de oito reservatérios do Texas (EUA).
Os autores observaram que as taxas de fixacdo de N, foram elevadas em regides com menor
area de drenagem, pois nesses ambientes ocorreu maior estabilidade hidrodindmica pelo
menor fluxo de escoamento superficial, 0 que diminui a turbidez e turbuléncia das aguas,

favorecendo a dominancia de cianobactérias fixadoras de N.
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Yu et al. (2014), ao estudarem a comunidade de microrganismos diazotréficos de um
reservatorio subtropical (China), verificaram que a abundancia desta comunidade obteve
correlacdo negativa com a temperatura e 0 oxigénio dissolvido. De acordo com os resultados
dos autores, as menores temperaturas (~17°C) e a condicdo andxica (<0,5 mg L™
favoreceram o crescimento das diazotréficas no hipolimnio da coluna d’agua. A espécie
dominante identificada nesse trabalho foi Raphidiopsis raciborskii, cianobactéria filamentosa
que desenvolve heterdcitos e também € comumente encontrada nos reservatorios brasileiros
(Soares et al., 2013; Cunha et al., 2017; Moraes et al., 2021).

De acordo com Doyle e Fisher (1994), a fixacdo biologica foi fortemente dependente
da luminosidade no estudo da comunidade fitoplanctonica e perifitica em um lago de uma
planicie amazonica. Os autores verificaram que o processo de fixacdo foi maior (taxas
méximas < 4,3 pmol-N mg chl-a* h'%) entre intensidades de 500 e 900 umol m2s™, e que as
espécies responsaveis pela maior taxa de fixacdo possuiam heterécitos. Esse resultado é
corroborado pelo fato das espécies heterocitadas realizarem fixacdo na presenga de luz
(Berman-Frank; Lundgren; Falkowski, 2003).

Marafédo (2016) estudou a fixacdo bioldgica na zona lacustre de trés reservatorios do
estado de S&o Paulo, e verificou que a taxa absoluta de fixagdo em reservatdrios subtropicais
pode ser relativamente maior (1,00 pg-N L h?) quando comparada aos ambientes
temperados (e.g. maxima de 0,35 pg-N L™ h™ determinada por Scott et al., 2009). Esses
resultados podem ser corroborados por analises que sugerem que as aguas doces subtropicais
sdo mais suscetiveis a limitacdo de N do que as zonas temperadas (Downing et al., 1999), o
que favoreceria a maior taxa de fixacéo.

Ainda é pouco conhecido como a temperatura nos ecossistemas aquaticos subtropicais
influencia o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio nesses ambientes. Além disso, a
maior parte dos estudos laboratoriais de fixacdo bioldgica € desenvolvida com espécies de
cianobactérias marinhas (Rodriguez; Ho, 2014; Rabouille et al., 2014), sendo escassos
trabalhos com especies frequentemente encontradas nos reservatorios brasileiros. Desta
forma, conhecer os fatores que influenciam as taxas de fixacdo de N, de cianobactérias
provenientes de reservatorios brasileiros também se faz necessario, uma vez que esses
microrganismos j& dominam diversos reservatorios (Soares et al., 2013), deteriorando a

qualidade da 4gua para 0 consumo humano e para 0s demais usos.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a influéncia de fatores bioticos e
abioticos sobre a fixacdo bioldgica de nitrogénio por cianobactérias do fitoplancton in situ
(em campo) e in vitro (em laboratorio) como contribuicdo ao entendimento da importancia
desse processo para 0 dominio das cianobactérias em muitos mananciais subtropicais. Para

isso, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

i) Analisar a heterogeneidade espacial (e.g. em compartimentos longitudinais e
verticais) da fixacdo de N, em quatro reservatdrios subtropicais e relaciona-la a caracteristicas

fisicas, quimicas e bioldgicas da &gua;

ii) Investigar a variabilidade temporal da fixacdo de N, nos quatro reservatorios em

escala de tempo sazonal (e.g. em diferentes estacGes do ano);

iii) Verificar a influéncia das diferentes raz8es molares entre nitrogénio e fésforo sobre
as taxas de fixacdo de N, de uma espécie de cianobactéria cultivada em meio de cultura em

laborat6rio;
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4 HIPOTESES

Com base nos objetivos definidos, as seguintes hipdteses foram testadas, sendo as duas

Iniciais relativas aos experimentos in situ e as outras trés, aos ensaios in vitro:

1 — Assim como em reservatorios de regides temperadas, a taxa de fixacdo de
nitrogénio atmosférico serd maior na zona de transicdo dos reservatorios estudados, pois
haverd, neste compartimento, uma combinacdo de fatores ambientais (e.g. maior
disponibilidade de luz e nutrientes, tempo de retencdo da agua) que favorecera o crescimento

das cianobactérias fixadoras de N;

2 — A composicdo da comunidade de cianobactérias sera determinante sobre os
processos de fixacdo nas escalas sazonal (nas diferentes estacdes do ano), horizontal (entre as

zonas) e vertical (nas diferentes profundidades da coluna d’agua);

3 — As menores razdes entre nitrogénio e fosforo (nas formas nitrogénio inorganico
dissolvido: fdsforo inorganico dissolvido, NID:PID) propiciardo o desenvolvimento de
heterdcitos na cepa de cianobactéria estudada e, consequentemente, estimulardo maiores taxas

de fixacao;

4 — As maiores taxas relativas de fixacdo de N, ocorrerdo durante a fase exponencial
de crescimento da cianobactéria estudada, quando comparada com a fase estacionéria,
principalmente pelo fato de necessitarem da maior quantidade de nitrogénio para o ganho de

biomassa;

5 — Sob uma mesma razdo molar NID:PID, a maior disponibilidade absoluta de
fosforo favorecerd o aumento nas taxas de fixacdo de nitrogénio, quando comparadas com as

condigdes em que a concentracao absoluta de nitrogénio € menor.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Estudos in situ

5.1.1 Area de estudo

Foram escolhidos quatro reservatorios localizados na regido central do estado de Séo
Paulo, sendo eles: Lobo, Santana, 29 e Teixeira (Figura 3). De acordo com a Lei Estadual n.
9.034 de 27 de dezembro de 1994 (Sdo Paulo, 1994), os reservatorios do Lobo e Santana
estdo inseridos na Bacia Hidrografica Tieté-Jacaré, que corresponde a 13* Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHI-13), enquanto que os reservatorios 29 e
Teixeira pertencem a Bacia Hidrografica Mogi-Guacu (UGRHI-09). O clima dessas duas
UGRHIs se enquadra nas zonas Cwa (subtropical de altitude) e Aw (tropical chuvoso),
segundo a classificacdo de Koppen-Geiger (CEPAGRI, 2018). No caso dos quatro
reservatorios do presente estudo, todos estdo inseridos na zona Cwa, que apresenta verao
guente chuvoso (de dezembro a fevereiro) e um inverno seco (de junho a agosto). As
principais caracteristicas desse tipo climéatico sdo a precipitacdo do més mais chuvoso (10
vezes maior que a do més mais seco) e a temperatura média do més mais quente (sempre
superior a 22°C) (Peel; Finlayson; MacMahon, 2007).

Os quatro reservatorios estdo localizados préximos a cidade de Sdo Carlos/SP (entre as
coordenadas 21°30” - 22°30’S; 47°30° - 48°30°0), dentro de um raio aproximado de 20 km
(Figura 3), em éareas limitrofes com outros municipios (Brotas, Descalvado e Itirapina/SP).
Com relagdo ao uso e ocupacao do solo, em todos 0s casos, 0s reservatorios estdo inseridos
nas zonas rurais de seus respectivos municipios, com categorias de uso variando desde Areas
de Protecdo Ambiental (APA) até Zonas Multifuncionais Rurais (ZMR) (Séo Paulo, 1983;
Séo Carlos, 2016).
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Figura 3 — Reservatdrios estudados localizados proximos a cidade de S&o Carlos/SP. Os reservatorios 1 (Lobo) e 2 (Santana) estdo inseridos na bacia
hidrografica do rio Jacaré-Guacu (UGRHI-13), enquanto os de nimero 3 (29) e 4 (Teixeira) integram a bacia hidrografica do rio Mogi-Guacu (UGRHI-09)
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- Reservatorio do Lobo

Também conhecido como Broa ou represa de ltirapina, estd localizado entre o0s
municipios de Brotas (margem esquerda) e lItirapina (margem direita) (Figura 4). Ele é
integrante da bacia hidrogréafica do rio Jacaré-Guagu, situado na regido centro-leste de SP (em
22°10°06”S; 47°54°1170, a 710 m acima do nivel do mar) (Dos Santos, 2003). Com um
espelho d’agua de aproximadamente 6,8 km?, profundidade média de 3,0 m (maxima de 12,0
m), volume de 22 x 10° m3 e tempo médio de residéncia da 4gua de 20 dias (Calijuri; Tundisi,
1990), o reservatorio é considerado o de maiores dimens@es entre os incluidos no presente
estudo.

Esse reservatdrio foi construido em 1936 com o objetivo de gerar energia elétrica as
industrias emergentes e comunidades locais por meio da Usina Hidrelétrica (UHE) do Lobo
(Periotto; Tundisi, 2013). Atualmente, a UHE do Lobo passou a ser classificada como Central
Geradora Hidrelétrica (CGH) e estd sob concessdo da companhia Aratu Geracdo S.A.,
produzindo em média 1,1 MW (ANEEL, 2018) e tendo suas aguas também destinadas aos
demais usos, como recreacdo, pesca e lazer (Periotto; Tundisi, 2013).

O Lobo é formado pelo represamento do ribeirdo do Lobo e do rio Itaqueri (Figura 4),
que contribuem com 80% do volume de agua do reservatorio (Queiroz, 2000). Além destes, 0
reservatorio também é abastecido pelas dguas de outros afluentes de menor porte, como 0s
corregos: Carvdo, Estiva, do Geraldo e Perdizes, que juntos compbem seis sub-bacias
hidrogréaficas com aproximadamente 227 km?2 de area de drenagem (Pereira, 2013; Periotto;
Tundisi, 2013). Apds as aguas passarem pelas turbinas e vertedouros da barragem da CGH,
estas contribuem para a formacéo do rio Jacaré-Guacu.

Apesar do reservatorio do Lobo pertencer a APA Corumbatai-Botucatu-Tejupa, de
acordo com o Decreto Estadual n. 20.960, de 08 de junho de 1983 (S&o Paulo, 1983), sua
bacia hidrografica tem sofrido intenso processo de degradacdo, principalmente pela
urbanizacdo desordenada do seu entorno. A vegetacdo predominante original era composta
por diferentes fisionomias do cerrado (e.g. cerrado strictu sensu, cerraddo, campo Sujo)
(Pulitano, 1998 apud Queiroz, 2000), que sofreu aproximadamente 70% de supressdo
(Pereira, 2013) devido ao desenvolvimento socioeconémico regional. A bacia do reservatorio
¢ caracterizada por apresentar, ainda: loteamentos residenciais e turisticos, incluindo o Centro
de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais (CRHEA) da USP/Séo Carlos; areas agricolas

para monoculturas anuais (e.g. cana-de-agUcar) e perenes (e.g. laranja); pastagens (para
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criacdo de gado); e areas reflorestadas com uso dos géneros exoticos Eucalyptus e Pinus
(Pulitano, 1998 apud Queiroz, 2000) (Figura 4).

Figura 4 — Reservatdrio do Lobo (municipios de Brotas - margem oeste; de Itirapina - margem leste)
com seus principais tributérios (indicados pelas setas) e diferentes areas de uso e ocupagdo do solo.
(Lo — ribeirdo do Lobo; It — rio Itaqueri; C, — cultura anual; CE — cerrado; C, — cultura perene; Cys, —
Centro de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais (CHREA/USP); R — reflorestamento; U, — sob
urbanizacdo; A - barragem)

Fonte: Adaptado de GoogleEarth® (Imagem acessada em 26 de julho de 2018).

Vale evidenciar que o Lobo é provavelmente o reservatério mais estudado do Brasil,
com producdo cientifica datada dos anos 1970, principalmente pela proximidade com o
CHREA/USP e a Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) (Campregher; Martins,
2017). Foram diversas as areas do conhecimento que tiveram o reservatério como objeto de
estudo (e.g. ecologia, sociologia, economia, matematica, instrumentacdo) (Periotto; Tundisi,
2013 Campregher; Martins, 2017).
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- Reservatério Santana

O reservatdrio Santana foi inaugurado em 1951, a partir da retencdo das aguas do rio
Jacaré-Guacu, com objetivo de produzir energia elétrica (Mioto et al., 2004). O reservatério
esta localizado dentro do perimetro municipal de Sdo Carlos/SP (22°04°27”’S; 48°02°41°0, a
607 m do nivel do mar ), com sua margem esquerda na divisa com o municipio de Brotas/SP
(Séo Carlos, 2016) (Figura 5). Tomando-se o rio Jacare-Guagu como referéncia, a Pequena
Central Hidrelétrica (PCH) Santana estd aproximadamente a 15 km do reservatério do Lobo, e
possui producdo média assegurada de 2,6 MW (ANEEL, 2018).

De acordo com Feliciano (1999), além do proprio rio Jacaré-Guacu, o reservatorio é
alimentado com as aguas do corrego da Rasteira/Santa Joana (com 13,6 km de extensdo),
limitrofe entre os municipios de Ribeirdo Bonito e Brotas/SP, e por mais dois corpos d’agua
que ndo sdo denominados nas cartas topograficas. Em conjunto, todos esses tributarios
totalizam uma éarea de drenagem de aproximadamente 768 kmz?, referente a bacia hidrografica
do reservatorio Santana (ANA, 2018). O reservatorio possui uma area superficial de
aproximadamente 0,5 km?, volume de 16 x 10° m? de agua e profundidade média de 3,8 m
(dados ndo publicados).

O perimetro do reservatorio apresenta vegetacdo tipica de mata ciliar e parcelas de
floresta estacional semidecidual, onde estd localizada a Unidade de Conservacdo (UC)
Estacdo Ecologica Mata do Jacaré (Sdo Paulo, 2012) (Figura 5), criada pelos Decretos n.
38.957, de agosto de 1961 e n. 26.890, de 12 de margo de 1987 (Feliciano, 1999). Embora
haja uma UC associada ao reservatdrio, o entorno desta esta ocupado pela agropecuaria,
principalmente por culturas de cana-de-agUcar (ao sul, na Fazenda Santana e ao norte, na
Fazenda Santo Antdnio), que parecem suprimir a mata ciliar préxima a barragem (Figura 5).
A montante do reservatério existe uma area alagada formada pelo rio Jacaré-Guagu, que €

caracterizada por bancos de macrofitas aquéticas (e.g. Cabomba sp., Myriophyllum sp.).
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Figura 5 — Reservatorio Santana (municipios de Brotas/SP - margem sul; de S&o Carlos - margem
norte) com seu principal tributario (indicado pela seta) e diferentes areas de uso e ocupagdo do solo.
(JG — rio Jacaré-Guacgu; M, — area com bancos de macrdfitas; C, — cultura anual; UC — Unidade de
Conservacao Estagdo Ecoldgica Mata do Jacaré; A - barragem)

(c.

Fonte: Adaptado de GoogleEarth® (Imagem acessada em 26 de julho de 2018).

- Reservatorio do 29

O reservatério 29, localizado no municipio de Sdo Carlos/SP (21°53°40”S;
47°48°5370, a 687 m acima do nivel do mar), pertence a sub-bacia hidrografica do Ribeirdo
dos Negros, que € um afluente da margem esquerda do rio do Quilombo (tributario do rio
Mogi Guagu — UGRHI-09). O Ribeirdo dos Negros € o principal formador do reservatorio
(Figura 6), que também recebe as aguas dos corregos da Lagoa (Primavesi et al., 1999), da
Jararaca e outro ainda ndo denominado (S&o Carlos, 2016).

N&o foi encontrada na literatura a data de construcéo desse reservatorio, porém, Mioto
et al. (2004) descrevem que ele, em conjunto com os reservatorios da Alegria, Barra e do
Teixeira, formam um sistema de acimulo de agua para a geracdo de energia elétrica na PCH
Capdo Preto, que foi inaugurada em 1911. Segundo os préprios autores, o reservatorio 29
serve como um regulador de vazdo para essa PCH. Atualmente, o reservatorio também ¢é

utilizado como balneério turistico e para atividades pesqueiras.
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Figura 6 — Reservatorio 29 (municipio de S&o Carlos/SP) com seus principais tributérios (indicados
pelas setas) e diferentes areas de uso e ocupacdo do solo (Ne — ribeirdo dos Negros; La — cérrego da
Lagoa; C, — cultura anual; RL — reserva legal; C, — cultura perene; Fg — fragmento florestal; U, — sob
urbanizacdo; A - barragem)

Fonte: Adaptado de GoogleEarth® (Imagem acessada em 26 de julho de 2018).

O reservatorio possui aproximadamente 0,9 km2 de éarea alagada, 3,0 m de
profundidade média e um volume de agua aproximado de 20 x 10° m3 (dados n&o publicados).
A éarea de sua bacia hidrogréafica é de 168 kmz, sendo que 75% representam area agropastoril e
20% é referente a vegetacdo nativa remanescente (dados ndo publicados).

Ao sudoeste do reservatorio se encontra a Reserva Legal da Embrapa Pecuéria
Sudeste, localizada dentro da Fazenda Canchim. A vegetacdo original desse fragmento de
cerrado € composta por suas fisionomias strictu sensu e cerraddo, floresta estacional
semidecidua, além da mata de galeria que ocorre ao longo do cérrego da Lagoa até o seu
desague no reservatério 29 (Primavesi et al., 1999; Manica; Telles; Dias, 2008). Além da
reserva, 0 entorno do reservatério também é ocupado por plantacfes de cultivos anuais (e.g.

cana-de-acucar) (Mioto et al., 2004) e perenes (e.g. citros e café) (Figura 6).
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- Reservatorio do Teixeira

O reservatorio do Teixeira, conhecido oficialmente como Bom Retiro, esta na divisa
dos municipios de Sdo Carlos (margem oeste) e Descalvado (margem leste) (21°53°54”S;
47°46°30”0, a 685 m acima do nivel do mar). O reservatério foi construido no rio do
Quilombo, em cascata com o reservatorio da Barra (a jusante), para producdo de energia
elétrica na PCH Capdo Preto. Como ja mencionado, esses dois reservatorios possuem
conexdes a jusante com as vazdes efluentes dos reservatorios 29 e Alegria, que direcionam o
fluxo de &gua até a usina (Figura 7). A juncdo desses dois sistemas hidraulicos independentes
(29-Alegria e Teixeira-Barra) permite com que a PCH gere 2,3 MW de energia assegurada
(ANEEL, 2018).

A PCH Capédo Preto teve seu inicio de operacdo datado em 1911, o que a torna a
segunda usina construida em Séo Carlos. O reservatdrio é formado pelo represamento do rio
do Quilombo e pelo Ribeirdo da Capivara, tributario da margem leste. A bacia hidrografica do
Quilombo é ocupada por pastagens e monoculturas de laranja e cana-de-acUcar (Figura 8),
sendo estas as principais a¢des antropicas da regido que podem causar a poluicdo dos cursos
d’agua (Apone; Oliveira; Garavello, 2008). E importante destacar que, ao leste e oeste do
reservatorio existem dois fragmentos do cerrado com caracteristicas florestais (e.g. cerradao,
cerrado denso) (Figura 8). Atualmente, as margens arenosas do reservatério também sao
utilizadas para lazer (Mioto et al., 2004) e outros usos locais, destacando-se a pesca amadora.

A bacia hidrogréfica do reservatorio do Teixeira € a menor, comparada com as demais
estudadas no presente trabalho, com area méxima de 78 km2 O reservatorio possui
aproximadamente 25 x 10° m3 de 4gua e 1,0 km? de area superficial. A profundidade média é
de 3,0 m (dados ndo publicados). Esse reservatorio € o que apresenta a menor area de
vegetacdo nativa (16%), sendo que a area utilizada para agricultura (73%) é a mais
significativa (dados néo publicados).

Dentre os quatro reservatorios abordados no presente estudo, o 29 e Teixeira Sd0 0S
que possuem menos informagdes e estudos disponibilizados para o publico, seguidos pelo
Santana (Tabela 1). Segundo o Plano Diretor de S&o Carlos, existe a intencdo por parte do
municipio de utilizar esses corpos d’agua para a captacdo de adgua (Sao Carlos, 2016), o que

aumenta a demanda de estudos ambientais nas bacias hidrograficas desses reservatorios.
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Figura 7 — Esquema da distribuic@o dos reservatorios da Alegria, do 29, da Barra e do Teixeira como
um sistema de armazenamento de agua para geracao de energia na PCH Capéo Preto, localizada na
bacia hidrogréafica do rio do Quilombo (UGRHI -09 — Mogi-Guagu)
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 8 — Reservatorio do Teixeira (municipios de Sdo Carlos/SP - margem oeste; de Descalvado -
margem leste) com seus principais tributarios (indicados pelas setas) e diferentes areas de uso e
ocupacao do solo (Legenda: Qu — rio do Quilombo; Ca — ribeirdo da Capivara; C, — cultura anual; Fr —
fragmento florestal; BA— reservatério da Barra; A - barragem)

Fonte: Adaptado de GoogleEarth® (Imagem acessada em 26 de julho de 2018). ’
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Tabela 1 — Tabela sintese de informagfes dos quatro reservatdérios abordados no presente estudo.
(Legenda: * usina compartilhada)

UGRHI-13 (Jacaré-Tieté) UGRHI-09 (Mogi-Guagu)
Lobo™**  santana®™** 29 1] Teixeira !
Area de drenagem (km?) 227 768 168 78
Area superficial (km2) 6,8 0,5 0,9 1,0
Profundidade média (m) 3,0 3,8 3,0 3,0
Perimetro (km) 21,0 7,3 6,4 4,9
Volume (x 10°> m?3) 220 16 20 25
Tempo médio de 20 2 10 25
residéncia (dias)
Altitude (m) 710 607 687 685
Poténcia nominal (MW) 1,2 4,6 4,3*
Garantia fisica média *
(MW) 11 2,6 2,3
Principal curso d’agua Rib. do Lobo Rio Jacaré- Rib. dos Rio do Quilombo
represado Guagcu Negros
Ano de inauguragéo 1936 1951 1911 1911
o N Brotas/Sao x Sao
Municipio Brotas/Itirapina Carlos Séo Carlos Carlos/Descalvado

Fonte: W Calijuri e Tundisi (1990); PPeriotto e Tundisi (2013); F'Mioto et al. (2004); *JANA (2018);
BIANEEL (2018).

E de fundamental importancia a geracdo de dados desses ecossistemas, para servirem
de referéncia bésica a outros estudos e projetos, uma vez que existe o potencial desses trés
reservatorios servirem para abastecimento publico no futuro, podendo alterar a qualidade

ambiental dos mesmos.

- Reservatorios Barra Bonita e Itupararanga

Com o objetivo de obter maior variabilidade entre os estados troficos dos reservatorios
para identificar possiveis correlacfes e tresholds (isto €, limiares) relacionados as taxas de
fixacdo de nitrogénio, o estudo de Marafdo (2016) foi utilizado como base de dados
adicionais no que se refere as informacdes dos reservatorios de Barra Bonita e Itupararanga,
também localizados no estado de SP. Todas as variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas da agua
desses ambientes foram amostradas e analisadas exatamente da mesma forma que no presente

trabalho, inclusive a metodologia para determinacédo das taxas de fixacdo de nitrogénio.



57

5.1.2 Variaveis climatoldgicas

Os dados de pluviometria (mm), temperatura do ar (°C), velocidade (m s™) e direcéo
dos ventos (°) do periodo estudado foram obtidos por meio de estacdes meteoroldgicas
automaticas. Para os reservatdrios do Lobo e Santana, foi utilizada como referéncia a estacéo
climatologica do Centro de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais (CRHEA) da USP/Sao
Carlos, localizada as margens do reservatorio do Lobo (coordenadas: 22°10°10”S;
47°53°56”0, 730 m de altitude). Ja para 0s reservatorios 29 e Teixeira, os dados foram
obtidos por meio da estacdo automética da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(Embrapa) Sudeste (coordenadas: 21°57°42”S; 47°50°28”0, 860 m de altitude), que dista

aproximadamente 8 km de ambos os reservatorios.

5.1.3 Amostragem

Foram escolhidos trés pontos de amostragem em cada um dos reservatorios do Lobo,
Santana e 29 e dois no Teixeira, todos situados na regido limnética (Tabela 2, Figura 9). Em
teoria, 0s pontos compreenderam as zonas de rio (ZR), de transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos
reservatorios (Figuras 10 e 11), para verificar a influéncia desses compartimentos sobre
qualidade d’agua e 0s experimentos in situ. A justificativa da escolha de dois pontos
amostrais no reservatério Teixeira se fez pelo fato deste possui 0 menor comprimento, quando
comparado aos demais. Desta forma, com intuito de abranger maior diferenca longitudinal
entre 0s pontos e suas diferentes caracteristicas, foram apenas escolhidos os pontos extremos,

um proximo a barragem e outro proximo ao rio formador principal.

Tabela 2 — Coordenadas geograficas (em graus, minutos e segundos) dos pontos de amostragem em
cada reservatdrio estudado. (Legenda: - auséncia de ponto amostral)

Reservatorios Zona de Rio (ZR) Zona de Transigédo (ZT) Zona Lacustre (ZL)
Lobo 22°12°53,00”S 22°11°31,00”S 22°10°12”S
47°52°39,0070 47°53°03,00”0 47°54°1470

22°04°58,00”S

22°04°37,66”S

22°04°29,68”S

Santana 48°01°09,0070 48°01°34,98°0 48°02°33,66”70

2 21°54°41 56”S 21°54°10,007S 21°53°43,007S

47°48°51 9770 47°48°44,0070 47°48°58,0070

. 21°54°40,00”S 21°53°57,00”S
Teixeira -

47°45°53,00"0

47°46°23,00”0
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Além da distribuicdo horizontal dos pontos, também foram determinadas duas
profundidades na zona eufética em cada ponto amostral, conforme o perfil de Radiacdo Solar
Fotossinteticamente Ativa (RSFA), determinado com auxilio de um radiémetro (LI-
193SA/LI-COR®, faixa entre 400 e 700 nm) acoplado a um datalogger (LI-1400/LI-COR®).
As duas profundidades representam camadas da coluna d’agua em que ndo ocorre
fotoinibicdo da produtividade priméria pelo fitoplancton (50% da RSFA) e que ainda estejam
dentro da zona eufotica, porém com baixa luminosidade (10% da RSFA) (Gianesella-Galvéo,
1985; Whittington et al., 2000).

Figura 9 — Reservatdrios estudados com os respectivos pontos de amostragem definidos nas zonas de
rio (ZR), de transicdo (ZT) e lacustre (ZL)

iz “o Legenda
(] ZL o
Localizagéo
ZL . T aproximada da
Reservatorio barragem
Santana 7R o Espelho d'agua
o Ponto de coleta
Reservatorio o i ZL "
do Lobo /o
T
* WAy
O ZR
v ZR
N Reservatdrio
A ° Reservatorio Teixeira
29
0 1 km ZR

Fonte: Autoria prépria.

