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RESUMO

Os estudrios marinhos wurbanos sdo frequentemente impactados por contaminagdo
microbiologica de diversas origens como esgotos doméstico, industriais, compostos organicos
e inorganicos. Este estudo utilizou o estuario marinho urbano tropical do rio Itanhaém para
comparar as densidades das Bactérias Indicadoras Fecais (FIB) em diferentes gradientes de
salinidade. A Escherichia coli exibiu densidades acima da legislagio (CONAMA 274/00) em
89% dos pontos de coleta, enquanto que Enterococcus sp exibiu densidades restritivas em 69%
dos pontos de coleta indicando elevado grau de contaminacdo e potenciais riscos a saude
publica associados a utilizagao do rio para fins recreacionais entre outros. As densidades de
Escherichia coli foram superiores as densidades de Enferococcus sp mesmo em aguas salobras
e salinas durante todas as campanhas. Os resultados obtidos indicam a possibilidade de que a
Escherichia coli seja melhor indicadora de contaminagdo por esgotos domésticos, inclusive
para aguas salobras e salinas. As analises da comunidade bacteriana autoctone foram realizadas
usando o Gene 16S rRNA do (eDNA) DNA ambiental com a técnica (NGS) Next Generation
Sequencing nos 3 diferentes gradientes de salinidade Doce, Salobra e Salgada, gerando 34.977
sequéncias com dominancia do Filo Proteobactéria. Na adgua doce além da Proteobacteria
também foram identificados os Filos Actinobactéria e Bacteroidete. As analises comparativas
em nivel de espécie demonstraram diferencas entre as espécies provenientes de aguas salobras
e salgadas e as espécies de dgua continentais, sendo as maiores diversidades obtidas em aguas
salobras e salinas. Os resultados obtidos nesse estudo demonstrou que a Escherichia coli ¢ a
melhor Indicadora Fecal tanto em agua doce como em agua salobra e os métodos moleculares
sao poderosas ferramentas para analisar a diversidade das comunidades bacterianas em nivel de

espécie nos diferentes gradientes de salinidades.

Palavras chaves: Salinidade, Escherichia coli, Enterococcus sp, Biodiversidade,

Metagenomica, 16S rRNA.



ABSTRACT

Marine Urban Estuaries are frequently impacted by microbiological contamination from
various sources such as domestic and industrial sewage, organic and inorganic compounds. This
study used the tropical urban marine estuary at Itanhaém River to compare the densities of Fecal
Indicator Bacteria (FIB) at different salinity gradients. Escherichia coli exhibited densities
above legislation (CONAMA 274/00) in 89% of collection points, while Enterococcus sp
exhibited restrictive densities in 69% of collection points, indicating a high degree of
contamination and potential risks to public health associated with the rivers use for recreational
purposes, among others. Escherichia coli densities were higher than Enterococcus sp densities,
even in brackish and saline waters, during all campaigns. The results obtained indicate the
possibility of Escherichia coli is a better indicator of contamination by domestic sewage,
including brackish and saline waters. The analyzes of autochthonous bacterial communities
were carried out using the 16S rRNA Gene from environmental DNA (eDNA) with the Next
Generation Sequencing technique (NGS) in the 3 different salinity gradients Fresh, Brackish
and Salty, generating 34,977 sequences with dominance of the Phylum Proteobacteria. In
freshwater, in addition to Proteobacteria, two other phyla were identified Actinobacteria and
Bacteroidete. The comparative analyzes at the species level demonstrated differences between
species from brackish and saline waters and freshwater species, with the greatest diversities has
being obtained in brackish and saline waters. The results obtained in this study had been
demonstrated that Escherichia coli is the best Fecal Indicator in both freshwater and brackish
water and molecular methods are powerful tools for analyzing the diversity of bacterial

communities at the species level in different salinity gradients.

Keywords: Salinity, Escherichia coli, Enterococcus sp, Biodiversity, Metagenomic, 16S rRNA.
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1 INTRODUCAO

Os estuarios sdo areas de transi¢do entre rios € oceanos, caracterizadas por sua alta
dinamica e mudangas constantes. Eles sdo vulneraveis a ocupagdo urbana devido a sua
produtividade e capacidade de renovacdo das 4guas. Aproximadamente 60% das grandes
cidades estdo proximas a estuarios, que sofrem impactos significativos das atividades humanas,
como poluicao e perda de qualidade da 4gua. Esses ambientes recebem escoamentos pluviais
contaminados, afetando a saude publica e a biodiversidade. A legislacao brasileira utiliza
a Escherichia colipara avaliar a qualidade microbiologica de 4guas continentais
e Enterococcus sp para aguas salobras e salinas. Estudos mostram que Escherichia coli pode
tolerar salinidade. Devido as variagdes na salinidade e seus diferentes impactos nas bactérias
fecais, ¢ crucial entender o comportamento dessas bactérias em diferentes salinidades para
definir o melhor indicador de contaminacgao fecal.

A analise da diversidade de microrganismos, especialmente bactérias, ajuda a entender
as relagdes entre eles e os fatores abidticos, além dos efeitos dos poluentes. Estudar a
biodiversidade bacteriana € crucial para preservar ecossistemas aquaticos e terrestres e garantir
a sustentabilidade ambiental, pois as bactérias desempenham papéis essenciais na transferéncia
de matéria e energia, remineralizacdo de nutrientes e produ¢do de farmacos.

A palavra estuario ¢ derivada do adjetivo latino aestuarium, cujo significado ¢ maré
ou onda abrupta de grande altura, fazendo referéncia a um ambiente altamente dindmico, com
mudangas constantes em resposta as forcantes naturais (Miranda, Castro e Kjerfve, 2002). Os
estuarios representam porcdes finais de um rio no qual o escoamento das aguas fluviais se faz
de modo continuo até o mar ou oceano, diretamente no nivel marinho. Portanto, trata-se de um
ambiente de transicdo entre o continente e o oceano adjacente, onde a agua do mar ¢ diluida
pela 4gua doce da drenagem continental (Miranda, Castro e Kjerfve, 2002)

Os estuarios marinhos urbanos estao entre os corpos d'dgua mais vulnerdveis devido a
varios fatores que tornam estes ambientes favoraveis a ocupacdo urbana, pois sdao locais
adequados para instalacdes portudrias e navais, sdo produtivos e podem produzir grandes
quantidades de alimento, constituem uma via de acesso importante para o interior do continente,
além de possuirem capacidade natural para renovar, periddica e sistematicamente, suas dguas

sob influéncia da maré (Miranda, Castro e Kjerfve, 2002)
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Estas caracteristicas favorecem que, aproximadamente, 60% das grandes cidades do
mundo estejam localizadas perto de estudrios. Como consequéncia, estes ambientes podem
sofrer grande impacto pelas atividades antropogénicas, causando a perda da qualidade da agua,
ameacando o lazer e a saude das populagdes humanas (Lai et al., 2011).

Esses estuarios urbanos recebem rotineiramente, das comunidades do seu entorno,
escoamentos de aguas pluviais e esgotos que contém niveis relativamente altos e altamente
diversificado de contaminantes (Lai et al., 2011).

Entre os principais contaminantes, os esgotos domésticos que carregam patdgenos, sao
altamente abundantes neste efluente (Cai e Zhang, 2013). Vérios tipos de bactérias, virus e
outros microrganismos estdo presentes em corpos hidricos que desaguam nos rios e estudrios
(Ahmed et al., 2019), ocasionando riscos para a satide publica devido a transmissao de doengas
infecciosas associadas a usos recreativos € ao consumo de pescados (Jeng et al., 2005).

Além dos riscos a satude publica, o despejo de poluentes e nutrientes nos corpos d’agua
sdo causadores de diversos impactos nos ecossistemas aquaticos, incluindo impactos sobre a
biodiversidade, os quais tendem a se agravar como resultado do uso incorreto que o homem faz
do meio e das atividades que desenvolve na bacia hidrografica (Mignani et al., 2013).

No caso de ambientes aquaticos, segundo Braga et al. (2005), os efeitos resultantes da
introdugdo de poluentes dependem da natureza do poluente introduzido, do caminho que esse
poluente percorre no meio e do uso que se faz do corpo d’agua.

O crescimento populacional, desmatamentos, conversdo das terras para uso agricola
intensivo e a expansao urbana em 4reas costeiras tém sido os principais fatores causadores da
deterioracdao de muitos ecossistemas, incluindo os rios, estuarios e outros ambientes costeiros.
Em relagdo ao uso e ocupagdo do solo e a expansao urbana destes ambientes, o principal
impacto ¢ o aumento da carga de esgotos domésticos que, de acordo com sua disposi¢cao no
ambiente, pode acelerar o processo de poluicdo ambiental (Novotny e Olem, 1993).

Segundo Mignani et al. (2013), a qualidade microbioldgica da agua doce, salgada e
salobra, também pode ser afetada por inimeros fatores ambientais, como marés, precipitacao
pluviométrica, oxigénio dissolvido (OD), temperatura e salinidade.

A salinidade ¢ um fator de extrema importancia, pois interfere diretamente no
desenvolvimento microbiano (Esteves, 2011). A salinidade pode influenciar na biodiversidade
dos corpos hidricos e, também, na sobrevivéncia e na permanéncia dos microrganismos, tanto
autoctones, quanto aldctones, nestes ambientes.
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J& a precipitacdo pluviométrica ¢ o fator ambiental mais comumente associado a niveis
maximos de microrganismos, incluindo aqueles indicadores de contaminagdo fecal. Esta
relagdo ¢ devida a lixiviagdo e a ressuspensao dos sedimentos contaminados para a coluna de
agua. (Campos et al., 2013).

No caso da regido proposta para o presente trabalho, a contaminacdo dos corpos
hidricos por esgotos domésticos e/ou por nutrientes provenientes das atividades humanas e
agricola pode causar diversos prejuizos tanto a saude ambiental quanto a saude publica ja que
o Rio Itanhaém serve a captagdo de agua para tratamento, distribuicao e consumo humano, a
obtencao de pescados e para recreacao de contato primario.

Em relagdo a saude publica, a 4gua, quando contaminada por esgotos domésticos, pode
ser responsavel pela transmissao de diversas doengas tanto pelo seu consumo quanto pelo seu
uso recreacional. O uso de 4gua contaminada € uma das principais causas de doengas em seres
humanos. Estima-se que aproximadamente 1,9 milhdes de mortes por ano, predominantemente
em criangas com menos de 5 anos de idade estejam relacionadas a patdégenos de transmissao
hidrica (Bridle et al., 2014).

As 4guas recreacionais de rios, estudrios e mares, que recebem esgotos domésticos
sem tratamento, oferecem riscos mais altos aos seus usudrios, pois carregam consigo varios
microrganismos patogénicos os quais podem causar doengas apds o uso destas aguas para o
contato primario através de diferentes vias de penetracao: oral, nasal, cutdnea e ocular (Pinheiro,
Oliveira e Fontes, 2008).

As doencas de veiculacdo hidrica formam um grupo de infec¢des que podem ser
transmitidas pela dgua, e podem ser causadas por diferentes microrganismos tais como virus,
bactérias, protozoarios e fungos, tais como hepatite A, hepatite B, poliomielite, rotavirose,
colera, febre tifoide, gastroenterites, otite externa, conjuntivite, giardiase e cripitosporidiose e
micoses superficiais (Pinheiro, Oliveira e Fontes, 2008).

Além disto, a contaminagdo de corpos hidricos pode causar diversos problemas
socioecondmicos € ambientais, como o aumento dos custos de tratamento para produgdo de
agua potavel, a perda do valor estético e turistico de lagos, represas, rios e praias, o impedimento
a navegacao e a recreacdo, a mortandade de peixes, a perda da biodiversidade, alteragdes nos
estoques pesqueiros de espécies de valor comercial e a redugdo na navegacao e da capacidade
de transporte (Arceivala et al., 1981; Thomann e Mueller, 1987; Sperling et al., 1994; Sperling,
et al., 2007).
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A avaliagdo da qualidade microbioldgica dos corpos hidricos ¢ feita através da
determinagdo das densidades de bactérias indicadoras de contaminacao fecal. No Brasil cabe
a0 CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente) estabelecer normas de qualidade
ambiental, sendo a Resolugdo 357/2005 (Tabela 1), a qual dispde sobre a classificagdo dos
corpos d’agua, bem como as diretrizes ambientais para o seu enquadramento Brasil, (2005),
estabelecendo as condigdes e padroes de langamento de efluentes, e outras providéncias Brasil,
(2005) além da CONAMA 274/2000 (Tabela 2) a qual define os critérios de balneabilidade das
aguas recreacionais.

Segundo as resolugdes do CONAMA, a qualidade microbioldgica de aguas doces,
salinas e salgadas sdo avaliadas utilizando as densidades das bactérias indicadoras de
contaminagdo fecal Escherichia coli e bactérias do género Enterococcus sp.

De acordo com a legislacio CONAMA 274/2000 Artigo 2°, as aguas doces, salobras
e salinas destinadas a balneabilidade (recreagdo de contato primario) terdo sua condigdo
avaliada nas categorias propria e imprdpria para os fatores de E.coli e Enterococcus sp.

No Estado de Sao Paulo o monitoramento € realizado pela Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo (CETESB), através de um programa com coletas de amostras de 4gua em
um ponto determinado (Rio Itanhaém no pier da sede da DAEE). A classificagao da qualidade
¢ determinada com base nas densidades de bactérias indicadoras obtidas nas tltimas 5 semanas

de amostragem.

1.1 Escherichia coli

A E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae sendo uma espécie de origem
exclusivamente fecal, uma vez que faz parte da microbiota dos intestinos de seres humanos e
de outros animais homeotérmicos. Sdo bacilos gram-negativo, aerdbios e anaerdbios
facultativos, fermentadores de lactose com ou sem producdo de gas, podendo ser moveis por
flagelos peritriqueos ou imoveis que crescem em temperaturas entre 10 e 44°C. Estas bactérias
metabolizam uma ampla variedade de substancias como carboidratos, proteinas, aminoacidos,

lipideos e acidos organicos (Murray, 2004).

