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COMUNIDADE BACTERIANA EM VIVEIROS DE AQUICULTURA

RESUMO - O trabalho objetiva avaliar o papel da comunidade bacteriana na
dindmica dos sedimentos. No presente trabalho, compararam-se as comunidades
bacterianas presentes em sedimentos de dois viveiros de piscicultura, um reservatorio
de agua (V1) e o outro com condicdes de elevada carga orgéanica (V4), os quais estao
inseridos em um sistema sequencial com fluxo continuo de agua. As coletas de
sedimentos foram realizadas em dois periodos distintos, um sendo na seca (Julho e
Agosto/2012) e outro na chuva (Janeiro e Fevereiro/2012). A comunidade bacteriana
foi avaliada através do sequenciamento do gene 16S rRNA. Os filos bacterianos
permaneceram praticamente inalterados nas amostras V1 comparadas nas duas
épocas estudadas. Nas amostras do V4 observou-se variagdo na frequéncia dos
organismos encontrados em relacao as diferentes coletas. A predominancia em V1 foi
dos filos Firmicutes seguido do Proteobacteria, Acidobacteria e Actinobacteria. No V4,
0 maior niumero de sequéncias encontradas pertencia ao filo Proteobacteria, seguido
de  Acidobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chloroflexi, Nitrospira,
Gemmatimonadetes e TM7. A comparacéo da populacdo bacteriana dos dois viveiros
estudados em diferentes épocas mostrou que as bactérias variam de acordo com as
condicBes climaticas e estdo intimamente interligadas com a concentracdo de
nutrientes do local. Estas diferencas sado importantes na elucidacdo do papel
desenvolvido pelos procariotos na dindmica dos sedimentos.

Palavras-chave: Aquicultura, Metagenoma,16S rDNA,
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BACTERIAL COMMUNITIES IN FISH FARMING

ABSTRACT — The aim of this study was identify the bacterial communities in
dynamic of the sediment. In this study, we compared the bacterial communities present
in sediment of two fish farm pond a used as water reservoir (V1) and the other with
conditions of high nutrient load (V4), which are inserted in a sequential system with
continous water flow (six ponds). The sediment sampling were conducted in two
distinct periods one in dry season (July and August/2012) and another in the rain
(January and February/2012). The bacterial community was assessed by sequencing
the 16S rRNA. Through this data we observed in V1 regardless of time of year the
bacterials phyla remained virtually unchanged.In V4 samples, was observed a
variation in the frequency of organisms found in relation to different collections. In V1
was the predominance of the Phylum Firmicutes followed
Proteobacteria, Acidobacteria and Actinobacteria. The largest number of sequences
found at V4 belonged to the Proteobacteria phylum followed Acidobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Chloroflexi, Nitrospira, Gemmatimonadetes and TM7. A comparison of
the bacterial population of the two ponds studied at different times showed that the
bacteria at these sites varies according to the climatic conditions and are closely linked
with nutrient concentration local. These differences are important in elucidating the role
played by prokaryotes in the sediment dynamics.

Keywords: aquaculture, metagenomic, gene 16S rRNA.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura tem se intensificado nos ultimos anos modificando as
caracteristicas dos ecossistemas de agua doce, entretanto a 4gua e o sedimento sao
compartimentos de grande importancia para a manutencdo desta atividade. A
implementacéo de sistemas de criacdo de peixes leva a modificacdo das condicdes
ambientais, seja pela alteracdo da flora, fauna, sedimentos e em muitos casos do
clima, de forma mais moderada. Portanto, estudos que tenham por objetivo o
entendimento holistico dos sistemas de criacdo de peixes poderdo garantir um meio
ambiente adequado e uma producao de peixes sustentavel.

Os sedimentos de viveiros de aquicultura séo relacionados com 0s processos
biogeoquimicos e estes processos sao amplamente mediados por procariotos. Assim,
as propriedades e particularidades dos sedimentos sdo extremamente associadas
com a estrutura das comunidades microbianas presentes neste ecossistema. O
entendimento sobre o papel dos microrganismos em termos de suas interacdes
troficas e suas participacdes nos processos biogeoquimicos vem promovendo novas
linhas de pesquisa na aquicultura com a finalidade de propiciar cultivos menos
agressivos e mais equilibrados em termos do relacionamento entre 0s microrganismos
e os cultivos.

Sob estes aspectos, 0 sequenciamento do gene 16S rRNA, é uma importante
ferramenta da biologia molecular, para o estudo e identificacdo das bactérias
presentes neste habitat. Assim, a caracterizacdo da diversidade de bactérias deste
ecossistema podera contribuir para o entendimento do papel desenvolvido por estes
organismos procariotos na dinamica dos sedimentos.

O objetivo do presente trabalho foi a comparacéo das comunidades bacterianas
presentes em sedimentos de dois viveiros rasos, em dois periodos climaticos
caracteristicos (seca e chuva), através do sequenciamento da regido V1 e V2 do gene
16S rRNA.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia do sedimento na Aquicultura

O sedimento de viveiros de aquicultura consiste de uma mistura de particulas
do solo de varios tamanhos e estagios diferentes de decomposicdo da matéria
organica. Do ponto de vista de energia, 0 sedimento & o compartimento que funciona
como reservatorio de nutrientes para os demais componentes do viveiro, onde
ocorrem processos bioldgicos, fisicos e quimicos, afetando o metabolismo de todo o
sistema (BOYD, 1995).

O mesmo autor destaca que o0s solos de viveiros sdo conglomerados de
diferentes perfis, completamente embutidos em agua e destituidos de espacos com
ar. Viveiros em grandes areas represadas possibilitam a entrada de nutrientes
dissolvidos e particulas de solo devido a lixiviagdo. O processo de sedimentacdo da
matéria organica, que comumente ocorre em viveiro devido ao manejo empregado,
modifica as propriedades do solo Grande parte da armazenagem de substancias,
processos quimicos e bioldgicos, substancias suspensas e dissolvidas sdo derivados
ou dependem da interacdo com o sedimento. Substancias que entram no solo podem
ser armazenadas permanentemente ou podem ser transformadas em outras por meio
fisico, quimicos ou bioldgicos e, liberadas para a Agua, por meio de mudancas (trocas)
de ions, dissolucao (equilibrio) e decomposicéo. O fluxo de agua no fundo do viveiro
tem papel importante na decomposicéo do nitrogénio, fésforo e célcio (BOYD, 1995).

No sedimento, ocorrem processos e reagcdes que em muitas vezes séo
responsaveis pela alteracdo da coluna d” agua. Dentre as reacdes estdo a dissolucao,
a hidrolise, a neutralizacéo, a oxidacao, a reducao, a adsorcdo, a mudanca de cations
e a hidratacdo e dentre os processos pode-se citar a sedimentacdo, a decomposicao,
a fotossintese, a difuséo, a infiltragdo, a eroséo e a ressuspenséo (BOYD, 1982).

O sedimento em sistemas artificiais rasos € o principal compartimento com
interferéncia direta nas condi¢des limnoldgicas dos viveiros de criacdo de peixes. O
manejo empregado na aquicultura e as condi¢cdes climéticas locais afetam o
sedimento que por sua vez pode impactar diretamente na coluna d agua (SIPAUBA-
TAVARES et al, 2013).
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Um dos principais impactos associados com a criagcdo de peixes resulta dos
residuos metabdlicos, fezes e alimento nao digerido (TALBOT e HOLE, 1994). Os
residuos solidos estdo suspensos ou acumulados sobre o sedimento e sao
constituidos, principalmente, de carbono organico e compostos de nitrogénio. Ja os
residuos sollveis sdo, geralmente, derivados de produtos metabdlicos do cultivo ou
s&o produtos da decomposicio e lixiviagdo (YOO et al., 1995; SIPAUBA-TAVARES,
2000).

Neste contexto, a eutrofizagcdo dos recursos hidricos € um dos maiores
impactos causados pela aquicultura (BOYD et al. 2005), pois o aumento da
disponibilidade de nitrogénio e fésforo é fator primordial para elevar o grau de trofia
das aguas superficiais e a degradacéo desses ecossistemas (CHEN et al., 2010). Sob
esse aspecto, a disponibilidade de oxigénio, elemento necessario para a respiracao
dos organismos e decomposicao de detritos também é comprometida, uma vez que a
adicdo de alimento aumenta a demanda por este gas. Segundo Kaur & Ansal (2010),
a deplecédo de oxigénio dissolvido resulta na producdo de gases toxicos como o COz,
H2S, NHs, etc., além de poder disseminar doengas parasitarias.