As coletas foram realizadas entre ago/2017 e mai/2018, trimestralmente, a fim de
abranger as quatro estacOGes climaticas e suas variagbes naturais, no periodo da manhd
compreendido entre as 07h00min e 11h00min. Em campo, a temperatura do ar (T, °C) foi
obtida utilizando um termdmetro de mercurio e a condicdo meteorologica foi anotada no
momento de cada coleta. Destaca-se que em maio/2017 foi realizada uma coleta preliminar
em cada reservatorio a fim de verificar a ocorréncia de cianobactérias potencialmente

fixadoras de N, nesses ambientes.



Figura 10 — Registros fotograficos das zonas de rio (ZR), transi¢do (ZT) e lacustre (ZL) dos reservatdrios do Lobo e Santana

Fonte: Autoria propria (fotografias obtidas entre agosto de 2017 e julho de 2018).‘
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Figura 11 — Registros fotograficos das zonas de rio (ZR), transigdo (ZT) e lacustre (ZL) dos reservatorios do 29 e Teixeira
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Fonte: Autoria prdpria (fotografias obtidas entre agosto de 2017 e jlho de 018).
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5.1.4 VVariaveis obtidas in situ

A profundidade maxima (Zmax) da coluna d’agua foi mensurada utilizando um cabo
graduado preso a uma ancora. A transparéncia da agua foi determinada por meio do disco de
Secchi (DS, m), a partir da média entre a profundidade de desaparecimento e aparecimento do
disco na coluna d’agua. A extensdo da zona eufotica (Ze,) foi calculada a partir do coeficiente
vertical da atenuacdo da radiacdo (Wetzel; Likens, 1990), considerando a intensidade
luminosa de 100% até 1%.

Os perfis verticais das variaveis fisicas e quimicas da agua como temperatura (°C),
oxigénio dissolvido (mg L™) e pH foram determinados in situ por meio de sonda
multiparamétrica (H19829/Hanna®). As mensuracdes foram realizadas a cada 0,1 m até o
primeiro 1,0 m e a cada 0,5 m até meio metro antes da profundidade maxima, para possibilitar
a identificacdo de estratificacBes superficiais e evitar o choque da sonda com o sedimento,
respectivamente.

O coeficiente de variagdo (CV) foi utilizado para analisar a variabilidade da
temperatura na coluna da agua. Como a resolucdo do perfil vertical da temperatura e o0 CV
podem ndo permitir a determinacdo da profundidade da termoclina, para melhor analise da
estratificacdo, a resisténcia térmica relativa (RTR) (Wetzel; Likens, 1990) também foi
calculada (Equagédo 1). A RTR foi estimada para cada intervalo de medicdo da
temperatura/profundidade. Os valores da densidade da dgua doce em dada temperatura (com

precisdo de 0,1 °C) foram retirados de Hodgman et al. (1962).

RTR = (m'plgw (1)

Em que:

p, = densidade da agua (g cm™) em uma dada temperatura na profundidade inferior
subsequente a p; (m);

p1 = densidade da 4gua (g cm™) em uma dada temperatura na profundidade superior (m);

RTR = resisténcia térmica relativa.

De acordo com Reynolds (1984), a zona de mistura (Znyix) pode ser considerada como
a camada superficial da coluna d’agua na qual a diferenca da densidade entre os estratos é
menor que 0,0002 g cm™ m™ dentro de uma gradiente. Isso significa que quando a diferenga

for > 0,0002 g cm™ m’!, ocorre estratificagdo da coluna d’agua nesse ponto. Ao transformar
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essa diferenca de 0,0002 g cm™ m™ para RTR, obtém-se um valor igual a 25,0. Desta forma,
foi considerado no presente trabalho que a Znix Se estende até onde a RTR for < 25,0.

Com o auxilio da garrafa de Van Dorn, amostras de agua foram coletadas nas duas
profundidades (referentes a 50% e 10% da RSFA) para a analise de nutrientes (séries
nitrogenada e fosfatada), sdlidos suspensos totais e Chl-a. As amostras foram armazenadas
em bombonas de polietileno (5 L) e acondicionadas em caixas de isopor com gelo durante o
transporte até o Laboratorio de Biotoxicologia de Aguas Continentais e Efluentes
(BIOTACE) da Escola de Engenharia de S&o Carlos da Universidade de Sdo Paulo
(EESC/USP), visando a preservacdo das amostras. Todas as analises fisicas e quimicas da
agua foram realizadas neste mesmo laboratério, imediatamente ap6s a coleta das amostras,

utilizando-se de tréplicas analiticas para obtencdo de valores médios e desvios padrdes.

5.1.5 Nutrientes totais e dissolvidos

Em laboratorio, parte das amostras de &gua foi filtrada (membranas com 0,6 um de
porosidade, GF-3/M&N®) para a analise dos nutrientes dissolvidos, enquanto parte da 4gua
bruta foi utilizada para analise de fosforo total (PT) e nitrogénio total Kjeldahl (NTK) (Tabela
3). Para o0s métodos espectrofotométricos utilizou-se um  espectrofotdmetro
(DR4000V/Hach®), enquanto o método do NTK foi desenvolvido em um digestor (K-
438/Biichi®) e destilador (K-370/Biichi®) automatizados. A referéncia de todos os métodos
utilizados foi o Standard Methods (APHA; AWWA; WEF, 2012), exceto para 0 NH;"
(Koroleff, 1976) e 0 NO, (Mackereth; Heron; Talling, 1978).

O limite de deteccdo (L.D.) e o limite de quantificacdo (L.Q.) foram calculados em
laboratdério de acordo com as Equacdes 2 e 3 (Harris, 2011), respectivamente, para cada

método utilizado.

L.D.= B ()

LQ. == @3)

Em que:

Sp = desvio-padrao analitico da leitura da absorbancia de um nimero n de brancos;
B = coeficiente angular da curva de calibragéo;

L.D. = limite de detec¢do (concentracdo minima detectavel);

L.Q. = limite de quantificacdo (concentracdo minima quantificavel com exatid&o).
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Tabela 3 — Variaveis analisadas com suas respectivas unidades, métodos e limites de deteccéo (L.D.) e
de quantificacdo (L.Q.) calculados em laboratério

Variavel Analisada Unidade Método L.D. L.Q.
Nitrito (N-NO,) pg L Espectrofotométrico 10 35

Nitrato (N-NO3) pg L Espectrofotométrico (4500-NO;™ B) 35,0105,0
Amonio (N-NH,") pg L Espectrofotométrico 20 6,5
Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) mg L™ Digestdo, Destilagio e Titulagdo (4500-N,; C) 0,5 1,6
Fosforo Soltvel Reativo (PSR)  pg L™ Espectrofotométrico (4500-P E) 1,0 3,0
Faésforo Total (PT) pug L™ Espectrofotométrico (4500-P B; 4500-PE) 2,0 6,5

O nitrogénio total (NT) foi estimado pela soma das concentracfes de NTK, N-NO;3" e
N-NO,". Uma vez obtidas as concentracdes de NT e fosforo total (PT), foi calculada a razéo
entre o nitrogénio e fosforo (NT:PT), a partir das massas molares dos elementos (N = 14 g
mol™; P ~ 31 g mol™). Além da razdo NT:PT, também foram calculadas as razdes molares
entre o nitrogénio inorganico dissolvido (N-NO3z + N-NO, + N-NH,") e o fésforo inorganico
dissolvido (PID) (NID:PID), sendo este tltimo igual ao PSR, e entre 0 NID e PT (NID:PT).

5.1.6 Soélidos suspensos

Os sélidos suspensos totais (SST), e suas fracdes fixas (SSF) e volateis (SSV), foram
obtidos por meio de uma adaptacdo do método Gravimétrico (2540 D) e de Combustdo (2540
E) descritos em APHA, AWWA e WEF (2012). O procedimento consistiu na filtracdo da
amostra de agua bruta utilizando membranas de fibra de vidro com 1,5 um de porosidade
(934AH/Whatman®) seguida por secagem em estufa (a 55°C até peso constante) e calcinagdo
em mufla (a 550° até peso constante). As massas das membranas pré-filtracdo, apds secagem
e calcinagéo foram determinadas em balanca analitica (AY220/Shimadzu®).

A adaptagdo consistiu na diminuicdo da temperatura de secagem original do APHA,
AWWA e WEF (2012) (103-105°C) para 55°C. Essa alteracdo é justificada pelo fato dos
reservatorios estudados terem apresentado baixas concentragdes de SST, aumentando o erro
por perda da fracdo volatil da matéria em temperaturas superiores a 100°C durante a secagem
(APHA; AWWA; WEF, 2012). Deste modo, para evitar a perda de compostos volateis, foi
adotada a temperatura de secagem de 55°C até peso constante, como sugerido por Meyer
(1996).
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5.1.7 Clorofila-a

As concentraces de Chl-a (corrigida da feofitina) foram determinadas a partir da
filtracdo das amostras em membranas de fibra de vidro com 0,6 pum de porosidade (GF-
3/M&N®), usando etanol 80% como solvente extrativo com choque térmico. A leitura em
espectrofotémetro (DR4000V/Hach®) foi realizada nos comprimentos de onda de 665 e 750
nm e os célculos foram baseados em Nusch (1980) (modificado por NEN, 2006).

5.1.8 Variaveis bioldgicas da agua

As amostras para analise quantitativa do fitoplancton, obtidas nas duas profundidades
(relativas a 50% e 10% da RSFA) com a garrafa de Van Dorn, foram fixadas em lugol acético
a 1% (Sant’Anna et al., 2006), armazenando aliquotas de 100 mL em frascos de vidro &mbar
devidamente etiquetados para posterior contagem. Para analise qualitativa do fitoplancton,
foram coletadas amostras utilizando rede de plancton (com 20 um de abertura de malha)
mediante arraste vertical da coluna d’agua. Parte da amostra foi mantida viva para triagem do
material no mesmo dia da coleta, com objetivo de facilitar o reconhecimento de individuos
livre-natantes e os movimentos celulares (e.g. pendular, “metabolia”). O restante foi
posteriormente fixado com formaldeido (neutralizado com Na;B4O-) na concentracéo final de
4% e armazenado em frascos de vidro previamente identificados.

O sistema de classificacdo basal adotado para as classes foi o de Round (1965),
atualizado com base em sistemas mais recentes como o de Krienitz e Bock (2012), para
Chlorophyta, e o Medlin (2016) para Bacillariophyta. Para a identificacdo dos géneros, o
trabalho principal utilizado foi o de Bicudo e Menezes (2017). Para as espécies, bibliografias
especificas foram consultadas para cada grupo: Cyanobacteria (Komarek; Anagnostidis, 1998;
2005; Komarek, 2013); Chlorophyta (Komarek; Fott, 1983); Euglenophyceae (Araujo;
Bicudo, 2018); Zygnemaphyceae (Bicudo; Azevedo; Castro, 2014; Bicudo; Schetty; Pinto,
2015; Bicudo; Samanez, 2016; Bicudo; Faustino; Godinho, 2018); Cryptophyceae (Castro;
Bicudo, 2007); Dinophyceae (Bicudo, 2011; Cavalcante et al., 2017); Coscinodiscophyceae
(Bicudo et al., 2016; Lehmkuhl et al., 2010); Bacillariophyceae (Brassac; Ludwig, 2003;
Rocha; Bicudo, 2008; Marquardt; Bicudo, 2014; Costa et al., 2017; Morais et al., 2018); e
demais bibliografias especializadas para grupos menos frequentes. A analise taxonémica foi
baseada nas caracteristicas morfometricas de amostras populacionais (minimo de 20

individuos), exceto as espécies raras.
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A contagem dos organismos foi realizada segundo o método de Utermohl (1958) e da
Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB) (CETESB, 2012), em microscopio
ptico invertido (CK2/Olympus®) com aumento de 400x. O limite de campos a serem
contados foi determinado por meio da estabilizacdo da curva de espécies, interrompendo-se a
contagem de campos quando atingido o ndmero de 100 individuos da espécie dominante
(precisdo de £ 20%; p < 0,05) ou 400 individuos totais (precisdo de + 10%; p < 0,05)
(Sant’Anna et al., 2006), seguida pela auséncia de novas espécies por sete campos
consecutivos. O tempo de sedimentacdo das amostras nas camaras atenderam aos critérios de
Lund, Kipling e Le-Cren (1958). Quando espécies heterocitadas estavam presentes nas
amostras, também foi observada a presenca ou auséncia de heterdcitos por tricoma.

Com a finalidade de ndo subestimar a abundancia relativa das espécies coloniais e
filamentosas, a densidade fitoplancténica foi convertida em biovolume (mm? LY. A
densidade (org mL™) estimada de cada individuo foi corrigida pelo biovolume especifico
correspondente, segundo os critérios de Hillebrand et al. (1999) e Fonseca et al. (2014), a
partir dos biovolumes médios (n = 20) de cada espécie identificada.

As espécies dominantes e abundantes foram determinadas segundo os critérios de
Lobo e Leighton (1986). Os autores definem como espécies dominantes aquelas cujo
biovolume supere 50% do biovolume total da amostra. J& os abundantes, sdo aqueles que
apresentarem valores de biovolume acima do valor médio, que € calculado a partir do

biovolume total dividido pelo niUmero de espécies da amostra.
5.1.9 Taxa de fixagdo bioldgica de nitrogénio - Método do tracador >N,

Para determinar a taxa volumétrica de fixacdo de nitrogénio atmosférico, foi utilizado
0 método direto com um tragador (isétopo °N,) (Bergersen, 1980). Esse método consiste
basicamente em adicionar °N, nas amostras de agua para, depois de determinados periodos
de tempo, estimar a quantidade de *°N que passou a compor a biomassa fitoplanctonica
(nitrogénio orgénico particulado - NOP), como resultado do processo de fixagdo bioldgica.

Para estimar a taxa de fixagdo de N in situ, amostras de 4gua das duas profundidades
foram obtidas com a garrafa de Van Dorn para completar os frascos de vidro (Wheaton®) com
aproximadamente 300 mL, posteriormente selados para evitar contato com a atmosfera. Em
sequida, foi injetado 0,5 mL de *N, (99% at. %N, Cambridge Isotopes®) em cada frasco

(Figura 12) com a simultanea retirada de 0,5 mL de amostra, com uma agulha, para equalizar



66

a pressao dentro do frasco. Posteriormente, foi realizada a homogeneizag¢do para promover a

completa e efetiva dissolucdo do gas na solucéo.

Figura 12 — Esquema da incubacdo das amostras nas duas profundidades (A) e os procedimentos para
analise da taxa de fixacdo de N, (B). Experimento in situ
( A) Bobia flutuante

Seringa com
15N, [
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Superficie da coluna d'dgua (B)
]
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Determinacio de N
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- I
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Fonte: Autoria propria.

Os frascos contendo *°N, foram incubados nas duas profundidades (relativas a 50% e
10% da RSFA) em todos os pontos amostrais de cada reservatorio (Figura 12A). As
incubacBes foram feitas com duas réplicas mais o frasco controle (“branco”). Ap0s o periodo
de 24 h incubacdo (Ta4n), as amostras foram recolhidas e filtradas a vacuo (presséo de sucgéo
<25 cmHg) utilizando filtros de fibra de vidro (GF-3/M&N® de 25 mm de diametro, com 0,6
pum de porosidade) previamente calcinados (550°C por 30 min). Posteriormente, estes foram
armazenados em freezer a -20 °C (Figura 12B). Nos frascos controle (Top), as amostras foram
filtradas imediatamente ap6s a injecdo de *°N,, para estimar a concentracéo natural de *°N,na
agua dos quatro reservatorios, evitando que o resultado das taxas fosse superestimado.

No Laboratério BIOTACE, os filtros congelados foram colocados em estufa a 60 °C
por 24 h e posteriormente envoltos individualmente em capsulas de estanho (8 X 5 mm,
Elemental Microanalysis®), para serem armazenados em local escuro e livre de umidade até
serem analisados. A higienizacdo das pincas de inox e do suporte de aluminio para o
encapsulamento dos filtros foi feita utilizando etanol (70%) entre as amostras, evitando-se
assim a contaminagéo cruzada.

A quantificacdo do nitrogénio particulado e a determinagdo da composicao isotopica
(**N2/**N,) foram realizadas em analisador elementar (CHN-111-/CarloErba®) acoplado a um

espectrdmetro de massa (DeltaPlus/ThermoScientific®), por meio de Espectrometria de Massa
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de Raz&o Isotdpica de Fluxo Continuo (CF-IRMS) (Figura 12B). As analises foram feitas no
Laboratdrio de Ecologia Isotdpica do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP)
em Piracicaba/SP, em parceria com o Prof. Dr. Marcelo Zacharias Moreira. A partir dos dados
obtidos, as taxas de fixacdo absolutas (ng-N L™ h™) e relativas (ug-N pg-Chl-a® ht) de N,
foram calculadas de acordo com Montoya et al. (1996) (Equacéo 4).

(57) - (%'*Na- %'*Ns)

TF= (Cd-%"Ng). T )

Em que:

NOP = nitrogénio organico particulado (ug);

V = volume filtrado de amostra (L);

%™°Na = proporcdo de N em relacdo ao N no filtro com a amostra (atm %):
ISN/(SN + N):

%"Ng = proporcao de N em relac&o ao *N no filtro controle (atm %): >N/(**N + ¥*N);

Cd = relago (atm%) entre o N, adicionado (umol L) e o N, do ambiente (umol L™?):

(**N3 x 100)/(**N, + Ny);

T = tempo de incubacéo até o momento da filtragéo (h);

TF = taxa de fixagdo de N, (ug-N L™ h™Y).

5.1.10 Analise estatistica

Com o objetivo de descrever os dados de forma qualitativa, foram calculados a média
e desvio padrdo, além de graficos que foram elaborados para facilitar a visualiza¢do e
interpretacdo dos resultados. Os softwares utilizados foram o Excel (versdo 2010/Microsoft®)
e o Origin (versdo 9.5 2018/OriginLab Corporation®). A analise de variancia (ANOVA)
(Statistica, versdo 6.0/Statsoft®) foi utilizada para verificar diferencas significativas nas
varidveis da qualidade da agua entre as profundidades amostradas (50% e 10% da RSFA),
incluindo as taxas de fixagcdo de N,. Na ANOVA foram utilizados dados brutos.

O método Receiver Operating Characteristic (ROC) foi utilizado para determinagao
dos limiares (thresholds) ambientais que estimulam as taxas de fixacdo de N, nos
reservatorios estudados. A analise ROC é frequentemente utilizada para descrever o
desempenho de um classificador binario com base na area maxima sob a curva (AUC) para
comparar a capacidade explicativa de diferentes caracteristicas ambientais em relacdo a sua

especificidade e sensibilidade (Morrison et al., 2003). Este método também ja foi explorado
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em outros estudos relacionados ao fitoplancton (e.g. Brody; Lozier; Dunne, 2013; Cunha;
Dodds; Loiselle, 2018). Foram utilizados dados brutos ndo transformados para a estimativa
dos limiares, 0 que permite a comparagdo com outros estudos.

No presente estudo, o fator binario utilizado foi a taxa de fixacdo de N, considerando
sua presenca (= 1) ou auséncia (= 0) com base no limite de deteccdo do método utilizado.
Neste caso, uma alta sensibilidade indica a probabilidade da fixacdo de N, ser detectada
quando ela estd realmente ocorrendo, enquanto que uma elevada especificidade permite
descartar a ocorréncia da fixacdo de N, quando de fato ela ndo ocorre, evitando-se assim 0s
resultados falsos-negativos e falsos-positivos, respectivamente. Os limiares foram estimados
com base em uma sensibilidade minima de 0,750 e a maior especificidade. Todos os
procedimentos estatisticos para a analise ROC foram realizados com o SPSS Statistics (versao
21/1BM Corp.®).

5.2 Estudos in vitro

Para alcancar os demais objetivos e testar as trés Gltimas hipoteses do presente estudo,
0s experimentos com culturas laboratoriais foram necessérios para entendimento da influéncia
da disponibilidade de nutrientes (N e P) sobre as taxas de fixacdo de N, em condi¢bes mais
controladas do que nos experimentos in situ.

O delineamento experimental foi divido em 6 fases (Figura 13), com o objetivo de
organizar as etapas experimentais e utilizar das informac6es obtidas nas primeiras fases para
orientar as etapas seguintes. Em suma, as Fases 1, 2, 3 e 4 foram utilizadas para aclimatacao
da cepa as condi¢cbes experimentais e aumento do volume cultivado. A Fase 5 foi utilizada
para determinar as curvas de crescimento e a assimilacdo de nutrientes associada. Por fim, na

Fase 6 foram estimadas as taxas de fixacdo de N, na cianobactéria estudada.

5.2.1 Espécie utilizada

A cepa de cianobactéria utilizada nos experimentos in vitro corresponde a espécie
Dolichospermum flosaquae (Brébisson ex Bornet & Flahault) P. Wacklin, L. Hoffmann & J.
Komarek (Nostocaceae) (UTEX-2558) (cadastro no SISGEN: A8DB63A). Essa espécie é
pertencente ao género Dolichospermum, que possui o potencial de fixar o N, por meio de
heterocitos e é encontrado frequentemente em reservatorios brasileiros (Werner;
Laughinghouse 1V, 2009; Soares et al., 2013 Oliveira, et al., 2019; Ribeiro et al., 2020). Além
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disso, a espécie D. flosaquae também é amplamente utilizada em experimentos laboratoriais,
0 que permite e comparacdo dos dados encontrados com trabalhos que abordaram outros
temas relacionados a essa especie (Devlin et al., 1976; Qian et al., 2017; Wang et al., 2018;
Osburn; Wagner; Scott, 2021).

Figura 13 — Esquema dos repiques para o aumento do volume (FASE 1 e FASE 2), aclimatagdo
(FASE 3 e FASE 4), para construcdo das curvas de crescimento, determinacdo da fase exponencial
(Fexp) € assimilacéo de NID e PID (FASE 5) da cepa de cianobacteria sob diferentes razées molares
NID:PID (60, 23, 16, 10, 4 e 0). As raz6es molares foram obtidas em dois experimentos diferentes:
Experimento A: variacdo de N, com P fixo; e Experimento B: variacdo de P, com N fixo. Na FASE 6
foi determinada a taxa de fixacdo de N,

) (23) (16) (10) (4) (0)
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5.2.2 Aclimatacdo e preparo dos inoculos iniciais
-FASE 1

O meio de cultivo utilizado durante todo o experimento foi 0 ASM-1 (Gorham et al.,
1964 modificado por Zagatto; Aragéo, 1992) (Anexo A), comumente empregado para cultivar
cianobactérias (Jacinavicius et al., 2012). Como a cepa de D. flosaquae estava originalmente
em meio de cultivo BG-11, foi necessaria a aclimatacdo desta espécie para a realizacdo dos
experimentos. Para isso, aliquotas de 2 mL da cepa ja cultivada no Laboratério BIOTACE
foram transferidas com ponteiras esterilizadas para tubos de cultura (Pyrex®) contendo 18 mL
do meio de cultivo ASM-1, com seis réplicas (FASE 1, Figura 13). Estes foram mantidos em
incubadora (BOD 411D/Nova Etica®) adaptadas com fitas de LED (72 Q, 12 V) recobertas
com tela sombrite de poliéster (abertura da malha de 150 x 200 pm), que reduziram a
luminosidade original em 75%. Passados 5-7 dias apds o indculo, um novo repique foi feito
transferindo aliquotas de 2 mL para seis tubos com 18 mL de meio ASM-1 autoclavado.

Para a aclimatacdo da espécie, os tubos foram mantidos na incubadora em temperatura
de 24 + 1°C, com intensidade luminosa de 40 + 5 pmol-fotons m? s™ e um fotoperiodo 12:12
h (claro-escuro), pelo periodo de 30 dias. A temperatura do ar e a intensidade luminosa
incidente sobre os tubos foram monitoradas durante todas as fases do experimento com um
sensor (UA-002-64/Inset-HOBO® e Odyssey™ — Photosynthetic Active Radiation Logger),
com registros em intervalos de 30 min. A temperatura da dgua foi mensurada duas vezes ao
dia (8h00min. e 16h00min.) utilizando um termémetro digital (Incoterm®) mergulhado em um
tubo posicionado junto aos demais. A intensidade luminosa para a aclimatacdo e o repique das
cepas foi escolhida com base nos valores utilizados no trabalho de Lee e Rhee (1999) com
essa espécie, evitando assim uma possivel limitacdo ou supersaturacdo luminosa

(fotoinibicdo).
- FASE 2

Com o objetivo de aumentar o volume e continuar o processo de aclimatacdo das
cepas, 20 mL de cada tubo de cultivo foram transferidos para seis frascos (Duran®) contendo
180 mL de meio esterilizado (FASE 2, Figura 13). Estes frascos foram mantidos na

incubadora por mais 20 dias até o novo repique.



71

5.2.3 Aclimatacdo ao meio ASM-1 em diferentes razdes molares

O meio ASM-1 possui uma razao molar NID:PID = 10:1, no qual as principais fontes
de nitrogénio e de fosforo sdo o nitrato de sddio (NaNO3) e o fosfato de potassio bibasico
anidro (K;HPQ,), respectivamente (Anexo A). De acordo com Redfield (1958) e Sterner et al.
(2008), essa razéo estaria abaixo do valor ideal para o fitoplancton marinho (NID:PID = 16:1)
e dulcicola (NID:PID =~ 23:1), respectivamente segundo os autores citados, tornando o
nitrogénio o fator limitante para o crescimento das cianobactérias em cultivo. Para
simplificacdo da terminologia utilizada durante o experimento, ao valor do denominador

(concentragdo molar de PID) foi omitido. (e.g. razdo molar NID:PID 60:1 = raz&o molar 60).

5.2.3.1 Situacdo A - Modificacao da concentracdo de N

No experimento envolvendo a disponibilidade de nitrogénio, as massas de NaNOj3 para
a preparagdo dos meios foram alteradas, com o objetivo de produzir meios com razdes
molares NID:PID = 60, 23, 16, 10, 4, ¢ 0 (Anexo A). As razdes NID:PID = 0, 4 e 10 séo
consideradas baixas para o fitoplancton (Redfield,1958; Grayson et al., 1997; Sterner et al.,
2008), presumindo assim que com essa alteracdo o nitrogénio também se tornaria o nutriente
limitante para o crescimento das cianobactérias cultivadas. Por outro lado, a razdo NID:PID =
60 estaria acima da situacdo de equilibrio, tornando o fésforo como nutriente limitante.
Desta forma, as concentracdes tedricas de NID no meio para cada razdo molar foram: (60) =
3.290 pg-N L™ (23) = 1.260 pg-N LY; (16) = 870 pg-N L™; (10) = 550 pg-N L™ (4) = 220
Mg-N L™ (0)=6pg-NL™

A concentracdo de PID foi inicialmente fixada em 120 ug-P L™ nestes tratamentos,
por representar um valor proximo as concentracées de PSR (~90 pg-P L™) e de PT (~130 pg-
P L") em lagos e reservatérios hipereutréficos (Qin et al., 2019; Moutinho et al. 2021),

evitando-se que a concentracdo de P fosse um fator limitante.