1.2 Enterococcus sp
Este género da Familia Enterococcacea compreende cocos Gram positivos, células
esféricas ou ovoides dispostos isolados, aos pares ou em pequenas cadeias. S3o anaerobios
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facultativos, alguns s3o moveis, sobrevivem em temperaturas 10° a 45°C temperatura 6tima de
crescimento ¢ de 35 a 37°C. Estas bactérias constituem uma grande propor¢ao das bactérias
naturais da microbiota do trato gastrointestinal da maioria dos mamiferos, aves e répteis. Sao
micro-organismos ubiquos, podendo ser encontrados amplamente distribuidos no meio
ambiente, em solos, na dgua, em plantas e alimentos (Giraffa, 2003 e Klein, et.al. 2003)
entretanto, algumas espécies sdo patdgenas humanas oportunistas.

Estas bactérias caracterizam-se pela alta tolerancia a condigdes adversas de
crescimento, como a capacidade de sobreviver na presenga de 6,5% NaCl (halotolerantes), em
pH 9,6 e em ampla faixa de temperatura (de 10 a 45°C) segundo os autores Collins, et al. (1991);
Martinez-Murcia, et. al., (1991); Brasil L, (2000); Brasil, (2005). Devido a estas caracteristicas,
a partir da década de 80, varios trabalhos foram realizados comparando o uso de E. coli e de
Enterococcus sp como indicadoras de contaminagao fecal.

Em estudos realizados em ambientes marinhos por Cabelli et al., (1982); Dufour et al.,
(1984), o grupo de bactérias Enterococcus sp, mostrou maior tolerancia a salinidade e maior
relacdo entre sua densidade e a ocorréncia de doencas de veiculacdo hidrica. Segundo estes
estudos, devido a sua maior afinidade por sais, Enterococcus sp apresentam maior permanéncia
em ambientes salinos e marinhos além de serem mais resistentes aos processos de desinfec¢ao.

Devido a sua alta concentracao nas fezes e a sua alta capacidade de sobrevivéncia nos
ambientes salobros e salinos, a partir da década de 90, o grupo Enterococcus sp foi proposto

como indicador de contaminacdo fecal para d4guas marinhas e salobras USEPA, (2004).

1.3 Legislacao

A partir de entdo, a legislagdo brasileira (CONAMA 357 E 274) (Tabelas 1 e 1I) e de
outros paises como Estados Unidos e paises da Unido Europeia (Tabela 3), considerou o uso de
Escherichia coli, como padrdo para avaliacdo da qualidade microbioldgica de aguas doces,
enquanto, para aguas salobras e salinas, o indicador mais apropriado € o grupo Enterococcus
sp. Apesar da adocao de Enterococcus sp como indicador mais apropriado para 4guas marinhas,
alguns trabalhos puderam evidenciar a tolerancia da Escherichia coli para a salinidade (Castro
et al., 2003 e Craig et al., 2004).

Mesmo com a legislacao brasileira vigente, considerando o grupo Enterococcus sp
como o melhor indicador para avaliar a qualidade das 4guas salgadas e salobras, ndo existem

no Brasil, nos ultimos 20 anos, trabalhos robustos, envolvendo as densidades bacterianas e
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estudos epidemiologicos para embasar a legislagdo pertinente, sendo os indicadores e fatores

baseados nas legislagdes de outros paises.

Tabela 1. Limites das densidades de Escherichia coli e de Enterococcus sp, de acordo com a Resolucio

CONAMA 357 para aguas doce (classe II), salobras e salinas (Classe I).

BACTERIA INDICADORA Agua Doce Agua Salobra Agua Salina
(UFC 100ml") Classe II Classe | Classe |
E. coli 1000 1000 1000

Enterococcus sp

Tabela 2. Limites das densidades de Escherichia coli e de Enterococcus sp de acordo com a Resolucio
CONAMA 274, para aguas doces, salobras e salinas.

BACTERIA INDICADORA
(UFC 100ml ") Doces Salobras Salinas
E.coli 2000 2000 2000
Enterococcus sp 400 400 400

Tabela 3. Limites das densidades de Escherichia coli e de Enterococcus sp da Unido Europeia e dos

Estados Unidos da América para dguas doces, salobra e salinas.

BACTERIA INDICADORA Doces Salobras Salinas
(UFC 100ml ")
E. coli 1000 500 500
Enterococcus sp 400 200 200

Uma vez que os niveis de salinidade variam amplamente e que a salinidade pode ter
impactos significativamente diferentes na sobrevivéncia de diferentes bactérias fecais
(Anderson et al., 2005), a relacdo entre Bactérias Indicadoras Fecais (FIB) e o entendimento do
comportamento destas bactérias em aguas de diferentes salinidades € necessario para definir o

melhor indicador de contaminagdo fecal para estes ambientes.

1.4 Bactérias Autoctones

Além das bactérias aldctones langadas em ambientes aquaticos junto com os esgotos
domésticos, as aguas doces, salobras e salinas apresentam uma microbiota propria e bastante
diversa que tem grande importidncia na manuten¢do de diferentes ecossistemas (Ghosh e

Bhadury, 2019).
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A semelhanga do que ocorre com as bactérias aloctones, aquelas provenientes dos
ambientes marinhos e de 4gua doce também tem sua sobrevivéncia e seu padrio de distribui¢ao
afetados pelos fatores abioticos tais como, salinidade, precipitagao e concentragao de nutrientes.

A comunidade microbiana autdctone apresenta grande importancia na manutengao das
funcdes dos diferentes ecossistemas, as quais incluem: ciclagem de nutrientes, produgdo
priméaria, decomposi¢do da matéria organica e regulacdo do clima (Ghosh e Bhadury, 2019;
Jeffries et al., 2016).

Embora grandes comunidades bacterianas estejam bem documentadas em &aguas
costeiras e sedimentos, sua diversidade, variacdes espaco-temporais e fatores que as
influenciam ainda permanecem amplamente desconhecidos, principalmente se considerarmos
0s ecossistemas costeiros brasileiros (Zampieri et al., 2020).

Virios estudos mostram que populacdes bacterianas marinhas sdo complexas, de
ampla distribui¢do e geralmente apresentam uma variedade de grupos ainda nao identificados
ou ndo cultivados. Entretanto, muitos avancos tecnoldgicos t€ém contribuido para melhorar a
compreensdo dos processos mediados por bactérias nos ambientes marinhos (Wang et al.,
2023).

Dentre as técnicas idealizadas para se ter acesso a fisiologia e a genética de
microrganismos, a metagendmica desempenha papel central. O desenvolvimento da
metagendmica, na verdade, ¢ considerado o evento mais marcante no campo da ecologia
microbiana nos ultimos anos (Thomas et al., 2012; Arikawa e Hosokawa, 2023). Trata-se da
andlise gendmica de uma comunidade de organismos baseada no isolamento direto de
fragmentos de DNA oriundos de amostras ambientais, sobrepondo a necessidade de isolamento

e cultivo de espécies individuais.

1.5 Biodiversidade

Biodiversidade ¢ a variabilidade de organismos vivos em diversos ambientes, entre
eles o terrestre, 0 marinho e de outros ecossistemas aquaticos e seus complexos ecoldgicos.
Esta variabilidade ocorre, tanto dentro da espécie, quanto entre as espécies e seus ecossistemas
e esta foi a definicdo mais aceita na Convencgao sobre Diversidade Bioldgica de 1992, (Takacs,
1996).

A biodiversidade microbiana estuda a variabilidade desses microrganismos nos trés

niveis previamente descritos (Variabilidade dentro da espécie, entre as espécies € seus
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ecossistemas). O avango tecnologico foi fundamental para estudos de biodiversidade
microbiana, uma vez que métodos distintos permitem encontrar micro-organismos
diferenciados, influenciando dramaticamente nossa compreensao do que ¢ observado. Até
recentemente, as metodologias tradicionais, originalmente em contexto de saude e
agropecudria, recuperavam poucos microrganismos, embora fossem bem-sucedidos para
abordagem de patogenos de interesse médico, veterindrio e/ou agricola, (Ramees et al., 2017)

Quando novas metodologias passaram a ser empregadas, como aquelas da biologia
molecular, foi possivel identificar uma enorme diversidade microbiana natural, ainda
desconhecida, e suas relagdes com os fatores abidticos e bioticos. Os indices de biodiversidade
obtidos, a partir das novas metodologias, desencadearam mudangas no pensamento sobre
ecologia microbiana e sobre o papel dos virus, fungos e bactérias no planeta (Gregoracci e Rua
2020).

A obtengdo dos indices de diversidade de microrganismos, entre eles as bactérias, €
uma maneira de caracterizar as comunidades bacterianas de um ecossistema, permitindo o
estudo das relagdes de bactérias com outros microrganismos € com os fatores abidticos, bem
como a avaliacao dos efeitos dos poluentes nesta comunidade.

Portanto, o estudo da biodiversidade das bactérias aquaticas ¢ fundamental para a
preservacdo dos ecossistemas aquaticos e terrestres, bem como para a sustentabilidade
ambiental uma vez que bactérias sdo responsaveis pela transferéncia de matéria e energia para
niveis troficos superiores, pela remineralizagdo de nutrientes e por serem fonte de varios

produtos de interesse humano, como os farmacos.

1.5.1. Importancia do conhecimento da biodiversidade de bactérias em diferentes
salinidades

As bactérias sdo extremamente versateis e podem sobreviver em uma ampla gama de
ambientes, incluindo dgua doce, salobra e salgada. Compreender como as bactérias se adaptam
a diferentes niveis de salinidade ¢ crucial para entender os processos bacterianos, sua
participacdo nos ciclos biogeoquimicos e seu uso como bioindicadoras da presenca de
contaminantes

As bactérias desempenham um papel vital nos ciclos de nutrientes, como o ciclo do
nitrogénio e do carbono. Em ambientes aquaticos, a salinidade afeta a disponibilidade desses

nutrientes e influencia as comunidades bacterianas responsaveis pela reciclagem de compostos
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organicos. Além disso, compreender a diversidade das bactérias em ambientes salinos ¢
importante para a saude publica, especialmente em regides costeiras, nas quais as aguas doces,
salobras e salinas sdo utilizadas para recreacdo de contato primdrio e para obtengdo de
alimentos.

Em resumo, o estudo das bactérias em diferentes salinidades contribui para nossa
compreensdo da biodiversidade, ecologia e aplicagdes praticas desses microrganismos

(Gregoracci e Rua, 2020).

2 OBJETIVOS

> O presente trabalho teve como objetivos determinar a relacdo da salinidade com as
densidades das bactérias indicadoras de contaminagdo fecal, Escherichia coli e
Enterococcus sp no Estuario do Rio Itanhaém

> Relacao da salinidade na diversidade de bactérias autdctones presentes em ambientes
de 4gua doce, salobra e salina com os estudos metagenomicos através da técnica de

sequenciamento de nova geracao (NGS).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

O municipio de Itanhaém faz parte da Unidade de Gerenciamento de Recursos
Hidricos da Baixada Santista 07 (UGRHI 07). A BH-BS Bacia Hidrografica da Baixada Santista
compreende a regido do estuario de Santos, Sdo Vicente e Cubatdo, as bacias do litoral norte
em Guaruja e Bertioga, e as bacias do litoral centro-sul e sul em Praia Grande, Mongagua,
Itanhaém e Peruibe e ocupa a maior 4rea desta unidade, correspondendo a cerca de 20% da area
total e possuindo 912,68 km de cursos d’4agua, sendo a maior rede de drenagem natural. Os
principais usos do solo sdo: I) area de preservagdo; II) agricultura; IIT) vegetagdao secundaria;
IV) area urbana com alta densidade demografica; V) area urbana com baixa densidade

demogréafica. (Camargo e Cancian 2016).
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O municipio de Itanhaém faz parte da Unidade de Gerenciamento de Recursos
Hidricos da Baixada Santista. O municipio ¢ uma estancia balnedaria tendo o turismo como uma
das principais atividades econdmicas.

O rio Itanhaém (Figura 1) ¢ formado pela confluéncia dos rios Preto e Branco a
aproximadamente 6 Km acima da sua foz no oceano e por isso sofre grande influéncia de aguas
marinhas, sua utilizacdo ¢ de contato primdrio, pesca e navegacdo. O rio Itanhaém, ¢
considerado um rio urbano devido a presenca de moradias, marinas, rodovia e de grandes
atividades turisticas que exercem agdes antropicas. (Camargo & Cancian, 2016).

O regime de marés e a chuva provocam grandes variagdes temporais nas caracteristicas
abidticas com uma intensa dindmica temporal pouco previsivel. Em alguns periodos, ele tem
caracteristicas de aguas marinhas; em outros, dguas pretas; e ainda em outras ocasides, agua
salobra. A salinidade da 4gua do rio Itanhaém varia entre 35 (salinidade da 4gua do mar) e zero
(Camargo & Cancian, 2016).

A cidade de Itanhaém segundo o relatério do IBGE 2022 possui uma taxa populacional
de 112.476 habitantes, sendo 45% de moradias permanentes e 55% de moradias ocasionais
sobretudo no periodo de veraneio. A rede de tratamento de esgoto serve aproximadamente 52%
da populagdo permanente Urbana, e mais de 30% do tratamento ¢€ feito com fossa séptica, fossa
filtro ndo ligados a rede, fossa rudimentar ou buraco. A cidade ndo possui sistema de
bombeamento responsavel pelo escoamento de aguas pluviais durante a ocorréncia de
precipitacdes intensas. A estacdo de tratamento de esgoto (ETE) Anchieta esta localizada a
margem esquerda do Rio Itanhaém préxima ao ponte 6 de coleta (Figura 1 e 2), com o sistema
de tratamento “Unitank” (conjunto de tanques de aeracdo e clarificacdo). O
municipio Itanhaém gera 8.239,43 mil m?® de esgotos por ano. Do volume gerado, 58,23% ¢
coletado, e 58,23% ¢ tratado. Em 2022, foram despejados 3.441,63 mil m*® de esgotos na
natureza sem tratamento (Instituto 4gua e tratamento, censo 2022). No ano de 2022 foram
registradas 11 internagdes nos hospitais do municipio causadas por doencas de veiculagdo

hidrica (Painel de Saneamento Brasil, 2022).
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Figura 1 — Mapa do Brasil indicando o Estado de Sdo Paulo (SP) e, em detalhe, a localizagdo do Municipio de
Itanhaém, onde esta localizado o Rio Itanhaém. Mapa com a indicagdo dos Rios Preto ¢ Branco que por
confluéncia formam o Rio Itanhaém. Fonte: Google Earth — (Adaptado por Roberto Fioravanti Carelli Fontes).

