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RESUMO

Bactérias sdo organismos de suma importancia para o correto funcionamento de biomas, atuando
como reguladoras e fixadoras de nitrogénio (N), fosforo (P) e carbono (C), além de controlarem a
decomposicao da matéria organica e outros nutrientes. Entretanto, a agcao antrépica figura entre os
principais fatores de desequilibrio em ecossistemas naturais, afetando diretamente as comunidades
bacterianas em ambientes aquaticos, tanto lIénticos quanto I6ticos. Neste estudo, investigou-se a
diversidade bacteriana dos afluentes do Rio Parana por meio de DNA ambiental (eDNA) coletado
em diferentes pontos do reservatorio, considerando duas esta¢des do ano (chuvosa e seca), com o
objetivo de avaliar a variacdo espacial e sazonal dessa diversidade. Paralelamente, foram
mensurados parametros fisico-quimicos da agua, como pH, temperatura, oxigénio dissolvido (OD),
dioxido de carbono dissolvido (DCD) e turbidez. Com o uso de imagens de satélite, foi realizado um
mapeamento e categorizagdo do grau de antropizagao nas areas adjacentes aos pontos de coleta.
O DNA extraido das amostras foi sequenciado utilizando a tecnologia lllumina, com foco na regiao
V3-V4 do gene 16S rRNA (metabarcoding), para analise filogenética das comunidades bacterianas
de cada local e tempo de coleta. Os dados obtidos foram confrontados com os parametros fisico-

| quimicos e o grau de antropizagao dos locais de coleta.- —A analise da diversidade microbiana dos
pontos de coleta revelou padrdes distintos associados ao uso do solo. Nas areas preservadas
predominam Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes, grupos relacionados a ciclagem de
nutrientes. Nas areas de uso agropecuario moderado observou-se uma composi¢ao intermediaria,
marcada pelo aumento de Firmicutes e reducéo de Actinobacteria. Ja nas areas urbanizadas, mais
antropizadas, destacaram-se Cyanobacteria e Firmicutes, indicando possivel influéncia da
eutrofizacdo e do aporte excessivo de nutrientes. Os afluentes BR_11 e BR_16 apresentaram as
maiores variagdes microbianas entre os pontos avaliados, com BR 11 exibindo alternancia sazonal
entre Rhodoluna (indicadora de melhor qualidade ambiental) e Polynucleobacter (associada a
enriqguecimento nutricional), enquanto BR_16 mostrou sinais persistentes de eutrofizacao e
contaminacao, incluindo alta dominancia de Clostridium no verao e presenga de grupos indicadores
de aporte fecal no inverno. Com isto, este estudo pode ajudar no desenvolvimento de estratégias

| de conservagdo ambiental e mitigagdo de impactos, -ampliando o conhecimento sobre o impacto
da utilizacdo do solo em margens de ambientes aquaticos e implicagdes praticas para o
desenvolvimento de estratégias de preservacio, conservagao e remediagio de areas degradadas,
além de potencial bioprospecg¢ao de microrganismos de interesse biotecnoldgico.

Palavras-chave: eDNA; NGS; bioma; I6tico; bactéria, microbiologia, ambiental
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1 INTRODUGAO

Os processos biogeoquimicos envolvem a transformagdo e reciclagem de
substancias orgéanicas e inorganicas, geralmente mediados por microrganismos em solo,
sedimentos e agua (Madsen, 2011), e como destacado por Newton et al. (2011), é evidente que as
bactérias aquaticas controlam a ftransformagdo e ciclagem da maioria dos elementos
biologicamente ativos nestes ecossistemas. Essas comunidades s&o particularmente sensiveis a
alteragcbes ambientais decorrentes de atividades humanas, como mudangas no uso do solo, aporte
de poluentes e flutuagcdes sazonais em reservatérios artificiais (Hanski et al., 2017), como o lago de
Itaipu. O reservatério de Itaipu, corpo de agua formado pelo barramento do Rio Parana para a
operacao da Usina Hidrelétrica de ltaipu, localizada na fronteira entre Brasil e Paraguai, recebe seu
aporte hidrico do Rio Parana, que por sua vez € alimentado por riachos afluentes.

Os rios e riachos que desaguam no Rio Parana sofrem pressbes ambientais
causadas por atividades humanas em suas margens, como agricultura, urbanizagcao e despejo de
efluentes. Essas alteragdes podem influenciar diretamente a diversidade bacteriana e os processos
ecoldgicos essenciais. Nestes ambientes, as comunidades bacterianas aquaticas desempenham
fungbes ecoldgicas de extrema importancia, atuando como reguladoras dos ciclos biogeoquimicos
e mantenedoras da qualidade da agua (Falkowski et al., 2008). S&do responsaveis por grande parte
da mineralizacdo de compostos, fixacdo de nitrogénio, solubilizagdo de fésforo e potassio e
ciclagem da matéria organica.

Estudos recentes demonstram que a composi¢cdo bacteriana em ecossistemas
Iénticos e I6ticos € moldada por uma complexa interagédo entre fatores abidticos (temperatura, pH,
nutrientes) e pressdes antropicas (Paerl e Paul, 2012; Wang et al., 2020; Shu et al., 2020).
Especialmente sensiveis a variagdes sazonais e parametros fisico-quimicos como pH, temperatura,
oxigénio dissolvido (OD), diéxido de carbono dissolvido (DCD) e turbidez. Impactando diretamente
nas comunidades bacterianas.