5.2.3.2 Situacdo B - Modificagdo da concentracédo de P

Para avaliar a influéncia da disponibilidade absoluta de fosforo sobre a fixacdo de
nitrogénio, o volume adicionado da Solucdo Estoque B foi modificado, com o objetivo de
produzir meios com as mesmas razdes molares NID:PID = 60, 23, 16, 10, 4, e 0 (Anexo A),

porém com diferentes concentragfes de fosforo. Sendo assim, as concentragfes tedricas de
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PID no meio para cada razdo molar foram: (60) = 20 pg-P L™*; (23) = 50 pg-P L™; (16) = 75
ug-P L™ (10) = 120 pg-P L™ (4) = 300 pg-P L; (0) = 9.085 pg-P L™

Nestes tratamentos, a concentracdo de NID foi inicialmente fixada em 550 pg-N L™.
Esta concentracdo de NOj; € comumente encontrada em reservatorios meso-eutroficos
(Moutinho et al., 2021) e também ndo inibe o processo de formacdo de heterdcitos em

cianobactérias (Wang et al., 2018), o que possibilitaria a ocorréncia da fixacéo de No.
5.2.3.3 Aclimatacédo e aumento de volume em diferentes razoes
- FASE 3

A partir dos frascos Duran® da FASE 2, aliquotas de 2 mL das cepas aclimatadas ao
meio ASM-1 foram transferidas para tréplicas de tubos de cultivo contendo 18 mL dos meios
em diferentes razdes molares NID:PID (60, 23, 16, 10, 4 e 0) (FASE 3, Figura 13), na
Situagdo A (modificagdo do N) e na Situacdo B (modificacdo do P). Estes foram mantidos nas

mesmas condigdes anteriores de luminosidade e temperatura por 20 dias.
- FASE 4

Apos o periodo de 20 dias, 20 mL de cada tubo foram transferidos para novos frascos
contendo 180 mL de meio modificado para cada razdo molar NID:PID, totalizando 200 mL
de cultura para cada razdo, em réplicas. Estes frascos foram mantidos por mais 20 dias nas
mesmas condi¢bes anteriores. ApoOs este periodo, para cada razdo molar, um frasco foi
utilizado para a construcdo da curva de crescimento e o outro foi mantido na incubadora para
posteriormente servir de indculo para a determinacdo das taxas de fixacdo. O repique do
frasco mantido na incubadora foi realizado a cada 20 dias, nas mesmas condicdes

nutricionais, até que estes fossem utilizados para o experimento da fixacéo de No.

5.2.4 Curvas de crescimento

- FASE 5

Com as culturas, ndo axénicas, aclimatadas em suas respectivas razdes, condi¢Ges de

temperatura e luminosidade (FASE 4), in6culos de 2 mL dos frascos Duran® foram
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transferidos para tubos de cultivo com 18 mL do meio com a respectiva razdo molar. A
densidade Optica (DOgss) (abs, A = 683) do indculo foi padronizada com um valor baixo
(DOgg3 = 0,100), para que em todas as condi¢cdes o inicio das curvas partisse da mesma
concentracdo de cianobactérias (DOggz = 0,010), evitando-se também o efeito de auto
sombreamento por excesso de células (Kovacs; Présing; Voros, 2016).

A partir destes tubos (n = 30, para cada condi¢do), a curva de crescimento foi
estabelecida em cada uma das raz6es molares, nas situacfes A e B (FASE 5, Figura 13). Para
construcdo da curva, foi utilizado o método com amostras destrutivas, no qual a cada dia
amostral as réplicas dos tubos de ensaio com as culturas tinham sua DOggs lida e aliquotas
utilizadas para determinacéo das variaveis: densidade de células (cél mL™) e concentracdo de
Chl-a (ug L™) (Nusch, 1980, modificado por NEN, 2006). Diariamente os tubos foram
trocados de lugar dentro da incubadora (entre prateleiras) a fim de garantir maior
equitabilidade na distribui¢do da luz e da temperatura, e invertidos (entre frente e fundo) para
minimizar os efeitos da sobreposicdo. As amostragens foram feitas nos dias 0, 1, 2, 3, 5, 8, 11
e 14, nas mesmas condi¢cOes de luz e temperatura dos repiques. As amostras para contagem
foram fixadas com lugol acético (1%). A curva de crescimento foi plotada com cada um dos
parametros normalizados para escala logaritmica de acordo com a Equacgdo 5, em funcgéo do
tempo de cultivo.

y=In(3) ©
Em que:
y = dado normalizado em escala logaritmica;
In = logaritmo natural,
X = parametro determinado no dia de interesse de cultivo;

Xo = parametro determinado no dia 0 de cultivo.

Para cada condicéo, a calibragdo da curva de crescimento foi feita correlacionando-se
a DOggz com a concentracdo de Chl-a, a fim de se utilizar desses dados para a posterior
normalizagdo das taxas de assimilagdo de nutrientes e das taxas de assimilagéo pela biomassa.
A calibracdo individual em cada tratamento foi necessaria para evitar a superestimagao ou
subestimacéo das concentragdes de Chl-a no momento da normalizacéo, caso fosse construida
uma curva generalista. Isso porque menores concentracées de N podem resultar em menores

teores de Chl-a por célula de algas (Zhao et al., 2017).
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A taxa de crescimento (, d) foi calculada com base na duracdo da fase exponencial
de cada tratamento. A Equacdo 6 foi utilizada para a determinacéo de p (Widdel, 2010).

_ In(DO.f) — In (DO.i)
Tf- Ti

(6)

Em que:

I = taxa de crescimento (d™);

In = logaritmo natural,

DO.f = densidade 6ptica mensurada no final da fase exponencial de crescimento;
DO.i = densidade dptica mensurada no inicio da fase exponencial de crescimento;
Tf = tempo final da fase exponencial (d);

Ti = tempo inicial da fase exponencial (d).

5.2.5 Delineamento experimental: assimilagéo de PID

As concentracGes de NID e PID no meio de cultivo foram determinadas também
durante a FASE 5, para verificar a influéncia das diferentes raz6es molares sobre o
decaimento destes nutrientes e sua possivel correlagdo com a fixacdo de nitrogénio. Nos
mesmos dias amostrais para construcdo das curvas de crescimento, aliquotas filtradas foram
utilizadas para determinacéo de NOs™ (ug-N L™) e PSR (ug-P L™).

Os métodos para determinacdo de NO3s e PSR foram o 4500-NO3;” B e 4500-P E,
respectivamente (APHA; AWWA; WEF, 2012). Os L.D. e L.Q. foram calculados em
laboratério para cada um dos nutrientes (NOs: L.D. = 17,0 pg-N L™, L.Q. = 55,0 pg-N L™;
PSR: L.D. = 2,5 pg-P L™, L.Q. = 8,0 ug-P L™), de acordo com as Equacdes 2 e 3 (subitem
5.1.5). As taxas de assimilacdo de PSR foram calculadas com base na diferenca entre as
concentracOes finais e iniciais em um determinado periodo de tempo, normalizadas pelas

respectivas concentragdes de Chl-a (ug-P pg-Chl-a™ h™).

5.2.6 Delineamento experimental: fixacdo de N sob diferentes razdes molares

- FASE 6
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Utilizando os inoculos ja aclimatados e reservados na FASE 4, 20 mL de cada frasco
foram transferidos para 180 mL de meio com sua respectiva razéo e incubados nas mesmas
condicdes de luz e temperatura. O pH foi medido no inicio e no final do experimento,
utilizando um pHmetro de bancada (TEC-2mp/Tecnal®). A partir das curvas de crescimento
(FASE 5), foi possivel identificar o periodo da fase exponencial (Feyp) e da fase estacionaria
(Fplats) €M cada tratamento. Quando detectado o meio da Fey, da curva de crescimento (3° ao
6° dia) das culturas em cada razdo molar, aproximadamente 60 mL destas foram transferidos
para frascos posteriormente selados com um crimper sem a formacéo de bolhas (em triplicata)
(Figura 14). Os frascos Duran® com volume de cultivo remanescente foram mantidos nas
mesmas condicBes, para posterior andlise da fixacdo de N; na fase estacionaria de
crescimento.

Apo6s selar os frascos, estes receberam 1,0 mL de is6topo °N, (tracador) (99% at.
%N, Cambridge Isotopes®) e foram incubados novamente nas respectivas condicdes de
temperatura e luminosidade (Figura 14). Os frascos selados foram retirados das incubadoras
apos 24 h. Em seguida, aliquotas foram utilizadas para a contagem de células, contagem de
heterdcitos, determinacdo de NO3 e PSR, e para a obtencdo da biomassa a ser utilizada na
analise do isétopo N, conforme o método descrito anteriormente na Figura 12B do item
5.1.9.

A partir dos frascos Duran® mantidos na incubadora com o volume remanescente,
aliquotas de 60 mL das culturas foram utilizadas para quantificar a fixacdo de N, e a
concentracdo de nutrientes, entre 0 10° e 14° dia, durante a fase estacionaria de crescimento.
Os procedimentos de injecdo de *°N,, incubacdo e analises posteriores foram 0s mesmos
citados anteriormente (Figura, 14). As taxas absolutas e relativas de fixacdo de N, foram
calculadas com base na Equacédo 4, descrita no item 5.1.9.

As contagens para a densidade de células e de heterdcitos nas fases exponencial e
estacionaria do crescimento foram realizadas em camara de Fuchs-Rosenthal. Como D.
flosaquae é uma espécie é filamentosa, a densidade de células (cél. mL™) foi estimada a partir
da contagem dos tricomas (n = 400) (tricoma mL™) multiplicada pelo nimero médio de
células por tricoma (Jacinavicius et al., 2012). As contagens das células e dos heterdcitos
foram realizadas em microscopio éptico trinocular (BX51/Olympus®), com uma camera
fotografica acoplada (Roper Scientific™) e auxilio de um software (Image-Pro Plus 2010).

5.2.7 Anédlise estatistica
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Preliminarmente, o teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade dos
dados. A partir da observacdo de que os dados experimentais ndo possuem distribuicdo
normal, o teste de Kruskal-Wallis (KW) (Kruskal; Wallis, 1952) foi aplicado para verificar a
existéncia de diferencas significativas ou ndo nas taxas de fixacdo de N, para os diferentes
tratamentos, entre as diferentes e as mesmas razodes (e.g. razoes 60-N e 60-P versus 4-N e 4-P;
razdo O0-N versus 0-P, respectivamente) e entre as fases exponencial e estacionaria do
crescimento. As diferencas significativas foram consideradas com nivel de confianca de 95%
(p <0,05).

Os softwares utilizados para a presentacdo dos graficos foram o Excel (versdo
2010/Microsoft®) e o Origin (versdo 9.5 2018/OriginLab Corporation®). O teste de KW foi

aplicado por meio do software Statistica (versao 6.0/Statsoft®).

Figura 14 — Esquema da incubacdo das amostras nos experimentos para analise da influéncia das
diferentes razbes molares NID:PID (0, 4, 10, 16, 23 e 60), com modificagdo na concentracdo de

nitrogénio (Situacdo A) e na concentragéo de fOsforo (Situacdo B), sobre a fixacdo de N, (FASE 6)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Experimentos in situ

6.1.1 Variaveis climatolégicas

Com base na série pluviométrica obtida entre os anos de 1980 e 2010 para 0 municipio
de Séo Carlos, foi possivel observar que 0s meses mais chuvosos se concentram na primavera
e verdo (de outubro a margo), enquanto que o inverno (de junho a agosto) foi caracterizado
pelo periodo de seca (INMET, 2021). Ao comparar a precipitacdo da série histéria com o
periodo estudado, verificou-se que o presente trabalho foi desenvolvido dentro de um ano
climatico atipico para a regido de Sdo Carlos, devido ao menor volume de precipitacdo
registrado.

Tanto a estacdo do CHREA/USP, que representa a bacia hidrografica dos reservatorios
do Lobo e Santana (Figura 15A), como a estacdo da Embrapa Pecuéria Sudeste, préxima aos
reservatorios 29 e Teixeira (Figura 15B), registraram maiores precipitacdes entre out/17 e
mar/18. A principal diferenca entre as duas regides foi que, nos reservatérios do Lobo e
Santana, 0 més mais chuvoso foi jan/18 (281,5 mm), enquanto que na bacia hidrogréfica do
rio do Quilombo foi 0 més de dez/17 (272,0 mm).

Para ambas as bacias hidrograficas, observou-se que a precipitacdo acumulada no més
de fev/18 foi menor do que o esperado (150,8 mm para o Lobo/Santana; 106,0 mm para o
29/Teixeira), quando comparada com a média das trés Gltimas décadas (221,5 mm) (INMET,
2021). Além disso, vale destacar que o inverno foi extremamente seco na regido que abrange
0s quatro reservatorios estudados, com a precipitacdo minima de 0,0 mm registrada em jul/17
e maxima de 27,8 mm, referente ao més de ago/17 (Figura 15A).

Com relacéo aos valores da temperatura do ar, em ambas as bacias hidrogréficas as
menores médias diarias foram registradas no més de jul/17, com 12,7°C para 0s reservatorios
do Lobo e Santana (Figura 15A) e 12,1°C para o0s reservatorios 29 e Teixeira (Figura 15B).
As maiores temperaturas médias do ar nos quatro reservatérios ocorreram no més de out/17,
com registros de 27,2°C e 27,7°C nas esta¢Oes proximas aos reservatorios do Lobo e Santana,

e 29 e Teixeira, respectivamente.
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Figura 15 — Precipitacdo acumulada mensal (mm) e temperatura média diaria do ar (°C) das estacOes
meteoroldgicas localizadas no CRHEA (A) e na Embrapa Pecuaria Sudeste (B) proximas aos
reservatérios do Lobo/Santana e 29/Teixeira, respectivamente. As setas vermelhas indicam os dias em
que as coletas foram realizadas
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Fonte: (A) CRHEA/USP; (B) Embrapa Pecuéaria Sudeste.

Entre os meses de jun/17 e mai/l8, as velocidades médias dos ventos nos quatro
reservatorios apresentaram tendéncias similares ao longo do tempo, com ventos mais fortes
entre ago/17 e nov/17 (média maxima de 2,6 m s), e com menores valores entre mar/18 e
mai/18 (média minima de 1,2 m s™) (Figura 16A). Percebe-se que na regi4o que abrange os
reservatorios do Lobo e Santana, os ventos tiveram maiores velocidades em compara¢do com
a regido dos reservatorios 29 e Teixeira.

Gonzalez-Piana et al. (2018), ao estudarem um reservatério subtropical de maiores
dimens6es (4rea superficial de 1.070 km? e profundidade maxima de 32 m) do que os do
presente estudo, observaram que velocidades do vento entre 2,2 e 7,8 m s foram capazes de
misturar a coluna d’4gua e dissipar as cianobactérias que estavam anteriormente concentradas

no epilimnio. Para o caso especifico do reservatério do Lobo, Tundisi et al. (2004) ja havia
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identificado que velocidades do vento entre 1,4 e 2,8 m s resultantes de uma passagem de
frente fria foram capazes de misturar completamente a coluna d’agua desse reservatorio.

As velocidades médias do vento incidente nas areas dos reservatorios do Lobo,
Santana (1,2-2,0 m s, 29 e Teixeira (1,7-2,7 m s™) foram menores que as reportadas por
Gonzélez-Piana et al. (2018). No entanto, o fato dos reservatdrios do presente estudo serem
muito mais rasos provavelmente favoreceu a menor estabilidade da coluna d’agua, o que
facilitou a sua mistura completa durante a maior parte do ano, mesmo com intensidades
menores de vento. Além disso, a falta de vegetacdo no entorno dos reservatérios (29 e
Teixeira) também favorece a acdo dos ventos, uma vez que o relevo da regido é constituido
por planicies.

Com relacdo a direcdo dos ventos, também foi observado um padréo similar entre as
duas bacias hidrograficas que abrangem os quatro reservatorios (Figura 16B). Porém, foi
observado que a direcdo predominante dos ventos nos reservatérios do Lobo e Santana foi ao
sentido sudoeste (SO, entre 180° e 270°), enquanto que nos reservatorios 29 e Teixeira, 0

sentido foi predominante ao sudeste (SE, entre 90° e 180°).

Figura 16 — Velocidade média (m.s-1) (A) e direcdo predominante (°) do vento (B) entre junho/2017 e
maio/2018. As setas indicam os meses em que as coletas foram realizadas. Legenda da rosa dos ventos
(C): N —norte; NE — nordeste; L — leste; SE — sudeste; S — sul
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6.1.2 Estrutura fisica e quimica da coluna d’agua

Em todos os reservatdrios analisados, a Zmax aumentou no sentido da ZR para a ZL
(Figura 3), como o esperado pelo modelo de Thornton, Kimmel e Payne (1990), sendo que o
Santana foi o que apresentou maiores diferengas entre 0s pontos amostrais, com as
profundidades variando de 2,0 m na ZR até 10,5 m na ZL (Figura 17B). O reservatério 29 foi
0 sistema mais raso estudado, com profundidade minima de 1,9 m e méxima de 4,9 m nos
pontos amostrais (Figura 17C). Essas caracteristicas permitiram classificar esses ecossistemas
como reservatorios rasos (profundidade < 30 m) (Straskraba, 1993 apud Tundisi et al., 2004).

As profundidades de incubacdo representadas por 50% e 10% da RSFA nos
reservatorios do Lobo e Santana foram proximas entre si, com valores entre 0,3 e 0,4 m para
50% da RSFA e entre 1,2 e 1,3 m para 10% da RSFA (Figura 17), o que resultou em uma
amplitude média de 0,9 m entre as profundidades amostradas. Por outro lado, os reservatorios
29 e Teixeira tiveram as profundidades de 50% e 10% da RSFA definidas, em média, entre
0,5-0,6 m e 1,8-2,2 m, respectivamente, e amplitudes médias entre 1,3-1,6 m.

Essas diferencas de amplitude nas profundidades amostradas foram consequéncia da
menor transparéncia da agua, uma vez que os reservatorios do Lobo/Santana tiveram menores
valores do DS (1,2-1,5 m em média), enquanto que o reservatério Teixeira apresentou maior
transparéncia (DS médio de 2,1 m) (Figura 17). Nesse ultimo caso, houve menor atenuacdo da
luz, o que resultou com que 10% da RSFA atingisse maiores profundidades.

Em termos de aproveitamento luminoso para a fotossintese, todos 0s pontos amostrais
estavam inseridos na zona ecufética (Zeu) da coluna d’agua (Figura 17). Com relacdo aos
valores absolutos da RSFA, no geral as profundidades com 50% da RSFA apresentaram entre
65 e 821 umol-fotons m™ s de intensidade, enquanto que nas profundidades com 10% da
RSFA essa faixa oscilou entre 13 e 178 pmol-fotons m™ s (Figura 18).

Yang et al. (2020), ao estudarem a producdo primaria do fitoplancton com base na
intensidade luminosa, verificaram que a intensidade de saturacdo da fotossintese variou
conforme a espécie fitoplanctonica, sendo que os valores encontrados foram entre 150 pmol-
fotons m? st (Platymonas subcordiformis) e 800 pmol-fétons m? s (Isochrysis galbana)
para espécies marinhas e em torno de 400 pmol-fétons m™ s™ para espécies dulcicolas (e.g.
Microcystis aeruginosa, Scenedesmus obliquus). Por outro lado, elevadas intensidades (> 736
umol-fétons m? s) podem inibir a fotossintese e o crescimento de algumas cianobactérias
(e.g. Dolichospermum flosaquae) (Lee; Rhee, 1999), o que pode ter ocorrido no reservatorio
do Lobo na amostragem da ZT em 50% da RSFA (925 pmol-fétons m™? s™) (Figura 18A).
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Figura 17 — Profundidades méximas (Zmax), da zona eufética (Ze,) e do disco de Secchi (DS) da coluna
d’4gua nas zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatorios estudados ao

longo das estacGes do ano
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Figura 18 — Radiacdo subaquatica fotossinteticamente ativa (RSFA) nas duas profundidades (50% e
10% da RSFA) nas zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos reservatérios do Lobo (A),
Santana (B), 29 (C) e Teixeira (D) ao longo das estacdes do ano
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Ao analisar os perfis térmicos associados a RTR, foram observados episodios de
estratificagdo e de mistura completa da coluna d’agua (Figura 19). O reservatorio do Lobo
apresentou tipica estratificacdo térmica apenas no verdo (Figura 19A), nos trés pontos
amostrais (ZR, ZT e ZL). A maior diferenca de temperatura entre a camada superficial e o
fundo da coluna d’agua foi de 3,2°C, mensurada na ZL durante o verdo (Tabela 4). No
periodo de estratificagdo, a Zmix Se estendeu até 1,5, 2,5 e 3,5 m nas ZR, ZT e ZL,
respectivamente (Tabela 4). Nos demais dias amostrais do reservatério do Lobo, ocorreu a
mistura completa da coluna d’agua, com a Znix Se igualando a Zmax.

No reservatério Santana, foram identificados dois momentos de estratificacdo térmica
da coluna d’agua, ambos na ZL, porém um na primavera e outro no verdo (Figura 19B). Na
primavera, a Zmix ha ZL foi de 5,5 m, sendo que a diferenca entre a temperatura da superficie
e do fundo foi de 6,4 °C (Tabela 4). No caso do segundo periodo de estratificacdo, no verao, a
coluna d’agua apresentou duas possiveis estratificacdes, sendo a primeira considerada como
térmica (devido ao aquecimento da agua superficial) e a segunda denominada como
hidraulica, causada provavelmente pelo fluxo de correntes profundas geradas pelo rio ou pela
operacdo da barragem (Figura 19B). Em todos os outros periodos, a temperatura da agua
permaneceu homogénea, indicando circulagdo completa da coluna d’agua.

Como os reservatdrios 29 e do Teixeira sdo mais rasos, a tendéncia a estratificacdo
térmica da coluna d’agua foi menor, resultando em predomindncia de mistura completa. Na
maior parte dos casos, ficou apenas visivel o declinio da temperatura com o aumento da
profundidade (Figuras 19C e 19D), porém sem alteracOes significativas na densidade da dgua
ao ponto de criar estratificacdes. Nos pontos correspondentes a ZR de ambos 0s reservatérios,
os valores de RTR no fundo da coluna d’agua e a queda brusca de temperatura indicaram a
tendéncia de formacdo de termoclinas profundas, causadas provavelmente pela correnteza dos
rios afluente aos reservatorios, que trazem aguas com maior densidade.

Ao associar as profundidades de 50% e 10% da RSFA com os perfis de temperatura,
ficou evidente que todas as amostragens foram realizadas dentro de zonas de mistura,
completa at¢ o fundo da coluna d’4dgua ou superficial (o epilimnio), quando ocorreu
estratificagdo. Essa informacdo é muito relevante, pois com ela definiu-se que as duas
profundidades poderiam ser utilizadas como duplicatas amostrais para a estatistica aplicada a
fixacdo de nitrogénio, uma vez que nao houve diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05)
entre a maior parte das variaveis da qualidade da agua (e.g. pH, OD, nutrientes), quando

comparados os valores entre as duas profundidades.
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Figura 19 — Perfis da temperatura (linha) e da resisténcia térmica relativa (RTR) (barras) nas zonas de

rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos reservatérios do Lobo (A), Santana (B), 29 (C) e Teixeira

(D) ao longo das estacGes do ano
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Tabela 4 — Coeficiente de variacdo (CV), diferenca da temperatura entre a superficie e o fundo da
coluna d’agua (AT) e a profundidade da zona de mistura (Znix) nas zonas de rio (ZR), transicéo (ZT) e
lacustre (ZL) dos reservatérios estudados ao longo das estacdes do ano (Legenda: * igual ao valor da

profundidade méaxima)

Reservatorio Estacao Zona CVvV AT(°C) Zmix (M)
ZR 0,06 0,0 1,5*
Inverno ZT 0,54 0,3 4.7*
ZL 0,15 0,1 9,6*
ZR 0,07 0,0 1,8*
Primavera ZT 0,18 0,2 4,0*
Lobo ZL 0,44 0,3 9,4*
ZR 1,41 11 1,5
Verao ZT 3,32 1,6 2,5
ZL 5,48 3,2 3,5
ZR 0,09 0,1 2,1*
Outono ZT 2,24 1,6 4,9*
ZL 1,59 0,9 9,7*
ZR 0,06 0,0 1,6*
Inverno ZT 0,36 0,2 3,1*
ZL 6,75 3,2 10,7*
ZR 0,17 0,1 i,z
Primavera ZT 0,22 0,1 2,8*
ZL 11,38 6,4 55
Santana ZR 0,80 0,5 2.4%
Verao ZT 0,96 0,9 3,0*
ZL 10,49 7,0 1,0
ZR 0,17 0,1 2,2%
Outono T 0,58 0,4 2,8*
ZL 2,98 1,7 10,1*
ZR 2,58 1,9 2,1*
Inverno ZT 3,79 2,4 4,3*
ZL 2,82 1,7 4.2*
ZR 1,96 15 1,9*
Primavera ZT 0,94 0,7 4.4*
29 ZL 0,94 1,0 4,3*
ZR 3,37 2,2 1,0
Verao ZT 2,21 15 4,1*
ZL 2,94 2,0 4.4*
ZR 2,91 2,9 1,5
Outono T 2,35 1,3 4.4*
ZL 2,56 14 5,0
Inverno ZR 3,80 2,6 2,9*
ZL 0,81 0,5 6,4*
Primavera X Ll LA L
. ZL 0,61 0,5 5,9*
Teixeira Verio ZR 3,27 28 1,5
ZL 0,90 0,6 6,1*
Outono ZR 2,30 0,9 2,0
ZL 3,67 2,1 6,4*
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As concentracOes de OD nas profundidades amostradas variaram entre 4,1 e 8,3 mg L
! ho reservatdrio do Lobo (Figura 20A); entre 3,3 e 7,3 mg L™ no Santana (Figura 20B); entre
4,6 e 7,0 mg L™ no reservatério do 29 (Figura 20C); e entre 5,4 e 7,9 mg L™ no Teixeira
(Figura 20D). Em geral, os reservatérios do Lobo e Santana apresentaram maiores
concentracdes de OD no inverno, enquanto que no Teixeira as maiores concentragdes foram
observadas durante o outono (Figura 20D). Em todos os reservatorios ocorreu um declinio
gradual destas concentracfes com o aumento da profundidade, sendo que nos reservatorios do
Lobo e Santana foi observada condi¢do andxica (OD = 0 mg L™) no hipolimnio, nos periodos
em que também houve estratificagdo termica nesses reservatorios.