3.2 Fatores Abioticos

Amostras de 4gua foram coletadas, bimestralmente, em 15 pontos distribuidos ao longo
do Rio Itanhaém (Figura 2), num total de 5 campanhas entre novembro de 2021 a agosto de
2022 durante a maré baixa. As amostras foram destinadas as analises das densidades bacterianas
e metagendmica. Nos mesmos pontos de coleta foram medidos, a Salinidade e Temperatura

(T°C) com o uso de uma sonda Multifatores Hanna HI98194.
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Figura 2— Mapa do Rio Itanhaém mostrando os pontos de coleta 1 a 15, distribuidos da
Foz a Nascente (Fonte Google Earth — (Adaptado por Roberto Fioravanti Carelli Fontes).

As coordenadas geograficas dos pontos de coleta ao longo do Rio Itanhém podem ser
observadas na Tabela 4 e Figura 2.
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Tabela 4. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta no Rio Itanhaém

Pontos de coleta Coordenadas Geograficas (°)
01 24°11'18.86"S 46°47'33.86"0
02 24°11'20.91"S 46°47'47.51"0
03 24°11'11.39"S 46°47'55.56"0
04 24°11'01.74"S 46°47'48.37"0
05 24°10'49.58"S 46°47'44.52"0
06 24°10'41.32"S 46°47'57.03"0
07 24°10'32.23"S 46°48'14.12"0
08 24°1023.61"S 46°48'00.67"0
09 24°10'13.09"S 46°48'10.08"0
10 24°09'57.37"S 46°48'18.89"0
11 24°09'41.01"S 46°48'18.45"0
12 24°09'28.45"S 46°48'10.11"0
13 24°09'19.43"S 46°48'19.91"0
14 24°09'04.26"S 46°48'24.92"0
15 24°08'49.41"S 46°48'25.90"0

3. 3 Densidades de Bactérias Indicadoras

3.3.1. Coleta de amostras

Para as coletas de amostras para as analises bacterianas foram utilizando frascos de
polietileno estéreis de 100ml, acrescidos de EDTA e Tiossulfato de Sédio, as mesmas foram
coletadas na porgao superficial da coluna d’agua entre a borda e o meio do rio (Tabela 4). Apos
as coletas as amostras foram mantidas sob refrigeracdo, até seu processamento no laboratorio
de Microbiologia Marinha (MICROMAR), no Instituto de Biociéncias Litoral Paulista -
UNESP.
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3.3.2 Processamento das amostras

3.3.2.1 Técnica da Membrana Filtrante
As densidades bacterianas nas amostras de agua foram obtidas através da Técnica de
Membrana Filtrante APHA, (2013) (Figura 3).
Foram filtradas 10ml das amostras de agua para Escherichia coli e 25ml para
Enterococcus sp em membranas Milipore® de 0,45um de porosidade, as quais foram
adicionadas em meio seletivo especifico para o crescimento da bactéria, conforme APHA

(2013).

Figura 3. Kit de filtracio utilizado para realizar a técnica de membrana filtrante
(Micromar, 2023)

3.3.2.2 Densidade e Confirmacio de Escherichia coli

Para determinacdo das densidades de E, coli, ap6s a filtragdo, as membranas foram
colocadas em placas com meio especifico para E. coli (Agar m-TEC) e incubadas a 35°C por 2
horas. Apds este periodo, as placas foram retiradas e transferidas para banho-maria a 44.5°C +-
1°C onde permaneceram por 24 horas para completar o ciclo de crescimento (Figura 4).

A confirmagdo foi realizada com a retirada das membranas das placas e colocagao

sobre o papel-filtro saturado de solu¢do de Uréia (2% Vermelho Difenol) e apenas as colonias
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verde-amareladas e marrom- amareladas foram consideradas como resultado positivo para E.
coli (Figura 5).
As densidades foram expressas em Unidades Formadoras de Colonia por 100 mililitros (UFC

100ml™).

Figura 4 - Crescimento de E. coli em Agar mTEC. Figura 5 - Confirmagao de E. coli em substrato
de ureia.

3.3.2.3 Densidades e Confirmacio de Enterococcus sp.

Para Enterococcus sp, posteriormente ao procedimento de filtragdo, as membranas
foram colocadas em placas contendo Agar mEnterococos e incubadas a 37°C (+ 1°) por 48 horas
(Figura 6). As colonias com tonalidade vermelha-amarronzado foram retiradas do meio (Agar
mEnterococos) consideradas caracteristicas de Enterococcus sp e confirmadas por meio do
Caldo Enterococcosel. Os tubos de Caldo Enterococosel foram incubados a 35°C por 4 a 18
horas. Os tubos que apresentaram enegrecimento foram considerados positivos, obtendo assim
a confirmacao das colonias de Enterococcus sp (Figura 7).

As densidades foram expressas em Unidades Formadoras de Colonia por 100 mililitros

(UFC 100ml™).
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Figura 6— Placa de Agar mEnterococcus mostrando o crescimento

4o

das colénias de Enterococcus sp.
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Figura 7. Tubos com Enterococcosel mostrando reacio positiva
(enegrecimento do meio) para Enterococcus sp.

3.4 Analises Moleculares da Comunidade Bacteriana

3.4.1 Coleta de amostras — Analise molecular

Para avaliar as bactérias autdctones presentes nas aguas do Rio Itanhém foi utilizado
o Sequenciamento de Nova Geragdo. Para as anélises Metagendmica foram coletadas 100ml
em duplicata de aguas superficiais com 3 diferentes salinidades 0,11 Doce, 15,00 Salobra e
35,00 Salgada medidas com a sonda multipardmetros. As amostras foram coletadas utilizando
frascos de polietileno estéreis, que foram mantidas sob refrigeracdo até o laboratorio de

Microbiologia Marinha (MICROMAR), no Instituto de Biociéncias Litoral Paulista — UNESP.
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Onde foram mantidas congeladas a -20°C, até serem encaminhadas para processamento no

laboratério Neoprospecta Microbiome Technologies (Floriandpolis, SC).

3.4.2 Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

As analises das comunidades bacterianas presentes nas amostras de dgua doce, salobra
e salgada foram desenvolvidas através de técnica de Sequenciamento de Nova Geragao (NGS),
utilizando o Ilumina. Esta abordagem constou fundamentalmente dos seguintes passos:
(1) Extragao de DNA de um conjunto de amostras;
(2) Amplificacdo da regido alvo de aproximadamente 400 pares de bases (pb) usando a PCR,
com um par de iniciadores (Primers) que tem como objetivo a informagdo das regides
conservadas em ambos os lados amplificados (16S);
(3) Codificacdo dos Amplicons iniciais em sequéncias curtas;
(4) Combinagdo dos Amplicons iniciais em uma Unica execuc¢ao de sequenciamento criando

milhares de copias daqueles fragmentos. (Figura 8).

Amostra Extracio de DNA Amplificacio com primes 341F e 806K
I~ "
—_— N
165 rRNA . v T
4
TTTITTITIT —*
LLLLLLLLLILLLLLULLL L]

Construcio da Biblioteca Sequenciamento

—
o,
o

Analizes de
Bioinformatica

Figura 8- Fluxograma das fases das analises Metagendmicas, extracio de DNA, Amplificacio,
Construcio da Biblioteca, Sequenciamento e Analises de Bioinformatica. Fonte:
doi.org/10.3390/biomedicines11030827— adaptado pelo autor.
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Apos esses processos, o processamento de dados resultou em uma lista de abundancias
de taxons compostas individualmente pelas Unidades Taxonomicas Operacionais (UTOs)

presentes em cada amostra.

3.4.3. Filtracdo das amostras de agua e extracio de DNA

Primeiramente, os frascos contendo 200 ml de dgua dos 3 pontos coletados foram
descongelados em geladeira overnight. Entdo, foi utilizado o sistema de filtragio Microsart®
Manifold (Sartorius) contendo filtros de membrana filtrante de 0.22 um (MilliPore), conforme
orientacdes do fabricante. Posteriormente, com o auxilio de uma pinga e um bisturi, ambos
estéreis, as membranas filtrantes foram cortadas em pedagos ¢ inseridas em microtubos de 2
ml, contendo beads de zirconio (proporgao de 1:1 de beads de zirconio de 0.4 e 1 mm) e uma
bead de ago (2.4 mm). Visando lisar as células presentes nas membranas filtrantes, foi
adicionado, nos microtubos contendo os fragmentos de membrana filtrante, o tampao de lise
seguindo o protocolo do kit DNeasy PowerWater Kit (Qiagen). O material foi entdo submetido
a disrrupgao com o auxilio do Disruptor de células e tecidos L-BEADER HT (Loccus).

Apbs a lise, os microtubos foram submetidos a microcentrifugacao (10 min / 5.000 g)
e o material em suspensdo foi submetido a extragdo de DNA com o auxilio do kit DNeasy 96
PowerWater adaptado para a extragdo automatizada pelo QIAcube com o software QIAcube

HT Prep Manager software (Qiagen). Cada amostra resultou em 80 pL de DNA extraido.

3.4.4 Preparo de Biblioteca e Sequenciamento de DNA - 16S
A preparagdo das bibliotecas para sequenciamento de Amplicons de bactérias foi

realizada utilizando os oligonucleotideos (primers) 341F e 806R (Tabela V) especificos para a

regido V3/V4 do gene 16S rRNA (Tabela 5).

Tabela S. Primers usados para o sequenciamento da regidio 16S

Primer Sequéncias Referéncias
341F CCTACGGGRSGCAGCAG WANG e QIAN (2009)
806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT CAPORASO, et al. (2010)

O protocolo utilizado para o PCR foi feito em duas etapas (WANG e QIAN 2009));
(CAPORASO, et al. 2012).
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Os primers utilizados na primeira PCR, além de conterem regido alvo especifica para
a regido V3/V4 (Figura 9), possuiam também uma regido correspondente a um adaptador
Illumina parcial, baseado na estrutura TruSeq (Illumina, EUA). A presenca deste adaptador
permitiu uma segunda PCR que adicionou as sequéncias de indexacao conforme procedimentos

jé descritos (WALTERS, 2015).
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Figura 9. Regido V3/V4 do gene 16S rRNA. Marcacoes em azul — regides variaveis entre géneros ou espécies
bacterianas. Espacos em cinza — sequéncia conservada no dominio Bactéria

A indexacdo foi feita com indices duplos exclusivos para cada amostra na segunda
PCR. Dois microlitros do DNA extraido de cada amostra foram utilizados como molde na
primeira reagao de PCR.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando Platinum Taq (Invitrogen, EUA) com
as condigdes: 95 °C por 5 min, 25 ciclos de 95 °C por 45s, 55 °C por 30s e 72°C por 45s e uma
extensao final de 72 °C por 2 min para PCR 1. Na PCR 2 as condi¢des foram 95 °C por 5 min,
10 ciclos de 95 °C por 45s, 66 °C por 30s e 72 °C por 45s e uma extensao final de 72 °C por 2
min. Todas as reagdes de PCR foram realizadas em triplicata.

As reacdes finais de PCR foram purificadas utilizando Neobeads® (Beads magnéticas
a base de Sera-Mag'") e um volume equivalente de cada amostra foi adicionado ao pool de
sequenciamento. Em cada rodada de PCR, um Controle Negativo de Reagdo (CNR) foi
incluido. Para cada Ordem de Recebimento (OR) foi também incluido um Controle Negativo
de Extracdo (CNE). A concentracdo final de DNA do pool de bibliotecas foi estimada através
de ensaios utilizando Picogreen dsDNA (Invitrogen, EUA), e em seguida foi diluida para
quantificagdo por qPCR utilizando o Kit de Quantifica¢do de Biblioteca Collibri™ (Invitrogen,
EUA) ja otimizado para bibliotecas Illumina.

O pool de sequenciamento foi ajustado para uma concentracao final de 11 pM (para
kits V4) ou 17,5 pM (para kits V3) e sequenciado no sistema MiSeq (Illumina, EUA),

empregando os primers de sequenciamento Illumina, fornecidos com o kit do fabricante. As

31



corridas paired-end foram realizadas utilizando kits de sequenciamento V3 e V4 (Illumina,
EUA).

As regidoes V4, V3—-V4 e V3-V5, que demonstram a classificagdo menos enviesada
dos taxons bacterianos. O presente trabalho utilizou primers especificos para as regides V3—V4
do gene 16S rRNA, pois cobre a regido mais longa do 16S rRNA com duas regides
hipervariaveis (V3 e V4), o Amplicon especifico V3—V4 permite a fusdo das leituras direta (R1)

e reversa (R2), levando a uma melhor resolugdo da classificagdo bacteriana. (Figura 10)
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V3-v4 MiSeq: 250 bp x 2 (~468 bp)

Figura 10: 16S rRNA “small subunit” (SSU) dos ribossomos procarioticos.

3.4.5 Analises das Sequéncias

O software Qiime2-Deblur (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) agrupou as
sequéncias com 97% de identidade em Unidades Taxonomicas Operacionais (OTUs), fazendo
a reconstru¢do das sequéncias biologicas exatas presentes na amostra, chamadas de Amplicon
Sequence Variants (ASVs). Assim, uma OTU representa um grupo de sequéncias muito
proximas que se separa das demais OTUs pela aplicacdo de técnicas de agrupamento
hierarquico utilizando limites de identidade de sequéncia independentemente de inferéncias
filogenéticas Yarza, P. et al. (2014).