Dentre os nutrientes dissolvidos na agua, os mais importantes para determinar
padrdes de qualidade sdo os compostos fosfatados e nitrogenados (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2011). Somente parte dos nutrientes dos alimentos e fertilizantes
compde o produto final da producéo, os restos ndo consumidos podem permanecer
no sedimento, sendo mineralizados pelas bactérias ou disponibilizados na coluna
d’agua. A decomposicdo da matéria organica (fezes, restos de animais mortos,
alimento fornecido e ndo consumido) favorece o aumento da concentragdo de N e P,
pois durante esse processo ha liberacdo de formas sollveis de nitrogénio (ex. nitrito,
nitrato, amonio, aminoacidos) e fosforo (ex. ortofosfatos, fosfoproteinas, fosfolipideos)
(MIRES ,1995).

Grande fracdo do N e P ndo utilizado pela biota aquatica se acumula no
sedimento podendo ser armazenado em uma proporcao de 100 a 1000 vezes mais
concentrado do que na coluna d’agua. Assim sendo, 0 monitoramento da agua e do
sedimento serve como importante mecanismo para evitar a eutrofizacdo ou mesmo o
florescimento de algas que geralmente ocorre em ambientes ricos em nutrientes como

0s viveiros e os tanques de piscicultura (RAHMAN et. al, 2008).



18

Embora o fosforo seja encontrado em concentragdes menores na agua, ele
um elemento metabdlico chave e sua disponibilidade frequentemente regula a
produtividade nas aguas naturais. Em piscicultura, a dinamica do fosforo € controlada
pelo arracoamento e fertilizacdo dos tanques e viveiros. Entre as formas de P, as
formas sollveis de P-ortofosfato (H2POs, HPO4?", PO4%) assumem maior relevancia
por serem as principais formas assimiladas pelos vegetais aquéticos (ESTEVES &
PANOSSO, 2011).

Entre os principais compostos nitrogenados estao o nitrogénio amoniacal (N-
amoniacal) e o nitrito (N-NO2) (SHISHEHCHIAN et al., 1999). Estes compostos s&o
observados em aguas com elevadas concentracdes de nutrientes ou em camadas de
agua mais profundas com grande acumulo quando ocorre a decomposicdo aerdbica
(ONO & KUBITZA, 2003). O N-amoniacal é um produto da excrecao nitrogenada e
também da decomposicdo aerobica (BOYD & ZIMMERMANN, 2010).

Em sistemas de cultivo fechados, com minima ou nenhuma troca de agua, o
sedimento pode atuar como fonte de macronutrientes, tais como nitrogénio e fésforo
ou pode ainda conter elevadas concentracdes de micronutrientes que, geralmente,
nao estdo presentes em grandes concentragdes na coluna d’agua (cobre, ferro,
manganés e zinco), porém em excesso podem prejudicar toda a producdo
(AVNIMELECH & RITVO, 2003).

O potencial de um viveiro para a producéo de peixes pode ser determinado por
meio de andlise quimica do sedimento, determinando-se pH, os teores de fésforo,
nitrogénio e carbono inorganico e a relacdo carbono/ nitrogénio (BOYD,1995). Na
maioria dos ecossistemas aquaticos continentais, a concentracdo dos compostos
quimicos no sedimento € significativamente maior do que nos demais
compartimentos, portanto, o sedimento funciona como um reservatério de nutrientes
influenciando o trofismo do meio aquatico (BOYD, 1995; ESTEVES, 2011).

Em piscicultura o perfil do fluxo de nutrientes € complexo e as maiores fontes
de nutrientes séo a excregdo dos peixes e alimento. Assim, a agua e o sedimento séo
afetados por esses fatores e a analise da qualidade destes podem fornecer as
condicbes e potenciais de risco dos viveiros de criacdo de peixes (OSMAN &
KLODAS, 2010). Desta forma, a interacao entre a agua e os sedimentos do fundo dos

viveiros de aquicultura é de fundamental importancia, pois 0 manejo inadequado da
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dgua e dos sedimentos pode prejudicar a sobrevivéncia e o crescimento dos

organismos aquéticos cultivados (RIBEIRO et al, 2005).

2.2. Qualidade da dgua em Aquicultura

Os tanques e viveiros de piscicultura s&o ecossistemas dinamicos,
caracterizados pela baixa profundidade e fluxo continuo de &gua, que afetam
diretamente as variaveis limnoldgicas (SIPAUBA-TAVARES et al., 2010). Portanto,
esses sistemas sao sustentados por complexos fatores fisicos e quimicos e por
interacdes bidticas que dependem diretamente da qualidade da agua.

Diversos parametros de qualidade de agua tém influencia na produtividade de
sistemas aquicolas. As variaveis fisico-quimicas mais apropriadas para verificacdo da
qualidade da agua de viveiros sdo: oxigénio dissolvido; pH; alcalinidade total,
condutividade elétrica; temperatura; transparéncia; nutrientes e abundancia de
plancton (TOLEDO & CASTRO, 2001).

Um fator que afeta a qualidade da agua na aquicultura € o fluxo de agua, técnica
utilizada na regido sudeste do Brasil. A 4gua de um viveiro que é drenada diretamente
para 0 viveiro subsequente, juntamente com as fezes dos peixes e residuos
alimentares que sao ricos em nitrogénio e fosforo, levaréo a deterioracao da qualidade
da 4gua (BOYD & QUEIROZ, 2001; SIPAUBA-TAVARES et al, 2010).

O fluxo de 4gua é extremamente importante, sendo responsavel em parte pelo
transporte de nutrientes, microrganismos, adicdo de oxigénio e matéria organica ao
meio. Os limites de tolerancia da qualidade da agua dependem muito das espécies
cultivadas, especialmente em relacdo aos fatores ambientais como temperatura,
oxigénio, pH, carbono, nutrientes, turbidez, entre outros. A aquicultura utiliza grande
guantidade de agua sem a preocupacao de como vai ser utilizada, com perdas por
infiltracdo ou evaporacdo. A qualidade da agua sO pode ser manejada de forma
adequada através do entendimento dos processos biolégicos juntamente com 0s
fatores abidticos do meio (SIPAUBA-TAVARES, 2005).

O manejo tem influéncia direta na limnologia dos sistemas de cultivo, por

exemplo: 0 aumento na concentracao de célcio acarreta uma elevacao da alcalinidade
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e pH, condi¢cbes que podem levar a eutrofizacdo da agua. Em pH elevado, o nitrogénio
é transformado em aménia gasosa escapando para a atmosfera (PILLAY,1992).

A deterioracdo da agua pode ocorrer a partir da eutrofizacdo, pois a excessiva
guantidade de matéria organica introduzida no viveiro cria condicdes favoraveis as
doencas, pois as bactérias também estdo relacionadas ao estado tréfico do meio
(SIPAUBA-TAVARES, 2005).

A aquicultura pode levar a eutrofizacdo natural ou antropogénica e, portanto,
ha necessidade de abordagens interagindo a limnologia do manejo de cultivo com o
objetivo de avaliar os provaveis fatores que estdo atuando diretamente no sistema,
garantindo desta forma, uma alta biomassa (SIPAUBA-TAVARES et al, 2010).

A baixa profundidade e a dindmica dos tanques e viveiros de piscicultura sao
diretamente influenciadas pelas condicbes locais ao longo do dia. Os viveiros
apresentam diferencas limnoldgicas entre si, mesmo que sejam manejados de forma
similar, contendo o mesmo tipo de peixe, mesma densidade de estocagem, com
abastecimento de agua de uma Unica origem e posicionados um ao lado do outro.
Essas variagdes sdo muito mais pronunciadas ao longo do ano (SIPAUBA-TAVARES
et al, 2006, 2007).

O crescimento da aquicultura acarreta problemas que afetam o regime das
aguas, empatando os mananciais naturais e diretamente a qualidade da 4gua, sendo
esta a responsavel para o sucesso da producao racional dos viveiros. Apesar de
diversos estudos sobre a qualidade da agua em viveiros, ainda falta um entendimento
de como realmente esses ecossistemas funcionam e interagem com os fatores
biéticos, abidticos e sedimento, pois qualquer perturbacéo altera a qualidade da agua
e consequentemente, pode causar danos as espécies comercializadas (SIPAUBA-
TAVARES, 2005).