Foi observado padrdo homogéneo de distribuicdo dos valores de pH na coluna d’agua
(Figura 21), que variaram entre 5,5 e 8,0 (Lobo), 6,0 e 8,0 (Santana e 29) e 6,0 e 8,5
(Teixeira), nas profundidades amostradas. Nos perfis avaliados nos reservatorios do Lobo e
Santana foram observados valores de pH tipicos de ambientes levemente &cidos (< 6,0) na
regido do hipolimnio, quando a coluna d’agua esteve estratificada.

Em reservatorios eutrofizados, a condicdo de anoxia no hipolimnio e um pH
levemente acido podem favorecer a liberagdo de P do sedimento para a coluna d’agua
(Amirbahman, 2003), o que pode resultar em um processo de retroalimentacdo positiva que
possibilita a manutencdo da condicdo eutréfica e da biomassa fitoplancténica. Desta forma, os
resultados observados mostraram que os reservatorios do Lobo e Santana possuem condicgdes
que favorecem a eutrofizacdo. Além da condicdo andxica, em reservatorios mais rasos o vento
também possui forte influéncia sobre a liberacdo de P do sedimento, principalmente pela acdo
de ressupender esse nutriente para a coluna d’adgua, aumentando as concentragdes de PT e
PSR nesses ambientes (Cavalcante; Araujo; Becker, 2018).

Os resultados da série fosfatada mostraram que o reservatério do Lobo apresentou a
maior concentracdo média de PSR (3,7 + 1,2 pug-P L), com méxima de 7,3 pg-P L™ (Figura
22A). Nos demais reservatorios, as menores concentra¢fes de PSR (< L.D.) foram observadas
no inverno (Figura 22). No caso do reservatorio Santana, a concentragdo méaxima de PSR foi
de 50 pg-P L. As concentracdes de PSR nos reservatorios 29 e Teixeira estiveram
majoritariamente abaixo de 3 pg-P L™ (< L.Q.) (Figuras 22C e 22D).

Com relac&o ao PT, o maior valor médio (20,4 + 6,4 pg-P L™) também foi observado
no reservatorio do Lobo (Figura 23A), enquanto o Teixeira apresentou a menor concentracao
(159 + 2,1 ug-P L™ (Figura 23D). As concentracdes de PT variaram com similares
amplitudes entre as estaces do ano nos reservatorios do Lobo (8,2 a 30,5 pg-P L ™), Santana
(5,0226,0 ug-P L) e 29 (9,3 2 31,3 pg-P L™, com um outlier de 45,9 pg-P L™).
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Figura 20 — Concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) nas profundidades de 50% e 10% da RSFA nas
zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos reservatérios do Lobo (A), Santana (B), 29 (C) e
Teixeira (D) ao longo das esta¢des do ano
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Figura 21 — Valores de pH nas profundidades de 50% e 10% da RSFA nas zonas de rio (ZR), transi¢cdo
(ZT) e lacustre (ZL) dos reservatérios do Lobo (A), Santana (B), 29 (C) e Teixeira (D) ao longo das
estacdes do ano
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Figura 22 — Concentracgdes de fosforo soltvel reativo (PSR) nas duas profundidades correspondentes a
50% e 10% da RSFA das zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatorios
estudados ao longo das estagdes do ano. ( |--| : as barras de erro representam o desvio padrdo analitico;
*: valores abaixo do L.D.)
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Figura 23 — Concentraces de fosforo total (PT) nas duas profundidades correspondentes a 50% e 10%
da RSFA das zonas de rio (ZR), transi¢do (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatérios estudados ao
longo das estagdes do ano. ( |--| : as barras de erro representam o desvio padrao analitico)
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Nos reservatorios do Lobo e Santana as menores concentragdes de NO,™ coincidiram
com o0s periodos mais secos (inverno e outono) (Figuras 24A e 24B). As concentracGes de
NO, variaram entre 1,1 e 4,9 pg-N L™ no reservatério do Lobo; entre 1,3 e 7,0 pug-N L™ no
Santana; e entre 2,0 e 11,7 pug-N L™ no Teixeira. O reservatério 29 apresentou em todo o seu
periodo concentragdes de NO, menores que 3,5 pug-N L (< L.Q.), com tendéncia de
auséncia dessa forma de nitrogénio durante o outono (<L.D.) (Figura 24C). Para 0 NO3’
(Figura 25), as concentracdes oscilaram entre 436 e 920 pg-N L™ no reservatério do Lobo,
entre 580 e 873 ug-N L™ no Santana; e entre 813 e 923 pg-N L™ no Teixeira. A maior
concentracdo média de NO; observada no reservatorio Teixeira (871 + 33 pg-N L™
provavelmente se deu pelo fato de sua bacia hidrografica possuir a maior area relativa
destinada a atividade agricola (75%) (dados ndo publicados). O reservatorio 29 apresentou
padrdo de distribuicdo horizontal das concentracfes de NO3, com tendéncia de aumento da
ZR para a ZL (Figura 25C). Esse reservatorio também foi o que apresentou a menor
concentracdo média de NO3 (364 + 179 pg-N L), com valores entre 190 e 683 pg-N L™

Na maior parte do periodo amostrado ndo foram detectadas concentracdes de NH," na
agua (Figura 26), principalmente nos reservatérios 29 e Teixeira. Nos reservatorios do Lobo e
Santana, as maiores concentragcbes ocorreram durante a primavera, sendo que os valores
méaximos foram de 68,8 e 57,5 pg-N L™, respectivamente. As maiores concentracdes de NH;*
nesses reservatorios podem estar relacionadas com a disponilidade de OD coluna na d’agua.
Isso se da pelo fato de que condi¢cdes com pouca disponibilidade de OD na agua favorecem a
liberagdo de N-organico do sedimento na forma de NH," (Beutel et al., 2007), 0 que aumenta
a disponibilidade de N assimilavel na dgua. Este fator pode influenciar processos bioldgicos
como a eutrofizacdo, além da prépria fixacao de No.

Os resultados de NT foram similares entre os reservatorios do Lobo e Santana, com
concentracdes de 516 a 1.220 pg-N L™ e de 582 a 1.002 pg-N L™, respectivamente (Figura
27). O reservatorio 29 apresentou maior amplitude de valores, com o minimo de 239 e 0
méximo de 1.570 pg-N L?, com os maiores valores determinados no inverno (Figura 27C).
No Teixeira, as concentraces de NT variaram entre 825 e 1.256 pug-N L™ (Figura 27D).

Como os reservatérios do Santana, 29 e Teixeira ndo sdo monitorados pela CETESB e
ndo possuem dados anteriores de qualidade da agua disponiveis na literatura, ndo foi possivel
compara-los com outros trabalhos para observar mudangas temporais. Contudo, os resultados
mostraram que estes ecossistemas possuem caracteristicas similares aos reservatérios de
Igarata/SP e Atibainha/SP (De-Carli et al., 2019), com potencial para abastecimento publico,
como foi previsto no plano diretor do municipio de Sdo Carlos (Sao Carlos, 2016).
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Figura 24 — Concentracgdes de nitrito (N-NO,") nas duas profundidades correspondentes a 50% e 10%
da RSFA das zonas de rio (ZR), transi¢do (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatdrios estudados ao
longo das estagdes do ano. ( |--| : as barras de erro representam o desvio padrao analitico; *: valores
abaixodo L.D.)
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Figura 25 — Concentrac@es de nitrato (N-NOj3’) nas duas profundidades correspondentes a 50% e 10%
da RSFA das zonas de rio (ZR), transi¢do (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatérios estudados ao

longo das estagdes do ano. (

(A) Reservatério do Lobo

: as barras de erro representam o desvio padrao analitico)
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Figura 26 — Concentracdes de amdnio (N-NH,") nas duas profundidades correspondentes a 50% e 10%
da RSFA das zonas de rio (ZR), transi¢do (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatérios estudados ao
longo das estacdes do ano. ( |--| : as barras de erro representam o desvio padrdo analitico; *: valores
abaixodo L.D.)
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Figura 27 — Concentragdes de nitrogénio total (NT) nas duas profundidades correspondentes a 50% e
10% da RSFA das zonas de rio (ZR), transi¢do (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatorios estudados
ao longo das estagdes do ano. ( |--| : as barras de erro representam o desvio padrao analitico)

(A) Reservatorio do Lobo (B) Reservatorio Santana
ZL 50% gi ZL 50% E—i
o |10% } o |10% ]
S T |f§ﬁ NNNNN\N] S 7 |50:fo NN
= NN = L NNANANNN
O g oo E— O g oo ==
10% =m 10%f ﬂ1
ZL 50%
o |10% } o
© 50k S ©
A P S~~~ o
7R |5°% TH
|10% P
50%
g S |10% B—i g
= 50% NS z
= “ |1o% N =
= 50% =
a R | o -————————ﬂ_—‘ a
50% tH
8 2L |10% 1 8
o 77 |59% N3 o
= |10% N =
- 7R 50% th —
|10% BH
s S
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
(C) Reservatério 29 (D) Reservatério Teixeira
o ZL |10%. o - 50%
g 27 50% "y g 10% E|-|
Rl ~ RN
o ZRlso% o] O ZR : :
10% } 10% %4
7L |50% l 50% '
o 10% ] o ZL
L i SN © 10% |
g 10% oy g so
ZRlSO% l ZT
10% S 3 E:|—{ 10% i i i i 4‘
50% I:,—{ 50%
(L] @© +
& ZL |10% ] ) ZR
> 50% [N > 10% ’
R~ I
= 50% [ = ZL T—
50% i 50%
2 e T N —
5 7T |50% = . 5
2 3 2 et
= R -
L o
_I_I_I_I_'ﬁﬁﬁﬁ_r_l'_'_I_'_'_Iﬁﬁ_l'_' |r||~l|||r|||'|||||||
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Concentracdo NT (ug.L") Concentragdo NT (pg.L'1)

TZR XzT [z



96

As maiores razbes NT:PT (Figura 28) e NID:PT (Figura 29) foram observadas no
periodo de inverno, nos reservatorios do Lobo, Santana e 29. No reservatdrio Teixeira, essas
razdes apresentaram menor variacdo entre as quatro estacdes do ano (Figuras 28D e 29D),
com valores oscilando entre 110 e 169 (NT:PT) e entre 104 e 166 (NID:PT). Em todos os
casos, independente da magnitude, as razdes sugeriram que o fosforo foi o principal fator
limitante para o crescimento fitoplanctonico (razdo molar > 20) (Grayson et al., 1997).

O mesmo ocorreu quando foram analisados os valores das razdes das formas
dissolvidas de nitrogénio e fosforo (NID:PID) (Figura 30). Porém, nesse caso, 0 reservatorio
do Lobo apresentou menor amplitude dessas razfes no periodo estudado, variando de 193 a
691, enquanto foram observados valores acima dos milhares nos demais reservatorios, como o
Santana (NID:PID > 14.000) (Figura 30B). Razdes NID:PID elevadas (e.g. 565, 805) ja foram
descritas em reservatorios brasileiros oligo-mesotroficos (They; Amado; Cotner, 2017), e sdo
explicadas principalmente pelas baixas concentragdes de PID na agua (< L.D.), como as
encontradas no presente trabalho.

Em média, as concentracdes de SST nos reservatdrios do Lobo, Santana, 29 e Teixera
foram de 26 + 1,0 mg L™, 27 + 09 mg L% 22 + 11 mg L e 24 + 09 mg L,
respectivamente (Figura 31). Os compostos organicos/volateis representaram entre 65-70% da
massa total.

No reservatério do Lobo, as concentragdes de Chl-a variaram entre 3,3 e 14,5 ug L™
O inverno e a primavera foram os periodos com as menores concentraces de clorofila-a
(Figura 32A). No reservatorio Santana, na maior parte das coletas, as maiores concentracdes
foram determinadas no ponto mais proximo a barragem (ZL) (Figura 32B). Nesse
reservatorio, os valores minimos e maximos foram de 1,5 e 10,7 pug L™, respectivamente. N&o
foi observado qualquer padrdo horizontal ou vertical na distribuicdo desse pigmento no
reservatorio do Teixeira, que variou entre 4,1 e 18,9 pug L™ (Figura 32D).

As concentra¢fes médias de Chl-a determinadas nos reservatorios do Lobo (9,0 + 3,6
Hg-Chl-a L), Santana (5,3 + 2,6 pg-Chl-a L), 29 (7,4 + 5,7 pg-Chl-a L™) e Teixeira (9,3 +
4,1 pg-Chl-a L), associadas as concentracdes de PT permitiram classifica-los como oligo-
mesotréficos (Moutinho et al., 2021). Destaca-se que a condicdo mesotréfica encontrada no
reservatorio do Lobo no presente estudo foi muito diferente daquela encontrada na literatura,
uma vez que no periodo de 2013-2015 esse mesmo reservatorio possuia classificagdo eu-
supereutrofica, com elevadas concentracdes de PT (20-68 pg-P L™) e Chl-a (25-104 pg-Chl-a
L) (Marafdo, 2016), o que resultava em extensas floragdes de cianobactérias (Tundisi et al.,
2015).
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Figura 28 — Razéo NT:PT nas profundidades correspondentes a 50% e 10% da RSFA nas zonas de rio

(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos reservatorios estudados ao longo das esta¢des do ano
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Figura 29 — Razdo NID:PT nas profundidades correspondentes a 50% e 10% da RSFA nas zonas de
rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos reservatérios estudados ao longo das estagdes do ano
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Figura 30 — Raz&o NID:PID nas profundidades correspondentes a 50% e 10% da RSFA nas zonas de
rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos reservatérios estudados ao longo das estacdes do ano
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Figura 31 — Concentrages de solidos suspensos totais (SST) e suas fragOes fixas (SSF) e volateis
(SSV) nas duas profundidades correspondentes a 50% e 10% da RSFA nas zonas de rio (ZR),
transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatorios estudados ao longo das estagdes do ano. ( |—-| :
as barras de erro representam o desvio padrao analitico)
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Figura 32 — Concentragdes de clorofila-a nas duas profundidades correspondentes a 50% e 10% da
RSFA nas zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatorios estudados ao

longo das estagdes do ano. ( |--|
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6.1.3 Comunidade fitoplanctonica

Os taxons identificados foram enquadrados em 14 classes taxondmicas, entre algas
verdes (Chlamydophyceae, Chlorophyceae, Klebsormidiophyceae, Prasinophyceae,
Trebouxiophyceae e Zygnemaphyceae), diatoméaceas (Bacillariophyceae
Coscinodiscophyceae e Mediophyceae), flageladas (Cryptophyceae, Dinophyceae e
Euglenophyceae); algas douradas (Chrysophyceae) e o grupo das cianobactérias. A lista
completa dos taxons identificados (entre espécies e géneros) em cada reservatorio esta
disposta no Anexo C.

Foram identificados 77 taxons no reservatério do Lobo durante o periodo estudado
(Quadro 1, Anexo C), com maior nimero de tdxons ocorrendo na ZR (entre 13 e 29 taxons).
A classe com maior representatividade em taxons foi Bacillariophyceae (20 taxons, com
maior prevaléncia de Gomphonema parvulum var. lagenula), seguida pelas cianobactérias (15
taxons), com Synechocystis aquatilis presente em 58% das amostras. A espécie Aulacoseira
pusilla (Coscinodiscophyceae) foi a Unica que apareceu em 100% das amostras analisadas.
Ao considerar o biovolume das espécies, o dinoflagelado Gymnodinium fuscum foi o mais
representativo em todos os pontos amostrados, o que fez com que a classe dominasse de 57%
até 95% em termos relativos durante a primavera de 2017. Exceto no ponto da ZT, quando as
espécies de diatomaceas Aulacoseira granulata var. australiensis (0,363 mm3 L%) e
Cyclotella meneghiniana (0,306 mm?3 L™) contribuiram para o grupo alcancar até 78% de
biovolume relativo (Figura 33A).

Esses resultados foram muito diferentes do esperado para o reservatorio do Lobo, que
antes do ano de 2016 era caracterizado por floracdes de cianobactérias e condicBes troficas
mais elevadas (Tundisi et al., 2015; Marafdo, 2016; Vicentin et al., 2018; Rodrigues et al.,
2019). No presente trabalho, as cianobactérias tiveram maior representatividade em termos de
biovolume apenas na primavera, e principalmente no ponto mais préximo a barragem (Figura
33A), quando as densidades estiveram entre 12.897 e 24.779 cél. mL™ (Figura 34A),
principalmente devido a presenca de Microcystis protocystis. Géneros reconhecidos como
potenciais fixadores de N, apresentaram maiores densidades durante o inverno e a primavera
(Figura 34A), representados pelas espécies Gloeothece sp. (186 cél. mL™ na ZL no inverno),
Aphanizomenon gracile (887 cél. mL™ na ZL na primavera) e Aphanizomenon sp. (1.397 cél.
mL™ na ZT no inverno), sendo as duas Gltimas frequentemente associadas ao reservatério do
Lobo (Rodrigues et al., 2019).
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O reservatorio Santana foi 0 que apresentou maior nimero de taxons (138) (Quadro 2,
Anexo C), no qual as cianobactérias e Chlorophyceae foram os grupos mais relevantes com
relacdo ao numero de taxons (28 taxons). Apesar de Gymnodinium fuscum também ser o
responsavel pela dominancia de Dinophyceae em alguns periodos (Figura 33B), as espécies
Pinnularia dactylus (1,104 mm3 L™) e Cryptomonas marssonii (0,384 mm3 L) foram
importantes para a dominancia de Bacillariophyceae (61%) e Cryptophyceae (64%) na ZT na
primavera e ZL no verdo, respectivamente. Com relacdo ao biovolume fitoplanctonico, as
cianobactérias tiveram baixa representatividade nesse reservatério durante todo o estudo
(entre 1 e 13%) (Figura 33B). Ao considerar o nimero de células, a densidade méxima de
cianobactérias foi observada no verdo (12.964 cél. mL™) (Figura 34B), quando também foram
observadas as maiores densidades de géneros potencialmente fixadores de N
(Planktolyngbya sp., 1.643 cél. mL™). Durante a primavera, a espécie Aphanizomenon sp.,
que também ¢é fixadora de N, apresentou suas maiores densidades (1.118 cél. mL™). Contudo,
apesar do género Aphanizomenon formar heterdcitos para realizar a fixa¢do de N, ndo foram
observados tricomas com a presenca dessas células especializadas nos espécimes presentes no
reservatorio Santana.

Os dados do fitoplancton para os reservatorios 29 e Teixeira obtidos neste estudo
foram os primeiros relatos dessa comunidade para esses ambientes. Foram identificados 61
taxons no reservatorio 29, sendo que o maior numero de taxons foi do grupo Cyanobacteria
(16 taxons) (Quadro 3, Anexo C). Apesar da maior riqueza em termos de nimero de taxons,
as cianobactérias apenas dominaram na ZR durante a primavera, quando o biovolume
maximo (0,102 mm? L") representou 95% do biovolume total da comunidade fitoplanctonica
naquela ocasido (Figura 33C). Os maiores biovolumes da comunidade fitoplanctdnica no
reservatorio 29 ocorreram durante o inverno (0,418-0,908 mm3 L™), o que coincidiu com as
maiores concentracdes de clorofila-a e densidades de cianobactérias (maxima de 18.545 cél.
mL™) (Figura 34C). Neste periodo, a espécie Epigloeosphaera brasilica foi dominante
(100%). Contudo, ao se considerarem espécies potencialmente fixadoras de N, as densidades
foram muito baixas (15-621 cél. mL™), apenas com a contribuicio das espécies
Planktolyngbya spp. e Pseudanabaena limnetica. Durante o verdo e o outono praticamente,
ndo foram detectadas cianobactérias nas aguas do reservatorio 29.

Para o reservatorio Teixeira, foram identificados 76 taxons fitoplancténicos (Quadro 4,
Anexo C), sendo que a classe Chlorophyceae foi a com maior representatividade (19 taxons).
Nos meses de inverno e primavera, a comunidade foi caracterizada pela presenga massiva de

dinoflagelados (77-96%, em biovolume) (Figura 33D), devido a presenca de Gymnodinium
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fuscum. J& nos meses de verdo e outono, foram identificadas alternancias de dominancias
entre cianobactérias, Coscinodiscophyceae (e.g. Cyclotella meneghiniana) e Chlorophyceae
(e.g. Coelastrum reticulatum). Nesses dois periodos, as cianobactérias dominaram (58-73%,
em biovolume) na profundidade de 50% da RSFA no ponto mais préximo a barragem. Por
outro lado, a densidade maxima de células foi estimada no outono, 8.542 cél. mL™ (na
profundidade de 10% da RSFA na ZL). Entre todas as amostras deste reservatorio, apenas o
ponto ZR (em 50% da RSFA) foi observada expressiva densidade de espécies potencialmente
fixadoras de N, (4.847 cél. mL™), majoritariamente pela presenca de Synechococcus nidulans
(Figura 34D).

Reservatérios eutrofizados possuem mais nutrientes (N e P) disponiveis que
possibilitam a manutencédo das floracGes de cianobactérias, tanto pela reciclagem interna de P
como pela fixacdo de N, (Cottingham et al., 2015). Por outro lado, ambientes mais
oligotréficos normalmente ndo suportam grandes biomassas fitoplancténicas justamente por
conta da limitagdo de nutrientes (Howarth et al., 1988). Essas premissas podem explicar o
motivo pela qual as concentrac@es de Chl-a e as densidades maximas de cianobactérias foram,
no geral, maiores nos reservatorios do Lobo e Santana. Contudo, as elevadas concentracdes de
Chl-a durante o inverno e outono no reservatorio Teixeira podem ter sido resultado dos
maiores biovolumes de dinoflagelados e cloroficeas, e ndo das cianobactérias. De forma geral,
a divisdo Chlorophyta possui maior concentracdo de Chl-a por célula quando comparadas
com outros grupos fitoplanctdnicos (Yang et al., 2015). Essa variacdo de contetdo
intracelular entre as classes do fitoplancton dificulta a correlacéo entre biovolume e Chl-a em
lagos e reservatdrios, principalmente na presenca de dinoflagelados e diatoméaceas (EI-
Shaarawi; Munawar, 1978).

Além das baixas densidades de cianobactérias encontradas nos reservatorios durante o
periodo estudado, também foi constatada baixa variedade de géneros potencialmente
fixadores de N,. Espécies formadoras de heterécitos (e.g. Aphanizomenon spp., Raphidiopsis
raciborskii) apenas foram encontradas nos reservatorios do Lobo e Santana, porém,
praticamente com auséncia dessas estruturas. J& nos reservatérios 29 e Teixeira, foram
identificadas espécies pertencentes a géneros que podem realizar a fixacdo de N
exclusivamente no periodo noturno (Bergman et al., 1997), como Planktolyngbya,
Pseudanabaena, Synechocystis (reservatorio 29), Gloeothece e Synechococcus (reservatorio

Teixeira).
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Figura 33 — Biovolume relativo das classes fitoplancténicas nas duas profundidades correspondentes a
50% e 10% da RSFA nas zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatorios
estudados ao longo das estagdes do ano
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Figura 34 — Densidade total de cianobactérias e de géneros potencialmente fixadores de N, (cél.mL™)
nas duas profundidades correspondentes a 50% e 10% da RSFA nas zonas de rio (ZR), transicdo (ZT)
e lacustre (ZL) dos quatro reservatérios estudados ao longo das estagdes do ano
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Ao comparar as comunidades fitoplanctonicas dos reservatérios de Barra Bonita
(hipereutréfico) e Itupararanga (supereutréfico), que foram utilizados para complementagdo
da andlise estatistica ROC, foi observado que estas foram muito diferentes dos reservatorios
avaliados no presente estudo. O reservatério de Barra Bonita foi caracterizado por extensas
floracbes de Microcystis spp. (ndo fixadoras de Nj), enquanto que ltupararanga possuiu
grandes densidades de Raphidiopsis raciborskii (citada como Cylindrospermospsis
raciborskii) (Maraféo, 2016).

A diferenca trofica entre os periodos estudados no reservatorio do Lobo também
refletiram em diferencas na comunidade fitoplanctonica. No periodo no qual as aguas foram
classificadas como eutréficas (2013-2015), as floragGes de cianobactérias eram dominadas por
R. raciborskii (potencial fixadora de N,;) (Marafdo, 2016). Condicdo esta que ndo foi

observada nos anos de 2017 e 2018.

6.1.4 Taxas de fixacdo bioldgica de N

De acordo com Montoya et al. (1996), o limite de deteccdo do método direto para a
fixacdo de N, é aproximadamente 1,3 x 10° pg-N L™ h, considerando uma alteragdo minima
de 4%o de 8N no nitrogénio particulado retido no filtro. A partir dessa informacao, as taxas
de fixacdo absolutas de fixagdo do N, foram consideradas significativas quando acima do >
L.D., o que também serviu de premissa para as taxas posteriormente normalizadas pela Chl-a.

No reservatorio do Lobo, as maiores taxas absolutas de fixacdo foram observadas nos
pontos ZR e ZT durante o verdo e o outono (Figura 35A), com valor maximo de 4,6 x 10 pg-
N L™ h™. Esta taxa maxima ocorreu no mesmo momento em que as razées NID:PID foram
mais baixas (~234), comparadas com outros periodos no mesmo reservatorio (e.g. 691, 589).
Para 0 reservatorio Santana, a maior taxa encontrada foi de 2,2 x 10° pg-N L* h?,
determinada na ZT durante o verdo (Figura 35B), enquanto que para o Teixeira, o valor
méximo registrado foi de 1,6 x 10° ug-N L™* h™ (Figura 35D), muito préximo ao limite
minimo de deteccao.

Conforme o L.D. calculado, foi observado que em todos os reservatérios estudados, no
inverno e na primavera, praticamente ndo foram detectadas taxas de fixacdo biologica de N,
pelo fitoplancton (Figura 35). No reservatorio 29 (Figura 35C), a auséncia da fixacdo N2 no
maior periodo de tempo coincidiu com as menores densidades de cianobactérias diazotroficas.

As taxas absolutas de fixagdo de N, determinadas nos reservatorios do presente estudo

foram menores quando comparadas com outros reservatorios subtropicais e de clima
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temperado. Maraféo (2016) estimou taxas de fixacdo de N, de até 158,5 x 10 pg-N L™* h*
para 0 reservatério de ltupararanga, e maximas de 14,8 e x 10° pg-N L™ h para Barra
Bonita. Estas taxas foram de 4 a 40 vezes maiores do gque a taxa maxima estimada para o
reservatorio do Lobo, em 2017 e 2018.