Em vez de agrupar as sequéncias em OTUs, o método ASV atribui um niimero de
identificagdo Uinico para cada sequéncia de Amplicon presente nos dados, representando assim
variantes Unicas. O uso de ASVs permitiu uma resolugdo mais alta na analise da diversidade
microbiana. Ao considerar cada sequéncia individualmente, foi possivel identificar diferencas

sutis entre as variantes, como mutagdes ou polimorfismos, que poderiam ser agrupados em uma
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unica OTU utilizando uma abordagem baseada em similaridade. (Callahan et al. 2017; Amir et

al. 2017).

3.5 Analise Estatistica - Bactérias Indicadoras

Para analisar as relagdes existentes entre as densidades de Escherichia coli, de
Enterococcus sp e fatores abioticos, ao longo do tempo, nos pontos amostrados, foi utilizado o
teste de Correlacao de Pearson.

Formula de correlagdo de Pearson:

r= Y (Xi—X)2-3(Yi-Y)23 (Xi-X)(Yi-Y).

3.6 Analise da Diversidade de Bactérias Autoctones

Para analisar a biodiversidade das bactérias autoctones presentes nas aguas doces,
salobras e salgadas foi utilizado o Indice de Diversidade de Shennon & Wiener (1949).

Férmula do Indice de Diversidade de Shennon-Wiener:

H==3 [(pi)In(pi)]

O indice de Shannon-Wiener ¢ uma medida que ajuda a compreender a diversidade de
espécies e leva em consideracdo ndo apenas o numero de espécies presentes, mas também a
abundancia relativa de cada uma delas. Isso significa que um ecossistema com varias espécies
de bactérias, mas com uma distribuicdo desigual entre elas, tera um indice de Shannon mais
alto do que um ecossistema com poucas espécies, mas com abundancia semelhante entre elas.

O indice de Shannon ¢ baseado em um conceito muito relevante em ecologia:
uniformidade (Uniformidade ou Equabilidade). Este fator refere-se ao grau em que as espécies
sdo representadas ao longo da amostra. Os extremos abrangem uma unica espécie dominante e
outras espécies presentes em niimeros muito baixos (valores de uniformidade proximos de 0),
para todas as espécies representadas por numeros iguais (valores de uniformidade proximos de
1).

A diversidade pode ser subdividida em dois grupos: Riqueza e Uniformidade. Riqueza
refere -se ao numero de espécies presentes em uma determinada 4rea, enquanto, a uniformidade
diz respeito a distribuicao de individuos entre as espécies, em uma area.
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De acordo com os indices de Shannon-Wiener obtidos, que podem variar de 1,5 a 3,5 e,
quanto maior seu valor, maior ¢ a diversidade das bactérias no ecossistema. Isso indica que o
ecossistema ¢ mais complexo, com uma variedade maior de interagdes entre as espécies. Por
outro lado, um indice de Shannon baixo pode indicar que o ecossistema esta mais propenso a

perturbagdes e a perda de biodiversidade.

4. RESULTADOS
4.1 Fatores Abioticos
4.1.1 Precipitacio

Na Tabela 6 € possivel observar os indices de pluviosidade acumulados 5 dias antes de
cada coleta medidos nos meses de estudo. Os indices obtidos demostraram que os meses de
novembro (2021), janeiro e agosto (2022) representaram um periodo de seca na regido, sendo
que no més de novembro o indice de precipitagao foi mais baixo.

Contrariamente, nos meses de mar¢o ¢ maio de 2022, a precipitagdo acumulada

aumentou, mostrando indices de 98,0mm e 114,6mm, respectivamente.

Tabela 6 — Indices de precipitacio na bacia do Rio Itanhaém durante os periodos de coleta (indices obtidos,
valores acumulados 5 dias antes da coleta no site CPTEC/INPE Centro de Previsio de Tempo e Estudos
Climaticos/Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais em 2021 e 2022).

Precipitacao (mm)

Meses Novembro  Janeiro Margo Maio Agosto
2021 2022 2022 2022 2022
Precipitacdo acumulada 0 1,4 98,0 114,6 23,7

4.1.2 Salinidade

De acordo com a Resolugado CONAMA 357, aguas doces sdo aquelas com salinidade
igual ou inferior a 0,5 enquanto que aguas salobras apresentam valores maiores que 0,5 até 30
e as salgadas sdo as que apresentam salinidades superiores a 30 (Brasil, 2000).

Os valores de salinidade obtidos durante todo o periodo de coletas, em todos os pontos,
variaram de 0,02 a 18,33.

Na tabela 7 € possivel observar que, no Rio Itanhaém, a predominéancia de agua doce

(0 a 0,5) ocorreu nos pontos 14 e 15, nos meses de novembro/21 e margo/22. Neste mesmo
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periodo, nos demais pontos (01 a 13) a predominancia foi de dgua salobra, mesmo nos pontos
1 e 2, localizados na Foz do rio.

No més de margo, todos os pontos apresentaram salinidades inferiores a 0,5, o que
indicou que as amostras, coletadas em todos os pontos (a exce¢ao do ponto 7), apresentaram
predominancia de agua doce, o que coincidiu com o aumento da precipitagdo de 1,4mm em
janeiro para 98,0 mm em margo.

Na Figura 11 € possivel observar o efeito da precipitagdo na Foz do Rio, com o avango

da (pluma) cunha salina da 4gua do rio avangando até o mar.

Figura 11. Pluma da dgua do Rio avancando até a boca da barra do Rio Itanhaém, resultado de
chuvas fortes e efeitos de ressaca — maio/22 (Fonte: Nicole Leslie, Tv Tribuna)

Contrariamente, e, apesar do aumento nos indices de precipitacdo, nos meses de maio
e agosto, todos os pontos amostrados apresentaram salinidade superior a 0,5, sendo, portanto,

caracterizados como aguas salobras.
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Tabela 7. Valores de Salinidade obtidos nos pontos de coleta, nas cinco campanhas. Os valores em azul
indicam as amostras com salinidades mais baixas, caracterizando agua doce. Valores de precipitacio
foram obtidos na semana das coletas

Fatores Salinidade
DATAS DAS
COLETAS Nov./21 Jan./22 Margo/22 Maio/22 Ago./22
PRECIPITACAO

(mm) 0 1,4 98,0 114,6 23,7
Ponto 1 15,07 8,39 0,10 13,25 18,33
Ponto 2 12,61 7,08 0,17 12,62 17,32
Ponto 3 9,26 3,98 0,08 9,98 17,22
Ponto 4 6,66 4,50 0,10 10,87 14,14
Ponto 5 7,38 4,49 0,10 10,46 12,74
Ponto 6 7,45 4,34 0,10 9,28 11,02
Ponto 7 5,43 2,40 0,79 8,63 9,04
Ponto 8 3,99 1,92 0,05 5,56 7,21
Ponto 9 2,04 2,05 0,03 4,79 8,33
Ponto 10 2,60 1,00 0,04 4,06 5,15
Ponto 11 0,89 0,76 0,07 2,93 3,45
Ponto 12 0,51 0,59 0,02 2,04 3,47
Ponto 13 0,77 0,64 0,05 1,28 2,55
Ponto 14 0,23 0,40 0,02 0,83 ---
Ponto 15 0,27 0,29 --- ---

De maneira geral, considerando as coletas de novembro e janeiro, meses mais secos, foi
possivel observar os menores valores de salinidade ocorrendo do ponto 11 ao ponto 15.
Do ponto 11 a 15 — menores valores. J& dos pontos 01 a 03 foram obtidos os maiores

valores de salinidade enquanto, nos pontos de 04 a 10 os valores foram medianos.

4.1.3. Temperatura
Os valores obtidos para temperatura, durante o periodo de estudo, em todos os pontos,
variaram de 19,75°C a 27,22°C (Tabela VIII), sendo que os maiores valores foram observados

em janeiro.
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Considerando as variagdes de temperatura em cada més de coleta, ndo foi possivel
observar grandes variagdes entre os pontos.

A temperatura apresentou uma variagdo sazonal comumente encontrada em regides
estuarinas tropicais (Camargo & Cancian, 2016), cujas temperaturas mais baixas sao sempre
observadas durante o outono ¢ inverno ¢ as mais altas durante o verao (Tabela 8).

Nao foram observadas diferencas significativas entre as temperaturas e os 15 pontos de
coleta em uma mesma campanha.

Tabela 8. Temperatura (°C) da agua e indices de precipitacio em todos os pontos de coleta, nas 5 campanhas
amostrais.

Fatores TEMPERATURA (° C)
DATAS DAS
COLETAS Nov./21 Jan./22 Mar./22 Maio/22 Ago./22
PRECIPITACAO

(mm) 0 1,4 98,0 114,6 23,7
Ponto 1 22,84 27,09 22,92 21,40 20,77
Ponto 2 23,00 27,20 23,10 20,07 20,60
Ponto 3 22,66 27,11 22,87 20,72 20,70
Ponto 4 22,66 27,14 22,83 20,64 20,64
Ponto 5 22,49 26,98 22,88 20,61 20,59
Ponto 6 22,86 27,01 22,92 20,53 20,67
Ponto 7 22,56 27,22 23,60 20,46 20,40
Ponto 8 22,53 26,78 23,02 20,26 20,48
Ponto 9 22,44 26,51 23,00 20,18 20,56
Ponto 10 22,67 26,37 2322 20,13 20,28
Ponto 11 22,27 26,34 23,43 20,00 20,25
Ponto 12 22,35 26,17 23,06 19,93 20,15
Ponto 13 22,39 26,07 23,17 19,75 20,08
Ponto 14 22,90 26,05 22,92 19,81
Ponto 15 22,13 25,92
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4.2. Densidades de Bactérias Indicadoras

4.2.1 Densidade de Escherichia coli

Os valores obtidos quanto aos resultados das densidades de Escherichia coli
encontrados nas aguas do rio Itanhaém, durante todo o periodo de estudo, estdo apresentados
na Tabela 9.

As densidades de E. coli variaram, considerando todos os pontos de coleta em todo
periodo de estudo, de 212 a > 3000 UFC 100ml'. De acordo com a tabela 9 é possivel observar
que as densidades de E. coli, foram abaixo ao valor de 1000 UFC 100ml! em 9 amostras ou
seja 11% de um total de 70 amostras

Densidades de E. coli acima de 1000 UFC 100ml! foram obtidas em 61 amostras de
um total de 70 ou seja 89% dos resultados, com destaque para as coletas de maio, na qual todos
os pontos apresentaram densidades superiores a 3000 UFC 100ml™".

As menores densidades de E. coli foram obtidas nas amostras de agua doce, coletadas
mais proximas a nascente do rio, com os menores valores ocorrendo durante os meses de

novembro e agosto, nos pontos 11 ao 15 (Figura 12).
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Tabela 9 — Densidades de Escherichia coli (UFC 100ml ') nas amostras de 4gua nos 15 pontos de coletas do
Rio Itanhaém, nas 5 campanhas de amostragem, de novembro de 2021 a agosto de 2022. Os niimeros em

vermelho indicam valores acima dos permitidos na legislacio CONAMA 357 (1000 UFC 100ml™).

Pontos de

Coletas Novembro/21 Janeiro/22 | Margo/22 Maio/22 Agosto/22
1 >3000 >3000 >3000 >3000 6370
2 >3000 >3000 >3000 >3000 5250
3 >3000 >3000 2460 >3000 5895
4 >3000 >3000 >3000 >3000 6035
5 2570 >3000 >3000 >3000 5860
6 >3000 >3000 >3000 >3000 4625
7 2955 >3000 >3000 >3000 4535
8 2405 1550 2490 >3000 1510
9 953 >3000 2750 >3000 1935
10 2265 1830 >3000 >3000 1110
11 640 1130 1260 >3000 585
12 302 1120 2940 >3000 620
13 392 1190 1140 >3000 835
14 300 >3000 . >3000 _
15 212 2520 o o o

Cabe ressaltar que o gradiente crescente das densidades de E. coli nos pontos de coleta

ocorreu no sentido da nascente para a foz do rio, maiores valores ocorrendo, de maneira geral,

nos pontos mais proximos aos adensamentos urbanos, entre os pontos 1 ao 7, em todas as coletas

realizadas. (Figura 12).
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Figura 12. Varia¢io das densidades de Escherichia coli (UFC 100ml’) nos 15 pontos de coleta do Rio
Itanhém, durante todo o periodo de coleta. A linha preta no grafico de E. coli indica o valor maximo
permitido pela legislacio CONAMA 357 (1000 UFC 100ml™Y).

A Figura 12 mostra que as maiores densidades bacterianas ocorreram nos pontos de
01 a 07 enquanto que, nos pontos de 11 a 15, foram obtidas as menores densidades, inclusive

com valores dentro dos limites permitidos na legislacao.

4.2.1.1. Escherichia coli e Fatores Abioticos
Para analisar as possiveis relacdes existentes entre as densidades de E. coli e os fatores
abioticos mensurados, foi realizado o teste de Correlagao de Pearson. Os valores de correlacao

(r) obtidos estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Coeficiente de Correlacio de Pearson (r) entre as densidades de Escherichia
coli e cada um dos fatores abidticos: Precipitacio (mm), Salinidade e Temperatura (°C).

Pontos de Coletas Precipitacdo Salinidade Temperatura

(mm) (°C)
1 -0,24 0,58 -0,51
2 -0,24 0,63 -0,44
3 -0,32 0,86 -0,43
4 -0,24 0,70 -0,45
5 -0,16 0,61 -0,43
6 -0,24 0,59 -0,45
7 -0,23 0,57 -0,48
8 0,74 -0,32 -0,45
9 0,57 0,39 0,12
10 0,76 -0,45 -0,04
11 0,78 0,28 -0,31
12 0,95 -0,19 -0,16
13 0,76 0,04 -0,38
14 0,51 0,72 0,01
15 0,51 1,00 1,00

Em rela¢do a Temperatura e as densidades bacterianas, os valores de r obtidos foram
negativos na maioria dos pontos de coleta, a exce¢do dos pontos 9, 14 e 15, mostrando a
existéncia de correlagdo inversamente proporcional entre os fatores (Tabela. 10) entretanto, a
relagdo foi fraca (< 0,5) em todos os pontos, a exce¢ao do ponto 15.