2.3.A importancia dos microrganismos em Aquicultura

Os microrganismos sdo importantes integrantes da estrutura bioldgica da agua
e do sedimento dos viveiros de piscicultura. Atuam no metabolismo dos ecossistemas

aquaticos desempenhando papel fundamental no processo de producdo primaria e
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decomposicao. As transformacfes da matéria organica por meio do metabolismo
microbiano sao importantes nos ciclos biogeoquimicos e no fluxo de energia desses
ecossistemas (NAYAK & SAVAN, 1999; MORIARTY, 1997).

O sedimento pode ser considerado como o resultado da integracédo de todos os
processos que ocorrem em um ambiente aquatico. Do ponto de vista de ciclagem de
matéria e fluxo de energia, o sedimento € um dos compartimentos mais importantes.
Nele ocorrem processos bioldgicos, fisicos e quimicos que influenciam o metabolismo
de todo o sistema e consequentemente a comunidade microbiana (ESTEVES, 2011).
A qualidade do sedimento esta extremamente relacionada com a qualidade das adguas
superficiais e subterraneas, influenciando direta ou indiretamente a manutencéao da
vida na grande maioria dos ecossistemas globais (SOLOMONS & BRILS, 2004).

As propriedades e particularidades dos sedimentos sao extremamente
relacionadas com a estrutura das comunidades microbianas presentes no meio. Os
microrganismos contribuem para a estabilidade de ecossistemas, sendo também
responsaveis pela ciclagem de compostos essenciais como o carbono, o nitrogénio e
o fosforo. As bactérias heterotroficas séo especializadas na transformacao de matéria
organica. Segundo Sherr & Sherr (1988), esses organismos convertem carbono
organico dissolvido em carbono particulado, tornando-o potencialmente disponivel
para niveis trofico superiores. O ciclo global do carbono é, sem davida, o mais afetado
pela acdo dos microrganismos (REX et al.,2006), entretanto, estes também
influenciam os ciclos do fosforo, nitrogénio e enxofre.

A concentracdo de oxigénio presente no sedimento é limitada pela sua baixa
solubilidade na agua intersticial. Assim, na superficie dele ocorre a oxidagao aerébia
da matéria organica, porém apos poucos centimetros de profundidade, sedimentos
nao perturbados tornam-se quase universalmente andéxicos. Os organismos
procarioticos sdo muito versateis na obtencdo de energia, pois utilizam diferentes
receptores de elétrons na auséncia de oxigénio (NEALSON, 1997) tornando esses
microrganismos numerosos nos sedimentos. Bactérias amonificantes liberam amoénia
de certas substancias nitrogenadas e bactérias nitrificantes oxidam a amoénia a nitrito
e nitrato. Na auséncia de oxigénio livre, as bactérias redutoras de sulfato podem
produzir sulfeto de hidrogénio, que, se difundido nas aguas oxigenadas, pode ser
oxidado com a formacéo de sulfato ou enxofre (ZOBELL & MORITA 1959).
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A piscicultura tem demonstrado que afeta a composi¢cdo microbiolégica do
sedimento por introduzir nutrientes no sistema, causando deplecdo de oxigénio e,
ocasionalmente, expondo-o a antibioticos (TAMMINEN et al, 2011). A poluicdo
organica consequente da eutrofizacéo influencia os processos biogeoquimicos e as
comunidades microbianas bénticas (ASAMI et al, 2005, HOLMER &
KRSTENSEN,1996; MCCAIG et al,1999; RAJENDRAN et al,1997). Considerando que
a distribuicdo bacteriana € estreitamente relacionada as propriedades do sedimento
(DANOVARO e FABIANO, 1995), a abundancia bacteriana pode ser utilizada como
um forte indicativo de mudancas no fluxo de nutriente resultante de variacoes

sazonais.

2.4. Utilizacdo Analise molecular e abordagem metagenémica da diversidade
microbiana do sedimento

Muitas pesquisas estdo sendo realizadas voltadas as andlises das regides de
DNA conservadas entre microrganismos do meio ambiente, principalmente para
estudos filogenéticos. Um exemplo disso é analise do DNA que codifica o gene do
RNA ribossomal 16 S (16S rDNA). Essa molécula € um componente da subunidade
menor do ribossomo, que é bastante utilizado para estudos taxonémicos e
identificacdo de espécies bacterianas (PETTI et al., 2005). E uma sequencia
relativamente conservada e esta presente em todas as bactérias, possibilitando a
identificacdo das mesmas.

A utilizacdo do gene 16S rRNA e a possibilidade de se estudar o material
genomico total extraido de um ambiente revolucionou o campo da ecologia microbiana
e, com seu uso, tornou-se possivel a determinacdo das posicdes filogenéticas de
comunidades bacterianas do meio ambiente (LUDWIG, et al., 1997; KUSKE et al.,
1998; HENTSCHEL, et al.,2002). Coletivamente, os genomas da microbiota total
encontrados em uma comunidade sdo denominados de metagenoma
(HANDELSMAN et al., 1998, HANDELSMAN, 2004), sendo que esta estratégia
propicia 0 acesso a muito mais informacéo genética que os procedimentos baseados
em cultivo. Além disso, essas metodologias podem ser aplicadas para identificar

genes de organismos em diferentes ambientes, genes envolvidos em diversos
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processos metabdlicos (mineralizacdo e decomposicdo da matéria organica, por
exemplo) ou que possam ser utilizados em processos biotecnolégicos (SEBAT et al.,
2003).

O gene 16S rRNA é composto por um conjunto de aproximadamente 1550
nucleotideos (WOESE et al., 1987) com regifes conservadas e variaveis que se
alternam e que permitem a determinacdo das relacfes filogenéticas entre os
microrganismos bacterianos (LUDWIG et al., 1997). Este gene esta presente em todos
as bactérias e possui um alto grau de conservacao. O desenvolvimento da PCR e de
técnicas de sequenciamento tem consolidado o papel dos genes ribossomais na
filogenia.

A regido codificadora do gene 16S rRNA (16S rDNA) apresenta diversas
porcdes, dentre elas algumas conservadas e outras hipervariaveis numeradas de 1 a
9 (V1 a V9) e estas sdo diversificadas entre as espécies bacterianas. Assim, as
sequencias desse material se tornaram padrdo na determinacdo de relacdes
filogenéticas, na avaliacdo da diversidade em amostras ambientais e na deteccéo e
quantificacdo de populacbes especificas (LIU e STAHL, 2002). Através da
amplificagéo do 16s rDNA, a partir do DNA gen6mico ou metagendmico, utilizando
oligonucleotideos iniciadores universais, € possivel identificar qual ou quais espécies
estdo sendo estudadas, baseado nas diferencas encontradas entre as regides

hipervariaveis das sequencias amplificadas (MUNSON et al., 2004).
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V2

Figura 1. Modelo da estrutura secundaria do rRNA. As linhas mais escuras
representam regides mais conservadas e as linhas mais finas representam regides
variaveis (V1 a V9) (NEEFS et al., 1991).

Esta metodologia tem sido aplicada em estudos de composigéo, dindmica e
funcdes de comunidades microbianas em uma variedade de ecossistemas, incluindo
0s sujeitos a modificacdes antropicas (GILBERT e DUPONT, 2011). No Brasil, o
primeiro estudo metagendmico de agua doce foi realizado no Rio Solimdes,
compreendendo a andlise da diversidade microbiana da maior bacia hidrografica do
mundo (GHAI et al., 2011).
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Essa abordagem moleculares independente de cultura também tem sido
utilizadas para estudos da ecologia microbiana em sedimentos de agua doce
(ALTMANN et al., 2003; MACGREGOR et al., 2001). A comparacdo da composicao
das populacfes bacterianas em sedimentos superficiais e da coluna de agua, a fim de
revelar quais bactérias séo realmente restritas a este habitat. Além disso estudos
nessa area também podem auxiliar a elucidar o papel desenvolvido por estes
microrganismos nos sedimentos de viveiros de aquicultura, a fim de se caracterizar a
microbiota envolvida nos processos metabdlicos deste sistema e que sao

fundamentais para o equilibrio e para o sucesso do cultivo de peixes em viveiros.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Areade estudo

O trabalho foi desenvolvido no Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP),
campus de Jaboticabal - SP, (21°15 S e 48°18’0 e altitude média de 595 m). O
CAUNESP apresenta um conjunto de 79 tanques com fluxo continuo de agua,
utilizados pelos setores de piscicultura, ranicultura e carcinicultura e de seis viveiros
maiores com tamanho variando de 2.306 m2 a 5.671 m2 com profundidade média de
1,30m, conforme ilustrado na Figura 1.
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Tropic of
Capricorn

Figura 2. Desenho esquematico da localizacdo do sistema de aquicultura do
CAUNESP, enfatizando os dois viveiros estudados, onde V1 = entrada de agua do
viveiro, V4= saida de 4gua (local de coleta).