Em reservatdrios localizados em regides temperadas, as taxas absolutas de fixacdo de
N, podem ser entre 160 e 220 vezes maiores do que determinadas nos reservatorios Santana e
Teixeira. Scott et al. (2009) mostraram taxas de fixacdo de N, de aproximadamente 350 x 10
ng-N L™ h™ no reservatério Waco (Texas/EUA), um ecossistema hipereutréfico com elevadas
concentracdes médias de PT (257 + 88 pg-P L™). Por outro lado, no estudo de Romero et al.
(2013) foram estimadas taxas médias de fixacdo de N, de 625 + 25 x 10 pg-N L™ no lago
eutréfico de Clear (Califérnia/EUA), e de 24 + 14 x 10° pg-N L no lago Walker
(Nevada/EUA), de caracteristicas mesotroficas. Curiosamente, 0s autores também
identificaram taxas de fixacdo de N, muito baixas no lago oligotrofico de Tahoe (Nevada-
Califérnia/EUA), com média de 0,14 x 10 pg-N L™, valores estes até menores que 0s
encontrados nos reservatorios Santana e Teixeira.

Ja com relacdo a sazonalidade, a fixacdo de N, parece ocorrer apds bruscas
diminuicdes nas concentragdes de NO3; na coluna d’agua em reservatorios eutroficos,
principalmente durante o verdo (Scott et al., 2008). Nos reservatérios do Lobo e Santana as
maiores taxas de fixacdo de N, foram determinas no outono e verdo, respectivamente, sendo
que durante o verdo os maiores valores (~2,4 x 10 pg-N L™) ocorreram nos pontos ZT de
ambos os reservatérios, como também encontrado por Scott et al. (2009). Isso porque a zona
de transicdo de um reservatério apresentam condi¢cdes ambientais favoraveis para a fixacdo de
N2, como disponibilidade de P, luminosidade moderada, e menor turbuléncia das aguas (Scott
et al., 2009). Por outro lado, como observado no presente estudo, a falta temporalidade com
relacdo as concentracdes de NO3™ (e.g., nos reservatorios do Lobo, Santana e Teixeira) e a
menores distancias entre a zona de rios e a barragem (e.g., dos reservatorios 29 e Teixeira)
prejudicaram a identificacdo de padrdes sazonal e horizontal da fixacdo de No.

Conforme observado no presente estudo e em outros trabalhos, a fixacdo absoluta de
N, variou conforme o estado tréfico dos reservatdrios, principalmente devido a
disponibilidade de P na agua. De fato, quando o reservatorio do Lobo apresentou
caracteristicas mais eutréficas (PT de 41 + 17 pg-P L™) a fixacéo absoluta de N, foi estimada
em até 513 x 10 pg-N L™ (Marafio, 2016), muito proxima daquela relatada por Romero et
al. (2013) no lago Clear. Isso demonstrou que a mudanga do estado trofico do reservatério do

Lobo, com a diminuicdo das concentragdes de PT, alterou as taxas de fixacéo de No.
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Ao normalizar as taxas absolutas de fixacdo de N, pela concentracdo de Chl-a, foi
observado que o reservatorio do Lobo apresentou a mesma tendéncia entre as taxas maximas
absolutas e relativas (Figura 36A). Por outro lado, o reservatério Santana apresentou taxas
relativas superestimadas (e.g. ZR no verdo) devido as menores concentracbes de Chl-a e
densidades de cianobactérias, 0 que resultou em uma elevada taxa normalizada (5,8 x 10 pg-
N pg-Chl-a* h™) (Figura 36B), mesmo quando a taxa absoluta ndo foi maior que o L.D.
(Figura 35B). Desta forma, para evitar erros de interpretacdo, na Figura 36 foram destacadas
todas as taxas relativas de fixacdo de N, que foram consideradas significativas.

Considerando as taxas normalizadas de fixacdo de N, para os reservatorios estudados,
foi observado que estas foram menores do que as relatadas na literatura. Em um dos poucos
estudos em regides subtropicais, Burford, McNeale e McKenzie-Smith (2006) relataram taxa
méxima de fixacdo de N, de 610 x 10 pg-N pg-Chl-a™ h™ no reservatério mesotréfico de
North Pine (Australia), que foi aproximadamente 100 vezes maior do que a taxa maxima
observada na ZT do reservatério Santana (5,7 x 10 pg-N pg-Chl-a™ h™).

Um estudo no lago hipereutréfico de Shelburne (Vermont/EUA) mostrou que as taxas
relativas mais baixas detectadas (<15 x 10 pg-N pg-Chl-a™* h™) foram correlacionadas com a
maior disponibilidade de nutrientes dissolvidos, indicando preferéncia pela assimilagdo direta
de NHs" e NO;s por parte do fitoplancton (Ferber et al., 2004). Os autores também
observaram que, mesmo quando a razdao molar NT:PT foi menor que o limiar para o N ser
limitante (< 33:1) e as cianobactérias constituiram mais de 80% da biomassa fitoplancténica,
a fixagdo de N2 ndo contribuiu com mais de 2% no nitrogénio fixado nesse lago (Ferber et al.,
2004). Da mesma forma, no reservatorio de ltupararanga a assimilacdo de NID pode alcancar
até 2,0 ug-N pg Chl-a™* h™ (Cunha et al., 2017), o que de acordo com as taxas de fixagdo de
N, determinadas por Marafdo (2016) mostraram que apenas 1% do N adquirido pelo
fitoplacton é por meio da fixacdo de N..

As baixas taxas, absolutas e relativas, de fixacdo bioldgica de N, encontradas nos
reservatorios estudados foram relacionadas com a disponibilidade de nutrientes, como as
elevadas razGes NT:PT e NID:PID. Como nesses reservatorios as razbes molares NT:PT,
NID:PT e NID:PID sempre foram maiores que 31:1, 26:1 e 139:1, respectivamente, 0 N foi
muito mais abundante em relacdo ao P nesses ambientes. Em todos o0s casos, em teoria, as
razGes molares observadas ndo indicaram que o N foi o nutriente limitante (NT:PT < 16:1,
Redfield, 1958; NT:PT < 33:1 e NID:PT < 3:1, Morris ;Lewis 1988; DIN:DIP < 23:1, Sterner

et al., 2008), o que pode ter inibido a fixacdo de N, nesses reservatorios.
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Figura 35 — Taxa de fixacdo de N, nas duas profundidades correspondentes a 50% e 10% da RSFA nas
zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos quatro reservatérios estudados ao longo das
estagdes do ano. ( |--| : as barras de erro representam o desvio padrdo analitico, linha tracejada: limite
de deteccéo)
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Figura 36 — Taxa de fixacdo de N, normalizada pela clorofila-a nas duas profundidades
correspondentes a 50% e 10% da RSFA nas zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) dos
quatro reservatérios estudados ao longo das esta¢fes do ano. (Legenda: e — indica a taxa de fixacdo
normalizada com valor significativo, acima do limite de deteccdo)
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Outro fator que foi levado em consideragdo e que pode ter influenciado na
determinacéo das taxas de fixacdo do N é o préprio método de adicdo do “°N utilizado. Na
literatura é discutido que o método da bolha com o uso do tracador N, pode resultar em
taxas de fixacdo de N, subestimadas, devido a solubilizacdo incompleta do gas na agua
(White, 2012). No entanto, o estudo Wannicke et al. (2018) provou que o tempo de 24 h de
incubacdo das amostras com o ga&s, 0 mesmo utilizado no presente estudo, garante uma
subestimacéo desprezivel das taxas de fixacdo de N, (~ 0,2%).

Como os reservatorios estudados apresentaram baixas taxas de fixacdo de Ny, ou
nulas, estes foram considerados como controles negativos para a estimativa das taxas de
fixacdo de N na andlise ROC. Por isso, para a ROC também foram utilizados os dados dos
reservatorios estudados por Marafao (2016) (Barra Bonita, Itupararanga e Lobo em periodo
eutrofico), a fim obter maiores ocorréncias de fixacdo biologica de No.

Entre as 14 variaveis de qualidade da 4gua que foram testadas, a analise ROC resultou
em limiares (tresholds) significativos para 7 delas (p < 0,05) (Tabela 5). Sendo assim, SST
(ASC = 0,783) e Chl-a (ASC = 0,770) foram as varidveis com maiores valores de
especificidade, com limiares de 4 mg L™ ¢ 12 pg L™, respectivamente. Com relacdo aos
nutrientes, apenas as concentragdes de PSR (> 3,0 pg-P L™) e de PT (> 20,5 pg-P L) foram
significativas para favorecer a ocorréncia da fixacdo de N, nos reservatorios estudados.
Nenhuma forma de nitrogénio (NO,", NOs", NH,", NT) mostrou limiares significativos para a
fixacdo de N,. Por outro lado, foram observados que as razGes NID:PSR <487 e NID:PT < 82
também favoreceram a ocorréncia da fixacdo de N, nesses reservatorios, apesar dos valores de
falsos positivos para esses parametros (0,545 e 0,526, respectivamente) (Tabela 5). A
temperatura da agua mostrou ter maior sensibilidade (0,784) e o maior valor de falso positivo
(0,596) para detectar a fixacdo de N, com limiar de 22°C (Tabela 5).

A Chl-a e os SST podem estar diretamente associados a proliferacdo de
cianobactérias, sendo que os SST também podem ser fonte de P orgénico para a agua
(Uusitalo; Yli-Halla; Turtola, 2000), e que pode ser utilizado por esses microrganismos (Wan
et al.,, 2019). Por isso, ambos 0s parametros sdo frequentemente utilizados para o
monitoramento remoto da qualidade da agua de reservatérios (Rodrigues et al. 2017,
Watanabe et al., 2019). No entanto, embora estes parametros indiquem biomassa, a analise da
presenca de cianobactérias, mais especificamente de espécies fixadoras de N, depende
exclusivamente da contagem e identificacdo sob microscopia Optica. A normalizacdo das
taxas de fixagdo absolutas em comunidades fitoplancténicas dominadas por outros grupos

fitoplanctonicos nao fixadores de N, pode subestimar as taxas de fixagéo relativas de No.
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Tabela 5 — Resultados da anélise ROC para os casos de deteccdo da fixa¢do de nitrogénio nos seis reservatérios estudados, considerando as varidveis teste:
radiacdo solar fotossintética ativa (RSFA), temperatura (T), pH, clorofila-a (Chl-a), fésforo soltvel reativo (PSR), fésforo total (PT), nitrito (NO;), nitrato
(NO3), aménio (NH,"), nitrogénio total (NT), sélidos suspensos totais (SST), e as razGes molares nitrogénio total: fosforo total (NT: PT), nitrogénio
inorgénico dissolvido: fésforo soluvel reativo (NID:PSR) e nitrogénio inorganico dissolvido:fosforo total (NID: PT). Para cada variavel, area sob a curva
(ASC), erro padréo (EP) e p-valores sdo mostrados, bem como os limiares (thresholds) identificados considerando o minimo de sensibilidade de 0,750 e de
valores associados (1 — Especificidade), que representa a probabilidade de ocorrer “falso-positivo”. Os limiares para as todas as variaveis sao para valores
maiores ou iguais aos nimeros apresentados, exceto para as razbes NID:PSR e NID:PT, para os quais o limiar é valido para valores menores ou iguais ao
numero apresentados. Apenas limiares significativos foram apresentados (p < 0,05* ou p < 0,01**)

Variavel teste para ocorréncia de fixagdo de N, ASC (EP) p Limiar Sensibilidade 1 — Especificidade
RSFA (umol-fétons m?s™) 0,412 (0,057) 0,113 - - -
T(C) 0,628 (0,056) 0,022* >22 0,784 0,596
pH 0,472 (0,059) 0,614 - - -
Chl-a (ug LY 0,770 (0,043) 0,000%* >12,0 0,757 0,343
PSR (ug-P LY 0,660 (0,052) 0,004** >3,0 0,757 0,404
PT (ug-P L™ 0,670 (0,052) 0,002** >20,5 0,757 0,374
NO, (ug-N L™ 0,408 (0,058) 0,100 - - -
NO;z (ug-N L™ 0,479 (0,056) 0,708 - - -
NH," (ug-N L™ 0,606 (0,053) 0,057 - - -
NT (ug-N LY 0,586 (0,051) 0,122 - - -
SST (mg L™ 0,783 (0,043) 0,000%* >4 0,757 0,293
NT: PT 0,540 (0,062) 0,474 - - -
NID:PSR 0,615 (0,054) 0,040* <487 0,757 0,545
NID: PT 0,616 (0,058) 0,038* <82 0,757 0,526
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Apesar da Chl-a ser um bom parametro indicador de florag6es de cianobactérias, sua
concentragdo ndo pode ser correlacionada diretamente com as taxas de fixagdo de Ny, porém
pode ser utilizada como um parametro “chave” precursor da deteccdo da fixacdo. Scott et al.
(2009) observaram que as taxas absolutas de fixacdo de N, ndo coincidiram necessariamente
com as maximas concentracdes de Chl-a nos reservatorios americanos, sendo que enquanto a
Chl-a foi maior nas zonas de rio, as maiores taxas de fixacdo ocorreram nas zonas de
transicdo, onde provavelmente ocorreu maior dominancia de cianobactérias (principalmente
das picocianobactérias). Esse resultado também foi observado no presente trabalho, para o
reservatorio do Lobo, no qual as taxas absolutas de fixacdo foram maiores nas zonas de
transicdo, enquanto que a Chl-a foi maior nos pontos préximos a barragem e a zona de rios.

A falta de compartimentalizacdo das concentracdes de Chl-a nos demais reservatorios
ocorreu pelo fato desses possuirem um tempo de residéncia muito pequeno (e.g., < 2 dias,
para 0 Santana) e menores dimensdes (e.g., area superficial < 1 km2 no 29 e Teixeira). Estes
fatores associados com a frequéncia amostral impossibilitaram a diferenciacdo das zonas
propostas por Thornton, Kimmel e Payne (1990), para todos os parametros da qualidade da
agua analisados. No caso do reservatorio 29, as concentracfes de NO3 indicaram tendéncia de
compartimentalizagdo horizontal, porém as baixas concentracdes de Chl-a, de densidades de
cianobactérias, e taxas de fixacdo de N, ndo seguiram o mesmo padrdo de distribuigéo.

As espécies da comunidade fitoplanctdnica, sobretudo as cianobactérias
potencialmente fixadoras de N, sdo determinantes para o processo de fixacdo de N, nos lagos
e reservatérios (Burford; McNeale; McKenzie-Smith, 2006; Beversdorf; Miller; McMahon,
2013). Por exemplo, no Lago Mendota (Wisconsin/EUA), as maiores taxas de fixa¢do de N,
(> 1 pg-N L™ h') foram associadas com a maior abundancia relativa (> 31%) de
Aphanizomenon (Beversdorf; Miller; McMahon, 2013). Zhang et al. (2017) observaram que
Anabaena sp. foi correlacionada com as maiores taxas de fixacdo de N, e com 0 aumento no
nitrogénio orgénico particulado nas aguas de um lago artificial (Beijing/China), o que
permitiu a posterior dominancia por Microcystis spp. (espécie nao heterocitada). 1sso mostrou
que o aporte de N por meio da fixacdo favoreceu a alteragdo de dominéncia entre
cianobactérias, o que possibilitou o estabelecimento de espécies ndo fixadoras e com
potencial de producdo de cianotoxinas.

As taxas de fixacdo de N, nos quatro reservatorios do presente estudo e nos avaliados
por Marafdo (2016) foram influenciadas pela densidade e espécies de cianobactérias
presentes. Ferber et al. (2004) mostraram que em reservatorios hipereutréficos com baixas

taxas, a fixacdo foi dependente da presenca de espécies de cianobactérias fixadoras de N (e.g.
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R. raciborskii). 1sso corroborou os resultados obtidos por Marafdo (2016), uma vez que 0
reservatorio de Barra Bonita apresentou dominéncia de Microcystis (um género ndo fixador
de Ny) e o de Iltupararanga mostrou maior abundancia de R. raciborskii (espécie
potencialmente fixadora de N,). No periodo em que o reservatério do Lobo permaneceu em
condicBes mais eutroficas do que as apresentadas no presente estudo, os géneros Raphidiopsis
(citado como Cylindrospermopsis), Apnanizomenon (fixadores de N,) e Microcytis foram 0s
mais abundantes (Maraféo, 2016).

A frequente presenca de géneros potencialmente fixadores de N, observada nos
reservatorios do Lobo e Santana (Aphanizomenon, Dolichospermum, Planktolyngbya e
Raphidiopsis) contribuiu para a detec¢do das taxas de fixacdo de N, nesses reservatorios,
como também a presenca de picocianobactérias, como no outono. Por outro lado, a baixa
frequéncia de ocorréncia e densidade de cianobactérias fixadoras de N, nos reservatorios 29
(maior frequéncia de Aphanocapsa spp. e Epigloeosphaera brasilica, cianobactérias ndo
fixadoras de N,) e Teixeira (dominancia de dinoflagelados, cloroficeas e diatomaceas)
corroboraram os resultados para a ndo deteccao de taxas de fixacao de No.

Apesar da presenca de cianobactérias que fixam o N, ser um forte precursor da
deteccdo da fixacgdo, a variagdo da forma fisiol6gica com que a fixacdo de N, ocorre em cada
espécie também pode influenciar na intensidade desse processo. Berrendero et al. (2016) ao
estudarem a fixacdo de N, em um rio de montanha (clima temperado), observaram que as
taxas relativas de fixacdo nas cianobactérias heterocitadas (Rivularia) foram maiores (6,2 X
10" pg-N pg-Chl-a® h™) quando comparadas com as cianobactérias fixadoras nao
heterocitadas (Schizothrix) (3,8 x 10 ug-N pg-Chl-a*h™). Os resultados de Berrendero et
al. (2016) evidenciaram que a fixacdo por meio do heterdcito pode ser mais eficiente do que a
realizada sem essa célula especializada (no escuro ou em células vegetativas), normalmente
de ocorréncia em géneros ndo heterocitados.

No caso das espécies heterocitadas, a fotossintese nas células vegetativas vizinhas
também pode fornecer ATP para o processo de fixacdo dentro do heterdcito, quando ambos 0s
processos ocorrem simultaneamente, possibilitando assim a fixa¢do do N, na presenca da luz
e do O, (Berman-Frank; Lundgren; Falkowski, 2003). Desta forma, a presenca de géneros
fixadores ndo heterocitados observada nos reservatorios do Lobo, Santana e Teixeira pode ter
contribuido com as baixas taxas de fixagdo de N2, que ocorreram apenas no periodo noturno,
e utilizaram a energia (ATP) e os recursos (e.g. P) obtidos durante o dia.

Como os limiares para PT e PSR, NID:PT e NID:PSR foram significativos, a

disponibilidade de P provavelmente foi mais importante do que as baixas concentracdes de N
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para o processo de fixagdo de N, nos reservatorios. Isso porque todas as taxas de fixacdo de
N, foram detectadas mesmo com a disponibilidade de DIN, tanto no presente estudo como no
de Marafdo (2016). Esta hipotese é plausivel, uma vez que o processo de fixacdo do N, requer
0 gasto de ATP (Berg; Tymoczko; Stryer, 2002), o que torna o P um nutriente indispensavel.

De acordo com Schindler et al. (2008), a alta disponibilidade de P também favoreceu o
crescimento de cianobactérias fixadoras de N; e, portanto, influenciou a fixacéo bioldgica de
N2, 0 que ja foi visto em diferentes ecossistemas aquaticos (e.g riachos subalpinos, Marcarelli;
Wurtsbaugh, 2006; 2007; oceano tropical, Moutin et al., 2008). Esse fato corroborou as
elevadas densidades de Raphidiopsis raciborskii e as taxas de fixacdo de N, detectadas nos
reservatorio de ltupararanga e no reservatorio do Lobo nos anos de 2013-2015, quando as
concentracdes médias de PT foram maiores que o limiar estimado em 20,5 pg-P L™ (Maraféo,
2016). N&do foram encontrados limiares para a fixacdo de N, em relacdo aos PSR e PT na
literatura, porém, Tdnno e Ndges (2003) relataram que concentragdes de PSR entre 25-100
Hg-P L™ favoreceram as maiores taxas de fixacdo de N no lago Vértsjarv (Estonia).

Burford, McNeale e McKenzie-Smith (2006) e Horvath et al. (2013) descreveram que
as maiores taxas absolutas de fixacdo de N, em reservatérios e lagos (North Pine/Australia;
Balaton/Hungria) foram correlacionadas com as razdes NID:PSR entre 5-61 e 7-26,
respectivamente. Apesar das faixas NID:PSR desses trabalhos serem menores do que as
observadas no presente estudo, ainda sim as razdes molares NID:PSR estiveram abaixo do
limiar determinado para os reservatorios subtropicais (NID:PSR < 487). Provavelmente as
razGes molares das diferentes combinagdes de N:P identificadas nos reservatérios subropicais,
em face das encontradas em ecossistemas temperados, foram maiores devido a influéncia da
temperatura nas regides préximas aos tropicos.

As altas temperaturas e taxas de aporte de nutrientes (e.g. NOs,, NH;") em ambientes
tropicais (Lewis Jr., 2010) podem favorecer a elevada disponibilidade de N na agua e
assimilacdo direta desses nutrientes. Portanto, as cianobactérias ndo precisariam gastar
energia para fixar o N2, como foi observado nos reservatorios de Barra Bonita e Itupararanga,
onde a assimilagdo de DIN representou > 99% do N retido pelo fitoplancton (Cunha et al.,
2017), o que resultou em as taxas de fixacdo de N, abaixo ou perto do limite de deteccdo
(Maraféo, 2016).

Para a temperatura da agua, o limiar de 22,0 °C foi menor em comparag¢do ao valor
encontrado por Scott et al. (2008) para reservatorios norte-americanos (27,5 °C). No entanto,
esses autores apontaram que a temperatura por si s6 ndo foi um preditor adequado da

biomassa de cianobactérias fixadoras de N, naqueles sistemas aquéticos, 0 que corroborou
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com os elevados valores de falsos positivos para o limiar de temperatura, estimado no
presente estudo (0,596, Tabela 5). Coincidentemente, para o clima subtropical Cwa, a
temperatura média do més mais quente é sempre superior aos 22°C (Peel; Finlayson;
MacMahon, 2007), o que pode indicar que nesses reservatorios a ocorréncia do processo de
fixacdo de N, seria favorecida no vero.

Embora os limiares de temperatura para a fixacdo de N, ndo estejam bem definidos na
literatura, supde-se que o limiar relativamente baixo esta relacionado a menor variagdo da
temperatura da agua nas regides subtropicais. Menores amplitudes térmicas podem diminuir o
limiar desse processo e promover a ocorréncia da fixacdo de N, ao longo de todo o ano, ao
contrario de sistemas temperados com forte sazonalidade, que dependem da ocorréncia de
maiores temperaturas exclusivas do verao.

Em climas mais quentes, a fixacdo de N, pode ser favorecida porque em temperaturas
mais altas, as taxas de respiracdo sdo maiores do que a capacidade de difusdo de O, para 0s
heterdcitos. Isso facilita a condigdo anaerdbia exigida pela enzima nitrogenase (Visser et al.,
2016) e também fornece o ATP necessario para a fixacdo (Berg; Tymoczko; Stryer, 2002).
Para 0 género Trichodesmium (cianobactéria ndo heterocitadas), a faixa de temperatura de 20-
35°C resultou em taxas de respiragdo mais altas (isto €, maior consumo de O,) e, portanto,
melhorou o desempenho da atividade da nitrogenase (Staal; Meysman; Stal, 2003). Além
disso, a estratificacdo térmica mais frequente da coluna de agua nesses periodos mais quentes
também pode impulsionar o crescimento inicial de cianobactérias fixadoras de N,. Como no
estudo de Beversdorf, Miller e McMahon (2013), que observaram que a estratificacdo térmica
resultou em mudancas na disponibilidade de N e promoveu a sua limitacdo ao longo da
coluna d’agua, o que favoreceu a fixacao de N,.

Além disso, as maiores temperaturas também podem favorecer a dominancia de
cianobactérias nos ecossistemas aquaticos (Elliot, 2012; Visser et al., 2016). Sendo que
temperaturas > 25°C sdo consideradas um limiar para o crescimento de cianobactérias em
reservatorios (Paerl, 2018), o que pode aumentar a probabilidade de ocorréncia da fixacdo de
N, nesses ecossistemas.

Com base nos varios fatores ambientais e nos resultados da analise ROC que
influenciaram para o sucesso da fixagdo de N, em reservatdrios subtropicais, entende-se que a
fixacdo de N, ndo € um processo linear, que dependa exclusivamente de um Unico fator capaz
de promové-la. Desta forma, com base nessas informacdes, foi proposto um fluxograma com
0 objetivo de simplificar os resultados obtidos no presente trabalho (Figura 37). Nele foi

possivel verificar que sdo varios os fatores que podem estimular a fixacdo de N, nos
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reservatorios, sendo que alguns foram mais relevantes do que outros, de forma imprescindivel

para a ocorréncia da fixacdo de N, (e.g. presenca de cianobacteérias fixadoras de N,).

Figura 37 — Fluxograma da fixacdo de N, em reservatérios subtropicais. (Legenda: Chl-a — clorofila-a;
N — nitrogénio; P — fdsforo; PSR — fdsforo soluvel reativo; PT — fosforo total; NID: nitrogénio
inorganico dissolvido; fp — falso positivo; S = sensibilidade)
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O primeiro fator indispensavel para a ocorréncia da fixagao de N, nos reservatorios foi
a presenca de cianobactérias fixadoras de N, na comunidade fitoplanctdnica (Figura 37).
Neste caso, a presenca das cianobactérias ndo deve ser considerada como uma variavel, mas
sim como uma premissa para a ocorréncia da fixagdo de N,. A auséncia ou as baixas
densidades desses microrganismos acabaram naturalmente impossibilitando a ocorréncia da
fixacdo, independente do estado tréfico do ecossistema estudado, como no caso dos
reservatorios 29, Teixeira (oligo-mesotroficos) e de Barra Bonita (hipereutrofico) (Maraféo,
2016; Moutinho et al., 2021). A partir da presenca dessas cianobactérias, a biomassa
(representada pela Chl-a) desses microrganismos foi o segundo fator mais relevante para que
0s métodos analiticos detectassem a fixacdo de N,. Desta forma, quando os resultados da
ROC indicaram que o valor de Chl-a de 12 pg L™ foi um limiar, foi considerado que acima
dessa concentracdo a probabilidade da detecgdo da fixacdo de N, ocorrer é aumentada, com
aproximadamente 34% de chance dos resultados serem falsos positivos.

Vale destacar que ndo ¢ pelo fato das cianobacterias diazotroficas terem a capacidade
de realizar a fixacdo de N,, que necessariamente esse processo ird ocorrer. Sabe-se que a
diferenciacdo das células vegetativas em heterocitos e a expressdao génica da enzima

nitrogenase (responsaveis pela fixacdo de N,) nas espécies potencialmente fixadoras séo



119

inibidas, por exemplo, diante de elevadas concentracdes de NO,, NO3 e NH, na 4gua e da
pressdo parcial de O, nas células (Thiel, 2006). Nas espécies heterocitadas, a expresséo da
nitrogenase depende de fatores internos ao heterdcito, apos esta célula ser formada (em
condicdes aerdbicas ou anaerobicas). Ja nas células vegetativas de espécies ndo heterocitadas,
a expressao e atividade da nitrogenase € praticamente regulada por fatores externos a célula e
requer condi¢des anaerdbias (Thiel et al., 1995). Desta forma, ficou evidente que a presenca
de cianobactérias diazotréficas em maiores biovolumes (e.g. estimado pela Chl-a > 12 pg L™)
foi fundamental para a ocorréncia da fixacdo nos reservatorios estudados. Porém, também séo
diversos os fatores a nivel molecular que podem regular a fixagdo de N, nas cianobactérias, e
que ndo foram incluidos no presente trabalho.