Ja com relacdo aos valores de correlagdo entre a precipitagdo e as densidades de E.
coli, foi possivel afirmar que, nos pontos de coleta de 08 a 15, mais proximos a nascente € com
menor ocupagdo humana, os valores de (r) obtidos foram positivos, indicando a existéncia de
uma relagdo direta entre as densidades de E. coli e indices de precipitagdo, ou seja, um aumento
de precipitagdo coincidiu com aumento nas densidades bacterianas.

J& na por¢ao do rio mais proxima a Foz e com maiores areas ocupadas, pontos 1 a 7,
os valores de correlagdo foram negativos mostrando relacdo inversa entre a densidade de
bactérias e os indices de precipitacdo, ou seja, um aumento da precipitacao foi coincidente a
diminui¢do na densidade de E. coli.

Correlagdes mais fortes (r > 0,5) entre precipitacdo e densidades de bactérias foram

obtidas nos pontos de coleta de 08 a 15, regido mais proxima a nascente, o que indica que, nas
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regides com menores ocupacdes humanas, os resultados mais previsiveis ocorrem com menor
interferéncia de fatores antropicos externos ao ambiente. Enquanto que, nos pontos mais
proximos a Foz, com maior ocupagdo humana, a interferéncia de outros fatores (ocupagao,
despejos de esgotos domésticos, agricultura, criagdo animal) as correlagdo foram fracas (r <
0,25).
Valores de r (acima de 0,5) foram obtidos nos pontos de coletade 1 a 7, 14 e 15 indicando uma
correlagdo direta de moderada a forte entre estes fatores (Densidade de E. coli e Salinidade).
Em relagdo a correlagao entre as densidades de E. coli ¢ a salinidade, em 12 dos 15
pontos de coletas, os valores de r obtidos foram positivos, indicando a existéncia de uma relagao
direta.
Na Figura 13 ¢ possivel observar que, a exce¢do do més de marco, em todas as outras

coletas, a diminui¢do da salinidade foi acompanhada pela diminuigdo das densidades bacteriana
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Figura 13. Variacio das densidades de E. coli e dos valores de salinidade, em todos os pontos de coleta,
durante todo o periodo de estudo, (A) novembro/21, (B) janeiro/22, (C) marc¢o/22, (D) maio/22 e (E)
agosto/22. A linha vermelha no grifico representa o valor maximo (1000 UFC 100ml™') de E. coli

permitido pela legislacio.
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4.2.2 Densidade de Enterococcus sp

Os valores obtidos quanto as densidades de Enterococcus sp encontrados nas aguas do

rio Itanhaém, durante todo o periodo de estudo, estao representados na Tabela 11.

As densidades de Enterococcus sp variaram, considerando todos os pontos de coleta

em todo periodo de estudo, de 190 a 4500 UFC 100ml™'. De acordo com a Tabela 11 ¢ possivel

observar que as densidades de Enterococcus sp, foram abaixo ao valor de 400 UFC 100ml™! em

22 amostras, de um total de 70 amostras, ou seja 31%.

Densidades de Enterococcus sp acima de 400 UFC 100ml!, em 48 de um total de 70

amostras, ou seja 69% das amostras com destaque para as coletas de mar¢o e maio, nas quais

quase todos os pontos tiveram densidades superiores a 400 UFC 100ml! com exceco do ponto

12 em maio.

Tabela 11. Densidades de Enterococcus sp (UFC 100ml"') nas amostras de 4gua nos 15 pontos de
coleta no Rio Itanhaém, nas 5 campanhas de amostragem, de novembro de 2021 a agosto de 2022. Os
niumeros em vermelho indicam valores acima dos permitidos pela legislacio CONAMA 274 (400 UFC

100mI™).
Pontos de
Coletas | Novembro/21 | Janeiro/22 | Mar¢o/22 | Maio/22 | Agosto/22

1 385 1364 3660 3330 825
2 398 1022 4402 3220 940
3 356 744 3424 4500 755
4 350 1583 2570 2320 1055
5 433 1001 2676 1700 855
6 409 1417 2434 1620 910
7 429 431 3862 3000 865
8 374 187 2280 1650 460
9 428 210 3602 1580 500
10 402 184 2790 1440 350
11 387 147 1888 1660 250
12 239 199 3600 370 250
13 418 53 2488 1170 190
14 348 194 1780

15 284 174 - —_— —_—

As menores densidades de Enterococcus sp foram obtidas nas amostras de agua doce,

coletadas mais proximas a nascente do rio, com exce¢do das semanas de maiores precipitagdes.
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Cabe ressaltar que o gradiente crescente das densidades de Enterococcus sp nas coletas
de janeiro a agosto apresentaram-se no sentido da nascente para a foz do rio, com os maiores
valores ocorrendo, nos pontos mais proximos aos adensamentos urbanos, entre 1 € 7 em janeiro
e entre 1 ¢ 9 em agosto (Figura 14).

Durante o més de novembro/21 as densidades de Enterococcus sp apresentaram valores
entre 239 e 433 UFC 100ml! entre os pontos, sendo apenas 6 pontos com valores acima de 400

UFC 100ml! (Figura 14).
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Figura 14 - Densidades de Enterococcus sp (100ml UFC 100ml") nos 15 pontos de coleta do Rio Itanhém,
durante todo o periodo de coleta. O limite representado pela linha preta no grafico (400 UFC 100ml!) de
Enterococcus sp indicam o valor maximo permitido pela legislacio
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4.2.2.1 Enterococcus sp e os Fatores Abidticos

Para analisar as possiveis relagdes existentes entre as densidades de Enfterococcus sp
e os fatores Abioticos mensurados, foi realizado o teste de Correlagao de Pearson. Os valores
de correlacao (r) obtidos estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Coeficiente de Correlacio de Pearson (r) entre as densidades de Enterococcus sp e
cada um dos fatores abidticos: Precipitacdo (mm), Salinidade e Temperatura (°C)

Pontos de Precipitacdo Salinidade Temperatura
Coletas (mm) °C)
1 0,94 -0,68 -0,13
2 0,92 -0,65 -0,25
3 0,99 -0,30 -0,45
4 0,85 -0,37 -0,03
5 0,84 -0,59 -0,08
6 0,75 -0,70 0,09
7 0,95 -0,21 -0,26
8 0,93 -0,39 -0,33
9 0,80 -0,48 -0,16
10 0,84 -0,46 -0,14
11 0,96 -0,14 -0,26
12 0,55 -0,50 0,13
13 0,80 -0,56 -0,09
14 1,00 0,93 -0,90
15 -1,00 -1,00 -1,00

Em relagdo a precipitacao e as densidades de Enterococcus sp, os valores de (1) obtidos
foram todos positivos, a excecao do ponto 15, e acima de 0,5, indicando a existéncia de uma

forte relacdo direta entre a densidade de Enterococcus sp e a precipitacdo. Ou seja, quando a
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precipitagdo aumenta, as densidades de Enferococcus sp também aumentam e vice-versa. Nao
foi possivel observar diferengas entre a correlagdo destes fatores entre os pontos mais proximos
a nascente ou a Foz, a semelhanca do que foi possivel para E. coli.

Ja considerando a salinidade, os resultados obtidos (Tabela 12) foram diferentes
daqueles esperados com base em dados da literatura. Os valores de (r) obtidos nos testes entre
densidades de Enterococcus sp e a salinidade, foram todos negativos, indicando uma relagao
inversamente proporcional. Ou seja, aumentos na salinidade coincidem com diminuigdes nas
densidades de bactérias enquanto que, em salinidade maiores, as densidades de bactérias
diminuem.

Cabe destacar que, além de inversamente proporcional, os valores de r obtidos nos
pontos demonstraram forte relagdo inversa entre salinidade e a densidade de bactérias (<0,5) na

maioria dos pontos de coleta.
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Em relacdo a temperatura, conforme ¢ possivel observar na Tabela 12, a correlagdo
com a densidade de Enterococcus sp foi negativa, com exceg¢ao do ponto 12, demonstrando a
existéncia de uma relagdo inversamente proporcional, ou seja, aumentos de temperatura sao

acompanhados por diminui¢do nas densidades de bactérias e vice-versa.

4.3 Analises Metagenomica

4.3.1. Densidades de Bactérias Indicadoras

Concomitantemente as coletas de amostras para a realizagdo das analises de
metagendmica, também foram coletadas amostras, no mesmo local, para determinacdo da
salinidade e das densidades das bactérias indicadoras, Escherichia coli € Enterococcus sp.

A Tabela 13 apresenta os valores de salinidade e de densidades de bactérias presentes,
quando das coletas para as analises moleculares, em &aguas doces, salobras e salinas.
Observando a tabela é possivel notar que, o maior valor de densidade de Enterococcus sp

ocorreu na dgua doce, enquanto que, para E. coli, a maior densidade foi obtida em dgua salobra.

Tabela 13. Densidades de Escherichia coli e Enterococcus sp em agua doce (0,1),

salobra (15,0) e 4gua salgada (35,0).

Densidade em Salinidade Salinidade Salinidade

UFC 100ml-1 0,1 15,0 35,0
Escherichia coli 980 >3000 1130
Enterococcus sp 910 900 300

4.3.2. Abundancia, Diversidade e Riqueza (no total de amostras)

A composi¢do da comunidade bacteriana, considerando o total dos trés ambientes
estudados, agua doce, salobra e salgada, foi analisada em diferentes niveis taxonomicos, Filo,
Classe e Espécie.

Os Filos identificados foram, Proteobacteria, Bacteroidete, Actinobacteria,
Cyanobacteria e Bacillota

Dentro do Filo Proteobactéria foram identificadas 4 Classes distintas,
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Epsylonproteobacteria e Gammaproteobacteria. No

Filo Bacteroidete foram identificadas 4 classes sendo a Cyfophagia com maior abundancia. O
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Filo Actinobacteria foi identificado com 2 Classes sendo a Actinobacteria com maior
abundancia. O Filo Cyanobacteria foram identificadas 2 ordens sendo a Synechococcales com
maior abundancia.

Em relagdo a frequéncia, considerando os 3 tipos de ambientes juntos, as 10 espécies
que ocorreram mais vezes nas amostras coletadas foram identificadas como Arcobacter
cryaerophilus, Synechococcus sp., Limnohabitans curvus, Candidatus Pelagibacter ubique,
Curvibacter delicatus, Candidatus Rhodoluna limnophila, Novosphingobium resinovorum,
Methylocystis parvus e Sulfuricurvum kujiense. (Figura 16A).

Ja em relagdo a abundancia de espécies, as 10 espécies mais abundantes foram
identificadas  como  Aestuarium  zhoushanense,  Polynucleobacter  necessarius,
Marinobacterium sp, Arcobacter cryaerophilus, Methylocella sp, Aquirufa anterigensis,
Roseivivax lentus, Bacteroidetes bacterium, Gammaproteobacteria bacterium, Citreicella

marina. (Figura 16B).
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Figura 16. Espécies bacterianas mais frequentes (A) e espécies mais abundantes (B), considerando o

conjunto de aguas Doces, Salobras e Salinas.
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4.3.3. Abundancia, Frequéncia e Diversidade (4gua doce, salobra e salina)

Foram obtidas, no total, 34977 sequencias, sendo 11189 em agua doce, 12967 em agua salobra
e 10821 em 4gua salina (Figura 17). A ordem crescente da abundancia das sequéncias obtidas nos 3

tipos de dgua foi salobra>doce>salina.

Amostras com maior abundancia microbiologica e

# Salobra
& Doce
2847 581 5789 5358 5032
gaquéneias sequincias sequénclas  sequéncias  eequénclas U Salgada
# Doce
# Salgada

Figura 17. Distribui¢ao do niimero de sequéncias obtidas em amostras de agua Doce, Salobra e Salgada.

Agua Doce 18 sp
10.8%

Figura 18. Distribuicdo das 166 espécies no Diagrama de Venny 2.1 — (Oliveros, JC, 2007-2015)
Indicando a comunidade bacteriana core e comunidades tunicas presentes nos diferentes

ambientes de agua doce, salobra e salgada.
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4.3.3.1 Ocorréncia dos Principais Filos

Na 4gua doce, o Filo mais abundante foi Proteobacteria com 6764 sequéncias (60%
comparado com o total). O Bacteroidete foi o segundo maior Filo com 2915 sequéncias (26%
do total) e o terceiro Filo foi a Actinobactéria com 1439 sequéncias (13%). Os outros filos
apresentaram numeros de sequéncias bem menores, sendo o Filo Bacillota, com 41 sequéncias
e o Filo Cyanobacteria com 30 sequéncias, o quarto € o quinto, respectivamente, ambos

representando 1% ou menos do total. (Figura 19).

e

O Filo Proteobacteria

O Filo Bacteroidete
26% Filo Actinibacteria

OFilo Cyanobacteria

O Filo Bacillota

Figura 19. Porcentagem (%) de Filos mais abundantes identificados nas amostras de a4gua Doce.

Ja com relagdo a agua salobra o Filo de maior abundancia foi a Proteobacteria, com
11.962 sequéncias com 92% de ocorréncia comparados com os outros Filos. Os Bacteroidetes
foram o segundo Filo com 435 sequéncias (4%) e Cyanobacterias foram o terceiro Filo com
256 sequéncias (2%). O quarto filo com maior nimero de sequéncias foi Actinobactérias com

174 sequéncias (1%) e o quinto Filo foi o Bacillota com 140 sequéncias (1%). (Figura. 20).
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Figura 20. Porcentagem (%) de Filos mais abundantes identificados nas amostras de agua Salobra.