O primeiro viveiro funciona como reservatorio de agua, € 0s outros cinco
viveiros sao utilizados para prética de criacdo semi-intensiva de organismos aquaticos
para fins de pesquisa. A circulacdo de agua nos seis viveiros (V1- V6) é do tipo
sequencial, ou seja, a 4gua de um viveiro desagua diretamente para o prOXimo sem

tratamento prévio, e também recebem agua de outros viveiros e tanques menores de
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criacdo de organismos aquaticos usados pela nutricdo, ranicultura, criagdo de peixes
e setores da cultura de camarao.

Foram selecionados dois viveiros neste sistema, mostrados na Figura 2: V1=
reservatdrio de agua e V4 = viveiro eutrofico (SIPAUBA-TAVARES et al, 2010), sendo
que os pontos de amostragem estavam localizados nas saidas destes viveiros. As
amostragens foram realizadas em duas épocas, de Julho e Agosto/2012) e Janeiro e
Fevereiro/2012).

Figura 3. Pontos de coletas nos viveiros do CAUNESP, onde: V1 = reservatorio de
agua e V4 = viveiro eutroéfico. As setas indicam os pontos amostrados.

O viveiro utilizado como reservatério (V1) apresenta grande quantidade de
macrofitas aquaticas (Eichhornia azurea e Salvinia auriculata Aublet) ndo ocorrendo
criagdo de peixes neste local. Os peixes remanescentes da época em que esse viveiro
era utilizado como sistema de criacdo sobrevivem da prépria biota (SIPAUBA-
TAVARES, 2006). Desde 1995, este viveiro é utilizado como reservatério de agua pelo
o sistema de aquicultura, recebendo agua de um conjunto de nascentes (total de 15),
entretanto, o V1 tem grande aporte de material organico proveniente de outros setores
da Universidade (SIPAUBA-TAVARES et al, 2010; DIAS e SIPAUBA-TAVARES,

2012). O quarto viveiro do sistema sequencial do CAUNESP (V4) apresenta as piores
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condi¢des limnolégicas de todo o conjunto de viveiros (SIPAUBA-TAVARES et al,
2010). Essas condicbes estdo relacionadas ao aporte de material aléctone
proveniente dos tanques e viveiros localizados acima, como também da ranicultura
cuja agua de lavagem de fezes e restos alimentares desagua diretamente neste
viveiro.

O clima da regido, segundo classificacdo de Képen € do tipo Cwc, subtropical,
relativamente seco no inverno com chuvas no verao, apresentando temperatura media
anual de 22°C e precipitacdo média anual de 1.552 mm (PEEL et al., 2007). Todas as
coletas foram feitas por volta das 8 h da manh& em fung&o do ciclo do oxigénio na

coluna d’agua.

3.2.Analises do sedimento

As amostras de sedimento foram obtidas usando um tubo coletor de PVC de 4
cm de didametro e 1,5 m de comprimento em tréplica proximo a saida de agua (OW).
Foram analisados o pH e Matéria Organica (M. O) de acordo com a metodologia de
Raij et al (2001), o fésforo (P) de acordo com Wetzel (1975). Todas as amostras foram

transportadas para o laboratorio sob refrigeracdo e devidamente armazenadas.

3.3.Analise das variaveis limnoldgicas

As andlises de variaveis limnoldgicas foram realizadas no Laboratério de
Limnologia e Producéo de Plancton do CAUNESP. Para tais andlises, coletou-se agua
do fundo dos viveiros V1 e V4 em 3 subréplicas com o auxilio da garrafa de Van Dorn
(1 L). As amostras de agua que foram estocadas em frascos de polietileno
previamente limpos e congeladas para posterior analise de nutrientes. A temperatura
(Temp), pH, condutividade (Cond) e oxigénio dissolvido (OD) foram medidos no local
com sonda Horiba U-10. As analises de fésforo total (PT), ortofosfato (OP), nitrato
(NO2g), nitrito (NO2) e amobnia (NH4) foram determinados de acordo com Golterman et

al. (1978) e Koloreff (1976), através de espectrofotometria.
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3.4.Extracdo do DNA metagendmico e amplificacdo do gene 16S rRNA

Para as extracdes do DNA total utilizou-se FastDNA® SPIN Kit for soil (MP
Biomedicals), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. As subréplicas dos
sedimentos coletados deram origem a uma amostra composta para cada viveiro e
foram utilizadas para a extragdo do DNA. A qualidade do DNA metagenémico extraido
foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v), em tampao TEB 1X (Tris
89 mM, Acido Bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3), adicionado de brometo de etidio
(0,5 pg/mL). Os géis foram visualizados sob luz UV e registrados através de um
sistema de documentacao de géis Gel Doc 1000, (Bio Rad, USA). A concentragéo e
pureza do DNA foi analisada através da relacdo das absorbancias obtidas a 260 e 280
nm, em espectrofotbmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Uniscience).

O DNA metagendmico extraido foi utilizado para amplificacdo do gene 16S
rRNA por PCR com os oligonucleotideos iniciadores especificos para as regifes V1,
V2 e V3 do gene (YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991):

Y1-F (5 -TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3)

Y2-R (5 -CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3)

A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se 60 ng de DNA metagendmico,
Tampao PCR 1X [20 mM Tris-HCI (pH 8,4 ), 50mM KCI], 1,5mM de MgCI2 0,2 mM de
dNTP, 10 pmols de cada oligonucleotideo iniciador, 0,8U de Taq DNA polimerase e
agua ultra pura para completar o volume final de 20uL na reagédo. A reacao foi
realizada em um o termociclador Mastercycle gradiente (Eppendorf), com o perfil
térmico: 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 65°C e
90 segundos a 72°C, seguidos por uma incubacéao final a 72°C por 5 minutos. Os
amplicons gerados (com aproximadamente 300 pb) foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose 1% em tamp&do TEB 1X(Tris 89 mM; Acido Bérico 89
mM e EDTA 2.5 mM, pH 8,3), contendo 0,5 pyg mL-1 de brometo de etideo. A
eletroforese se processou por 90 minutos a 80 Volts e o gel foi visualizado em um
fotodocumentador Gel Doc 1000, com luz UV (Bio Rad, USA).
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3.5.Purificag&do dos amplicons

Apo6s amplificagdo, o produto de PCR foi submetido a uma eletroforese
preparativa em gel de agarose de baixo ponto de fusédo 1,5% (p/v) em tampéo TAE
1X (40 mM Tris-Acetato, 1mM EDTA). A regido do gel contendo insertos de tamanho
300 pares de base (pb) foi marcada e cortada com o auxilio de uma lamina de bisturi,
sendo depositada em tubos de 1,5 mL. Posteriormente para a eluigdo dos fragmentos
do gel de agarose utilizou-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up system
(Promega), seguindo o protocolo conforme instrucfes do fabricante.

Os fragmentos obtidos foram analisados em eletroforese de gel de agarose
1,0% (p/v) em tampao TBE 1X, adicionado de brometo de etidio (0,5 ug/mL), com a
finalidade de visualizacdo da qualidade desses amplicons purificados, a quantificacéo
foi realizada em espectrofotbmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Uniscience)

conforme descrito anteriormente.