Neste contexto, este estudo busca investigar a diversidade bacteriana dos
afluentes do Rio Parana por meio de DNA ambiental (eDNA), coletado em diferentes pontos dos
riachos nas estagdes chuvosa e seca. Além disso, foram analisados os parametros fisico-quimicos
da agua e o grau de antropizagdo do entorno, com base em imagens de satélite. A abordagem de
metabarcoding do gene 16S rRNA (regides V3-V4) possibilitou uma analise filogenética detalhada
das comunidades bacterianas, correlacionando-as com os fatores ambientais. A hipotese central é
que a composigao bacteriana varia significativamente em resposta ao grau de antropizacao e as

condigoes fisico-quimicas, mais do que apenas pela localizagao espacial dos riachos.
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2 JUSTIFICATIVA

A crescente pressao antropica sobre ecossistemas aquaticos tem levado a
alteracdes significativas na qualidade da agua e na biodiversidade microbiana. O Rio Parana, por
ser um rio de grande propor¢cdo e formar o reservatério de Itaipu, -que possui multiplos usos,
incluindo geracdo de energia, abastecimento publico e turismo, —esta sujeito a impactos
provenientes de atividades humanas nas margens de seus afluentes.

Essas alteragdes podem modificar a estrutura das comunidades bacterianas,
essenciais para a ciclagem de nutrientes e a manutencao do equilibrio ecolégico. Estudos como os
de Wang et al. (2020) e Shu et al. (2020) destacam que a composigcédo bacteriana em ambientes
aquaticos é influenciada por fatores como temperatura, disponibilidade de nutrientes e grau de
perturbagdo humana.

Apesar dos avangos, ainda existem lacunas no entendimento de como a
antropizacao afeta especificamente ambientes l6ticos tropicais. Este pretendeu gerar conhecimento
aplicado e atualizado que para o monitoramento e a conservagao desses ambientes, alinhando
ferramentas biotecnologicas as demandas ambientais regionais. Para isso, o estudo busca
preencher essa lacuna ao integrar analises moleculares (metabarcoding), dados fisico-quimicos e
mapeamento de uso do solo.

A identificacdo de padrbes de diversidade bacteriana em resposta a diferentes
niveis de impacto humano permitira:

- Avaliar a saude do ecossistema, correlacionando a microbiota com
parametros de qualidade da agua;

- lIdentificar bioindicadores de degradacéo ambiental;

- Fornecer dados cientificos para o manejo sustentavel de riachos;

- E servir de base para a bioprospec¢do de micro-organismos com potencial
aplicagao biotecnoldgica.

Assim, este estudo contribui ndo apenas para o avango do conhecimento em
microbiologia ambiental, mas também para a gestdo de recursos hidricos e a preservagao de

ecossistemas aquaticos.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a diversidade bacteriana de afluentes da Bacia Hidrografica do
Parana lll em diferentes pontos de coleta, considerando variagdes sazonais (estagdes chuvosa e
seca) e o grau de antropizagcido do entorno, e correlacionar esses dados com parametros fisico-

quimicos da agua.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a composicdo bacteriana utilizando ferramentas de bioinformatica
(QIIMEZ2, SILVAngs) e comparar a diversidade entre os pontos de coleta e
estacdes do ano a partir do sequenciamento da regido V3-V4 do gene 16S do
DNA ambiental (eDNA) das amostras de agua.

2. Mapear o grau de antropizagcao das margens do reservatério utilizando imagens
de satélite.

3. Correlacionar os dados microbianos com os parametros fisico-quimicos e o grau

de antropizacéo, identificando possiveis bioindicadores de impacto ambiental.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 Reviséao Bibliografica

3.1.1 Caracterizagao de ordem de riachos e microbiota

A caracterizacio de sistemas fluviais € um passo fundamental para compreender
a dindmica hidrolégica, a morfologia de bacias hidrograficas e os padrdes ecolégicos associados.
Dentre os métodos disponiveis, a caracterizagcao ordenal de riachos é amplamente utilizada por
fornecer uma medida objetiva e padronizada da hierarquia de cursos d’agua (Shekar; Mathew,
2023).

O conceito de ordenacgao de riachos tem suas raizes no trabalho de Horton (1945),
que descreveu leis empiricas para o desenvolvimento de redes de drenagem e introduziu uma
classificacdo baseada na ramificagdo dos canais. Mais tarde, Strahler (1957) refinou este sistema,
estabelecendo o método mais utilizado atualmente: os cursos d’agua de primeira ordem s&o aqueles
sem afluentes; a confluéncia de dois trechos de mesma ordem origina um curso de ordem superior,
enquanto a confluéncia com cursos de ordem inferior ndo altera a ordem do canal principal (Figura
1.). Esse critério tornou-se padrao em analises hidrolégicas, geomorfoldgicas e ecoldgicas em todo

0 mundo.

Figura 1. Rede de riachos mostrando os valores de ordem de cursos d’agua segundo Strahler para
cada segmento (Maddock, 2007).

A aplicagao pratica da ordenacgao permite calcular indices morfométricos, como a
razao de bifurcacio, o comprimento médio por ordem e a densidade de drenagem, que auxiliam na
comparagao entre bacias hidrograficas e na inferéncia sobre processos de escoamento, erosao e
deposicdo (Moussa et al., 2009). Além disso, o advento de modelos digitais de elevagédo e
ferramentas de geoprocessamento (SIG) possibilitou a automacgédo da delimitacdo de redes
hidrograficas e da aplicacdo da ordenacgao de Strahler em diferentes escalas espaciais, ampliando

sua relevancia em estudos ambientais (Jasrotia et al., 2013).
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No campo da ecologia de riachos, a ordem do canal é frequentemente associada
a mudangas longitudinais nas caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente aquatico. Riachos de
baixa ordem tendem a apresentar menor largura, maior sombreamento e maior dependéncia da
entrada de matéria organica aldéctone (como folhas e galhos), enquanto riachos de maior ordem
apresentam maior volume de agua, maior contribuicdo de produgao primaria autdctone e maior
diversidade de habitats (Vannote et al., 1980).

Essas diferengas também influenciam a composic¢ao e diversidade da comunidade
microbioldgica aquatica, que tende a variar ao longo do gradiente longitudinal dos riachos. Estudos
demonstram que cursos d’agua de diferentes ordens apresentam distintas estruturas microbianas,
influenciadas por fatores como o tempo de residéncia da agua, o acumulo de matéria organica, e a
conectividade com o solo e a vegetacéo riparia (Besemer et al., 2013).