Na hipotese da presenca de cianobactérias em consideraveis densidades (Chl-a > 12
Hg L), as concentragdes de P (PSR > 3,0 ug-P L™; PT > 20,5 pug-P L™) devem suprir a
necessidade desses microrganismos para realizar a fixagdo do N,. Essa explicacdo pode ser
aplicada ao reservatorio do Lobo, que no inverno (2017) ndo demonstrou significativas taxas
de fixacdo de N,, mesmo com a presenca de cianobactérias potencialmente fixadoras e com
concentracdes de Chl-a > 15 ug L™. Neste periodo foi observado que o reservatorio
apresentou concentragdes de PSR e PT majoritariamente abaixo dos limiares determinados
para a fixagdo de N, o que diminuiu a probabilidade de ocorréncia desse processo.

Sendo assim, os reservatorios eutrofizados tiveram maior probabilidade de ocorréncia
do processo de fixacdo do que os reservatorios oligo-mesotréficos (quando a Chl-a <12 ug L
L PT < 20,5 pg-P L™). Desta forma, a hipétese literéria de que a baixa disponibilidade de
nutrientes (N e P) seja o principal fator regulador do processo de fixacdo de N, ndo foi
corroborada para os reservatorios estudados. Principalmente pelo fato de que as maiores taxas
de fixacdo de N, estimadas ocorreram em reservatorios eutrofizados (e.g. ltuparanga, Lobo)
com elevadas concentracdes de NT, NID e PSR (Marafdo, 2016). Por outro lado, a hipétese
de que o P seja um fator mais importante na regulacdo da fixacéo e N, foi confirmada, pelo
menos para os reservatorios subtropicais estudados. Neste caso, a competicéo interespecifica
no fitoplancton de reservatorios eutrofizados pode gerar pressdo sobre a assimilacdo de NID,
0 que aumentaria a fixacdo de N, por cianobactérias quando o PSR esta disponivel. Além
disso, os reservatdrios oligo-mesotroficos ndo suportam elevada biomassa fitoplanctonica ao
ponto de incentivar a competi¢do pelo DIN disponivel na dgua. No entanto, dependendo da
composi¢do da comunidade fitoplanctonica desses ambientes (e.g. presenga ou auséncia

cianobactérias fixadoras de N;), outros fatores ambientais além do P também podem ser
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relevantes para a ocorréncia da fixacdo de N,, como a disponibilidade de micronutrientes (e.g.
Mo e V) (Thiel, 2006).

Com relacgdo as razdes NID:PSR e NID:PT a interpretacdo foi realizada de forma mais
cautelosa, até pelo fato de que a analise ROC mostrou elevadas taxas de resultados falsos
positivos (54%), o que evidenciou que esses parametros também ndo podem ser analisados de
forma isolada. Nesta situacdo, as concentracdes de N poderiam ter influéncia significativa,
pois as menores concentracdes resultaram em menores razdes molares. As baixas razées N:P,
definidas tanto pelas menores concentracdes de N como pelas maiores concentracdes de P nas
aguas, podem indicar a necessidade de obtencdo de N por meio da fixacdo de N,. Mesmo
quando as razGes molares observadas no presente estudo ndo mostraram o N como nutriente
limitante para o crescimento fitoplancténico (Redfield, 1958; Sterner et al., 2008). Além
disso, o balanco de N e P em lagos e reservatorios também depende da reciclagem interna
desses nutrientes, que podem atuar como um fator de retroalimentacdo positiva que favorece o
as floragBes das cianobactérias diazotroficas (Scott et al., 2009) (Figura 23). Neste caso, a
decomposicgéo das floragdes pode estimular a liberacdo de N e P para a coluna d’agua, o que
pode influenciar as taxas de fixacdo de N, ainda mais em elevadas temperaturas (> 22°C)
(Figura 37), que podem aumentar a velocidade dos processos biogeoquimicos.

Muitos séo os outros fatores que podem interferir diretamente na fixagdo do N, ou
indiretamente por meio da manutencdo da densidade de cianobactérias (Paerl, 1990; Scott et
al., 2009; Unrein et al., 2010; Fernandez-Juarez et al., 2020), mas que ndo mostraram limiares
significativos ou ndo foram avaliados no presente trabalho. Unrein et al. (2010), por exemplo,
destacaram que a ocorréncia de espécies fixadoras de N, nos ecossistemas aquaticos ndo esta
relacionada apenas com as condicGes de baixa disponibilidade de N, mas sim com demais
fatores como pH, luminosidade e micronutrientes.

Além disso, reservatorios com menores areas de drenagem podem apresentar maiores
taxas de fixagcdo de N, pois teriam menor efeito do escoamento superficial, o que diminuiu a
turbidez e turbuléncia da &gua, e favoreceu o crescimento das cianobactérias diazotroficas no
estudo de Forbes et al. (2008). Outro fator também ndo avaliado foi o baixo tempo de
residéncia das aguas associado ao estado tréfico dos reservatorios (e.g. Santana e o 29), que
poderia impossibilitar a permanéncia das cianobactérias nesses ecossistemas (Richardson et
al., 2018), como observado no presente trabalho.

Os estudos dos fatores ambientais que influenciam a fixacdo de N, em
reservatorios ainda sdo escassos, principalmente em ecossistemas tropicais/subtropicais.

Reconhecer esses fatores € importante ndo apenas para o proposito de manejo de floragdes de
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cianobactérias, mas também porque a fixagdo de N, pode favorecer o prolongamento de tais
floragdes e trazer N para outras espécies toxicas ndo fixadoras (e.g., Microcystis) (Beversdorf;
Miller; McMahon, 2013), evitando-se assim o ciclo de feedback positivo ou a alternancia de

dominéncia entre espécies mais nocivas a satude humana.

6.2 Experimentos in vitro

6.2.1 Condicdes experimentais

Por meio do monitoramento dos parametros experimentais, foi possivel verificar que a
curva de crescimento e o experimento da fixagdo com a cianobactéria Dolichospermum
flosaquae ocorreram em condi¢Ges controladas de temperatura do ar (25,0 + 1,1°C),
temperatura da 4gua (24,0 + 0,1°C) e luminosidade (45 + 6 umol-fétons m? s2), ao longo dos
15 dias de experimento (Figura 38). Com relacdo as concentragdes de nutrientes no meio de
cultivo, as concentracdes observadas de NO3; e de PSR foram muito préximas das
concentragOes tedricas esperadas, que resultaram em razdes molares NID:PID também muito
similares aos valores tedricos (Tabela 6).

Para o experimento A, no qual a concentracdo de fosforo foi teoricamente fixada em
120 pg-P LY, a concentragdo inicial média desse nutriente foi de 130 + 6 pg-P L™, resultando
nas razdes molares NID:PID iniciais: 70, 25, 16, 11, 3 e 0. J& no experimento B, no qual a
concentracdo tedrica de NOs foi fixada em 550 pug-N L™, a concentragéo inicial média de N
foi de 604 + 17 ug-N L™, com razdes molares NID:PID iniciais: 65, 23, 16, 11, 4 e 0, as quais
foram muito préximas aos valores desejados para o experimento. Ndo houve relevante
alteracdo do pH do meio de cultivo entre o inicio e o final do experimento (Tabela 6).

As concentracbes de nutrientes utilizadas nos experimentos se assemelham as
tipicamente reportadas em reservatdrios subtropicais brasileiros, variando desde
caracteristicas mesotroficas até hipereutroficas (Moutinho et al., 2021), exceto na condicéo 0-
P (Razdo NID:PID = 0, [PSR] = 8,43 mg-P L™). A elevada concentracdo de PSR dessa
condicd@o ndo representou qualquer concentracdo encontrada em cursos de dgua naturais, mas
foi necessaria para que o meio de cultivo utilizado alcancasse a razdo molar NID:PID proxima

ao valor zero, mesmo com disponibilidade de N (630 pg-N L™).
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Figura 38 — Valores de luminosidade, temperatura do ar (intervalos de 30 min) e da temperatura da
agua (mensurada diariamente) durante o experimento da fixacdo de N,, entre os dias 21/01 (dia 0) e
05/02 (dia 14). As setas indicam o momento no qual foi realizada a injecdo de *°N, para determinacio
da taxa de fixagéo
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Tabela 6 — Resumo das condigdes nutricionais do Experimento A, com variagao das concentracdes de
N, e do Experimento B, com variacdo das concentragdes de P

Experimento A (-N)

Raza0 NIDIPID Tetrica 0 e e O el il e ot 71
0 01 120,8 0 733 695 038
4 190,0 1345 3 744 710 034
10 586,0 123,5 11 742 735 007
16 950,0 135, 16 741 725 016
23 1514,0 132,5 25 735 729 006
60 4188,0 1316 70 742 740 002

Experimento B (-P)

Razi NIDIPID Terica O SNt o O e vl ol o P
0 630,0 8430,0 0 744 753 0,09
4 617,0 324,0 4 733 730 0,03
10 586,0 1235 1 742 735 0,07
16 602,0 80,9 16 746 734 0,12
23 600,0 57,0 23 746 743 0,03
60 590,0 20,0 65 742 733 0,09

As concentragfes de nutrientes utilizadas nos experimentos se assemelham as
tipicamente reportadas em reservatérios subtropicais brasileiros, variando desde
caracteristicas mesotréficas até hipereutroficas (Moutinho et al., 2021), exceto na condigéo 0-
P (Razdo NID:PID = 0, [PSR] = 8,43 mg-P L™). A elevada concentracdo de PSR dessa
condicgd@o ndo representou qualquer concentracdo encontrada em cursos de dgua naturais, mas
foi necessaria para que o meio de cultivo utilizado alcancasse a razdo molar NID:PID proxima

ao valor zero, mesmo com disponibilidade de N (630 pg-N L™).
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De forma geral, as curvas de crescimento apresentaram comportamento similar entre
0s tratamentos, com a fase exponencial ocorrendo entre o 3° e 8° dia de cultivo, exceto para a
condicdo com auséncia de nitrogénio (0-N), na qual a fase exponencial foi mais curta e
antecipada (entre o 2° e 4° dia) (Figura 39). Todas as equacdes utilizadas para a conversao da
Abs em Chl-a ao longo do experimento tiveram r2 > 0,96 (Anexo D).

A razdo 60-N foi a que possibilitou o maior incremento de densidade de D. flosaquae,
principalmente durante a fase estacionaria (Figura 39A). Nas razGes com maior
disponibilidade de N, foram observadas as maiores taxas de crescimento (16-N, p = 0,245 d;
23-N, p = 0,128 d*; 60-N, p = 0,160 d™). Por outro lado, a razdo 0-N ndo possibilitou um
aumento consideravel da densidade de células, principalmente durante a fase exponencial, e
teve a menor taxa especifica de crescimento (4 = 0,079 d). No experimento com a
manipulacdo do P, o p ndo apresentou grandes variagfes com o aumento das concentracdes de
P (0,095 — 0,12 d™). Excecéo foi observada na condicdo com razdo NID:PID = 60 e baixa
disponibilidade de P (20 pg-P L™), na qual a taxa de crescimento foi duas vezes maior (0,21
d™) do que nos outros tratamentos (Figura 39B).

Liu et al. (2020) verificaram que para a espécie Dolichospermum flosaquae (citado
como Anabaena flosasquae) ndo houve diferenca significativa entre as taxas de crescimento
(L) (0,247 — 0,255) quando as concentracBes de PSR variaram entre 140 e 770 pg-P L™
Porém, o maior valor de p foi observado na maior concentracdo de P (1.840 pg-P L™). Isso
ndo foi constatado no presente trabalho, provavelmente pelo fato da elevada concentracédo de
P utilizada no experimento (8.430 pg-P L™) poder ter prejudicado o crescimento da cepa,
devido a potencial toxicidade do P em excesso.

Fernandez-Juarez et al. (2020) observaram que na condi¢do de menores concentracdes
de NO5', a maior disponibilidade de PSR (1.350 pg-P L™) proporcionou maior p (0,40 + 0,02
d') em Halothece sp. (uma espécie cocdide, ndo heterocitada), quando comparado o
crescimento nas concentracdes de PSR médias (30 pg-P L™) e baixas (3 pg-P L™Y). As baixas
taxas especificas de crescimento estimadas no presente trabalho e a sua pequena variagao nos
tratamentos de manipulacdo do P podem estar relacionadas com uma possivel limitacdo de P
ao longo do tempo, apesar da disponibilidade inicial de P ser elevada. Além disso, a menor
luminosidade utilizada no experimento poderia interfeir nas taxas de crescimento.

Em experimentos utilizando Dolichospermum circinalis e Fischerella muscicola,
alguns trabalhos identificaram p méaximos de entre 0,30 e 0,45 d™* (Islam; Beardall, 2017) em
condi¢Bes muito similares (luminosidade entre 25 e 50 umol-fétons m™ s temperatura de

25°C) as consideradas no presente trabalho. Contudo, no caso de F. muscicola, a grande
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disponibilidade de P (1.350 pg-P L™) ainda foi o fator determinante para as maiores taxas de
crescimento (Fernandez-Juarez et al., 2020), o que mostrou que a concentracdo de P teve
maior influéncia sobre o crescimento da cianobactéria, mesmo em baixa luminosidade.

As densidades de células no dia zero do experimento variaram entre 1,34 x 10° (0-N) e
1,90 x 10° (16-P) cél. mL™ (Figura 40). Durante a fase exponencial de crescimento, quando
foi realizada a primeira quantificacdo da taxa de fixacdo de N, cada tratamento apresentou
diferentes densidades médias de células, entre 4,13 x 10° e 6,10 x 10° cél. mL™ (minimo de
1,20 x 10° cél. mL™ para 0-N; maximo de 6,73 x 10° cél. mL™ para 60-P). Esta variacdo do
nimero de células esteve intrinsicamente relacionada com as taxas de crescimento (),

determinadas pelas condigdes nutricionais de cada tratamento.
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Figura 39 — Resultados das curvas de crescimento ao longo do Experimento A (60-N, 23-N, 16-N, 4-N
e 0-N), do Experimento B (60-P, 23-P, 16-P, 4-P e 0-P) e da razdo controle do meio original (10-NP).
Os pontos vermelhos indicam o momento no qual foi realizada a quantificacdo da fixacdo de

nitrogénio
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Na fase estacionéria a densidade média de células variou entre 4,33 x 10° cél. mL™
(razdo 4-N) e 9,48 x 10° cél. mL™ (razdo 60-N) (Figura 40). Em todos 0s tratamentos 0s
valores das densidades celulares ndo foram considerados elevados (< 10° cél. mL™), evitando-

se assim 0 auto sombreamento e a probabilidade de competicdo por luminosidade.

Figura 40 — Densidade de células de Dolichospermum flosaquae (células mL™) no dia inicial (Dia 0),
na fase exponencial e na fase estacionaria (platd) da curva de crescimento nos diferentes tratamentos
do Experimento A (60-N, 23-N, 16-N, 4-N e 0-N), do Experimento B (60-P, 23-P, 16-P, 4-P e 0-P) e
da razéo controle do meio original (10-NP)
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De forma geral, a densidade de heterdcitos ndo teve diferenca significativa entre a fase
exponencial e a fase estacionaria (K-W, p > 0,05) dentro de cada tratamento, sendo apenas
vizualidada na razdo 4-P, quando na fase exponencial houve maior densidade de heterdcitos
(Figura 41) (K-W, p < 0,05, H = 10,58). Foi possivel observar uma tendéncia de aumento do
namero de heterdcitos produzidos por Dolichospermum flosaquae na fase exponencial do
crescimento conforme o aumento da disponibilidade de P no meio de cultivo e consequente
diminuicdo da razdo NID:PID, quando a concentracdo de N foi fixada (condi¢es 60-P até 0-
P, Figura 41).

O estudo feito por Zulkelfi e Hwang (2020) mostrou que na espécie Anabaena
variabilis a maior densidade de heterdcitos (maximo de 1,3 x 10° cél. mL™) também ocorreu
na primeira metade da curva de crescimento, e que decaia com o tempo. Essa variagdo na
densidade dos heterdcitos ao longo do tempo pode estar relacionada com a disponibilidade de
nutrientes essenciais para a formacdo dessas celulas, como o N e o P, normalmente em

maiores concentrag¢des no inicio de um cultivo em batelada.
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Muitos sdo os fatores que podem interferir na producdo de heterdcitos nas
cianobactérias. Silverman et al. (2018) verificaram que a pressdo parcial de N, na agua pode
influenciar na formacgdo e distanciamento de heterdcitos em Anabaena cylindrica. Dextro,
Moutinho e Freire-Nordi (2018) ao estudarem uma cepa de Nostoc paludosum constataram
que tanto a abstinéncia de N, como a de P, pode regular a formagdo de heterdcitos nessa
espécie, mas que em ambos 0s casos ocorreu a diminuigdo dessas células ao longo do tempo
até o 10° dia de cultivo.

Ao estudarem uma cepa de Dolichospermum flosaquae, Yema, Litchman e Pinto
(2016) observaram que a maior densidade de heterdcitos ocorreu na condi¢do de auséncia de
N do que na condicdo com suplementacéo de N (14.000 pg-N L™, na qual a formacéo de
heterdcitos foi inibida. A inibicdo de formacao heterdcitos também foi observada no presente
estudo, na condig&o 60-N (4.188 ug-N L™) (Figura 41). Ainda no mesmo trabalho, os autores
também verificaram que a auséncia de N associada com a maior disponibilidade de P (620
ug-P L™) favoreceu a maior densidade de heterdcitos.

Apesar da formacédo de heterdcitos estar correlacionada com a auséncia de N ou suas
baixas concentra¢fes no meio, a presenca de N em determinadas concentracdes nao parece ser
um inibidor da formag&o dessas células especializadas. Concentragées de 500 pg-N L™ ainda
podem permitir a formacdo de heterdcitos (Wang et al., 2018), desde que observada,

concomitantemente, a disponibilidade de P.

Figura 41 — Densidade de heterdcitos de Dolichospermum flosaquae (células mL™) no dia inicial (Dia
0), na fase exponencial e no plat6é da curva de crescimento nos diferentes tratamentos do Experimento
A (60-N, 23-N, 16-N, 4-N e 0-N), do Experimento B (60-P, 23-P, 16-P, 4-P e 0-P) e da razéo controle
do meio original (10-NP). Legenda: * destacada diferencgas significativas (p < 0,05)
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6.2.2 Fixacdo bioldgica de N,

O enriquecimento de N nos frascos de incubacéo dos experimentos foi de 54,2%,
considerando a solubilidade do N, no meio de cultivo e na temperatura de 24°C. O limite de
deteccdo (L.D.) minimo para a taxa de fixacdo absoluta de N, considerando uma alteracdo de
5%o do "N no nitrogénio organico particulado foi calculado em 3,29 x 10 pug-N L™ h™, de
acordo com Montoya et al. (1996).

As taxas absolutas de fixacdo de N, variaram entre ndo detectavel (< L.D., fase
exponencial da condicdo 60-N) até 0 maximo de 22,7 x 10 pg-N L™ h™* (fase estacionaria da
condicdo 10-NP) (Figura 42). Nos tratamentos em que as concentragdes iniciais de fosforo
foram fixadas e a disponibilidade de N foi diminuida gradualmente (razdes 0-N, 4-N, e 10-
NP), foram observadas as maiores taxas absolutas de fixacdo de N, na fase exponencial de
crescimento (K-W, p < 0,05, H = 33,37). Por outro lado, quando a disponibilidade de N foi
fixada, a variacdo das concentracOes de P ndo interferiu em termos absolutos sobre fixacdo de
N, durante a fase exponencial (K-W, p > 0,05) (Figura 42).

Apesar de ndo significativo (K-W, p > 0,05), em 75% dos tratamentos foram
observadas as maiores taxas absolutas de fixacdo de N, durante a fase estacionaria, mesmo
tendo menor quantidade de heterdcitos nesse periodo. Willis, Chuang e Burford (2016)
também observaram que a cepa de Raphidiopsis raciborskii apresentou maiores taxas
absolutas de fixacdo de N, na frase estacionaria, porém identificaram a maior densidade de
heterdcitos neste periodo.

Apesar dos heterdcitos serem células especializadas para fixacdo de N, nas
cianobactérias Nostocales e Stigonematales, uma relacdo direta entre taxa de fixacdo e
quantidade de heterdcitos nem sempre pode ser encontrada. Isso porque o processo de fixacdo
de N, depende de outros fatores a nivel bioquimico e molecular, como a disponibilidade
intracelular de nutrientes que podem inibir a expressdo dos genes responsaveis pela enzima
nitrogenase (Wang et al., 2018). Além disso, os heterdcitos podem permanecer por 15 dias no
tricoma das cianobactérias filamentosas (Thiel, 2006), mesmo em condi¢des com
disponibilidade de N extracelular ou intracelular (estocados em granulos de cianoficina,
Kromkamp, 1987), o que inibiria a ocorréncia da fixacdo de No.

He et al. (2021) detectaram a fixacdo de N, em células vegetativas de Anabaena sp.
(PCC7120), em condicbes de privacdo de N. Os autores evidenciaram que neste caso as
células vegetativas estavam expressando o gene da enzima nitrogenase (nifH), normalmente

de atuacdo dentro dos heterdcitos. Similar processo pode ter ocorrido nos tratamentos 60-P
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(fase exponencial) e 60-N (fase estacionaria) do presente trabalho, nos quais ndo foram
observados heterdcitos (Figura 41), contudo foi detectada a fixacdo de N, (Figura 42), que
provavelmente pode ter ocorrido no periodo noturno.

No presente estudo, a tendéncia de maior taxa absoluta de fixacdo do N, durante a fase
estacionéaria dos tratamentos com manipulacdo de P, quando houve a menor quantidade de
heterdcitos, pode estar relacionada com a maior densidade de células vegetativas presente
nesse periodo. Isso demandaria mais do processo de fixacdo de N, para nutrir essa quantidade
de células vegetativas, fazendo com que as taxas absolutas de fixacdo fossem maiores, desde
que houvesse disponibilidade de P (> 120 pg-P L™) (razdes 0-P, 4-P e 10-NP, Figura 42).

Como cada tratamento possuiu uma quantidade diferente de células de D. flosaquae no
momento da fixacdo de Ny, devido as diferentes taxas especificas de crescimento, a fixacdo
absoluta de N ndo seria 0 melhor parametro para comparar a influéncia das concentracdes de
N e P sobre esse processo bioldgico. Desta maneira, para a discussdo foram utilizadas as taxas
relativas de fixacdo de N,, normalizadas pela concentracdo de Chl-a (Figura 43), como
também pela densidade de células de D. flosaquae.

As maiores taxas relativas de fixacdo de N, foram observadas nas razbes 0-N (3,81 x
10®° pg-N pg-Chl-a™ h™), 4-N (2,54 x 10™ ug-N pg-Chl-a* h™) e 10-NP (2,42 x 10° pg-N
ng-Chl-a* h!) (K-W, p < 0,05, H = 50,34), respectivamente. Também foi observada uma
tendéncia de diminuicdo das taxas relativas de fixacdo com o aumento da razdo N:P durante a
fase exponencial, em ambos o0s experimentos (Figura 43). Wang et al. (2018) observaram que
a abundancia do gene responsavel pela expressdo da nitrogenase (nifH) foi correlacionada
negativamente com a razdo NID:PSR do meio. Essa informagéo corroborou as maiores taxas
de fixacdo do N; encontradas nas menores razdes NID:PID, indicando que quando o N se
tornou o fator limitante para o crescimento de D. flosaquae, ocorreu a intensificacdo da
fixacdo do N, atmosférico.

As cepas de D. flosaquae sdo muito estudadas pelo mundo, principalmente pelo
potencial de producdo de cianotoxinas (Devlin et al., 1977; Miles; Melanson; Ballot, 2014) e
pela capacidade de fixacdo de N, podendo obter entre 58-75% do N por meio da atmosfera
(Gu; Alexander, 1993). Contudo, as taxas relativas de fixacdo de N, em D. flosaquae
determinadas no presente estudo foram menores do que o relatado em outros trabalhos para
outras espécies de cianobactérias, heterocitadas ou ndo. Para a espécie heterocitada
Fischerella muscicola, a taxa méxima de fixacdo foi de 2,52 x 10 pg-N pg-Chl-a® h?,
guando o N foi a Unica fonte de N disponivel (Fernandez-Juarez et al., 2020). Ja para a

especie Crocosphaera watsonii (ndo heterocitada), a taxa maxima de fixacdo de N, foi de 2,4
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x 10 pg-N cél.™ h™* (Inomura et al., 2019), praticamente mil vezes maior quando comparada
com a méxima do presente trabalho (1,5 x 10! pg-N cél.* h™).

Figura 42 — Fixacdo absoluta de N, por Dolichospermum flosaquae (ug-N L™ h) na fase exponencial
e no platd da curva de crescimento nos diferentes tratamentos: Experimento A (60-N, 23-N, 16-N, 4-N
e 0-N), Experimento B (60-P, 23-P, 16-P, 4-P e 0-P) e da razdo controle do meio original (10-NP).
Legenda: * destacada diferencas significativas (p < 0,05)
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Figura 43 — Fixacdo relativa de N, por Dolichospermum flosaquae (ug-N pg-Chl-a* h') na fase
exponencial e no platd da curva de crescimento nos diferentes tratamentos: Experimento A (60-N, 23-
N, 16-N, 4-N e 0-N), Experimento B (60-P, 23-P, 16-P, 4-P e 0-P) e da razdo controle do meio
original (10-NP). Legenda: * destacada diferencas significgtivas (p <0,05)
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Muitos sédo os fatores que podem ter reduzido a capacidade 6tima de fixacdo de N, no
presente estudo (e.g. temperatura, luminosidade, cianotoxinas, disponibilidade de
micronutrientes). Inomura et al. (2019) observaram que a fixacdo de N, em C. watsonii foi
favorecida em elevadas temperaturas (~30°C) e maior luminosidade (150 pmol-fétons m? s°

1, o triplo da intensidade utilizada no presente estudo. Os autores também conclufram que
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temperaturas proximas aos 22°C inibem a fixagdo de N, nessa espécie ndo heterocitada.
Brauer et al. (2013) relataram que para Cyanothece a fixacdo de N, ocorre em temperaturas
acima de 22°C. Os valores de temperatura utilizados nesses experimentos em cultivo citados
corroboram com o limiar identificado por Moutinho et al. (2021), para ocorréncia da fixacdo
em ecossistemas naturais subtropicais.