3.6.Clonagem dos fragmentos do gene 16S rRNA amplificados

A clonagem dos fragmentos de 16S rDNA amplificados foi realizada utilizando-
se do kit comercial vetor CloneJET™ (Fermentas), especifico para clonagem de

fragmentos de PCR, de acordo com as instru¢des do fabricante (Figura 3).
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pJET1.2/blunt
2974 bp

PJETL.2 forward sequencing primer, 23-mer

Ecos2l

17 Yranscrigfion stat

17 preemctar . . Kot Bgl Kpnz{
* GOC GEATAINCGATCICIAST AR GEG) AcA GCG GCC GCC AGA TCT TCC GGA TG
3* CCG CATLTAT GOF GAG SGA AT OCCl TcT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT AC
MAla Tyr Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro Ser Arg Gly Gy Ser Arg Gly Ser Pro

Ecos8]
—__Xhol
PspXl T e Xbal Bl
G CTC GAG TTT TTC AGC AAG AT 1T T TCT TTC TAG AAG ATC TCC
C GAG CTC AAA AAG TCG TTC TARAT ST AGA AAG ATC TTC TAG AGG
Ghu Leu Lys Glu Ala Leu Arg Glu lLeu Leu Asp Gly
81gl
Eco1308
Necol Bsuisl 422
TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG AT rrc =7e 1 3
ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AAG AAG A 5

Val Be Asn Giu Ala Ala Met Ser Phe Arg His Glu Gl
- PIETI2 reverse sequancing primer, 24-mer

Figura 4. Esquema ilustrativo apresentando caracteristicas do vetor pJET1.2/blunt
(Fermentas).

Para a clonagem dos amplicons seguiu-se o protocolo Sticky-End Cloning e foi
utilizado 150 ng de cada amostra amplificada em uma reagcéo com volume total de 20
ML. Apds a ligagao dos fragmentos do gene 16S rRNA ao vetor pJET1.2/blunt esse
material foi utilizado para transformacéo de células competentes de E. coli DH10B.
As células transformadas foram cultivadas em meio LB sélido acrescido de 100 pg/mL
de ampicilina, a 37°C por 20 horas. .

Todas as coldnias transformantes observadas foram coletadas com palitos de

madeira esterilizados por autoclave. Os clones foram organizados em multiplacas de
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96 pogos contendo 100 pL de meio liquido LB (acrescido de 100 pg/mL de ampicilina)
e cultivados em estufa tipo B.O.D., a 37°C, durante 20 horas. ApoOs esse periodo foi
adicionado aos cultivos 100 pL de glicerol 40% (v/v) estéril, e entdo as placas foram
seladas com adesivos e armazenadas a -80°C para posterior utilizacdo na extracéo
dos plasmideos.

Assim, foram obtidos cole¢des de clones das diferentes amostras ambientais
em estudo que passaram a constituir 4 bibliotecas de clones com sequencias parciais
de genes 16S rRNA, Biblioteca obtida pelo amplificacdo do material metagenomico do
viveiro de abastecimento (V1) ou do viveiro eutrofizado (V4), coletados na época de
chuva e na seca, V1-C, V1-S, V4-C e V4-S, respectivamente.

3.7.Extracao de DNA plasmidial

Os clones foram cultivados em multiplacas (Eppendorf) contendo 1,2 mL de
meio LB com 100 pg/mL ampicilina, com agitacdo continua de 220 rpm, a 37°C,
durante 22 horas. Apés o cultivo, as placas foram centrifugadas durante 6 minutos, a
temperatura ambiente a 4000 rpm, sendo o sobrenadante descartado e a placa
invertida em papel absorvente durante 5 minutos.

A extracdo de DNA plasmidial dos clones obtidos foi realizada utilizando-se o
kit Wizard® MagneSil® Plasmid Purification System (Promega). No processo,
primeiramente as células sdo ressuspendidas na solucdo Cell resuspetion, em
seguida o material sofre lise através da Cell lysis solution. Apds essa etapa a solucéo
€ neutralizada com Neutralization solution. O processo utiliza beeds magnéticas, ha
duas solucdes na qual o material é tratado, primeiramente na Magnesil blue para
retirada de impurezas como, por exemplo, proteinas e RNA, e em seguida na Magnesil
red que captura o DNA purificado. Ap6s esses passos o0 DNA é lavado por
centrifugacdo com etanol 80%, ocorrendo posterior evaporacdo do mesmo por
aproximadamente 30 minutos. O processo de extragédo termina utilizando-se 50 yL
do tampéo Elution buffer para a obtengdo do DNA plasmidial purificado. O perfil

plasmidial dos clones foi avaliado em um fotodocumentador Gel Doc 1000, com luz
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UV (Bio Rad, USA) e sua concentracdo medida através de espectrofotdbmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Uniscience).

3.8.Sequenciamento dos clones obtidos

As reacdes de PCR para o sequenciamento dos insertos bacterianos foram
realizadas em microplacas nas seguintes condi¢des: 1 yL de BigDye Terminator; 5
pmoles do oligonucleotideo iniciador pJET 1.2 Reverse (5-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’); 4uL de tampao (400 mM Tris-HCI, pH 9; 10
mM MgCiI2; 200), 100 ng de DNA plasmidial; &gua milli-Q esterilizada para completar
o volume final para 10 pyL. As placas foram seladas com um adaptador de silicone e
levadas ao termociclador seguindo o programa: 2 minutos por 96°C, 39 ciclos (10
segundos por 96°C, 10 segundos por 52°C e 4 minutos por 60°C).

Apés a reacdo, as amostras foram preparadas para o sequenciamento. Os
fragmentos de DNA foram precipitados e os ddNTPs marcados por fluorescéncia nédo
incorporados foram retirados por sucessivas lavagens. Para a precipitacdo do DNA
amplificado foram adicionados 80 uL de isopropanol 75% (v/v) as amostras; as placas
foram agitadas, cuidadosamente, em vortex por alguns segundos, incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugadas a 20°C por 45 minutos, a 4000
rpm. Os sobrenadantes foram descartados e 150 yL de etanol 70% (v/v) foram
adicionados as amostras. As placas foram centrifugadas por 10 minutos na mesma
temperatura e forca centrifuga descrita anteriormente, e os sobrenadantes foram
descartados. As placas foram secas durante 30 minutos em suave fluxo de ar. Em
seguida, as amostras foram ressuspendidas em 9 pyL de Hi-Di Formamide (ABI
PRISM), submetidas a desnaturacdo por 5 minutos, a 95°C. O sequenciamento foi

realizado em um aparelho de capilar modelo 3100 DNA Analyzer ABI Prism.
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3.9.Analises das sequencias

Apébs o sequenciamento, os eletroferogramas foram analisados com o auxilio
do programa Phred/Phrap (EWING et al. 1998a; EWING; GREEN, 1998b) usado na
deteccdo da confiabilidade de cada base sequenciada. Com o auxilio de outro
programa, ContGEN, foram selecionadas somente aquelas sequencias que
apresentaram mais de 200 bases com qualidade Phred.

As sequéncias foram comparadas com o banco de dados de genes ribossomais
do Ribosomal Database Project Il (COLE, et al. 2009), por meio do programa Classifier
(WANG, et al., 2007) utilizando confiabilidade de 80%. Esse pardmentro segundo
informacdes obtidas no Manual Bergey's Trust, classifica 0os niveis taxonémicos em
Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie. Utilizou-se também da
ferramenta LibCompare (COLE et al.,, 2009) com confiabilidade de 80% para
comparacao das sequencias das amostras estudadas e com identificacdo dos grupos
significativamente diferentes. Para as andlises das relacdes filogenéticas, as
sequéncias distintas foram alinhadas usando o programa ClustalX 1.83 (THOMPSON
et al. 1997). O resultado do alinhamento serviu para construir uma matriz de
distancias, usando o programa DNAdist (FALSENSTEN, 1989), e esta matriz foi
utiizada como entrada de dados para o programa DOTUR (SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2005) para analise de suficiéncia amostral da diversidade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

As andlises limnoldgicas realizadas auxiliaram na caracterizagéo fisica e
guimica da agua dos viveiros estudados nos diferentes periodos amostrados (Tabela
1).

Durante o periodo analisado, a temperatura da agua em todos os pontos
amostrados variou de 19,7 a 26,7, sendo que em V4 a temperatura foi ligeiramente
superior nas duas épocas estudadas com relacéo as temperaturas do V1. Como era

esperado as temperaturas menores ocorreram na época de seca e na chuva elas
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foram mais elevadas para os dois viveiros, pois essas duas épocas correspondem ao
inverno e verao respectivamente. Essa temperatura € considerada adequada para o
abastecimento de uma piscicultura, ja que a temperatura para cultivo de peixes
tropicais gira em torno de 20 a 30°C (KUBTIZA, 1998). Os valores médios de pH
variaram entre 4,8 e 7,1. O pH &cido encontrado para o viveiro de abastecimento ao
longo do estudo foi condizente aos valores publicados por Sipauba-Tavares et al.
(2010), sendo caracteristico da agua de nascente da regido.