No contexto brasileiro, estudos de caracterizacdo morfométrica de bacias
hidrograficas tém utilizado amplamente o sistema de Strahler, tanto para analises de vulnerabilidade
ambiental quanto para monitoramento da qualidade da agua em sistemas I6ticos. Além disso, a
ordenacéao fornece uma escala operacional de amostragem, permitindo organizar campanhas de
coleta de dados fisico-quimicos e bioldgicos de forma sistematica (Silva et al., 2014).

Portanto, a caracterizagao ordenal de riachos constitui uma ferramenta essencial
para integrar analises hidroldgicas, geomorfoldgicas e ecoldgicas, funcionando como elo entre a
estrutura fisica da paisagem e os processos bidticos associados. Seu uso, consolidado na literatura
internacional e nacional, permanece atual e indispensavel em estudos de manejo e conservacao de

recursos hidricos.

3.1.2 Microbiologia Ambiental de Rios e Represas

O ciclo biogeoquimico é a transformacgao de substancias organicas e inorganicas
do ambiente, seja ele: solo, sedimentos ou ambiente aquatico, através de processos bioquimicos
em sua maioria mediados por microrganismos. Estes processos ocorrem por processos de
oxirreducao assistidos por enzimas cataliticas das substancias presentes a fim de utiliza-las em
etapas de produgcido de energia, metabdlitos primarios e secundarios e regulagbes internas e
externas dos microrganismos. Dentre os principais processos biogeoquimicos mediados por
bactérias estdo os ciclos do Carbono(C), Nitrogénio(N), Fosforo(P) e Potassio(K), e dos metais
essenciais. (Falkowski et al., 2008)

As comunidades microbianas em ecossistemas aquaticos desempenham papéis
fundamentais nos ciclos biogeoquimicos, atuando na ciclagem de nutrientes, decomposi¢ao de
matéria organica e manutencgao da qualidade da agua (Falkowski et al., 2008). Em rios e represas,
a estrutura dessas comunidades ¢ influenciada por fatores como a hidrodindmica, considerando
que as correntes e o tempo de residéncia da agua afetam a dispersao microbiana (Crump et al.,

2012), e pela disponibilidade de nutrientes, que pode influenciar diretamente a proliferagao de
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grupos favorecidos pela composi¢cdo do ambiente, como as cianobactérias em ambientes com altas
concentracdes de nitrogénio e fosforo (Paerl et al., 2016). Estas modificacdes no ambiente além de
favorecer alguns grupos, levam a reformulagcdo de toda comunidade por meio de —interagdes
bidticas, como competicdo e mutualismo que moldam a diversidade bacteriana (Fuhrman et al.,
2015).

Estudos em reservatorios tropicais, como o de Broa (SP), demonstraram que bactérias das
classes Betaproteobacteria e Actinobacteria dominam em areas menos impactadas do ponto de
vista tréfico (oligotroficas), pobres em nutrientes e baixa bioprodutividade, geralmente com aguas
claras e pouco desenvolvimento de algas e plantas aquaticas, enquanto Cyanobacteria e
Bacteroidetes sao mais abundantes em condi¢des eutrdficas, ricas em nutrientes, com alta
bioprodutividade, podendo apresentar baixa transparéncia devido ao excesso de algas, plantas
aquaticas e bacterioplanctons (Pereira et al., 2021). Em rios urbanos, como o Tieté, a poluicéo
reduz a diversidade microbiana e seleciona grupos resistentes, como Gammaproteobacteria (Silva
et al., 2020)

3.1.3 Familias bacterianas bioindicadoras ambientais e suas caracteristicas ecologicas

O monitoramento da qualidade da agua em ecossistemas Iéticos e |énticos
depende, tradicionalmente, de parametros fisico-quimicos e da presenca de macroinvertebrados e
peixes como bioindicadores. No entanto, nos ultimos anos, as comunidades bacterianas tém
recebido crescente atencdo como bioindicadores ambientais devido a sua elevada diversidade,
rapida resposta a mudangas ambientais e capacidade de metabolizar uma ampla gama de
compostos quimicos (ZEGGINI; YANG; NIELSEN, 2020).

As bactérias desempenham papel central nos ciclos biogeoquimicos de carbono,
nitrogénio, fosforo e enxofre, além de participarem diretamente da degradacédo de agrotéxicos,
hidrocarbonetos, solventes e metais pesados. Dessa forma, alteragcbes na composicao e
abundancia de grupos bacterianos refletem com precisdo a exposi¢cao a diferentes estressores
ambientais (CRUMP; HOBBIE, 2005; MAHAJAN; KAUR, 2021).

Entre as vantagens do uso de bioindicadores bacterianos aquaticos estdo a alta
sensibilidade a poluentes em baixas concentragdes, possibilitando detec¢ao precoce de impactos
ambientais e a rapidez de resposta em comparagdo com organismos de maior porte, permitindo
analises sazonais ou mesmo em curto prazo; e especificidades funcionais, ja que diferentes familias
bacterianas estdo associadas a tipos distintos de contaminantes (por exemplo, pesticidas, metais
pesados ou nutrientes). Assim, a analise de familias bacterianas em ambientes aquaticos fornece
informagbes n&o apenas sobre a presenga de poluentes, mas também sobre processos ecolégicos
em curso, como degradagado de compostos tdxicos e resisténcia a estresses ambientais (SHARMA

et al., 2018). Baseado nestes conhecimentos, € de suma importancia destacar os principais grupos
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bacterianos que atuam como bioindicadores em ecossistemas aquaticos impactados. A estrutura e
a abundancia relativa de determinadas familias bacterianas em ambientes aquaticos e terrestres

podem servir como bioindicadores da presencga de poluentes. Entre elas, destacam-se:

¢ Pseudomonadaceae

A familia Pseudomonadaceae do filo Proteobacteria, inclui o género
Pseudomonas, € amplamente distribuido em ambientes aquaticos e terrestres. Estas bactérias
apresentam elevada versatilidade metabdlica, incluindo a capacidade de degradar pesticidas,
hidrocarbonetos e solventes organicos. A presenga aumentada de Pseudomonas em areas
agricolas e poluidas tém sido amplamente documentada, refletindo seu papel adaptativo frente a
compostos toxicos (SINGH; WALKER, 2006; YANG et al., 2022).