A luminosidade também é um fator relevante para a fixacdo de Ny, no qual as taxas de
fixacdo podem aumentar conforme a maior disponibilidade de luz (Pinto; Litchman, 2010),
pois a fotossintese € a principal fonte de energia para a nitrogenase (Bothe et al., 2010).
Contudo, analisar a luminosidade de forma isolada no processo da fixa¢do ndo é algo trivial.
Isso porque a fixagcdo de N, ocorre de maneira diferente entre cada grupo de cianobactéria
(heterocitadas ou ndo, filamentosas, coloniais) que dependem de fases de claro ou de escuro,
podendo interagir também de forma sinérgica com outros parametros ambientais.

Como exemplo, alguns trabalhos mostraram a importancia da luminosidade em
diferentes espécies de cianobactérias (Fernadez-Juarez et al., 2020; Matsuda et al., 2020). Foi
observado que para a espécie heterocitada Fischerella muscicola ndo ocorreu variacdo das
taxas de fixacdo entre a fase clara e a escura do fotoperiodo (Fernadez-Juarez et al., 2020).
Por outro lado, Crocosphaera watsonii e Cyanothece sp. apresentaram um hotspot de fixacao
de N2 no periodo noturno, justamente por ndo serem heterocitadas e dependerem de maiores
taxas liquidas de respiracdo celular para possibilitar a atuacdo da enzima nitrogenase
(Matsuda et al., 2020). Neste ultimo caso, a elevada luminosidade utilizada no experimento
(200 umol-fétons m™ s™) pode ter sido determinante para a obtencdo de energia na fase clara,
para ser utilizada no periodo noturno, o que intensificou a taxa de fixacéo de No.

Outro fator que também € citado como relevante para o processo de fixacdo de N é a
concentracdo extracelular de cianotoxinas, embora ndo foi incluido no presente estudo. Chia
et al. (2019) mostraram que elevadas concentracdes de anatoxina-a (25 pg L™) inibiram a
fixacdo de N, em Anabaena variabilis (UTEX B377), principalmente devido a producgdo de
espeécies reativas de oxigénio (ERO) por meio de enzimas oxidantes. As ERO sdo capazes de
inibir a enzima nitrogenase (Berman-Frank; Lundegren; Falkwiski, 2003), o que prejudica a
ocorréncia da fixagdo bioldgica de N.

Como a espécie D. flosaquae também possui 0 potencial de producdo de anatoxina-a
(Devlin et al., 1977; Qian et al., 2017), e as elevadas concentracdes de P (3 mg-P L™
estimulam a producdo dessa cianotoxina (Heath et al., 2014), as condi¢6es do tratamento 0-P

poderiam ter resultado nas baixas taxas de fixacdo de N, quando comparada com o
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tratamento de mesma razdo (0-N). Contudo, apenas uma analise molecular para observar a
expressdo génica ou a analise de toxinas poderia corroborar essa hipotese.

Por outro lado, provavelmente a limitacdo por micronutrientes foi o principal fator que
resultou nas baixas taxas de fixacdo de N, quantificadas no presente estudo. 1sso porque a
nitrogenase ¢ uma enzima dependente de molibdénio (Mo) para a sua atuacao, sendo que na
auséncia desse elemento o vanadio (V) também pode ser utilizado, no caso da nitrogenase V-
dependente (Thiel, 2006). Como o meio de cultivo (ASM-1) utilizado no experimento ¢é livre
de Mo e de V, a fixacdo de N, pode ter sido limitada pela auséncia desses micronutrientes.
Nesse caso, a utilizagdo do meio de cultivo BG-11 poderia ser uma alternativa para ter
eliminado esse fator limitante.

Notadamente quando se trata sobre os gatilhos da fixacdo de N, as primeiras hipoteses
a serem estabelecidas estdo relacionadas diretamente com a disponibilidade de N, de P e
consequentemente a razdo molar entre esses dois macronutrientes (N:P). Normalmente as
raz6es NID:PID menores que 23:1 indicam que o N € o nutriente limitante para o crescimento
do fitoplancton de &gua doce (Sterner et al., 2008). Apesar da razdo N:P dtima para o
crescimento do fitoplancton variar conforme o género e espécie, principalmente devido as
diferencas fisioldgicas e adaptativas de cada um (Klausmeier et al., 2004).

De qualquer forma, a ocorréncia do processo de fixagcdo de N, seria estimulada em
baixas razGes molares NID:PID, principalmente quando o N esta indisponivel para
assimilacdo, como observado no presente trabalho (0-N, Figura 43) e também em outros
estudos (Yema; Litchman; Pinto, 2016; He et al., 2021; Osburn; Wagner; Scott, 2021).

Em um estudo recente, Osburn, Wagner e Scott (2021) também mostraram que em
uma faixa de razbes molares NID:PID entre 0,01 e 100, a fixa¢do de N, foi favorecida nas
menores razdes (<10) em D. flosaquae. Contudo, os autores ressaltaram que a fixacdo de N,
para essa espécie de cianobactéria provavelmente tem um elevado custo energético, a ponto
de prejudicar as taxas de crescimento. Isso porque D. flosaque ndo atingiu o crescimento
méaximo em condi¢fes sem N, pois nessas condi¢cdes as células tiveram que escolher entre
manter a homeostase fisiologica (por meio da fixacdo de N,) ou investir energia para o
crescimento (Osburn; Wagner; Scott, 2021). Muito provavelmente as informag6es discutidas
por Osburn, Wagner e Scott (2021) podem explicar o motivo pela qual as taxas de fixacdo de
N, e as taxas de crescimento estimadas em D. flosaquae no presente estudo foram menores,
guando comparadas com outras espécies.

Além das razbes molares N:P, a concentracdo absoluta de P também tem mostrado ser

um fator importante para possibilitar a fixacdo de N, devido a utilizacdo de P no alto custo
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energético durante o processo de conversdo do N, para NH,". Fernandez-Juarez et al. (2020)
observaram que em Halothece sp. a fixagcdo de N, foi indetectavel sob baixas concentracdes
de PSR (3 pug-P L™). No presente trabalho, quando as concentracdes de PSR foram préximas
a zero durante a fase estacionaria (60-P, 23-P e 16-P, Figura 44), as taxas de fixacdo de N,
também foram menores (p < 0,05), quando comparadas com as condi¢fes que ainda tiveram
disponibilidade de P (10-NP, 4-P e 0-P, Figura 44). Wan et al. (2019), ao estudarem a espécie
D. flosaque, mostraram que menores concentracdes de PSR no meio de cultivo resultaram em
maior gasto energético (em ATP). Este gasto energético seria necessario para a producao e
atuacdo da enzima fosfatase alcalina extracelular (PAE), utilizada para obter P organico do
meio externo, e assim manter as funcgdes celulares. Nesse caso, 0 gasto de ATP para a
manutencdo da PAE prejudicaria a fixacdo de N,.

Schoffelen et al. (2019) verificaram que a maior disponibilidade de P interfere
diretamente na exsudacdo de N fixado pelas cianobactérias, o que impede o aumento das
concentracOes extracelulares de NH,". Isso se da pelo fato das maiores concentracdes de P
favorecerem o ganho de biomassa das cianobactérias, fazendo com que o N seja utilizado para
a composicdo estrutural das células (e.g. proteinas). Assim, o N fixado permanece dentro da
celula. Nessa condicdo, as maiores concentracBes de P também proporcionariam maiores
taxas de fixacdo de N, justamente por meio desse processo de feedback positivo.

Em todos os tratamentos considerados no presente estudo, foi possivel observar o
decaimento das concentracdes de PSR no meio de cultivo, principalmente nos quatro
primeiros dias (diminuigdo de 50-90% da concentragéo inicial), antes da fase exponencial de
crescimento (Figura 44). O mesmo néo foi observado apenas para a condicdo de razdo 0-P
(PSR=8,4mgL™).

Na extrema razdo 0-P ndo foi detectada a assimilacdo de P durante os 15 dias de
experimento (Tabela 7, Figura 44), provavelmente devido a concentracédo utilizada (PSR = 8,4
mg L™). Como as taxas méximas de assimilacéo de P foram de até 107 x 10™* pg-P pg-Chl-a™
h, a diferenca no decaimento das concentracdes de P na magnitude de mg foi indetectavel.
Por outro lado, alguns trabalhos destacaram que o excesso de P pode ser toxico para as algas.
Elevadas concentragdes de P (e.g. 15.000 pg L™) resultaram em toxicidade fisiolégica em
alguns grupos fitoplanctonicos, incluindo a cianobactéria do género Anabaena (Fairchild,;
Lowe; Richardson, 1985). Lehman (1976) relatou que a inibicdo do crescimento de
crisoficeas foi observada quando K,;HPO, foi utilizado como fonde de P no meio de cultivo
(como no presente trabalho), quando comparado com a utilizagdo de Na,HPO,. Neste caso, 0s

autores discutiram que a toxicidade foi decorrente do excesso dos ions K, e ndo
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necessariamente do P. Esse efeito de toxicidade poderia prejudicar outros processos
fisiologicos, além do crescimento desses microrganismos, como a propria assimilacdo de P e
a fixacéo de N,.

Desta forma, quando em concentragcdes ndo toxicas, a disponibilidade de P e a menor
disponibilidade de N favoreceram a fixagcdo de N,. Isso foi corroborado pelas maiores taxas de
assimilacdo de P associadas as maiores taxas de fixacdo de N, quando a concentracgdo inicial
de P foi fixada (Experimento A, Tabela 7). Por outro lado, essa observacéo refutou a hipotese
de que as maiores concentracBes absolutas de P resultariam em maiores taxas de fixacdo de
N2, quando comparadas com as mesmas razdes nas quais havia menor concentra¢éo de PSR.

Quando a concentracdo de N foi fixada (Experimento B), as médias das taxas de
assimilacdo de P foram mais baixas durante a fase exponencial. Isso provavelmente ocorreu
devido a maior assimilacdo de PSR nos dias iniciais do cultivo, nas condi¢ces com menor
disponibilidade desse nutriente (razdes 60-P, 23-P e 16-P, Figura 44).

As cianobactérias que assimilam rapidamente o P podem armazena-lo na forma de
granulos de polifosfato (Schoffelen et al., 2018), que podem ser utilizados posteriormente
como uma fonte de P quando as condicdes extracelulares tiverem escassez desse nutriente.
Isso explicaria a rapida assimilacdo inicial de P antes da fase exponencial (Figura 44) nas
condigdes com baixa concentragdo desse nutriente, que resultou em baixas taxas de
assimilacdo de P durante a fase exponencial (Tabela 7). Contudo, o P assimilado ao longo dos
primeiros dias de experimento possibilitou a ocorréncia da fixacdo de N, durante a fase
exponencial e até mesmo durante a fase estacionaria do crescimento, provavelmente por essas
cianobactérias utilizarem reservas similares aos granulos de fosfato.

Apesar dessa provavel correlacdo entre assimilacdo de P e fixacdo de N, ndo sdo
todas as espécies de cianobactérias que apresentam tal comportamento fisioldgico. No género
Nodularia, por exemplo, a fixacdo de N, é mais nitidamente correlacionada com as maiores
taxas de assimilacdo de PID, enquanto que para Dolichospermum essa relagcdo ndo foi téo
evidente (Schoffelen et al., 2018). Por outro lado, o género Aphanizomenon ndo demonstrou
relagOes entre taxas de fixagdo de N, e assimilacdo de PID (Schoffelen et al., 2018). Essa falta
de correlacdo entre a assimilacdo de PID e a fixacdo de N, pode sugerir que esses géneros
obtém P de outras fontes que ndo as inorganicas dissolvidas, por exemplo, por meio das

fosfatases (Strojsova et al., 2003).
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Tabela 7 — Valores das taxas de crescimento de Dolichospermum flosaquae, das taxas relativas de
fixacdo de N, e da taxa de assimilacdo de fosforo sollvel reativo (PSR) na fase exponencial do
Experimento A, com variacdo das concentracbes de N, e do Experimento B, com variacdo das
concentracdes de P

Experimento A

Rac NIDIPID T e e’ 1) (¢ 10" g et )
0 0,0788 18,02 47,9
4 0,1266 14,91 107,38
10 0,1248 17,38 65,3
16 0,2452 5,23 53,01
23 0,1283 4,92 25,9
60 0,1602 3,61 36,1
Experimento B
Rz NIDIPID T T e e ) (16 s v Cha )
0 0,0951 7,23 0
4 0,0974 7,77 66,6
10 0,1248 17,38 65,3
16 0,1149 7,74 3,0
23 0,0951 5,74 7,6
60 0,2138 7,99 0

Para D. flosaquae, as menores razdes molares NID:PID em ambos os tratamentos
foram as que resultaram em maiores taxas de fixacdo de N, (p < 0,05). Porém, mesmo em
razdes molares maiores que 16:1 a fixacdo de N, também foi detectada, uma vez que a
disponibilidade de PID foi elevada (> 20 pug-P L™). Ao comparar as mesmas razdes molares,
mas com diferentes concentragfes de NID e PID, as menores concentragdes de NID
proporcionaram a maior fixacdo de N,. Desta forma, tanto a disponibilidade de N como a de P
foram fatores fundamentais para o processo de fixacéo de No.

Estudar o comportamento de D. flosaquae sob diferentes condi¢fes nutricionais pode
ter grande valor cientifico a ser aplicado na gestdao de reservatdrios, principalmente pelo fato
de ser uma espécie comum nas floracdes de cianobactérias. Além disso, investigar os padrdes
da fixacdo de N, nessa espécie também pode contribuir para a compreensao desse processo
dentro das florac6es de cianobacterias, em termos de frequéncia e intensidade, pois € um tema

ainda ndo muito bem estabelecido na literatura (Osburn; Wagner; Scott, 2021).
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Figura 44 — Resultados das concentracdes de nitrato (NO3’, A) e fosforo solavel reativo (PSR, @) ao
longo do Experimento A (60-N, 23-N, 16-N, 4-N e 0-N), do Experimento B (60-P, 23-P, 16-P, 4-P e
0-P) e da razdo controle do meio original (10-NP). As setas vermelhas indicam o momento no qual foi
realizada a quantificacdo da fixacdo de nitrogénio
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7 CONCLUSOES

Nos experimentos in situ desenvolvidos nos reservatorios subtropicais, as taxas
relativamente baixas de fixacdo de N, indicaram que esse processo ndo foi o principal
mecanismo de obtencdo de N pelo fitoplancton nesses ambientes. Por outro lado, os limiares
observados (temperatura > 22°C; PSR 3,0 > ug-P L™; PT > 20,5 ug-P L™; Chl-a > 12,0 pg-
Chl-a L™) n&o foram considerados atipicos ou incomuns de se encontrar em reservatorios
subtropicais. 1sso sugere que as condi¢des fisicas e quimicas em tais reservatorios permitem a
ocorréncia da fixacdo de N, durante todo o ano, independente da sazonalidade. Além disso, a
compartimentalizacdo classica entre ZR, ZT e ZL ndo foi observada para a fixacdo bioldgica
do Ny, ou para qualquer outra variavel da qualidade da agua considerada como um limiar para
esse processo. Isso porque 0s reservatdrios estudados possuem dimensdes e tempo de
residéncia que ndo favoreceram a setorizacdo horizontal, o que também facilitou a mistura
completa da coluna d’4gua durante a maior parte do periodo amostrado.

A presenca de cianobactérias potencialmente fixadoras de N, em consideravel
biovolume/densidade, incluindo as picocianobactérias, foi a principal condi¢do para se
detectar o processo de fixacdo nos reservatorios, podendo ser considerada uma premissa para
a posterior analise das variaveis ambientais. Desta forma, as elevadas concentragdes de P, de
Chl-a e as menores razdes molares N:P ndo foram, por si sd, capazes de sustentar a ocorréncia
da fixacdo de N, caso a comunidade fitoplanctdnica ndo fosse composta por microrganismos
diazotroficos. Desta forma, como a ocorréncia da fixacdo de N, depende necessariamente da
presenca de microrganismos diazotréficos na comunidade fitoplancténica, a disponibilidade
absoluta de P que beneficia as cianobactérias acaba por aumentar a probabilidade de
ocorréncia da fixacao.

A partir dos experimentos laboratoriais com Dolichospermum flosaquae, verificou-se
que as menores razdes NID:PID favoreceram a fixacdo de N, sendo que a abstinéncia de N
conjuntamente com a disponibilidade de P (> 20 pg-P L™) atuaram de forma sinérgica.
Mesmo quando o N ndo foi um fator limitante para o crescimento (razdes molares NID:PID >
23:1), a fixagdo de N, também foi viabilizada, devido a disponibilidade de PSR (> 20 pg-P L
). No entando, a menor disponibilidade de N ainda foi mais importante para aumentar as
taxas de fixacdo de N, do que as maiores concentracdes absolutas de P.

A associagdo das menores razdes NID:PID e com o maior numero de heterdcitos
somente foi observada na fase exponencial de crescimento nas razées molares com gradual

aumento da concentracdo de PSR. Isso evidenciou que a formacdo do heterdcito pode estar



138

diretamente relacionada com a disponibilidade de P, quando a disponibilidade de N foi fixada.
Ao longo do processo de fixacdo de N, realizada por D. flosaquae, concluiu-se que a fase
exponencial de crescimento foi o0 momento no qual ocorrem as maiores taxas relativas de
fixacdo de Ny, apenas no tratamento com menores concentracfes absolutas de N (razdo 0-N e
4N). Esse fato reforca que, em situagBes naturais, as taxas de fixacdo pelas cianobactérias em
um lago ou reservatério podem ser subestimadas, dependendo da fase de crescimento em que
elas se encontram.

O processo biologico da fixacdo de N, ndo deve ser estudado observando-se
parametros isolados ou de forma linear, devido principalmente a sua elevada complexidade e
a gama de fatores intervenientes associados. H4 muito ainda o que investigar sobre o
complexo processo da fixacdo de Ny pelo fitoplancton de a4gua doce. Futuros estudos devem
abordar linhas alternativas que também possuem relevancia para a fixacdo de N, como:
bioguimica, analise molecular, estudos de competicdo interespecifica e vantagens simbidticas
(e.g. no caso de diatomaceas que fixam Ny).

Desta forma, a identificacdo dos multifatores (e.g. fatores hidrodinamicos, quimicos,
bioldgicos) responsaveis por estimular e controlar esse processo pode contribuir para a
inibicdlo e a remediagdo das extensas e frequentes floragdes de cianobactérias nos
reservatorios tropicais e subtropicais. Nestes casos, a supressdao do aporte de P nos
ecossistemas aquaticos parece ter maior importancia do que as fontes poluidoras contendo
majoritariamente N, objetivando-se controlar as floracGes de cianobactérias e romper o

processo de feedback positivo daquelas que fixam o N atmosférico.
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ANEXO A — Meio ASM-1
(Modificado de Gorham et al., 1964; Zagatto; Aragéo, 1992)

1. Preparo do Meio ASM-1 (Concenttrado e Diluido 2,0%6)

- Foram adicionados os volumes especificos das Solugdes Estoque (A, B, C e D) da Tabela 1
em 900 mL de H,O deionizada;

- O volume do meio concentrado foi completado com H,O deionizada em baldo volumétrico
dell;

- O pH foi corrigido para 7,4 com gotas de HCI (1M) ou NaOH (1M) (Jacinavicius et al.,
2012);

- O meio concentrado foi armazenado em freezer (-20°C);

- Para os experimentos, os meios foram descongelados e diluidos em &agua deionizada na
proporcao 1:50 v/v (2,0%), com o pH novamente corrigido para pH = 7,4 com gotas de HCI
(0,001M) ou NaOH (0,001M);

- Os meios diluidos foram autoclavados em suas respectivas vidrarias por 30 min a 120°C;

- Apo0s chegar a temperatura ambiente os meios diluidos foram utilizados para o inéculo das

cianobactérias e realizacdo dos experimentos.

Tabela 1 — Componentes para elaboracdo do meio ASM-1 concentrado (volume final de 1 L)

Concentracgéo na

Solucdes Componente Solucéo Estoque (g Volume ad|C|onqdo parallL de
Estoque L7 meio
NaNO; 8,500
x MgSO,.7H,0 2,450
Solucéo A MgCl,.6H,0 2,050 20,0 mL
CaC|2.2H20 1,450
x K,HPO, 8,700
Solugdo B \a,HPO,.12H,0 17,800 20 mL
H3BO; 28,400
MnCl,.4H,0 13,900
x FeCl,.6H,0 10,800
Solugdo C ZnCl, 3.350 0,1 mL
CoCl,.6H,0 0,190
CuCl,.2H,0 0,014
x Na,CyoH14N,0g.2H,0 18,600
Solucdo D (EDTA) 0,4 mL

2. Experimento A — Concentracéo fixa de P (Solucédo Estoque A modificada)

Para o Experimento A, foram preparadas 6 diferentes SolucOes Estoque A, com
alteracdo apenas nas massas de NaNOs para alcangar as razoes NIP:PID desejadas (Tabela 2).
Os volumes das solugdes para cada 1 L de meio preparado foram 0os mesmos descritos na
Tabela 1 (20 mL da Solucéo Estoque A para 1 L de meio concentrado).
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Tabela 2 — Concentracdes de NaNO; (g L™) nas diferentes Solucdes Estoque A para atingir as
diferentes razdes molares modificadas para o experimento (A) com suas respectivas concentracdes de
N e P (ug L™) no meio de cultivo final diluido a 2,0%

Solucbes Estoque A modificadas
(g-NaNO; L™

Razdo Molar (NID:PID) pg-NL™ pg-PL™

51,0 60 3.290 120
19,5 23M 1.260 120
13,5 16@ 870 120
8,5 10® 550 120
3,4 4 220 120
0,1 0 6 120

) Razao molar de Sterner et al. (2008); ¥ Razdo molar de Redfield (1958); ® Raz&o molar original do meio
ASM-1

3. Experimento B — Concentragéo fixa de N

Para o Experimento B, foram adicionados diferentes volumes da Solucdo Estoque B
(Tabela 3) para 1 L do meio de cultivo concentrado, conforme as respectivas razoes alvo.

Tabela 3 — Volumes da Solugédo Estoque B (para 1 L de meio concentrado) para atingir as diferentes
razdes molares para o experimento (B) com suas respectivas concentracdes tedricas de N e P (ug L™)
no meio de cultivo final diluido a 2,0%

Solugdo Estoque B (mL L")  Razdo Molar (NID:PID) pg-NL* pg-PL™*

0,335 60 550 20
0,870 23 550 50
1,250 16 550 75
2,000 10 550 120
5,000 4 550 300

150,000 0 550 9.085
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ANEXO B — Dados das coletas em campo

Tabela 1 — Data, horério, temperatura do ar (Ty), radiacdo solar incidente (RSI) e condigdo climatica no momento da coleta em cada ponto
amostral distribuidos nas zonas de rio (ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) de cada reservatorio ao longo das estagcdes do ano

Estacdo Reservatoério Zona Data e Horario Horario Tar (°C) RSI (umol-fétons m?s™) Condicao climatica
ZR 22/08/17 09:30 13,5 3054
Lobo T 22/08/17 10:05 16,0 3227
ZL 22/08/17 08:35 15,5 2690
ZR 24/08/17 09:05 18,5 2657
Santana ZT 24/08/17 09:40 19,0 2921
Inverno ZL 24/08/17 10:15 21,0 2832
ZR 30/08/17 09:30 23,0 3053
29 T 30/08/17 08:55 21,0 2537
ZL 30/08/17 08:20 20,0 2677
Teixeira ZR 04/09/17 08:35 20,0 3057
ZL 04/09/17 09:20 20,0 3066
ZR 23/10/17 08:15 17,5 276
Lobo T 23/10/17 09:00 19,0 460
ZL 23/10/17 09:40 20,0 672
ZR 25/10/17 08:20 20,5 1135
Santana ZT 25/10/17 08:50 22,0 2888
Primavera ZL 25/10/17 09:35 29,0 3200
ZR 30/10/17 09:10 24,0 1822
29 T 30/10/17 08:50 23,0 1535
ZL 30/10/17 08:15 22,0 1299
Teixeira ZR 30/10/17 10:50 26,5 2629
ZL 30/10/17 10:15 26,0 1879
Legenda:

Ensolarado: Sol entre nuvens: Nublado: Chuva:
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Tabela 1 (continuacdo) — Data, horario, temperatura do ar (Ty), radiacdo solar incidente (RSI) e condicdo climatica no momento da coleta em
cada ponto amostral distribuidos nas zonas de rio (ZR), transi¢do (ZT) e lacustre (ZL) de cada reservatorio ao longo das esta¢es do ano

Estacdo Reservatério  Zona  Data e Horario Horario Tar (°C)  RSI (umol-fétons m“s™?)  Condicéo climatica
ZR 22/01/18 07:15 20,0 490
Lobo ZT 22/01/18 07:50 21,0 1150
ZL 22/01/18 08:35 23,0 2533
ZR 25/01/18 07:15 20,5 761
Santana ZT 25/01/18 07:45 22,5 2691
Verdo ZL 25/01/18 08:20 22,5 1201
ZR 05/02/18 08:15 23,0 2342
29 ZT 05/02/18 07:50 23,0 1965
ZL 05/02/18 07:15 20,5 933
Teixeira ZR 05/02/18 09:55 23,0 1756
ZL 05/02/18 09:20 21,5 2835
Lobo ZR 23/04/18 08:20 21,0 2811
ZT 23/04/18 09:00 23,0 2849
ZL 23/04/18 09:35 24,0 2910
Santana ZR 25/04/18 07:55 18,0 2424
ZT 25/04/18 08:50 23,0 2613
Outono ZL 25/04/18 09:25 23,0 2764
29 ZR 02/05/18 08:55 22,0 2797
ZT 02/05/18 08:25 21,0 2514
ZL 02/05/18 07:50 20,0 2157
Teixeira ZR 02/05/18 10:30 21,0 2997
ZL 02/05/18 09:55 26,5 3024
Legenda:

Ensolarado: Sol entre nuvens: Nublado: Chuva:
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ANEXO C - Listas de taxons fitoplancténicos identificados

Quadro 1 — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios (ZR), transi¢cdo
(ZT) e lacustre (ZL) do reservatdrio do Lobo ao longo das esta¢Bes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado tdxon)

, . Inverno Primavera Verao Outono
Reservatorio do Lobo

ZR ZT ZL ZR ZT ZL ZR ZT ZL ZR ZT ZL

50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10

Taxon % | % | % | % | % | % | % | % | %|%|%|%| || %| || %|| ||| %| K%

BACILLARIOHYCEAE

Achnanthidium sp. X

Cymbellopsis sp. X X X X

Eunotia karenae Metzeltin & Lange-Bertalot X

Eunotia pseudosudetica Metzeltin. Lange-Bertalot & Garcia-
Rodriguez

Eunotia sp. X X X X X

Eunotia tukanorum Wetzel & D.Bicudo X

Fragilaria crotonensis Kitton X

Fragilaria sp. X

Fragilariforma sp. X

Gomphonema hawaiiense E.Reichardt X X

Gomphonema parvulum var. lagenula (Kitzing) Freguelli X X X X X X

Navicula sp. X X

Nupela sp. X X

Pinnularia divergens var. malayensis Hustedt X

Pinnularia sp. X

Placoneis sp. X

Psammothidium sp. X X X X X

Surirella linearis var. constricta Grunow X X X

Surirella linearis W.Smith

X

Surirella splendida (Ehrenberg) Kiitzing X X

CHLOROPHYCEAE

Chlamydomonas sp. I x [ x| [x]x]x]x]x][x] [x]x][x]x][x]x][x]x]x]x][x][x]x]x
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Quadro 1 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio do Lobo ao longo das estacdes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Inverno Primavera Verdo Outono

Reservatorio do Lobo 7R 7T 7L 7R 7T 7L ZR ZT ZL ZR zZT ZL

Taxon 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10
% | % | % | % | % | % | % | % | % | % | Y | % | % | % | %D | % | %D | % | % || %|%|%|®%

Chlorolobium sp. X X X X X

Coelastrum sp. X

Desmodesmus intermedius (Chodat) E.Hegewald X

Eutetramorus fottii (Hindak) Komarek X X X

Pseudodidymocystis fina (Komarek) E.Hegewald &
Deason

Raphidocelis danubiana (Hindak) Marvan. Komarek &
Comas

Vitreochlamys sp. X X

CHRYSOPHYCEAE

Chrysococcus sp. X X X X X X X X X X X

Dinobryon bavaricum Imhof var. bavaricum X X X X X X

Mallomonas caudata (lvanov) Iwanoff X

Mallomonas crassisquama (Asmund) Fott X

COSCINODISCOPHYCEAE

Acanthoceras sp.