De maneira geral, verificou-se que as variaveis analisadas apresentaram
diferencas entre os viveiros e também entre periodos climaticos. Os valores de V4
foram maiores que os encontrados em V1 corroborando com Meneghine (2013).

De acordo com Sipauba-Tavares (1994) os valores de condutividade elétrica
constantemente acima de 80 uS.cm-!, conforme observamos em V4, podem ser
indicativos de elevada matéria organica em decomposicao.

Foram observadas maiores concentracbes de aménia no V4, fato que é
apontado como indicativo de degradacéo da qualidade da agua (LANDA et al., 2007).

No V4, a concentracdo de nutrientes foi maior devido a descarga de efluentes
oriundos da ranicultura e dos viveiros de piscicultura anteriores. Tais fatos
promoveram aumento da quantidade de nutrientes na coluna d’agua, em especial nas
formas de nitrogénio e fésforo contribuindo com a eutrofizagdo deste viveiro
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2010).

O sistema sequencial com fluxo continuo de agua, provavelmente promoveu o
aumento de amobnia no periodo chuvoso no V4. Sipauba-Tavares et al (2007)
demonstram que os efeitos das chuvas aumentam o fluxo de agua nos viveiros e
consequentemente, carreando mais particulas em suspensdao para 0S Viveiros
subsequentes.

A presenca de macradfitas flutuantes, emersas e submersas no primeiro viveiro
pode explicar a menor concentragcdo de nutrientes encontrada neste viveiro, pois
essas plantas podem agir como biofiltro capturando nutrientes do ambiente
principalmente os fosfatados (SIPAUBA-TAVARES, 2000). Além disso, em V1 n&o ha
cultivo de organismos aquaticos e, portanto os metabdlitos animais sdo baixos e nao

existe disponibilizacéo de nutrientes decorrente do uso de ragoes.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo das andlises fisicas e quimicas das amostras de
agua dos viveiros V1 e V4 nos periodos de chuva (C) e seca (S).

Variaveis V1C V1S V4C V4S

Temp 23,3+0,3 19,7 +0,3 26,7+0,7 20,8+0,6
pH 48+0,3 59+05 56+0,2 7,1+0,5
Cond 46 + 15,8 37,2+1,3 101,5+5,0 102,7 £4,1
oD 1,2+1,1 1,5+0,4 2,6+0,5 6,5+1,3
NO:2 19+25 79+7,3 31,5+5,2 85,4 + 15,3
NO3 336,4+50,6 |238,8+48,7 |3352+158 |364,6+78,2
NHa 76,8 +29,9 37,9 +18,2 415,8 +68,3 | 156,4+22,3
OoP 24142 12,0+8,5 12,4 +10,3 53,1 +16,7
PT 92,8 + 93,0 83,7 £ 80,0 121,4+56,4 |2253+114

V1C: Viveiro 1 periodo chuvoso; V1S: Viveiro 1 periodo de seca; VAC: Viveiro 4
periodo chuvoso; V4S: viveiro 4 periodo de seca; NOz2: nitrito; NOs: nitrato; NHa:
amonia e amonio; OP: ortofosfato; PT: fosforo total.

Através da andlise da Tabela 2 observa-se que o sedimento de ambos o0s
viveiros apresentaram pH acido. A acidez do solo pode ser explicada pela presenca
de enxofre, que ao formar acido sulfurico, provoca decréscimo do pH. Na
decomposicao das argilas, devido a acdo do &cido, pode ocorrer a liberacéo de ions
de ferro e aluminio em quantidades téxicas a biota (SILVA et al, 2006). A concentracao

de matéria organica (M.O) e fosforo encontradas em V4 foi maior em ambos 0s

periodos analisados.

Tabela 2. Analise quimica das amostras de sedimento dos viveiros V1 e V4 nos
periodos de chuva (C) e seca (S).

Variaveis V1C V1S V4C VA4S
pH CaCl2 g/dm3® | 4,16 4,03 5,11 4,8
M.O mmolc/dm? | 26,33 31,16 49,83 54,16
P resinamg/dm3 | 11,16 10,66 14,83 17,5

A diversidade bacteriana foi analisada por meio de andlise parcial do gene 16S
rRNA. Através da construgdo das bibliotecas de clones com fragmentos do gene

16SrRNA pode-se comparar as diferengas entre as comunidades bacterianas do
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primeiro viveiro (V1) e no viveiro 4 (V4) em duas épocas, sendo, os periodos de seca
(S) e chuva (C). Assim, clones das bibliotecas V1-C (viveiro 1 no periodo de chuvas),
V1-S (viveiro 1 no periodo de seca), V4-C (viveiro 4 no periodo de chuvas) e V4-S
(viveiro 4 no periodo de seca) foram sequenciados e analisados utilizando ferramentas
de bioinformética.

ApOGs sequenciamento das amostras, os eletroferogramas que de acordo com
o programa Phred/Phrap Consed apresentaram sequencias confiaveis com mais de
200 bases com qualidade Phred, foram analisadas e comparadas no banco de genes
ribossomais (RDP ll), utilizando as ferramentas Classifier e Library Comparison
(LibCompare), com um threshold de 70%. So foram consideradas as sequencias que
apresentaram 100% de confiabilidade no dominio bactéria, o restante foi
automaticamente considerada bactérias ndo-classificadas pelo banco de dados.

Para a biblioteca V1C, dos 384 clones sequenciados, apenas 228 sequencias
apresentaram-se confiaveis e foram analisados para comparagdo no RDP. Ja para a
biblioteca V1S, apenas 138 sequencias foram utilizadas nas analises. De acordo com
os dados gerados pela ferramenta Classifier foi possivel identificar a similaridade das
sequencias depositadas nesse banco de dados e através dessa identificacdo foram
construidos os graficos comparativos abaixo. A Figura 4 demonstra a comparacao
entre os filos mais encontrados enquanto a Figura mostra a comparagado entre as
classes mais encontradas nas bibliotecas.

Independente da época de coleta, a composi¢cdo microbiana do sedimento de
V1 permaneceu praticamente inalterada, tendo a predominéancia dos mesmos grupos,
sugerindo que a area de estudo encontra-se em equilibrio em relacdo a microbiota.
De um modo geral, encontrou-se 4 filos: Actinobacteria, Acidobacteria , Firmicutes e
Proteobacteria (Figura 4).

Utilizando a ferramenta LibCompare do RDP (Figura 5) com confiabilidade de 70%,
pode-se verificar que ndo houve diferenca significativa entre as bibliotecas do viveiro
de abastecimento analisadas entre os periodos de seca e chuva. Observou-se
também uma quantidade muito grande de sequéncias que nao foram identificadas,
sendo 25,4% em V1C e 42% em V1S.
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Comparacao de filos nos periodos de chuva e
Seca
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Figura 5. Abundancia relativa (%) dos diferentes filos encontrados nos periodos de
chuva e seca no viveiro 1.

A distribuicdo em nivel de filo bacteriano para cada época avaliada revelou que
Firmicutes e Proteobacteria foram os filos mais abundantes (Figura 4). Menor
atribuicdo de sequéncias (com frequéncia menor que 1%) foi relacionada com os filos
Acidobacteria e Actinobacteria.

O filo Firmicutes foi encontrado em todas as amostras, no entanto, nas
amostras de V1, o numero de sequéncias encontradas foi mais representativo,
especificamente a subdivisdo Bacilli, seguido da subdivisdo Clostridia e Negativicutes.

O filo Firmicutes é comumente encontrado em sedimento de &agua doce
(Newton et al.,, 2011). Sdo conhecidos individuos aerébicos e anaerdbicos, com
capacidade de crescimento quando as fontes nutricionais estdo abundantes e formam

esporos em momentos de escassez (Atlas; Bartha, 1997).
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Figura 6. Comparagéo dos filos bacterianos das bibliotecas das amostras de DNA do
viveiro 1. Library 1 corresponde ao periodo de chuvas (V1C) e Library 2 ao periodo de
seca (V1S).