¢ Bacillaceae

A familia Bacillaceae, filo Firmicutes, recentemente nomeado como Bacillota,
representada por géneros como Bacillus, é conhecida por formar enddsporos resistentes e por sua
ampla distribuicdo em solos e ambientes aquaticos. Diversas espécies sao capazes de degradar
organofosforados e carbamatos, funcionando como bioindicadores de areas impactadas por
agrotoxicos (KOEHLER; STEIN, 2020). Além disso, algumas linhagens de Bacillus possuem
resisténcia a metais pesados, o que reforga sua associagdao com ambientes contaminados (GAO et
al., 2021).

¢ Nocardioidaceae e Arthrobacteraceae

Essas familias, incluindo os géneros Nocardioides e Arthrobacter do filo
Actinobacteria, estdo associadas a solos e aguas impactadas por pesticidas. Apresentam enzimas
catabolicas especificas capazes de degradar herbicidas, inseticidas e compostos aromaticos (NAIR;
SHUKLA; SHARMA, 2013). Sua presenga elevada é frequentemente ligada a areas agricolas

intensivas, refletindo selegcao por pressao de poluentes.

¢ Rhodobacteraceae

Membros da familia Rhodobacteraceae, filo Proteobacteria, como

Methylobacterium, s&o conhecidos por sua capacidade de degradar herbicidas e por participarem

de processos foto-heterotroficos em ambientes aquaticos. Essa plasticidade metabdlica Ihes
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confere vantagem em ambientes enriquecidos por xenobidticos e nutrientes derivados da agricultura
(COTTRELL; KIRCHMAN, 2016).

© Sphingomonadaceae e Sphingobacteriaceae

Essas familias, também do filo Proteobacteria, reGnem bactérias especializadas
na degradagdo de compostos aromaticos recalcitrantes, incluindo pesticidas, hidrocarbonetos e
poluentes industriais (WHITE et al., 1996). A abundancia dessas bactérias tende a aumentar em

ambientes expostos a micropoluentes agricolas e em rios urbanos impactados (PENG et al., 2017).

¢ Cianobactérias

As cianobactérias incluem géneros como Nostoc e Microcystis, que podem
proliferar em ambientes eutrofizados, favorecidos pelo aporte de nutrientes agricolas (N e P). Além
disso, ja foi relatada a sensibilidade de algumas cianobactérias a presenca de pesticidas, podendo

ser utilizadas como bioindicadores de poluicdo agricola (MATEO et al., 2019).

3.1.4 Antropizacao e Suas Consequéncias para Biomas Aquaticos

Trés fatores principais atuam como fortes direcionadores das mudancgas na
diversidade e fungdo microbiana:

1. A Agricultura, Urbanizacdo e Langamento de Efluentes: Estas atividades sdo as
principais fontes difusas e pontuais de poluicao por nutrientes, especialmente nitrogénio (N) e
fésforo (P). A agricultura intensiva utiliza fertilizantes que, carreados pela chuva, atingem os corpos
d'agua. Ja a urbanizagédo e os efluentes domésticos e industriais contribuem com cargas
significativas de nutrientes e matéria organica (PAERL et al.,, 2016). Esse enriquecimento,
conhecido como eutrofizagao, altera fundamentalmente a disponibilidade de recursos, favorecendo
grupos microbianos oportunistas em detrimento da diversidade nativa.

2. Relagao entre Uso e Ocupacao do Solo e Diversidade Microbiana: O uso do
solo no entorno de uma bacia hidrografica € um preditor robusto da integridade ecolégica do corpo
d'agua. Areas com maior percentual de agricultura e tecido urbano estdo consistentemente
associadas a uma menor diversidade microbiana e a uma homogeneizacao da comunidade. Como
observado por Read et al. (2015), a alteragdo do habitat terrestre leva a uma "simplificagao" da
comunidade microbiana aquatica, onde espécies generalistas e tolerantes a poluigdo tornam-se
dominantes, reduzindo a resiliéncia do ecossistema.

3. Eutrofizacao e Proliferagdo de Cianobactérias: A eutrofizagédo, entendida como

0 enriquecimento excessivo de nutrientes, € um dos maiores impulsionadores da perda de
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biodiversidade e do surgimento de floragbes de cianobactérias em ambientes aquaticos. Embora o
papel classico do fésforo como nutriente limitante chave seja inquestionavel, a compreensao
moderna da eutrofizagdo reconhece a complexa interagao entre N, P e outros fatores. Ho et al.
(2019), em uma extensa revisado, destacam que as mudancas climaticas globais, particularmente o
aumento da temperatura e a estratificagao prolongada dos corpos d'agua, atuam sinergicamente
com a eutrofizagao para criar condigbes ideais para as cianobactérias. Esses organismos possuem
adaptagdes Unicas (como vacuolos de gas para flutuabilidade e a capacidade de algumas espécies
de fixar N;) que lhes conferem vantagem competitiva em um ambiente enriquecido e mais quente,
levando a proliferagdo massiva e persistente de géneros como Microcystis.

Dito isto, fica claro que a agcdo humana altera drasticamente ecossistemas
aquaticos, tanto indiretamente através de desmatamento de bordas dos rios e modificacdo da flora
marginal, reduzindo a entrada de matéria organica e alterando a base da cadeia alimentar
microbiana (Dudgeon et al., 2006), quanto diretamente por meio de despejamento de efluentes
urbanos e industriais, introduzindo massivas quantidades de bacteroidetes (ex.: Bacteroides) e
patdogenos como Escherichia coli termotolerantes (Savichtcheva et al., 2007). Os residuos
industriais podem também ser agentes selecionadores de bactérias resistentes como Pseudomonas
sp. ao despejar efluentes sem o devido tratamento, adicionando metais pesados como chumbo (Pb)
e cadmio (Cd) nestes biomas (Ibekwe et al., 2016).