O Filo de maior abundancia na agua salina foi Proteobacteria, com 9169 sequéncias
compreendendo 85% do total de sequéncias. O segundo Filo mais abundante foi Cyanobacteria
com 1222 sequéncias (11%) e o terceiro Bacteroidete com 254 sequéncias (2%). O quarto e o
quinto Filo em abundancia na dgua salina foram respectivamente, Bacillota com 93 sequéncias

e Actinobacterias com 83 sequéncias (1%). (Fig. 21).
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O Filo Proteobacteria
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O Filo Cyanobacteria
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85%

Figura 21. Porcentagem (%) de Filos mais abundantes identificados nas amostras de agua Salina.
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4.3.3.2 Diversidade das Espécies

Ja, a diversidade de sequéncias em agua salgada foi muito semelhante aquelas da agua

salobra, 145 e 135 espécies, respectivamente. Ja em agua doce, foram obtidas 98 espécies. Estes

resultados mostram maior diversidade bacteriana ocorrendo em dguas salobras e salinas.

4.3.3.2.1 Diversidade das Espécies mais Abundantes

As espécies mais abundantes em aguas doces foi a Polynucleobacter necessarius

enquanto que, Aestuarium zhoushanense foi mais abundante tanto em aguas salobras quanto

em aguas salgadas (Tabela 14 e Figura 22)

Foram observadas 2 espécies que ocorreram apenas em agua doce, a Methylocella sp e

a Bacteroidetes bacterium. (Tabela 14 e Figura 22)

Ja em relagdo as espécies que ocorreram apenas em aguas salobras e salgadas, foram 4

espécies, Marinebacterium sp, Roseivivax lentus,

Citreicella marina (Tabela 14 e Figura 22).

Gammaproteobacteria bacterium e

Tabela 14. Microrganismos mais abundantes, total de sequéncias por espécie e a distribuicdo dos
organismos em agua Doce, Salobra e Salina e suas porcentagens

Microrganismos Aguadoce | Agua |AguaSalobra | Agua |AguaSalgada | Agua
Sequencias | doce % | Sequencias |[Salobra % | Sequencias |Salgada %
50 5197 4032
Aestuarium zhoushanense <1 52 >4
Polynucleobacter 2608 35 218 ) 111 5
necessarius
Marinobacterium sp. 0 0 1247 12 930 12
Arcobacter cryaerophilus 18 <1 1339 13 773 1
Methylocella sp. 2017 27 0 0 0 0
Aquirufa antheringensis 1484 20 114 1 43 1
Roseivivax lentus 0 17 849 9 680 9
Bacteroidetes bacterium 1323 18 0 0 0 0
Gammaproteobacteria 0 0 505 5 561 7
bacterium
Citreicella marina 0 0 632 6 406 5
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Figura 22. Bactérias mais abundantes e suas porcentagens de ocorréncia em aguas Doces, Salobras e Salinas

4.3.3.2.2 Diversidade das Espécies mais Frequentes

Em relagdo a frequéncia, foram 3 as espécies que mais apareceram nas coletas de dgua
doce, Limnohabitans curvus, Curvibacter delicatus e Candidatus Rhodoluna limnophila. Ja as
espécies mais frequentes foram as mesmas para agua salobra e salgada, Arcobacter
cryaerophilus, Synechococcus sp e Candidatus Pelagibacter ubique. Embora Synechococcus
sp tenha sido frequente nos 3 ambientes, sua ocorréncia foi maior em 4gua salgada (Tabela 15

Figura 23).
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Tabela 15. Microrganismos mais frequentes, total de sequéncias por espécie e a distribuicio dos organismos
em agua doce, salobra e salgada e suas porcentagens.

i i i ; Agua .
Microrganismos Agua dqce Agu? hgua Salqbra Agua . Salgada Agua OSalgada
Sequencias | doce % |Sequencias | Salobra % . %
Sequencias

Arcobacter cryaerophilus 18 2 1339 83 773 47
Synechococcus sp. 25 3 101 6 664 40
Limnohabitans curvus 310 36 25 2 14 11
Candidatus Pelagibacter ) <1 76 5 142 9
ubique
Curvibacter delicatus 174 20 6 <1 5 <1
Candidatus Rhodoluna 170 20 12 | 2 <1
limnophila
Escherichia coli 50 6 18 1 38 2
Novosphingobium 48 6 25 2 7 <1
resinovorum
Methylocystis parvus 45 5 5 <1 2 <1

. . <1
Sulfuricurvum kujiense 15 2 13 1 6
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Figura 23. Espécies mais frequentes e suas porcentagens de ocorréncia, identificadas em amostras de
aguas Doce, Salobra e Salina

4.3.4 Indice de Diversidade

A diversidade foi avaliada pelo indice de Shannon, enquanto a riqueza foi
determinada pelo nimero de OTUs sequéncias identificadas. Os valores de diversidade de
Shannon foram 2,54; 2,59 2,67 e a riqueza bacteriana foi determinado pelo niimero de
sequéncias 10821; 12967 e 11189 respectivamente, dgua doce, a4gua salobra e agua salgada.

Os indices de diversidade obtidos em &aguas doce, salobra e salina podem ser
classificados como elevados de acordo com o indice Shennon-Wiener (Tabela 16), ndo havendo
diferengas expressivas entre os 3 tipos de aguas. Ou seja, a comunidade bacteriana na parte
doce do rio € tao diversa quanto aquelas de aguas salobras e salinas.

Na agua salgada foi observado o maior valor do indice de Shennon-Wiener 2,67.
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Tabelal6: indice de diversidade de Shannon-Wiener e Equabilidade de Pielou

ndice Agua doce Agua Salobra Agua Salgada  Faixa de Valores
Diversidade Shennon-Wiener 2,54 2,59 2,67 1,5a3,5
Equabilidade Pielou 0,55 0,53 0,54 Oal

5. DISCUSSAO
5.1 Bactérias Indicadoras Fecais

Os estuarios marinhos urbanos estio frequentemente impactados por contaminagio de
diversas origens lancadas no meio desde efluentes industriais, processo de drenagem agricola
(fertilizantes e agrotoxicos), derrames acidentais e¢ ndo acidentais de lixo quimico e
domiciliares, bem como esgoto doméstico e industriais compostos organicos e inorganicos por
fontes pontuais e difusas, que acabam chegando aos rios aos mares gerando a contaminagao do
sistema hidrico (Crowell, et al., 2007; Prakit, et al. 2020).

Embora a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) tenha programas
de monitoramento da qualidade dos corpos hidricos interiores, no caso dos rios, este
monitoramento € mais esporadico e no caso das aguas superficiais do rio Itanhaém, ocorre em
apenas um ponto no pier da sede da DAEE e com a periodicidade mensal. Deste modo, as
informagdes sobre a qualidade microbiologica das dguas do Rio Itanhaém e de outros na regiao
sdo bastante escassas e, na maioria das vezes, indices elevados de contaminagdo fecal sdo
justificados pelos 6rgaos ambientais municipais, como ocasionados pela precipitagdo elevada.

Entretanto, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que, outros fatores,
além da precipitacdo, sdo responsaveis pelo aumento da contaminacao fecal do rio pois, apesar
da alta precipitacdo ocorrida no més de maio, a salinidade apresentou valores bastante altos
comparados aos verificados no més de margo, no qual houve baixa precipitagdo. Isto ocorreu
porque, no final de abril, més anterior a coleta, foram registradas chuvas intensas, ventos e
grande ressaca (Figura 11) ocasionando a entrada de 4gua salgada e o aprisionamento da mesma
no estudrio do rio, resultando em valores de salinidade mais altos ¢ maiores indices de
contaminagao ja que o rio apenas recebeu os efluentes, ndo ocorrendo sua dispersao e diluigdo.

(Boumgarten et al. 2001; Anderson et al. 2005; Melo 2015; Prakit et al. 2020).
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No presente estudo, os valores obtidos para as densidades das bactérias indicadoras de
contaminagdo fecal foram bastante elevados, sendo que, do total de amostras analisadas 89%
excederam os valores permitidos pela legislacao para Escherichia coli (CONAMA 357/05)
enquanto que, do total de amostras analisadas de Enterococcus sp, 69% excederam a legislacao
(CONAMA 274/00). Ou seja, as densidades de bactérias indicadoras mostram elevados indices
de contaminagdo, o que indica potenciais riscos a saide humana e animal, associados a
utilizacao da agua do rio para fins de balneabilidade, pesca e uso domésticos a violagao dos
padrdes de qualidade da dgua ja foi relatada em outros estudos (Melo, 2015). Foi constatado
que o ano todo, durante todas as coletas, as densidades de E. coli permanecem elevadas nos
pontos proximos a foz do rio, com densidades acima da legislagdo. A medida em que os pontos
avancaram em direcdo a nascente, as densidades de bactérias foram diminuindo, ou seja, as
maiores densidades ocorreram na area de maior urbanizacao.

De fato, varios estudos mostraram que, na auséncia de um tratamento de esgotos
eficiente, o aumento da urbaniza¢do tem impactos significativos na qualidade das aguas dos
corpos hidricos (Pinto, et al. 2012; Garcia-Aljaro et al. 2018; Prakit et al. 2020)

Ja nos pontos inseridos em areas menos urbanizadas, as densidades bacterianas foram
bem menores, o que indica que a contaminagdo fecal por fontes pontuais ¢ menor

A mesma tendéncia foi observada nas analises das densidades de Enterococcus sp,
com as maiores densidades ocorrendo proximo a foz e as menores proximos a nascente.

De acordo com este padrao ¢ possivel inferir que, na regido do rio préxima a nascente
existe a predominancia de polui¢do difusa com grande influéncia da precipitacdo no aumento
das densidades de bactérias, pela lixiviagdo das areas adjacentes. Enquanto que, na regidao do
rio proxima a foz a predominancia € de polui¢do pontual, intensa e constante, a qual ndo permite
identificar a influéncia de outros fatores menos significativos (Maipa, et al. 2001)

A relagdo direta entre, urbanizagdo sem saneamento adequado e perda da qualidade das
aguas (Sangodkar et al. 2020; Melo E Sarmento, 2019), foi corroborada pelo aumento das
densidades de E. coli e Enterococcus sp no més de janeiro, periodo no qual a populagdo
flutuante tem aumentos expressivos (Melo, 2015) e, consequentemente também dos residuos
domésticos produzidos.

No periodo das férias escolares, a populagdo de Itanhém que ¢ de 112476 habitantes
(Censo IBGE, 2022), chega a 300.000 habitantes, mais que o dobro de aumento na produgao

de residuos.
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Além do aumento da populacdo do municipio, durante o periodo de veraneio, ocorrem
grandes concentragdes de pessoas em regido proxima a foz do rio, na qual se concentram varias
atividades turisticas tais como, bares, restaurantes, marinas, piers, entre outras (Camargo &
Cancian, 2016).

A interferéncia das estacdes chuvosa e seca sobre a estrutura microbiana ja vem
sendo discutida em diversos trabalhos que fazem uso de bioindicadores, tais como Bouskill et
al. (2010) e Islam et al. (2017).

No presente trabalho, as densidades de E. coli apresentaram correlagdo negativa com
a precipitacdo nos pontos préximos a Foz enquanto que, em pontos mais préoximos a nascente
esta correlagdo foi positiva, embora fosse esperado que a correlagdo entre densidades de
bactérias e precipitacdo fosse sempre direta (Maipa, et al. 2001) ou seja, aumento da
precipitacdo com aumento nas densidades.

Neste estudo, a contaminag¢do constante e persistente pelo despejo de esgotos
domésticos provenientes da zona urbanizada e das areas rurais foi tdo elevada que mascarou o
efeito da precipitagdo no aumento das densidades de bactérias. Em outras palavras, a salinidade
teve um efeito muito menor do que aquele efeito constante ocasionado pelo despejo de efluentes
domésticos.

Do mesmo modo, alguns estudos ja avaliaram a influéncia da salinidade nas
densidades de bactérias do grupo Enterococcus sp (Bernardo, 2007; Pinto et al. 2012. Em
relacdo a salinidade, a relagdo com as densidades de E. coli foi positiva na grande maioria dos
pontos. Este fato ¢ muito importante pois pode indicar a existéncia de alguma afinidade da E.
coli com ambientes salobros e salinos. (Prakit, et al. 2020)

Contrariamente, a correlacdo entre salinidade e Enterococcus sp foi negativa
indicando que, quando aumenta a salinidade, diminui a densidade de bactérias o que pode
indicar que, neste ambiente, as bactérias do grupo Enterococcus parece nao ter afinidade por
sal. Embora seja diferente do obtido em muitos estudos (Byappanahalli et al. 2006) outros
trabalhos ja apontaram (Pinto et al. 2012; Stradiotto, 2013)

Segundo os estudos realizados por Prakit, et al. (2020) no canal Ala Wai no Havai e por
Graig et.al. (2004) em sedimentos, aguas superficiais marinhas e salobra em Adelaide as
densidades de E. coli foram maiores do que as de Enterococcus sp. em aguas de maior

salinidade.
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A bactéria Escherichia coli geralmente ¢ considerada mais susceptivel ao estresse
osmotico causado por altos niveis de salinidade do que Enterococcus sp e, portanto, decairia
mais rapidamente nessas condi¢oes (Cabelli et al. 1982; Evison, et al. 1988). Esta foi uma das
razoes importante para a selecdo de Enterococcus sp como indicadora ideal para avaliar a
qualidade microbiologica de dguas salobras e salinas (USEPA, 2012) (CONAMA 274/2000).

No presente trabalho, a observacdo de densidades mais elevadas de E. coli em aguas
salobras (at¢ 18,33), contraria as bases e os conhecimentos nos quais se baseiam algumas
legislagdes para o monitoramento da qualidade microbioldgica das dguas.