O filo Proteobacteria € o maior e mais diverso grupo de bactérias, sendo
extremamente diverso morfoldégica e metabolicamente. Subdividido em 5 grupos:
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria
e Gammaproteobacteria. Os seus representantes sdo comumente encontrados em
solos e é de grande importancia no ciclo global do nitrogénio (Alphaproteobacteria
principalmente), no do enxofre (Deltaproteobacteria) (NUSSLEIN; TIEDJE, 1999). As
Deltaproteobacterias apresentam alguns representantes com capacidade predatéria
no qual exerce sobre outros microrganismos, sendo capaz de liberar macromoléculas
como algumas exoenzimas, por exemplo, proteases, lipases, nucleases, glucanases,
estas todas de interesse biotecnolégico (THOMAS et. al., 2008). Este filo foi
encontrado em todas as amostras analisadas.

Segundo Newton e colaboradores (2011) as Proteobacterias residentes em
agua doce sao competitivas sob baixas condicfes de nutrientes/substrato, semelhante
ao viveiro de abastecimento, porém também sdo capazes de degradar compostos
organicos complexos, além de participar do ciclo do nitrogénio.

Este filo apresenta o maior numero de representantes capazes de fixar
nitrogénio atmosférico, sendo que apresenta pelo menos um representante em cada
uma das suas cinco classes (Alpha,Delta, Beta, Epsilon e Gamma). Dentre o filo
Proteobacteria, as classes mais abundantes foram: Alphaproteobacteria (7,02%) e
Gammaproteobacteria (7,02%) e Deltaproteobacteria (2,19%) na estacao chuvosa e,
3,62%, 2,90% e 1,45% durante a estacao seca, respectivamente (Figura 6). Nao foram

identificados representantes da classe betaproteobacteria no periodo de chuvas.
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Comparacao de classes nos periodos de
chuva e Seca
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Figura 7. Abundéancia relativa (%) das diferentes classes encontradas nos periodos de
chuva e seca no viveiro 1.

As alphaproteobacterias estdo no centro global do ciclo do nitrogénio, contendo
muitos membros simbiontes que facilitam a fixacdo do nitrogénio atmosférico em
plantas. Em &gua doce sdo menos numerosas, porém sdo dominantes em
ecossistemas marinhos (NEWTON et al., 2011).

O grupo betaproteobacteria possui a capacidade de oxidar amonia,
promovendo a nitrificacdo (OTAWA et al., 2006), e a degradacéo da matéria organica
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(KIRCHMAN, 2001). A ocorréncia deste grupo em V1S relaciona-se com a maior
concentracédo de nitrito encontrada para este viveiro em relagdo a V1C. De acordo
com Sipauba-Tavares (2006), a presenca de macrofitas no V1 influencia o fluxo dos

nutrientes na agua, alterando a dinamica limnoldgica e microbiolégica deste viveiro.

Quanto ao filo Acidobacteria, os subgrupos Gp1 (0,44%) e Gp16(0,44%) foram
caracteristicos da estacdo de chuva, enquanto o subgrupo Gpl8 (0,72%) foi
predominante na seca.

Ja o filo Actinobacteria esteve presente somente no periodo chuvoso. As
bactérias deste grupo sédo degradadoras de matéria organica como celulose, lignina e
quitina, gerando biomassa protéica ou mesmo servindo como alimento para outros
organismos (GAVA et. al., 2002). As Actinobacteria sdo capazes de crescer em
ambientes com baixos valores de pH e elevadas concentracées de metais pesados,
nitrato e matéria organica (BOLLMANN et al., 2010). De acordo com Hahn et al.
(2003), as bactérias desse filo sdo resistentes a predacéo por outros microrganismos.

Os resultados obtidos para a populacdo bacteriana dos sedimentos estudados
demonstraram que os filos Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes presentes no
sedimento, sdo também encontrados com elevada frequéncia em lagos de agua doce
e marinha (ZWART et al., 2002; EILER & BERTILSSON, 2004). Assim como bactérias
desses filos foram identificados por Wu et al. (2007) em um lago (Lake Taihu)
eutrofizado no leste da China. Como os dois ambientes analisados sdo rasos
(aproximadamente 1m de profundidade) ha a interacdo entre a coluna d’agua e o
sedimento.

Para a biblioteca V4C, 195 sequencias foram analisados pelo RDP. J& para a
biblioteca V4S, 279 sequencias apresentaram as caracteristicas desejaveis para
poderem ser utilizadas nas analises por esse banco de dados. De acordo com 0s
dados gerados pela ferramenta Classifier pode-se construir os graficos comparativos
abaixo. A Figura 7 e 8 demonstra a comparagao entre dos filos mais encontrados
enquanto a Figura 9 mostra a comparacao entre as classes mais encontradas nas
bibliotecas.

Como pode ser visto nos graficos, a frequéncia dos filos predominantes
Proteobacteria, Acidobacteria, Firmicutes e Actinobacteria mantiveram-se similares

em ambas as épocas analisadas (Figura 7). No entanto, através da andlise da
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comparacdo das duas bibliotecas, percebe-se diferenca significativa para o filo
Firmicutes entre as épocas (Figura 8). Dentre as classes mais encontradas (Figura 9),
observou-se que a Classe Clostridia estava presente apenas na biblioteca V4C, e a
Bacilliem ambas as bibliotecas. No que se refere a esta Ultima classe, percebe-se que
a diferenca significante vai até familia, onde em V4C ha maior nUmero pertencentes a
classe Bacilli (ordem Bacillales). Dentre as familias em destaque na biblioteca 1 estdo:
Paenibacillaceae 2, Bacillaceae 1, Paenibacillaceae 1; enquanto na biblioteca V4S ha

apenas Bacillales ndo-classificados.

Comparacao dos filos nos periodos de chuva
e secCa
100 -
: l l
m Proteobacteria
= 60 1 m Nitrospira
0]
2 Gemmatimonadetes
<
o B Firmicutes
E Chloroflexi
40 -
= Bacteria nao-classificada
m Actinobacteria
Acidobacteria
20 -
0
v4ac V4S

Figura 8. Abundancia relativa (%) dos diferentes filos encontrados nos periodos de
chuva e seca no viveiro 4.
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Figura 9. Comparacao dos filos bacterianos das bibliotecas das amostras de DNA de
V4C (viveiro 1 periodo chuvoso) e V4S (Viveiro 4 periodo seca), V4C (Library 1) e V4S

(Library 2).
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Figura 10. Abundancia relativa (%) das diferentes classes encontradas nos periodos

de chuva e seca no viveiro 4.
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A analise da distribuicdo dos filos em V4 revelou, assim como no viveiro de
abastecimento, que o filo Proteobacteria manteve-se entre um dos mais frequentes,
sendo que as subdivisdes Deltaproteobacteria e Gammaproteobacteria apresentaram
maior proporcéo na seca. Geralmente essas duas classes sao ubiquos em amostras
de solo (TAMAMES et al., 2010).

Smit et. al. (2001) com base em trabalhos da literatura, observaram que em
solos com alto teor de nutrientes, dentre eles matéria organica, as Proteobacterias
apresentaram altas taxas de ocorréncia. Esses dados corroboram com 0 nosso
trabalho em que as amostras do V4, que recebe elevada carga de efluentes,
apresentaram maior indice de proteobacterias que o viveiro de abastecimento.

Além da predominancia das Proteobacterias, observou-se também a presenca
de bactérias pertencentes ao filo Acidobacteria, com percentual em torno de 11% tanto
na seca quanto na chuva. Os membros do filo Acidobacteria correlacionaram-se
positivamente com o aumento da disponibilidade de fésforo e amdnio (BACHAR et al.
2010).

O filo Acidobacteria possui 26 subgrupos baseados em semelhancas do gene
16S rRNA (BARNS et. al., 2007). Os subgrupos Gpl, Gp2, Gp3, Gp4 e Gp6 foram
encontrados em maior abundancia em solos das Américas nos estudos de Jones et.
al (2009).

O aumento de nitrito e amoénia em V4 (Tabela 1) pode ter favorecido o aumento
das classes pertencentes ao filo Acidobacteria (Figura 13) por este estar diretamente
envolvido no ciclo do nitrogénio, reduzindo nitrato, nitrito e talvez, 6xido nitrico (WARD
et al., 2009).

A diferenca de proporcdo do filo Actinobacteria entre os viveiros pode estar
relacionada com o aumento de nutrientes, pois este filo esta relacionado a degradacéao
de lignina de amostras ambientais (TAYLOR et al., 2012).

O ph acido do sedimento, e as maiores concentracdes de matéria organica e
fosforo (Tabela 2) explicam a elevada frequéncia de Acidobacterias em V4. Os
membros do filo Acidobacteria correlacionaram-se positivamente com 0 aumento da
disponibilidade de fésforo e amonio (BACHAR et al., 2010).
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Os filos Gemmatimonadetes e TM7 foram exclusivos da estacdo seca, e 0

Nitrospira da estacdo chuvosa. Ja os filos Actinobacteria e Chloroflexi mantiveram-se

frequentes em ambas as estacoes.