Outras ag¢des antropicas muito importantes sao as construgcdes de barragens que
alteram toda a regido afetada, aumentando areas alagadas e alterando velocidade e dinamica do

curso do rio favorecendo bactérias metanogénicas (e.g., Methanosaeta) (Deemer et al., 2016).

3.1.5 Relagéao entre Carga de Nutrientes, Floragbes (Blooms) téxicas e suas consequéncias

A relagao entre a carga de nutrientes e a ocorréncia de floragdes (blooms) toxicas
€ bem estabelecida, mas nao é simplesmente linear. Embora a eutrofizacdo seja um pré-requisito
para blooms de alta biomassa, a propor¢ao de cepas produtoras de toxinas dentro da populacéo de
Microcystis spp. pode variar. Estudos demonstram que altas concentragbes de fosforo estédo
fortemente correlacionadas com a biomassa total de cianobactérias. No entanto, fatores como a
forma de nitrogénio disponivel (NH,* vs. NO3~) e a relacdo N:P podem influenciar a toxicidade do
bloom. Gobler et al. (2016) argumentam que o enriquecimento combinado de N e P, tipico de
esgotos e escoamento agricola, ndo apenas promove a biomassa de cianobactérias, mas também
pode selecionar linhagens mais téxicas de Microcystis spp. Em um cenario de eutrofizagido, onde o
N pode se tornar limitante, cepas de Microcystis spp. que ndo fixam N, mas sdo eficientes na
aquisicdo de N, podem ser favorecidas, e muitas dessas cepas sao produtoras de microcistina.
Portanto, o controle dos blooms téxicos depende do gerenciamento integrado de ambos os

nutrientes, nitrogénio e foésforo, e ndo apenas do P, como se acreditava no passado.
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A dominancia de Microcystis spp. em um ecossistema aquatico traz uma série de
consequéncias negativas, tanto ecologicas quanto toxicoldgicas.

Consequéncias Ecoldgicas: Os blooms de Microcystis spp. formam uma biomassa
densa na superficie da agua, impedindo a penetragao de luz e limitando a fotossintese de algas
submersas e macrofitas. A subsequente morte e decomposicdo dessa biomassa por bactérias
heterotréficas consome rapidamente o oxigénio dissolvido na agua, levando a formagéao de zonas
anoxicas ou hipoxicas ("zonas mortas"). Essa condi¢cdo provoca a mortandade de peixes e outros
organismos aerdbicos, causando um colapso na estrutura tréfica aquatica (Huisman et al., 2018).

Consequéncias Toxicoldgicas: Muitas linhagens de Microcystis spp. sao capazes
de produzir um potente grupo de hepatotoxinas conhecidas como microcistinas. Estas toxinas sédo
estaveis e podem persistir no ambiente mesmo apdés o colapso do bloom. A ingestao de agua ou
organismos contaminados representa um risco agudo e crbénico para a saude humana e animal,
podendo causar desde danos hepaticos até promover tumores (SvirCev et al., 2019). A presenga de
microcistinas em reservatorios de abastecimento publico € um desafio global para a seguranca

hidrica.

3.2 Ferramentas moleculares e bioinformaticas

O uso de DNA ambiental (eDNA) em estudos ecolégicos tém revolucionado a
forma de analisar comunidades microbianas, permitindo a detecgao e identificacao de espécies por
meio de sequéncias genéticas sem necessidade de cultivo (Thomsen & Willerslev, 2015). Além de
ampliar a compreensao da dindmica microbiana em ecossistemas aquaticos, essa abordagem tem
ganhado destaque na biotecnologia ambiental, ao possibilitar a prospeccdo de genes e micro-
organismos com potencial para aplicacbes em biorremedia¢éo, biodegradagéo e monitoramento de
poluentes.

A analise de eDNA associada ao metabarcoding do gene 16S rRNA oferece uma
abordagem robusta para caracterizar a diversidade bacteriana e inferir relagdes filogenéticas. Essa
técnica utiliza regides hipervariaveis do gene 16S para diferenciar taxonomicamente micro-
organismos presentes nas amostras ambientais.

O pipeline bioinformatico empregado (QIIME2, SILVANngs) permite realizar etapas
de controle de qualidade, agrupamento em unidades taxonémicas operacionais (OTUs) e analises
estatisticas de diversidade alfa e beta. Essa abordagem proporciona uma visdo abrangente sobre

a estrutura das comunidades bacterianas e suas relagdes ecoldgicas.

3.2.1 Metabarcoding Aplicado ao Estudo de Comunidades Microbianas Aquaticas
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O metabarcoding representa um avanco metodoldgico crucial para a
caracterizacdo de comunidades microbianas ambientais. Esta técnica baseia-se no
sequenciamento em larga escala de marcadores genéticos taxondmicos, sendo o gene do RNA
ribossomal 16S (16S rRNA) o marcador mais amplamente utilizado para estudos bacterianos
(Caporaso et al., 2012).

A escolha deste gene como marcador deve-se a sua estrutura unica, que combina
regides altamente conservadas, que permitem o desenho de primers universais e regides
multivariaveis (como V3-V4), que funcionam como "codigos de barras" para distingao taxonémica,
€ a partir da comparacédo das semelhancas e diferengas dela comparadas a sequenciamentos
armazenados em bancos de dados que é feita a identificacdo de cada leitura. Esta abordagem
supera as limitacbes dos métodos tradicionais de cultivo, revelando a verdadeira complexidade das
comunidades microbianas ambientais (Newton et al., 2011). A alta sensibilidade do método permite
detectar até espécies raras ou pouco abundantes, proporcionando uma visdo abrangente da
diversidade bacteriana em ecossistemas aquaticos. Por estas caracteristicas esta tecnologia tem
sido utilizada para caracterizagcdo de comunidades bacterianas para analises e monitoramentos
ambientais (Wang et al., 2020).