Alguns trabalhos tém comentado sobre a relagdo inversa entre a deteccdo de
Enterococcus sp e a salinidade (Bernardo, 2007; Pinto et al. 2012; Stradiotto, 2013). Na Nova
Zelandia, Sinton et al. (2002) mediante experimentos com mesocosmos utilizando aguas doces
e marinhas observaram maior persisténcia dos Enferococcus sp em aguas doces que em aguas
marinhas. Anderson, et al. (2005) pesquisaram a persisténcia e a sobrevivéncia de E. coli e
Enterococcus sp em aguas doces e marinha. As taxas de diminui¢do de E. coli foram,
significativamente, mais baixas que as de Enferococcus sp em aguas doces, mas ndo foram,
significativamente, diferentes em dguas marinhas. Além disto, temos que considerar que os
estudos que fundamentam as legislagdes vigentes foram realizados em outros paises, no
hemisfério norte, sob condigdes ambientais diferentes das nossas na américa do sul.

Maiores densidades bacterianas nos pontos com maiores salinidades podem indicar que
o fator salinidade ndo seja tdo estressante para a E. coli e a afinidade por sal de Enterococcus
sp seja variavel, de acordo com as caracteristicas climaticas e ambientais dos locais avaliados.

De fato, comparando os resultados obtidos neste trabalho para as densidades de E. coli
e de Enterococcus sp, € possivel afirmar que a E. coli foi mais restritiva considerando adguas
salobras, ja que, considerando os critérios para esta bactérias presentes na legislagdo, apenas
13% das amostras estariam dentro dos limites enquanto que, ao considerar os parametros da

densidade de Enterococcus sp, 31% das amostras atenderiam aos valores da legislacao.

5.2. Diversidade das Comunidades Bacterianas

A abundancia de bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria corrobora a informagao
de que este filo ¢ um dos mais diversos e abundantes de microrganismos, contribuindo para

funcdes ecologicas essenciais, como a degradacdo da matéria organica (Meyer et al. 2016),
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também ¢ o maior e o mais diverso grupo filogenético em ambientes aquaticos (Kersters, et.al.,
2006), compreendendo uma das maiores divisdes de procariontes.

As 5 classes deste filo que ocorreram em maior abundancia e diversificagao de espécies
nesse estudo, tanto em agua doce quanto em aguas salobras e salinas sao caracterizadas por
terem diferentes habitat como solo e dgua e sob diferentes condi¢des de salinidade, temperatura,
pH, oxigénio e nutrientes. Além disto, a presenga e a abundancia deste filo nas dguas do rio
Itanhaém indicam a presenca e a influéncia de esgoto doméstico (Leite et.al., 2024).

Em relagdo as classes deste filo, a ocorréncia da Classe Alphaproteobacteria
predominando em aguas salgadas e salobras e apresentando uma maior diversidade de espécies,
corroboram os resultados obtidos por Cury, et al. (2011). As bactérias desta classe foram
encontradas em maior abundancia no trabalho de Gregoracci et al. (2012) em 4dguas marinhas
onde as atividades antropogénicas (descarga de esgoto) também eram maiores.

A Classe Gammaproteobacteria foram identificadas com maior abundancia e
diversidade nas dguas salgadas e salobras. Em geral, a maior abundancia relativa de sequéncias
relacionadas a Gammproteobacteria correspondeu aos achados de (Bernhard et al., 2005;
Gregoracci et.al. 2012), que também estudaram a distribui¢do dos genes do 16S rRNA em maior
abundancia no sistemas estuarinos e marinhos.

A Classe Epsilonproteobacteria representa a menor € a mais recente linhagem
reconhecida dentro das Proteobactérias (Garrity et.al., 2005; Hsu e Lee, 2015; Levican et al.,
2016). A maior parte dessas bactérias encontradas no presente trabalho sdo patogénicas
corroborando com o trabalho de Fera et.al. (2004); Merga et al., (2014) detectadas no ambiente
costeiro do mar Mediterraneo no Estreito de Messina Itdlia com atividade antropogénica.

O Filo Cyanobacteria sao bactérias fotossintetizantes produtoras de oxigénio com alta
capacidade adaptativa por isso vivem bem em varios ambientes como solo imidos, 4gua doce,
salobra e salgada inclusive em ambientes extremos, sdo bactérias de grande importancia para o
meio ambiente desde os primordios (Wang et al. 2017). No presente trabalho estdo
representadas por 2 classes, sendo a maior abundéncia ¢ da classe Synechococcales em aguas
salgadas.

O Filo Proteobacteria também ¢ um grupo predominante em agua doce com a Classe
Betaproteobactéria com uma maior diversidade de espécies corroborando com o trabalho de
Newton et al., (2011) onde a correlagdo encontrada entre a abundancia desse grupo de bactérias

e sua producdo ao longo de um gradiente salino, sugerindo que a diminui¢do na abundancia
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dessas bactérias em altas salinidades foi causada por seu crescimento lento nessas condigoes,
também sdo comum em regides com atividades antropogénicas

O Filo Bacteroidetes compreendia 3 classes (Bacteroidia, Flavobacteriia e
Sphingobacteriia) recentes estudos, baseados na andlise de sequéncia do gene 16S rRNA,
justificam a formag¢ao de uma quarta classe Cyfophagy, Nakagawa (2010) a qual foi identificada
neste estudo como o segundo Filo mais abundante em 4gua doce. Estas descobertas sdo
consistentes com outros estudos que sugerem um dos Filos dominante em sistemas de dgua
doce associadas a descargas de esgoto corroborando com os trabalhos de Nascimento, et al.,
(2018); Shi et al. (2021); Xie et al. (2022); Newton et al. (2011).

O Filo Actinobacterias sio amplamente distribuidas no solo e agua doce Newton, et.
al. (2012), Han, et.al. (2016), No presente trabalho este Filo esta representado por 2 classes
sendo a maior abundancia da classe Actinobacteria encontra-se representada pelas espécies
nativas do bacteriopancton de agua doce caracteristicos de climas tropicais corroborando com

o trabalho de Hahn, et.al. (2009).

5.2.1. Espécies mais abundantes em Agua Doce:

As espécies Polynucleobacter necessarius (Betaproteobacteria), Methylocella sp
(Alphaproteobacteria), Aquirufa antheringensis e Bacteroidete bacterium Bacteroidetes
(Cytophagy) foram identificadas no presente trabalho em maior abundancia na agua doce
conforme descrito por Hosen et al., (2017); Mcdonald (2006); Thomas, et.al. (2012), sdao
bactérias importantes para a reciclagem de nutrientes tanto no solo como na dgua associadas a
atividades antropogénicas, muitas vezes podem ser carreadas do solo para rios e estuarios mais
proximos (Hahn et.al, 2009). A Methylocella sp ¢ uma bactéria Metanotroficas facultativas,
devido a sua versatilidade metabdlica e facil adaptacdo em ambientes de d4gua doce e em solos
umidos (Tanvir- Rahman 2011). O Bacteroidete bacterium além de realizar a reciclagem de
nutrientes também fazem a degradacao de substancias toxicas como hidrocarbonetos e metais

pesados tanto no solo como em rios auxiliando a preserva¢ao do meio (Thomas, et.al. 2011).

5.2.2 Espécies mais abundantes em Aguas Salobra e Salgada
Aestuarium zhoushanense (Alphaproteobacteria), Marinobacterium sp.
(Gammaproteobacteria),  Roseivivax lentus (Alphaproteobacteria), Citreicella marina

(Alphaproteobacteria), Gammaproteobacteria bacterium (Gammaproteobacteria) foram

63


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6527805/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6527805/#B22

bactérias identificadas em aguas salobras e salinas em maior abundancia o que corrobora com
os trabalhos de Xiao-Yun et.al. (2017), Sooyeon et.al. (2010), Lai, et.al. (2011), Jiang et al.
(2007), Duran-Viseras et.al. (2021), sdao bactérias que realizam a ciclagem de nutrientes em
ambientes costeiros, estuarinos e lagos salinos sdo halofilicas e algumas moderadamente
halofilicas, crescem em uma ampla variedade de temperatura, sdo associadas a areas com
atividades antropogénicas. A Citreicella marina, Gammaproteobacteria bacterium e
Marinobacterium sp sao bactérias comum de sedimentos costeiros e estuarinos (Lai, et.al. 2011;
Jiang et al. 2007; Duran-Viseras et.al. 2021). Segundo Xiao-Yun et.al. (2017), Duran-Viseras,
et al. (2021), A Aestuarium zhoushanense e Marinobacterium sp sao bactérias bioindicadores
de substancias toxicas conhecidas por sua capacidade de degradar monoxido de carbono,
compostos aromaticos, hidrocarbonetos e metais pesados tanto no estuario como em ambientes

marinhos contribuindo para a limpeza de ambientes contaminados.

5.2.3 Espécies mais frequentes Agua Doce

Limnohabitans curvus (Betaproteobacteria), Curvibacter delicatus
(Betaproteobacteria), Candidatus Rhodoluna limnophila (Actinobacteria) sdao bactérias que
embora ocorram em aguas doce, salobra e salina foram identificadas com maior frequéncia em
agua doce. Segundo Kasalicky et. Al. (2013), Denef et. al. (2020), sdo bactérias mais comum
em ambientes dulcicolas com atividades humanas/antropogénicas sdo responsaveis pela
ciclagem de nutrientes, com uma grande capacidade de responder a condi¢des de mudancgas
chamado “QI metabdlico” permitindo a utilizagdo de mais de um substrato (bactérias
oportunistas). Curvibacter delicatus e Candidatus Rhodoluna limnophila segundo Le et.al.
(2023) e Hahn et.al., (2009) sdo bactérias que podem servir como indica¢do de contaminagao
orginica, e para a biorremediacdo de diferentes compostos propiciando principalmente a

diversidade bacteriana nesses ambientes.

5.2.4 Espécies mais frequentes em Agua Salobra e Salgada

Synechococcus sp. (Cyanophyceae) ¢ um importante picoplancton fotossintético, possui
um mecanismo bastante eficiente para se adaptar as mudangas de salinidade e na intensidade
de luz (Kim et. al. 2018), possuem também a capacidade de sobreviver em uma ampla faixa de
temperatura. Mastala et al (1996) demonstrou que os microrganismos do género corresponde
as condigdes de temperatura encontrada em paises tropicais, o que torna propicia a
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sobrevivéncia do grupo em tais localidades (Rasconi et al, 2015). Os fatores descritos permitem
explicar a abundancia do mesmo nas amostras estudadas, uma vez que o género possui
ferramentas para adaptagdo e crescimento perante as variagdes fisico-quimicas, nos trés
ambientes estudados com uma maior abundancia identificada na dgua salgada.

A espécie Arcobacter cryaerophilus (Epsilonproteobactéria) anteriormente classificada
como Campylobacter cryaerophilus, Vandamme, et. al. (1991), podem ser utilizadas como
indicadores fecais por serem patdogenos para animais ¢ humanos, Oliveira et al (2020), foram
isolados de diferentes ambientes, solo, agua doce, dguas salobras e aguas marinhas, assim como
em, animais (frango, porco, caprinos e equinos) e frutos do mar, Fernandez et
al. (2001) e Collado et al. (2009). Nos estudos realizados a Arcobacter cryaerophilus foi
frequente nos trés ambientes com uma maior abundancia na agua salobra, onde os niveis de
contaminagdo fecal também sdo mais elevados, na 4gua salgada foram identificados com menor
frequéncia, indicando uma certa versatilidade dos mesmos em relagdo a variagdo do gradiente
de salinidade.

Como esperado, o resultado final deste estudo, incluindo a metagendomica, foi a
determinacdo de diferentes comunidades bacterianas, nos diferentes ambientes analisados nas
aguas doces, salobra e Regido Costeira proxima a desembocadura do rio Itanhaém. No entanto,
a caracteristica mais marcante do estudo foi a descri¢ao inédita das comunidades microbianas
nesses ambientes, sua dindmica e interagdo com o ecossistema aquatico, por meio de analises
Metagendmicas DNA ambiental (eDNA).

A salinidade foi um fator abidtico fundamental na modulagdo da composicao
microbiana da comunidade aquatica corroborando com (Lozupone e Knight 2007; Silveira et
al. 2011). Além disso, as anélises de sobreposi¢cdes demonstraram os nimeros de OTUs agrupou
com 97% de similaridade entre bibliotecas geradas a partir dos métodos metagendmicos
(eDNA).

As analises das coordenadas principais também demonstraram uma clara separagao
entre as comunidades reveladas a partir do DNA ambiental e entre as amostras da dgua doce
(Rio Itanhaém), da dguas salobras (Boca da Barra Foz do rio Itanhaém) e da agua salgada,
demonstrando que a salinidade foi um fator importante na modulacdo da composi¢do

microbiana da comunidade corroborando com (Lozupone et.al., 2007; Silveira et al, 2011).
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Pesquisas anteriores demonstraram que o status tréfico dos ambientes aquaticos
desempenha um papel fundamental na formacdo da estrutura taxondmica e diversidade das
comunidades microbianas planctonicas Shen et al., (2019); Li et al., (2022).

Estudos frequentemente associaram a eutrofizacao e o langamento de esgoto com a
diminui¢ao da diversidade bacteriana Xie et al., (2022); Shen et al., (2019); Wang et al., (2022)
0 que ¢ uma aparente contradicdo quando observada a maior diversidade na area em estudo
impactada pelo esgoto. Isso pode ser explicado pelo “input” de microrganismos via efluente
doméstico bruto misturado com comunidades bacterianas do escoamento natural e urbano, bem
como esgoto tratado de uma estacdo de tratamento (ETE) que drena para essa parte das aguas
fluviais. O estudo de Li, Y., et.al (2022) descobriu um aumento na riqueza da comunidade
bacteriana ao longo de uma secdo de rio que recebe esgoto bruto, mas que ¢ misturado com
esgoto tratado, bem como outros aportes hidricos de outros rios que contribui para o aumento

da diversidade microbiana.

6 CONCLUSAO
6.1 Bactérias indicadoras fecais:

Durante todo periodo de estudo e, em praticamente todos os pontos de coleta do

Rio Itanhaém, as densidades de bactérias indicadoras fecais Escherichia coli e Enterococcus sp

foram bastante elevadas caracterizando a regido de estudo como um estuério urbano impactado
pelas atividades antropogénicas.