Aulacoseira ambigua (Grunow) Simonsen X X X X X X X X X X X X X X X

Aulacoseira granulata var. angustissima (O.Muller)
Simonsen

Aulacoseira granulata var. australiensis (Grunow)
Moro

Aulacoseira granulata var. granulata (Ehrenberg)
Simonsen

Aulacoseira pusilla (F.Meister) A.Tuji & A.Houki X X X X X

X | X | X | X
X | X | X | X
X
X
X X
X
X
X
X| X | X | X | X |X|X
X
X
X | X | X | X

Cyclotella meneghiniana Kiitzing X

Discotella sp. X X

Urosolenia eriensis var. morsa (West & G.S.West)
Poulin
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Quadro 1 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio do Lobo ao longo das estacdes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado tdxon)

Reservatorio do Lobo

Inverno

Primavera

Verao

Outono

ZR

ZT ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

Taxon

50 | 10
% | %

50
%

10 | 50 | 10
% | % | %

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50
%

10
%

CRYPTOPHYCEAE

Cryptomonas marssonii Skuja

Cryptomonas sp.

Rhodomonas lacustris Pascher & Ruttner

CYANOBACTERIA

Aphanizomenon gracile Lemmermann

Aphanizomenon sp.

Aphanocapsa annulata G.B.McGregor

Aphanocapsa delicatissima West & G.S.West

Aphanocapsa elachista West & G.S.West

Aphanocapsa holsatica (Lemmermann) G.Cronberg & Komarek

Eucapsis sp.

Geitlerinema amphibium (C.Agardh ex Gomont) Anagnostidis

X | X | X[ X

Gloeothece sp.

Limnococcus limneticus (Lemmermann) Komarkova. Jezberova.

0O.Komérek & Zapomelova

Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kitzing

Microcystis protocystis W.B.Crow

Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska) Aguilera. Berrendero Gomez.

Kastovsky. Echenique & Salerno

Rhabdoderma sp.

Synechocystis aquatilis Sauvageau

DINOPHYCEAE

Ceratium furcoides (Levander) Langhans

[ x|

[x ] x|

[ x| x|

X

[ ]

x|
x|
x|
x|
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Quadro 1 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio do Lobo ao longo das estacdes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Inverno Primavera Verdo Outono

Reservatdrio do Lobo 7R 7T 7L 7R 7T 7L 7R 7T ZL ZR ZT ZL

Taxon 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10
% | % | % | % | % | % | | % | % | % | | %D | %D ||| %] %] %] %|%|%D|%D| | K

Glochidinium penardiforme (Er.Lemmermann) X X X X X X X
Boltovskoy

Gymnodinium fuscum (Ehrenberg) F.Stein X X X X X X X X X X X X X X X X

Peridinium gatunense Nygaard X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Sphaerodinium sp. X X

EUGLENOPHYCEAE

Cryptoglena sp. X X X X X X X X X X X X X X

Lepocinclis ovum (Ehrenberg) Lemmermann X X X X X X

Strombomonas urceolata (A.Stokes) Deflandre X

Trachelomonas volvocinopsis Svirenko X

KLEBSORMIDIOPHYCEAE

Elakatothrix sp. X X

Klebsormidium sp. X

PRASINOPHYCEAE

pedinomors . P e P

TREBOUXIOPHYCEAE

Botryococcus braunii Kitzing X X X X

Botryococcus terribilis Koméarek & Marvan

Closteriopsis sp. X X X X X X X X X X X

Lemmermannia komarekii (Hindak) C.Bock &
Krienitz

Oocystis borgei J.W.Snow X

ZYGNEMATOPHYCEAE

Cosmarium obsoletum (Hantzsch) Reinsch ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ X ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Quadro 2 — Lista de taxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios (ZR), transicao
(ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Santana ao longo das estacdes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Inverno Primavera Verdao Outono

Reservatorio Santana 7R 7T ZL 7R 7T ZL 7R ZT ZL ZR ZT ZL

Taxon 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 [ 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10
% | % | % | % | % | Y| %D | % | % | % | % | % | %D | %D ||| Y| %]|%]|%|%]|%D|%W|K

BACILLARIOHYCEAE

Achnanthidium sp. X X X

Adlafia drouetiana (R.M.Patrick) Metzeltin & Lange-Bertalot X

Encyonema silesiacum (Bleisch) D.G.Mann X X | X | X X | X

Eunotia longicamelus L.F.Costa. D.C.Bicudo & C.E.Wetzel X

Eunotia pseudosudetica Metzeltin. Lange-Bertalot & Garcia-Rodriguez X X

Eunotia sp. X | X X | X X X X

Fragilaria capucina var. fragilarioides (Grunow) Ludwig & Flores X

Fragilaria delicatissima (W.Smith) Lange-Bertalot X

Fragilaria sp. X X X X X | X X

Geissleria sp. X | X X X X

Gomphonema gracile Ehrenberg X X X

Gomphonema parvulum (Kitzing) Kitzing X X

Navicula neomundana (Lange-Bertalot & Rumrich) Lange-Bertalot.
Jarlman & van de Vijver

Navicula sp.

Pinnularia dactylus Ehrenberg

X[ X | X| X

Pinnularia sp.

Psammothidium sp. X

Rhoicosphenia sp. X X | X

Stauroneis alabamae Heiden X X

Surirella guatimalensis Ehrenberg X X

Surirella linearis var. constricta Grunow X

Surirella splendida (Ehrenberg) Kiitzing X
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Quadro 2 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Santana ao longo das esta¢des do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Reservatorio Santana

Inverno

Primavera

Verao

Outono

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

Taxon

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

CHLOROPHYCEAE

Ankistrodesmus stipitatus Komarkova-Legnerova

Carteria saopaulensis Skvortzov

Chlamydomonas sp.

Chlorogonium sp.

Chlorolobium sp.

Chlorotetraedron incus (Teiling) Komérek & Kovacik

Coelastrum microporum Négeli

Coelastrum proboscideum Bohlin

Coelastrum reticulatum (P.A.Dangeard) Senn

Desmodesmus brasiliensis (Bohlin) E.Hegewald

Desmodesmus communis (E.Hegewald) E.Hegewald

12

14

Desmodesmus denticulatus (Lagerheim) S.S.An. T.Friedl &
E.Hegewald

Desmodesmus denticulatus var. linearis (Hansgirg)

Desmodesmus intermedius (Chodat) E.Hegewald

Desmodesmus opoliensis var. carinatus (Lemmermann)
E.Hegewald

Desmodesmus subspicatus (Chodat) E.Hegewald &
A.W.F.Schimidt

Eutetramorus fottii (Hindak) Komarek

Monoraphidium arcuatum (Korshikov) Hindak

Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova

Monoraphidium flexuosum Komarek

Monoraphidium griffithii (Berkeley) Koméarkova-Legnerova
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Quadro 2 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Santana ao longo das esta¢des do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Reservatorio Santana

Inverno

Primavera

Verdo

Outono

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

Téaxon

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

Monoraphidium indicum Hindak

X

Pseudodidymocystis fina (Komarek) E.Hegewald & Deason

Raphidocelis sp.

Scenedesmus acunae Comas Gonzales

Selenastrum bibraianus Reinsch

Tetrastrum sp.

Westella botryoides (West) De Wildeman

CHRYSOPHYCEAE

Chromulina sp.

Dinobryon bavaricum Imhof var. bavaricum

Dinobryon divergens var. schauinslandii (Lemmermann)
Brunnthaler

Dinobryon sertularia var. sertularia Ehrenberg

X | X | X|X

Mallomonas caudata (lvanov) Iwanoff

Mallomonas crassisquama (Asmund) Fott

COSCINODISCOPHYCEAE

Aulacoseira ambigua (Grunow) Simonsen

Aulacoseira granulata var. angustissima (O.Mdiller)
Simonsen

Aulacoseira granulata var. australiensis (Grunow) Moro

Aulacoseira granulata var. granulata (Ehrenberg) Simonsen

Aulacoseira pusilla (F.Meister) A.Tuji & A.Houki

X | X | X]| X

Cyclotella meneghiniana Kiitzing

X | X| X[ X]| X

X | X | X|X

Cyclotella striata (Kutzing) Grunow
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Quadro 2 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Santana ao longo das esta¢des do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Reservatorio Santana

Inverno

Primavera

Verdao

Outono

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

Taxon

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

Discotella stelligera (Cleve & Grunow) Houk & Klee

X

X

X

X

X

X

CRYPTOPHYCEAE

Chryptochrysis sp.

Cryptomonas marssonii Skuja

Cryptomonas obovata Skuja

Cryptomonas platyuris Skuja

Rhodomonas lacustris Pascher & Ruttner

X | X | X | X

Rhodomonas minuta var. nannoplanktica Skuja

CYANOBACTERIA

Aphanizomenon sp.

Aphanocapsa annulata G.B.McGregor

Aphanocapsa delicatissima West & G.S.West

Aphanocapsa elachista West & G.S.West

Aphanocapsa holsatica (Lemmermann) G.Cronberg & Komarek

Bacularia sp.

Coelomoron microcystoides Komarek

Dolichospermum sp.

Epigloeosphaera brasilica Azevedo. Sant'/Anna. Senna. Komérek &
Komarkova

Geitlerinema sp.

Gloeothece sp.

Komvophoron schmidlei (Jaag) Anagnostidis & Komarek

Limnococcus limneticus (Lemmermann) Komarkova. Jezberova.
0.Komarek & Zapomelova
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Quadro 2 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Santana ao longo das esta¢des do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Inverno Primavera Verdao Outono

Reservatorio Santana 7R 7T ZL 7R 7T ZL 7R ZT ZL ZR ZT ZL

50 | 10 { 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10

Taxon % | % | % | % | % | % | % | % | % | % | % | % | %|%|%]|%]|%|%]|%]|%]|%|%]|%|w%
Limnothrix sp. X | X X
Merismopedia glauca Lemmermann X
Merismopedia tenuissima Lemmermann X X
Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing X
Microcystis protocystis W.B.Crow X X X X X
Phormidium sp.
Planktolyngbya brevicellularis G.Cronberg & Komarek X | X
Planktolyngbya sp. X | X X X X | X | X | X X | X

Planktothrix isothrix (Skuja) Komarek & Komarkova

Pseudanabaena catenata Lauterborn X | X X X X X | X | X X | X | X X
Pseudanabaena mucicola (Naumann & Huber-Pestalozzi) Schwabe X

Rhabdoderma lineare Schmidle & Lauterborn X X
Romeria victoriae Komarek & Cronberg X X X X

Synechococcus nidulans (Pringsheim) Komarek

Synechocystis aquatilis Sauvageau X | X | X | X X | X | X | X | X | X]|X]|X X | X | X | X | X X

DINOPHYCEAE

Ceratium furcoides (Levander) Langhans X | X | X | X | X | X | X | X|X X | X

Glochidinium penardiforme (Er.Lemmermann) Boltovskoy X X | X X | X

Gymnodinium fuscum (Ehrenberg) F.Stein X X | X | X X X X

Hemidinium brasiliense C.E.M.Bicudo & Skvortsov X X X | X | X X | X X

Karlodinium micrum (B.Leadbeater & J.D.Dodge) J.Larsen X X X | X X X | X

Parvodinium umbonatum/inconspicuum complexo citado por
Cavalcante et al. (2017)

Peridinium gatunense Nygaard X | X | X | X X X | X
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Quadro 2 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Santana ao longo das esta¢des do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Reservatorio Santana

Inverno

Primavera

Verao

Outono

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

Téaxon

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

Sphaerodinium sp.

X

X

X

X

X

X

X

EUGLENOPHYCEAE

Astasia cylindrica Pringsheim

Cryptoglena skujae Marin & Melkonian

Euglena geniculata Dujardin

Euglena sp.

Lepocinclis sp.

Phacus sp.

Trachelomonas cylindrica var. decollata Playfair

Trachelomonas hispida (Perty) F.Stein

Trachelomonas volvocina (Ehrenberg) Ehrenberg

Trachelomonas volvocinopsis Svirenko

KLEBSORMIDIOPHYCEAE

Elakatothrix sp.

TREBOUXIOPHYCEAE

Actinastrum aciculare var. aciculare f. minimum (Huber-
Pestalozzi) Compere

Botryococcus braunii Kiitzing

Chlorella vulgaris Beyerinck (Beijerinck)

Closteriopsis acicularis (Chodat) J.H.Belcher & Swale

Golenkiniopsis sp.

Hindakia tetrachotoma (Printz) C.Bock. Proschold & Krienitz

Koliella sp.

Lemmermannia komarekii (Hindak) C.Bock & Krienitz
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Quadro 2 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Santana ao longo das esta¢des do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Reservatorio Santana

Inverno

Primavera

Verdo

Outono

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

Taxon

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50 | 10
% | %

Lemmermannia punctata (Schmidle) C.Bock & Krienitz

X

Mucidosphaerium pulchellum (H.C.Wood) C. Bock. Proschold

& Krienitz

Oocystis borgei J.W.Snow

ZYGNEMATOPHYCEAE

Closterium pusillum Hantzsch

Closterium setaceum Ehrenberg ex Ralfs

Desmidium aequale West & G.S.West

Euastrum denticulatum var. quadrifarium Willi Krieger

Hyalotheca dissiliens (Smith) Brébisson var. dissiliens

Staurastrum laeve var. laeve Ralfs

Staurastrum muticum Ralfs

Staurastrum nudibrachiatum Borge

Staurastrum paradoxum Meyen ex Ralfs

Teilingia granulata (J.Roy & Bisset) Bourrelly
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Quadro 3 — Lista de taxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios (ZR), transicao
(ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio 29 ao longo das esta¢fes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado tdxon)

, . Inverno Primavera Verdo Outono
Reservatorio 29

ZR ZT ZL ZR ZT ZL ZR ZT ZL ZR ZT ZL

Taxon 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 { 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10 | 50 | 10
% | % | % | % | % | % | % | | % | | % | % | % | % | %D | ||| %] %] %]|%D|%|K

BACILLARIOHYCEAE

Chamaepinnularia sp. X

Cocconeis sp. X

Eunotia sp. X

Fragilaria sp. X X X X X X

Gomphonema lagenula Kiitzing X

Kobayasiella sp. X X

Navicula sp. X X X

Pinnularia sp. X

Surirella linearis var. constricta Grunow X X

CHLOROPHYCEAE

Chlamydomonas sp. X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Chlorolobium sp. X X X X X X X X X

Dangeardinia sp.

Desmodesmus maximus (West & G.S.West) Hegewald X

Monoraphidium arcuatum (Korshikov) Hindak X X X X

Monoraphidium indicum Hindak X

Scenedesmus acunae Comas Gonzéles X

Sphaerocystis schroeteri Chodat X X X X X X
CHRYSOPHYCEAE

Chrysococcus sp.

Dinobryon divergens var. schauinslandii (Lemmermann)
Brunnthaler

Mallomonas caudata (lvanov) Iwanoff X X X X X
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Quadro 3 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios

(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio 29 ao longo das estag6es do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

R t6rio 29 Inverno Primavera Veréo Outono
eservatorio ZR ZT ZL ZR ZT ZL ZR ZT ZL ZR ZT ZL
Mallomonas crassisquama (Asmund) Fott X X X X X | X
Mallomonas rhombica G.Cronberg X X
Ochromonas sp. X
Sphaleromantis sp. X | X | X
COSCINODISCOPHYCEAE
Aulacoseira ambigua (Grunow) Simonsen X
Cyclotella meneghiniana Kiitzing X X | X X | X
Discotella stelligera (Cleve & Grunow) Houk & Klee X X | X | X | X X | X | X | X
CRYPTOPHYCEAE
Cryptomonas marssonii Skuja X | X X X X | X | X X | X X | X | X | X X
Cryptomonas obovata Skuja X | X | X X X X X
Cryptomonas platyuris Skuja X X X
Rhodomonas lacustris Pascher & Ruttner X X X | X X X | X
CYANOBACTERIA
Ancylothrix sp. X
Aphanocapsa delicatissima West & G.S.West X | X | X | X
Aphanocapsa elachista West & G.S.West X | X X
Aphanocapsa holsatica (Lemmermann) G.Cronberg & Komarek X X
E%qulaiori%?ahaera brasilica Azevedo. Sant'’Anna. Senna. Komarek & x| x I x!Ix!x!|x!|xl!x
Eucapsis sp. X
Geitlerinema sp. X | X | X | X
Limnococcus limneticus (Lemmermann) Komarkova. Jezberova.
0.Komarek & Zapomelova X
Limnothrix sp. X




178

Quadro 3 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio 29 ao longo das esta¢fes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Reservatorio 29

Inverno

Primavera

Verdao

Outono

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

ZR

ZT

ZL

Taxon

50 | 10
% | %

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

50
%

10
%

Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing

X

X

Microcystis protocystis W.B.Crow

Planktolyngbya brevicellularis G.Cronberg & Komarek

Planktolyngbya sp.

Pseudanabaena limnetica (Lemmermann) Komarek

Romeria victoriae Komarek & Cronberg

Synechocystis aquatilis Sauvageau

DINOPHYCEAE

Karlodinium micrum (B.Leadbeater & J.D.Dodge) J.Larsen

Parvodinium umbonatum/inconspicuum complexo citado por
Cavalcante et al. (2017)

Peridinium gatunense Nygaard

EUGLENOPHYCEAE

Euglena sp.

|

KLEBSORMIDIOPHYCEAE

Elakatothrix sp.

MEDIOPHYCEAE

Spicaticribra kingstonii J.R.Johansen. Kociolek & R.L.Lowe

TREBOUXIOPHYCEAE

Chlorella sp.

Closteriopsis sp.

Golenkiniopsis sp.

Oocystis borgei J.W.Snow
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Quadro 3 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio 29 ao longo das esta¢fes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

, . Inverno Primavera Verao Outono
Reservatorio 29

ZR ZT ZL ZR ZT ZL ZR ZT ZL ZR ZT ZL

Té.XOﬂ (5’0 10 | 50 | 10 | 50 10 | 50 | 10 | 50 10 | 50 10 | 50 | 10 | 50 10 | 50 10 | 50 | 10 | 50 10 | 50 | 10
% | % % | % | % | % | % % | % | % | % % % | % | % | % % % | % | % | % | % | % | %

XANTHOPHYCEAE

Tetraedriella jovetii (Bourrelly) Bourrelly ‘ X ‘ X ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ X ‘ X ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

ZYGNEMATOPHYCEAE

Mougeotia sp. X

Staurodesmus mamillatus (Nordstedt) Teiling var.
mamillatus
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Quadro 4 — Lista de taxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios (ZR), transicao
(ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Teixeira ao longo das estacdes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

R L - Inverno Primavera Veréo Outono

eservatorio Teixeira 7R 7L 7R ZL 7R ZL 7R 7L
Té_xon 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10%

BACILLARIOHYCEAE

Brachysira serians (Brébisson) Round & D.G.Mann X

Chamaepinnularia sp. X

Encyonema neomesianum Krammer X

Encyonema silesiacum (Bleisch) D.G.Mann X

Encyonema sp. X

Fragilariforma sp. X

Navicula sp. X X X X X X

Surirella linearis var. constricta Grunow

Coelastrum astroideum De Notaris

Surirella sp. X

CHLOROPHYCEAE

Ankistrodesmus stipitatus Komarkova-Legnerova X X

Chlamydomonas debaryana Goroschankin (Gorozhankin) X

Chlamydomonas sp. X X X X X X X X X X X X X

Chlorolobium sp. X X X X X X X X X X X
X
X

Coelastrum reticulatum (P.A.Dangeard) Senn X X X X

Desmodesmus communis (E.Hegewald) E.Hegewald

Desmodesmus heteracanthus (Guerrero) Hentscheke & Torgan X X

Eutetramorus fottii (Hindak) Komarek

Kirchneriella sp. X X

Monoraphidium arcuatum (Korshikov) Hindak

Monoraphidium griffithii (Berkeley) Koméarkova-Legnerova X X
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Quadro 4 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios

(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Teixeira ao longo das esta¢Bes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Reservatorio Teixeira

Inverno

Primavera

Verao

Outono

ZR

ZL

ZR

ZL

ZR

ZL

ZR

ZL

Téaxon

50%

10%

50%

10%

50%

10%

50% | 10%

50%

10%

50%

10%

50%

10%

50% | 10%

Monoraphidium indicum Hindak

Pseudocharacium sp.

Quadrigula chodatii (Tanner-Fillemann) G.M.Smith

Scenedesmus obtusus Meyen

Tetrastrum sp.

Vitreochlamys aulata (Pascher) Batko

Westella botryoides (West) De Wildeman

CHRYSOPHYCEAE

Chromulina sp.

Dinobryon bavaricum Imhof var. bavaricum

Mallomonas caudata (Ivanov) Iwanoff

Mallomonas rhombica G.Cronberg

COSCINODISCOPHYCEAE

Aulacoseira ambigua (Grunow) Simonsen

Aulacoseira granulata var. granulata (Ehrenberg) Simonsen

Aulacoseira pusilla (F.Meister) A.Tuji & A.Houki

Cyclotella meneghiniana Kiitzing

Cyclotella sp.

Discotella stelligera (Cleve & Grunow) Houk & Klee

Thalassiosira sp.

CRYPTOPHYCEAE

Cryptomonas brasiliensis A.Castro. C.E.M.Bicudo & D.C.Bicudo

Cryptomonas marssonii Skuja




182

Quadro 4 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Teixeira ao longo das esta¢Bes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Inverno Primavera Verdo Outono

Reservatorio Teixeira 7R 7L 7R ZL ZR ZL ZR ZL

Téaxon 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10% | 50% | 10%

Cryptomonas obovata Skuja X X X X X X X

Protocryptomonas acuta A.Castro. C.E.M.Bicudo & D.C.Bicudo X

Rhodomonas lacustris Pascher & Ruttner X X X X X X X X X X

CYANOBACTERIA

Aphanocapsa annulata G.B.McGregor X X X

Aphanocapsa delicatissima West & G.S.West X X

Aphanocapsa elachista West & G.S.West X X X

Chroococcus sp. X

Epigloeosphaera brasilica Azevedo. Sant'/Anna. Senna. Komarek & Komarkova X X

Eucapsis sp. X X

Geitlerinema sp.

Gloeothece sp. X

Limnococcus limneticus (Lemmermann) Koméarkova. Jezberova. O.Komarek & Zapomelova X X X X X

Merismopedia glauca Lemmermann X

Microcrocis sp. X

Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing X X X X X X X

Microcystis panniformis Komarek. Komarkova-Legnerova. Sant'/Anna. M.T.P.Azevedo & P.A.C.Senna X X

Microcystis wesenbergii (Koméarek) Komarek ex Komarek X X X X X X

X | X[ X | X

Snowella sp.

Synechococcus nidulans (Pringsheim) Komarek

Synechocystis aquatilis Sauvageau X X

DINOPHYCEAE

Ceratium furcoides (Levander) Langhans ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ X ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ X ‘ X ‘ X ‘ X




183

Quadro 4 (continuacgdo) — Lista de tdxons identificados nas duas profundidades (50% e 10% da RSFA) nos pontos amostrais compreendidos na zona de rios
(ZR), transicdo (ZT) e lacustre (ZL) do reservatorio Teixeira ao longo das esta¢Bes do ano. (Legenda: X - indica a ocorréncia de determinado taxon)

Reservatorio Teixeira

Inverno

Primavera

Verdo

Outono

ZR

ZL

ZR

ZL

ZR

ZL

ZR

ZL

Taxon

50% | 10%

50% | 10%

50% | 10%

50% | 10%

50% | 10%

50% | 10%

50% | 10%

50% | 10%

Gymnodinium fuscum (Ehrenberg) F.Stein

Karlodinium micrum (B.Leadbeater & J.D.Dodge) J.Larsen

Parvodinium umbonatum/inconspicuum complexo citado por Cavalcante et al. (2017)

Peridinium gatunense Nygaard

EUGLENOPHYCEAE

Euglena sp.

Trachelomonas sp.1

Trachelomonas sp.2

Trachelomonas volvocinopsis Svirenko

KLEBSORMIDIOPHYCEAE

Elakatothrix sp.

PRYMNESIOPHYCEAE

Chrysochromulina breviturrita K.H.Nicholls

TREBOUXIOPHYCEAE

Chlorella sp.

Oocystis borgei J.W.Snow

XANTHOPHYCEAE

Tetraedriella jovetii (Bourrelly) Bourrelly

ZYGNEMATOPHYCEAE

Staurastrum rotula Nordstedt
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ANEXO D - Calibracéo de DO x Chl-a

Figura 1 — Correlagdes entre clorofila-a (Chl-a) e absorbancia (A = 683 nm) ao longo do Experimento
A (60-N, 23-N, 16-N, 4-N e 0-N), do Experimento B (60-P, 23-P, 16-P, 4-P e 0-P) e da razdo controle
do meio original (10-NP). As equagbes mostradas nos gréaficos foram utilizadas para estimar a
concentracdo de Chl-a utilizada na normalizacdo para obtencéo da fixacao relativa de nitrogénio
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ANEXO E — Razdes molares NID:PID ao longo do experimento

Figura 1 — Resultados das razGes molares NID:PID calculadas ao longo do Experimento A (60-N, 23-
N, 16-N, 4-N e 0-N), do Experimento B (60-P, 23-P, 16-P, 4-P e 0-P) e da razdo controle do meio
original (10-NP). As setas vermelhas indicam o momento no qual foi realizada a quantificacdo da
fixacéo de nitrogénio
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