3.3 Afluentes da Bacia Hidrografica do Parana lli

A Usina Hidrelétrica de Itaipu (25°24'28"S, 54°35°24”W) é uma hidrelétrica
binacional localizada no Rio Parana, na fronteira entre o Brasil e o Paraguai. A area de pesquisa
nas microbacias hidrograficas que drenam para o reservatorio Itaipu-Binacional foi apresentada na
Figura 02. Entre os principais rios que integram essa bacia destacam-se o Rio Sdo Francisco, cujo
curso tem origem no municipio de Cascavel, e o Rio Guagu, que nasce no municipio de Toledo.
Outro rio de relevancia é o Rio Sao Francisco Falso, composto pelos bragos Norte e Sul,
responsavel por drenar parte do Subplanalto Sdo Francisco antes de desembocar no reservatorio.
O Rio Ocoi, embora de menor porte, também contribui significativamente para a drenagem regional,
direcionando suas aguas ao Lago de ltaipu. Além desses cursos principais, a Bacia Parana Il inclui
diversos rios de menor extensao, entre eles o Rio Taturi, o0 Rio Chororé e o Rio Sao Vicente, que,
em conjunto, formam uma rede de drenagem essencial para o equilibrio hidrolégico e ambiental da

regiao.
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Figura 2. Mapa da rede de drenagem da Bacia Hidrografica Parana Ill (BHP IlII) (EMBRAPA, 2021)

Y

A margem brasileira pertence a Bacia Hidrografica do rio Parana 3 (BP3),

mesorregido do Oeste do Parana, com aproximadamente 8.000 km? e 28 municipios que totalizam
uma populagdo de 997.721 habitantes (IBGE, 2010; Rocha & Bade, 2018). O clima na regiao é

subtropical umido mesotérmico, classificado por Kdppen como Cfa, apresentando amplitudes

térmicas anuais com cerca de 11°C de diferenga média entre o inverno e verao devido a influéncia

reduzida da maritimidade. Apresenta verdo com maximas médias em torno dos 33°C e inverno

ameno porém com quedas bruscas de temperaturas que podem cair abaixo de zero durante a

passagem de frentes frias de massas de ar polar. A precipitacdo anual é de aproximadamente 1.800

mm, com poucas flutuagdes ao longo do ano e redugéo no inverno (Castafo et al., 2015).
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4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em afluentes do reservatério de Itaipu, localizados na regido
Oeste do Parana. O clima da regido é subtropical umido (Cfa, segundo Kdppen), com verdes
quentes e invernos amenos. A média anual de temperatura € de aproximadamente 22 °C, e a
precipitacao média anual é de cerca de 1.600 mm. As coletas foram realizadas pelo grupo de
pesquisa coordenado pelo Prof. Luiz Henrique Garcia Pereira entre 2021 e 2022 em duas
campanhas distintas: uma durante o periodo chuvoso (verdo - dezembro de 2021) e outra no
periodo seco (inverno - agosto de 2022), permitindo avaliar variagdes nas condigbes ambientais e
na diversidade bacteriana. Os pontos de coleta foram distribuidos em diferentes areas
representativas dos niveis de antropizacao, previamente identificados por meio de analise de uso e
ocupagao do solo.
Foram selecionados doze pontos de coleta (figura 3), nomeados conforme a
codificacdo BR-01 a BR-17, abrangendo areas com diferentes graus de impacto antrépico:
e Grupo A (verde): areas preservadas, com vegetagao nativa e/ou pastagem com
baixo nivel de interferéncia humana;
e Grupo B (amarelo): areas de uso agropecuario moderado;
e Grupo C (vermelho): dreas de maior impacto antrépico, com praticas agricolas
intensivas.
O mapeamento foi realizado com base em imagens de satélite de alta resolugéo,
classificadas quanto ao uso do solo por meio de softwares de geoprocessamento (QGIS e Google
Earth Pro).
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Figura 3. Mapa dos pontos de coleta (BR-02 ao BR-17) nos afluentes da Bacia Hidrografica do
Parana lll, classificados segundo o grau de antropizagéo. Verde: areas preservadas (Grupo A);
Amarelo: uso misto (Grupo B); Vermelho: areas impactadas (Grupo C). Fonte: Relatério final****
(2025).

4.1.1 Pontos de coleta que tiveram rDNA(v3-v4) amplificados e parametros fisico-
quimicos aferidos para analises:
Pontos: 02, 04, 06, 08, 09, 11 ,12, 13 ,14, 15 ,16 ,17

4.1.2 Por grupo de utilizagdo do solo:
Grupo A: 04, 06, 09, 11
Grupo B: 13, 16, 17
Grupo C: 02, 08, 12, 14, 15

Fotos de cada ponto com imagens aproximadas de Satélite no Anexo A

Versdo Fi nal Honol ogada
23/ 02/ 2026 09: 47



26

4.2 Coleta de amostras

As amostras de agua foram filtradas em campo, com o uso de bomba peristaltica
portatil seguindo o protocolo desenvolvido pelo laboratério de Biodiversidade e Ecologia Molecular
(Labem) da UNILA, descritos a seguir: Foram filirados em campo, usando um filtro de 0,7 um, 1,2 L
de agua do riacho, os quais foram acondicionadas em frasco ambar estéril. Em seguida, foi
realizada uma segunda filtragem, da agua pré-filtrada em com filtro de 0,45 um. Ambos os filtros
foram acondicionados em frasco admbar estéril e mantidos sob refrigeracdo até a chegada ao
laboratério, onde foram acondicionados em freezer -20 °C até o momento da analise. Durante as
coletas, foram medidos in situ os seguintes parametros fisico-quimicos com a sonda Horiba-U51:
Temperatura (°C), ; pH, ; Oxigénio dissolvido (OD), ; Condutividade elétrica (uS/cm), ; Turbidez
(NTU), ; Dioxido de carbono dissolvido (DCD), . Os valores médios e desvios-padrao desses
parametros foram posteriormente analisados estatisticamente para identificar diferengas
significativas entre grupos e estagdes do ano. Tabela de parametros fisico-quimicos por ponto de
coleta e data no ANEXO B (pag. 56).