» A regido do entorno da Foz do rio, mais urbanizada e mais populosa tem sua

contaminagdo causada principalmente por fontes pontuais enquanto que, na regido do

entorno da nascente do rio, menos urbanizadas e com areas agricolas, a contaminagao

pode ser classificada como sendo principalmente de fontes difusas.

» Os efeitos da salinidade e da precipitacdo, nas densidades bacterianas, foram diferentes
para as 2 espécies de bactérias indicadoras estudadas. Enterococcus sp, indicadora
“ideal” para aguas salobras e salinas, sofreu mais influéncia negativa da salinidade no
ambiente de 4gua salobra do que a E. coli, mais indicada para ambientes de dgua doce

o que indica a necessidade de mais estudos relacionados a escolha da melhor indicadora
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de contaminacdo por esgotos domésticos, considerando nos mesmos, as diferengas

climaticas, socio- ambientais e epidemioldgicas.

6.2 Diversidade Bacteriana
A investigacdo da diversidade bacteriana através da abordagem metagendmica ¢
pioneira no ecossistema aquatico do rio Itanhaém e permitiu o conhecimento das diversas

espécies bacterianas presentes no rio, no estudrio € no ambiente marinho.

» As comunidades bacterianas foram diferentes em aguas doce, salobra e salgada). Em
nivel de espécie, maior abundancia e maior riqueza ocorrem em aguas salobras e salinas.

» As espécies bacterianas de aguas salgadas e salobras divergem bastante das espécies de
agua doce.

» As espécies bacterianas em maior abundancia encontradas nos 3 diferentes gradientes
de salinidade, sdo caracteristicas de ambientes com maior atividade antropogénica,
indicando a presenca de bactérias especializadas capazes de utilizar componentes
organicos, isso aponta para um provavel potencial de autodepuracao.

» A ocorréncia de uma espécie abundante (Arcobacter cryaerophilus), utilizada como
indicadora fecal e com potencial patogénico zoondtico, corrobora com os elevados
indices de contaminagao da regido.

» As aguas da regido do rio Itanhaém podem ser uma fonte potencial para obtengdo de
espécies bacterianas de importancia biotecnologica;

> E possivel concluir que o presente estudo abre perspectivas para novos trabalhos
relacionados tanto a busca da bactéria indicadora de contaminacdo fecal ideal para
ambientes aquaticos tanto quanto pode auxiliar nos estudos para a gestdo desse

ecossistema produtivo e vulneravel.
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ANEXOS

Espécies encontradas em aguas continentais (doce)

Acetoanaerobium noterae
Acinetobacter junii
Acinetobacter parvus
Acinetobacter proteolyticus
Acinetobacter seohaensis
Acinetobacter sp.
Acinetobacter tjernbergiae
Actibacter sediminis
Aeromonas caviae
Aestuarium zhoushanense
Aquaspirillum putridiconchylium
Aquiluna borgnonia

Aquirufa antheringensis
Arcobacter aquimarinus
Arcobacter cryaerophilus
Arcobacter defluvii
Arcobacter ellisii
Aurantimicrobium minutum
Aureimarina marisflavi
Bacillus cereus

Bacteroides graminisolvens
Bacteroides uniformis
Bacteroidetes bacterium
Beijerinckia indica
Bifidobacterium adolescentis
Blautia wexlerae
Bradyrhizobium elkanii
Bradyrhizobium genosp. SA-1
Candidatus Flaviluna lacus
Candidatus Pelagibacter ubique
Candidatus Planktoluna difficilis

Candidatus Rhodoluna
limnophila
Candidatus Rhodoluna

planktonica
Chakrabartia godavariana

Citreicella thiooxidans
Clostridium beijerinckii
Clostridium disporicum



Clostridium guangxiense
Collinsella aerofaciens
Curvibacter delicatus
Donghicola eburneus
Escherichia coli
Faecalibacterium prausnitzii
Flavipsychrobacter stenotrophus
Flavobacterium aquatile
Flavobacterium cucumis
Flavobacterium keumense
Flavobacterium koreense
Flavobacterium macrobrachii

Flavobacterium succinicans

Fluviibacter
phosphoraccumulans

Formosa spongicola
Frankiales bacterium X5
Frigidibacter albus
Gaetbulibacter aquiaggeris
Hoeflea prorocentri
Hyphomicrobium facile
Limnohabitans australis
Limnohabitans curvus
Limnohabitans parvus
Methylobacterium fujisawaense
Methyloceanibacter caenitepidi
Methylocella sp.

Methylocystis bryophila
Methylocystis parvus
Methylosinus trichosporium
Novosphingobium barchaimii
Novosphingobium bradum

Novosphingobium fuchskuhlense

Novosphingobium
ginsenosidimutans

Novosphingobium
naphthalenivorans

Novosphingobium resinovorum

Ottowia flava

Paracoccus carotinifaciens

Parasynechococcus marenigrum

Polynucleobacter
cosmopolitanus

Polynucleobacter necessarius
Polynucleobacter rarus
Polynucleobacter wuianus



Pseudorhodobacter aquaticus

Pseudorhodobacter
psychrotolerans

Rhizobium halophytocola
Rhodobacter megalophilus
Rhodobacter vinaykumarii
Rhodoblastus acidophilus
Rhodoblastus sphagnicola
Rhodoferax sediminis
Rhodoluna lacicola
Romboutsia sp. LA1
Romboutsia timonensis
Sandaracinomonas limnophila
Sinirhodobacter hankyongi
Streptococcus equinus
Sulfuricurvum kujiense
Synechococcus sp.
Thalassolituus marinus
Thioclava arenosa
Trichococcus pasteurii

Espécies encontradas em agua salobra

Acetoanaerobium noterae
Acinetobacter haemolyticus
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter junii
Acinetobacter parvus
Acinetobacter proteolyticus
Acinetobacter seohaensis
Acinetobacter sp.
Acinetobacter tjernbergiae
Aequoribacter fuscus
Aeromonas caviae
Aeromonas dhakensis
Aeromonas sanarellii
Aeromonas veronii
Aestuariicola
saemankumensis
Aestuarium zhoushanense
Aquaspirillum
putridiconchylium
Aquaspirillum serpens



Aquiluna borgnonia
Aquirufa antheringensis
Arcobacter acticola
Arcobacter aquimarinus
Arcobacter bivalviorum
Arcobacter butzleri
Arcobacter cibarius
Arcobacter cryaerophilus
Arcobacter defluvii
Arcobacter ellisii
Arcobacter thereius
Aurantimicrobium minutum
Aureimarina marisflavi
Bacteroides graminisolvens
Bacteroides luti
Bacteroides uniformis
Bacteroides vulgatus
Bifidobacterium

adolescentis

Campylobacter sp.

Candidatus Actinomarina
minuta

Candidatus Flaviluna lacus

Candidatus Limnoluna
rubra

Candidatus Pelagibacter
ubique

Candidatus Planktoluna
difficilis

Candidatus Rhodoluna
limnophila

Candidatus Rhodoluna
planktonica

Chakrabartia godavariana

Citreicella marina

Citreicella thiooxidans

Cloacibacterium haliotis

Cloacibacterium
normanense

Bifidobacterium longum
Blautia luti

Blautia wexlerae )
Bradyrhizobium elkanii

Clostridium beijerinckii
Clostridium disporicum



Collinsella aerofaciens
Curvibacter delicatus
Desulfovibrio desulfuricans
Donghicola eburneus
Dorea longicatena
Escherichia coli
Eubacterium rectale
Faecalibacterium
prausnitzii
Flavobacterium cucumis
Flavobacterium keumense
Flavobacterium koreense
Flavobacterium succinicans
Fluviibacter
phosphoraccumulans
Formosa spongicola
Frankiales bacterium X5
Frigidibacter albus
Fusicatenibacter
saccharivorans
Gaetbulibacter aquiaggeris
Gammaproteobacteria
bacterium
Gemmobacter nectariphilus
Hoeflea prorocentri
Laribacter hongkongensis
Leisingera caerulea
Limnohabitans australis
Limnohabitans curvus
Limnohabitans parvus
Loktanella hongkongensis
Loktanella soesokkakensis
Lutimaribacter litoralis
Macellibacteroides
fermentans
Marinobacterium sp.
Marivita cryptomonadis
Megamonas funiformis
Methylobacterium
fujisawaense
Methyloceanibacter
caenitepidi
Methylocystis parvus
Novosphingobium
barchaimii
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Novosphingobium
fuchskuhlense
Novosphingobium
ginsenosidimutans
Novosphingobium
resinovorum
Oceanobacterium insulare
Parabacteroides chartae
Parabacteroides merdae
Paracoccus carotinifaciens
Paracoccus fistulariae
Parasynechococcus
marenigrum
Phaeobacter gallaeciensis
Photobacterium profundum
Polynucleobacter
cosmopolitanus
Polynucleobacter
necessarius
Polynucleobacter rarus
Porphyrobacter tepidarius
Prevotella copri
Proteocatella sphenisci
Pseudomonas aestusnigri
Pseudomonas
anguilliseptica
Pseudorhodobacter
aquaticus
Pseudorhodobacter
psychrotolerans
Psychrobacter nivimaris
Psychromarinibacter
halotolerans
Rhodobacter vinaykumarii
Rivicola pingtungensis
Romboutsia sp. LAl
Romboutsia timonensis
Roseivivax lentus
Ruminococcoides bili
Ruminococcus bromii
Ruminococcus faecis
Sinirhodobacter hankyongi
Streptococcus equinus
Sulfuricurvum kujiense
Sulfurospirillum deleyianum
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Synechococcus sp.
Thalassolituus marinus
Tolumonas auensis
Tolumonas osonensis
Trichococcus collinsii
Trichococcus pasteurii
Vibrio sagamiensis
Ruminococcus obeum

Espécies encontradas em agua salgada

Acetoanaerobium noterae
Acinetobacter haemolyticus
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter junii
Acinetobacter parvus
Acinetobacter proteolyticus
Acinetobacter seohaensis
Acinetobacter sp.
Acinetobacter tiernbergiae
Actibacter sediminis
Aequoribacter fuscus
Aeromonas caviae
Aeromonas dhakensis
Aeromonas sanarellii

Aeromonas veronii

Aestuariicola
saemankumensis

Aestuarium zhoushanense
Aquaspirillum
putridiconchylium
Aquaspirillum serpens
Aquiluna borgnonia
Aquirufa antheringensis
Arcobacter acticola
Arcobacter aquimarinus
Arcobacter bivalviorum
Arcobacter butzleri
Arcobacter cibarius
Arcobacter cryaerophilus
Arcobacter defluvii
Arcobacter ellisii
Aurantimicrobium minutum



minuta

difficilis

Aureimarina marisflavi
Bacteroides graminisolvens
Bacteroides luti

Bacteroides uniformis
Bacteroides vulgatus
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium longum
Blautia luti

Blautia wexlerae
Bradyrhizobium elkanii

Campylobacter sp.
Candidatus Actinomarina

Candidatus Flaviluna lacus
Candidatus Limnoluna rubra

Candidatus Pelagibacter ubique
Candidatus Planktoluna

Candidatus Rhodoluna

limnophila

Chakrabartia godavariana
Citreicella marina
Citreicella thiooxidans
Cloacibacterium haliotis
Cloacibacterium normanense
Clostridium beijerinckii
Clostridium disporicum
Clostridium guangxiense
Collinsella aerofaciens
Curvibacter delicatus
Desulfovibrio desulfuricans
Donghicola eburneus
Dorea longicatena
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Eubacterium rectale

Faecalibacterium prausnitzii
Flavipsychrobacter

stenotrophus

Flavobacterium cucumis
Flavobacterium keumense
Flavobacterium koreense

Flavobacterium succinicans
Fluviibacter

phosphoraccumulans

Formosa spongicola
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Frigidibacter albus

Fusicatenibacter
saccharivorans

Gaetbulibacter aquiaggeris

Gammaproteobacteria
bacterium

Gemmobacter nectariphilus
Hoeflea prorocentri
Laribacter hongkongensis
Leisingera caerulea
Limnohabitans australis
Limnohabitans curvus
Limnohabitans parvus
Loktanella hongkongensis
Loktanella soesokkakensis
Lutimaribacter litoralis

Macellibacteroides fermentans

Marinobacterium sp.
Marivita cryptomonadis

Megamonas funiformis
Methylobacterium
fujisawaense
Methyloceanibacter
caenitepidi
Methylocystis parvus
Moraxella osloensis
Novosphingobium barchaimii
Novosphingobium
fuchskuhlense
Novosphingobium
ginsenosidimutans
Novosphingobium
resinovorum

Oceanobacterium insulare
Parabacteroides chartae
Parabacteroides merdae
Paracoccus carotinifaciens

Paracoccus fistulariae

Parasynechococcus
marenigrum

Phaeobacter gallaeciensis

Photobacterium profundum

Polynucleobacter
cosmopolitanus

Polynucleobacter necessarius
Polynucleobacter rarus
Porphyrobacter tepidarius
Prevotella copri
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Proteocatella sphenisci

Pseudoalteromonas
fenneropenaei

Pseudomonas aestusnigri
Pseudomonas anguilliseptica

Pseudorhodobacter aquaticus

Pseudorhodobacter
psychrotolerans

Psychrobacter nivimaris

Psychromarinibacter
halotolerans

Rhodobacter megalophilus
Rhodobacter vinaykumarii
Rhodoluna lacicola
Rivicola pingtungensis
Romboutsia sp. LA1
Romboutsia timonensis
Roseivivax lentus
Ruminococcoides bili
Ruminococcus bromii
Ruminococcus faecis
Ruminococcus obeum
Sandaracinomonas limnophila
Sinirhodobacter hankyongi
Skermania piniformis
Streptococcus equinus
Sulfuricurvum kujiense
Sulfurospirillum deleyianum
Synechococcus sp.
Thalassolituus marinus
Thioclava arenosa
Tolumonas auensis
Tolumonas osonensis
Trichococcus collinsii
Trichococcus pasteurii
Vibrio azureus

Vibrio chagasii

Vibrio sagamiensis