Organismos pertencentes ao filo Firmicutes prevalecem em ambientes com

grande quantidade de nutrientes disponiveis e areas com baixa competi¢do,

caracteristicas tipicas de microrganismos estrategistas. Geralmente sao encontrados

em ambientes instaveis que estejam passando por transicdes (ATLAS & BARTHA,

1997).

Utilizando a ferramenta LibCompare com confiabilidade de 70% comparou-se

também qual a diferenca significativa dos filos encontrados de acordo com o estado

trofico dos viveiros, nas épocas distintas. Na Figura 11 mostra-se os resultados

obtidos na comparacéo entre V1C (Library 1) e VAC (Library 2).
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Figura 11. Comparacéo dos filos bacterianos das bibliotecas das amostras de DNA de
V1C (viveiro 1 periodo chuvoso) e V4C (Viveiro 4 periodo chuvoso).

De acordo com os

resultados obtidos percebe-se que como filos

significativamente diferentes tem-se as Acidobacteria, presente em maior frequéncia

em V4C; e Firmicutes, encontrado em maior frequéncia em V1C.
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A Figura 12 demonstra os resultados obtidos na comparacéo entre V1S (Library
1) e V4S (Library 2).

Library1 % phylum % LibraryZ
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Figura 12. Comparacéao dos filos bacterianos das bibliotecas das amostras de DNA de
V1S (viveiro 1 periodo seca) e V4S (Viveiro 4 periodo seca).

Segundo os resultados obtidos percebe-se que como filos significativamente
diferentes tem-se Acidobacteria e Proteobacteria, presentes com maior frequéncia em

V4S; e Firmicutes encontrado em maior frequéncia em V4C.
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Figura 13. Distribuicdo das classes de acidobacterias nos viveiros estudados, nos
periodos distintos, seca (S) e chuva (C).
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A Figurald demonstra os resultados obtidos na comparacao geral dos filos

presentes nos sedimento, dos dois viveiros analisados.
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Figura 14. Comparagéo dos filos bacterianos das bibliotecas das amostras de DNA de
V1 (Library 1) e V4 (Library 2).

De acordo com o obtido relacionando apenas os filos obtidos de cada viveiro,
sem levar em consideracdo o periodo sazonal, percebe-se que como filos
significativamente diferentes tem-se Acidobacteria e Proteobacteria, presentes com
maior frequéncia no viveiro considerado eutrofico; e Firmicutes encontrado em maior
frequéncia no viveiro considerado oligotréfico.

As variag0Oes observadas na frequéncia dos grupos bacterianos ao longo do
ano devem-se aos fatores abioticos do solo como temperatura e umidade (BOSSIO
et. al.,, 1998). As alteracdes climaticas interferem na composi¢cdo da comunidade
bacteriana em determinadas épocas (VAL-MORAES, 2008). Abundéancia de grupos
de microrganismos de solo pode estar diretamente relacionada ao estado nutricional
deste (SMIT et al., 2009).

Com todos esses resultados obtidos, utilizou-se por fim o software DOTUR, o
mesmo permitiu determinar o nimero de unidades taxondmicas operacionais (OTUS)
através da distancia genética entre as sequencias (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2004)
das quatro bibliotecas analisadas. Com o resultado também foi possivel a construcéao
da curva de rarefacédo (Figura 13). O desenho de curvas de rarefacdo € uma forma de

saber se a amostragem foi suficiente para revelar a diversidade total de uma
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comunidade (ROESCH, et al. 2007). Esse software permitiu também o célculo dos

indices de riqueza e diversidade nos ambientes.
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Figura 15. Curvas de rarefacdo calculadas pelo programa DOTUR usando 97% de
similaridade para o agrupamento das sequéncias de 16S rDNA das bibliotecas de
sedimento de piscicultura (V1C: viveiro 1 periodo de chuvas; V1S: viveiro 1 periodo
de seca; VAC: viveiro 4 p periodos de chuvas; V4S: viveiro 4 periodo de seca).

Como demonstrado pelo grafico, o ambiente analisado nos dois viveiros nos
dois periodos climaticos possui grande diversidade de microrganismos, ja que 0s
graficos ndo chegaram a atingir o inicio do platé. Schloss e Handelsman (2004)
relatam que o programa DOTUR é sensivel ao nimero de sequencias analisadas,
portanto esse é um fato que deve ser observado com bastante atengcéo. E também,
em seu estudo, as autoras supracitadas preveem que para uma boa amostragem é
necessario pelo menos 10000 sequéncias para estabilizacdo da curva de rarefagao
de determinado ecossistema.

Quando comparado esses resultados com os obtidos no trabalho de Meneghine
(2013), que realizou a analise da agua destes mesmos viveiros nas mesmas épocas

de coleta, percebe-se um resultado similar, diferenciando apenas no que diz respeito
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ao viveiro 4, que demonstrou um iniciou da curva, devido a elevada dominancia de
uma espécie.

A Tabela 2 abaixo demonstra os indices de diversidade e riqueza, gerados pelo
préprio programa DOTUR. Tais indices promovem estimativas que variam com o

namero das sequéncias e frequéncias das OTUs.

Tabela 3. indices de Riqueza e diversidade de V1C (viveiro 1 no periodo chuvoso),
P1S (viveiro 1 periodo seca), V4C (Viveiro 4 periodo de chuvas) e V4S (Viveiro 4
periodo de seca) gerados pelo programa DOTUR.

INDICES DE DIVERSIDADE
OoTu INDICES DE RIQUEZA
Amostras
ACE CHAO1 SHANNON SIMPSON
ViC 153 464,1 4354 5,0 0,00221
V1S 77 3003,0 1502,0 4.3 0,00033
V4C 150 1167,4 1109,1 5,0 0,00114
V4S 179 2218,1 1995,9 52 0,00057

No indice de riqueza de espécies ACE as sequéncias sdo agrupadas em raras
e abundantes de acordo com sua frequéncia de observacao. O algoritmo ACE utiliza
as frequéncias obtidas do banco de dados metagenémico, baseado nas sequéncias
das espécies < 10 ou baixo niumero de amostras para estimar riquezas de diversidade
e espécies (HUGHES et al., 2001). O indice de CHAO1 usa o niumero de OTUs com
uma ou duas sequéncias para estimar o niumero de espécies faltantes (CHAO, 1984).
De acordo com o demonstrado pelos dados, V1S, V4C e VA4S sdo bastante ricos,
exceto V1C na comparacgao dos valores demonstrados. Com relacdo aos resultados
obtidos pela andlise da agua por Meneghine (2013), percebeu-se que o ambiente
Menos rico € o viveiro 4, na época de seca.

O indice de Simpson varia de 0 a 1, com os valores altos indicando forte
dominancia e baixa diversidade. No caso do indice de Shannon, quanto maior o valor
mais alta a diversidade (ODUM; BARRETT, 2007). De forma geral, os ambientes
analisados além de ricos possuem grande diversidade, sem muita distin¢cado entre si.
Diferentemente do visto na 4gua, nas mesmas épocas analisadas, onde os valores

dos indices mostraram que no viveiro 4 na época de seca houve forte dominancia e
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baixa diversidade, fato esse comprovado pelo aparecimento de mais de 80% de
Cianobacterias no ambiente (MENEGHINE, 2013).

5. CONCLUSAO

Os filos encontrados através do emprego do sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA no viveiro de abastecimento (V1), permaneceram praticamente inalterados
independente da época da coleta, apresentando um equilibrio em relacdo a

microbiota.

As amostras de sedimento do quarto viveiro (V4) apresentaram diferenca
significativa para o filo Firmicutes entre as épocas, sendo que a maioria das

sequencias pertenciam ao filo Proteobacteria.

A comparacao entre os viveiros V1 e V4 apresenta diferenca significativa para os
filos Acidobacteria e Proteobacteria, presentes em maior proporgcéo em V4.

A andlise dos organismos encontrados pela metodologia aplicada no sedimento
dos dois viveiros de piscicultura revelou que as composicdo das comunidades
bacterianas estdo relacionadas com a concentracéo de nutrientes de cada viveiro bem

como as alteragfes climéaticas.
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