4.3 Extracao, Amplificacdo, Sequenciamento do eDNA

Para as etapas de extragdo, amplificacao, sequenciamento e processamento
inicial de dados brutos, contratou-se uma empresa especializada, considerando sua expertise e 0
custo relativamente baixo por amostra. A empresa BPI Biotecnologia (Botucatu, SP, Brasil) foi
selecionada para execucao destes procedimentos. Os frascos ambar contendo os filtros com as

amostras de eDNA foram enviados a empresa sob refrigeracao (~10 °C).

O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™
(Zymo Research cat. D6005), conforme protocolo do fabricante. Partes iguais de cada filtro (0,7 e
0,45 um) foram utilizadas para formar uma amostra composta, respeitando o volume maximo
recomendado pelo protocolo. O eDNA extraido foi quantificado por fluorescéncia utilizando o
Fluorémetro Qubit® 3.0 e o kit de ensaio Qubit™ dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific).

A amplificagdo ocorreu utilizando os primers universais para regiao V3/V4 para
bactérias, ja padronizado pela BPI Biotecnologia. Os produtos de amplificacao foram visualizados
por eletroforese em gel de agarose 2% corado com Red Gel 0,03% (v/v) e quantificados por
fluorescéncia, utilizando o Fluorémetro Qubit® 3.0 e o kit de ensaio Qubit™ dsDNA BR (Thermo

Fisher Scientific). Subsequentemente, iniciou-se a construcao da biblioteca de NGS/metabarcoding.

A reacgao de indexacao foi realizada, inserindo os indexadores nos adaptadores

universais, necessarios para a geracao de clusters e sequenciamento das amostras, seguindo o
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protocolo do kit Nextera XT Index (lllumina). Em seguida, a biblioteca foi amplificada conforme o
seguinte programa: incubacdo a 72°C por 3 minutos, desnaturagao inicial a 95°C por 30 segundos,
seguida de 12 ciclos de 95°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, e
extensao final a 72°C por 5 minutos. As reagdes de amplificacdo foram conduzidas em um
Termociclador Veriti™ (Applied Biosystems). As bibliotecas geradas foram submetidas a etapas de
purificagcao utilizando esferas magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) para remover
fragmentos muito pequenos da populacgéo total de moléculas e residuos de primers. Posteriormente,
realizou-se a quantificagdo por PCR em tempo real utilizando o kit KAPA-KK4824 (Library
Quantification Kit - lllumina/Universal), conforme protocolo do fabricante. Um pool de DNA equimolar
foi gerado normalizando todas as amostras para 4 nM, procedendo-se ao sequenciamento
utilizando o sistema de sequenciamento de nova geragéao lllumina MiSeq (lllumina® Sequencing) e
trés unidades do kit de reagentes MiSeq v2 500 ciclos (reads de 2 x 250 pb) com 20% de Controle

de Sequenciamento PhiX V3 (lllumina).

4.5 Processamento bioinformatico

O pipeline de andlise foi conduzido no software QIIME2 (v.2024.2). As etapas
incluiram: Demultiplexagem e filtragem de qualidade com DADAZ2; Agrupamento em OTUs a 97%
de similaridade; Atribuicdo taxondmica utilizando o banco de dados SILVA (v.138); Calculo de
indices de diversidade alfa (Shannon, Simpson, Chao1) e beta (Bray-Curtis); Analise de ordenacao
(NMDS e PCA) para visualizagdo de padrdes de similaridade entre amostras; Testes estatisticos

(ANOSIM e PERMANOVA) para verificar diferencas significativas entre grupos.

4.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (v.4.3.2) e PAST (v.4.11).
As diferengas entre grupos foram testadas por meio de ANOVA unifatorial e teste de Kruskal-Wallis,
conforme a normalidade dos dados (teste de Shapiro-Wilk). As correlagcdes entre variaveis
ambientais e grupos bacterianos foram avaliadas pelo coeficiente de Spearman (p). A significancia

estatistica foi considerada para valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na coleta Verdo um total de 754519 transcritos foram gerados a partir -das 12
amostras que apdés processamento de qualidade (filtragem, denoising e remocgao de quimera), foi
reduzido a um conjunto final com 250269 de sequéncias para a fitas forward, as quais foram
agrupadas em 10.377 OTUs, e apds descartar as OTUs com uma ocorréncia menor que 10 reads,
2.529 OTUs foram mantidas. Para a coleta de Inverno 754940 transcritos foram gerados desde a
partir das 12 amostras, que apds processamento de qualidade (filtragem, denoising e remogéo de
quimera), foi reduzido a um conjunto final com 384010 de sequéncias para a fitas forward, as quais
foram agrupadas em 10.428 OTUs, e apés descartar as OTUs com uma ocorréncia menor que 10
reads, 3.939 OTUs foram mantidas.

5.1 Taxonomia dos OTUs

Na coleta realizada no inverno, dentre os 7404 OTUs foram identificados 45 filos
(Figura 4) com cutoffde 5 reads. Observa-se que a maioria das amostras € dominada principalmente
pelos filos Proteobacteria, Actinobacteriota, Cyanobacteria e Firmicutes, embora com variagcbes
entre os pontos de coleta. Filos como Verrucomicrobiota, Planctomycetota, Chloroflexi,
Bdellovibrionota, Bacteroidota e Patescibacteria aparecem em menores propor¢des, mas sua
presenga € ecologicamente relevante (Saneha, 2023). Esses grupos estdo associados a:
degradacao de compostos refratarios; processos de nitrificacao/denitrificacédo; interagao predatéria

(caso dos Bdellovibrionota); ciclagem de nutrientes.
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Figura 4. Distribuicio relativa dos principais filos bacterianos, presentes na agua dos afluentes da

Bacia Hidrografica do Parana Ill (BR) na coleta Inverno.

Nota-se uma variagao clara entre as amostras (BR_02 a BR_17), o que sugere
influéncia de fatores ambientais locais, tais como: proximidade de fontes de nutrientes,
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente, impactos antropicos, micro-habitats especificos. O
ponto BR_11 apresentou predominancia de Actinobacteria. O ponto BR_16 mostrou um aumento
expressivo de Bacteroidota e outros filos associados a degradagao de matéria organica, sugerindo

possivelmente maior aporte de detritos ou condi¢gdes mais eutrofizadas (Chen, 2019).

Na coleta realizada no verao, dentre os 2.529 OTUs OTUs foram identificados 36
filos (Figura 5) com o cutoff de 5 reads. Destacam-se as variagdes nos pontos BR_06, BR_11,
novamente, e BR_12 com predominancia de Actinobacteria e BR_16 com aumento expressivo de

Firmicutes.

Vers@o Final Honol ogada
23/ 02/ 2026 09: 47



30

© © © =
i o o' o

Relative abundance

o
N
1

©
o

g F PPy D D N
Q’Q. Va Q’Q- Va Q’Q- Ve Q’Q / Q)% / Q)Q. Ve Q)Q. Ve Q)% / Q)% / Q)% / Q)% / Q)% /

Il Proteobacteria [ Verrucomicrobiota
W Actinobacteriota I Planctomycetota

I Cyanocobacteria [ Chloroflexi

Il Firmicutes [ Bdellovibrionota

Il Patescibacteria Other

]

Bacteroidota

Figura 5. Distribuicao relativa dos principais filos bacterianos, presentes na agua em dos afluentes

da Bacia Hidrografica do Parana Ill (BR) na coleta Verao.

Conforme a figura 6, de modo geral, a coleta de estagao seca (representada como
inverno) apresentou uma comunidade mais estavel e dominada majoritariamente por
Proteobacteria, indicando condi¢bes mais homogéneas e possivelmente menor disponibilidade de
nutrientes. Ja na estacdo chuvosa (representada como verado) exibiu maior diversidade e
heterogeneidade entre os pontos, com aumento expressivo de Actinobacteriota, Cyanobacteria e
Bacteroidota, indicando intensificagdo da atividade bioldgica, maior produtividade primaria e
possiveis sinais de eutrofizacdo em pontos especificos (ex.: BR_16). As diferengas sazonais
observadas refletem mudancas fisico-quimicas tipicas entre os periodos frio e quente, que modulam

a estrutura e fungcao da microbiota aquatica (Chen, 2019).
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Figura 6. Analise NMDS da comunidade de bactérias presentes nos afluentes da Bacia
Hidrografica do Parana Il (BR) na coleta de veréo e de inverno.

5.2 Diversidade Alfa e Agrupamento de acordo com o grau de antropiza¢ao

A anadlise da diversidade alfa foi realizada a partir do agrupamento de acordo com
0 grau de antropizagdo usando os indices de Shannon e Chao1 (Figura 7 e 8). Os resultados
permitem avaliar tanto a diversidade (Shannon) quanto a riqueza estimada de espécies (Chao1)
entre os grupos. O indice de Shannon reflete tanto o nimero de espécies quanto a uniformidade
de suas abundéancias e com base na analise a diversidade é mais estavel e consistente em areas
preservadas (Grupo A), diminuindo em areas com uso agropecuario moderado (Grupo B). O Grupo
C apresenta valores de Shannon consistentemente menores e com pouca variabilidade, refletindo
uma comunidade microbiana empobrecida e homogénea, tipica de ambientes sob forte impacto
antropico. Em contraste, o Grupo A exibe maior diversidade e maior variabilidade natural,
caracteristica de ecossistemas mais complexos e estruturalmente estaveis. Ja o indice de Chao1
indica é&reas preservadas ricas e estaveis; areas agropecuarias moderadas mostram
empobrecimento microbiano; areas de alto impacto (Grupo C), apresentam em geral menor riqueza

local, mas de forma instavel e associada a disturbios ecoldgicos.
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Figura 8. Diversidade Alfa dos agrupamentos de acordo com o grau de antropizagao dos afluentes

da Bacia Hidrografica do Parana II. indice de Chao1
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5.4 Diversidade Beta

A andlise de diversidade beta revelou diferencas marcantes entre os grupos de
uso do solo. A matriz de distancias Bray—Curtis (Figura 9) destaca elevada coeséao interna no Grupo
A, sugerindo comunidades mais estaveis e homogéneas. Em contraste, amostras do Grupo C
apresentaram maior dispersdo, indicando heterogeneidade microbiana, possivelmente decorrente
de estressores ambientais associados a areas agricolas. Esses padrdes sdo consistentes com
estudos que demonstram que a intensificagdo do uso do solo resulta em aumento da variabilidade
ambiental, o que promove comunidades mais divergentes e sujeitas a flutuagdes (Lozupone &
Knight, 2007; Rodrigues et al., 2013).
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Figura 9. Analise de dissimilaridade de Bray—Curtis mostrando o agrupamento das comunidades

bacterianas de acordo com o grau de antropizagao dos afluentes da BHP IlI.

O NMDS baseado em distancias Bray—Curtis (Figura 10) apresentou stress
adequado, indicando boa representacao da estrutura das comunidades bacterianas no espaco
multidimensional. A separacao entre grupos A, B e C foi evidente, sugerindo forte influéncia do uso
do solo sobre a composi¢cdo microbiana. Esse comportamento € amplamente reportado em estudos

de rios e reservatorios impactados (Merbt et al., 2017; Ruiz-Gonzalez et al., 2015).
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Figura 10. Analise de NMDS das comunidades bacterianas por Filo (A) e por Género (B), mostrando
0 agrupamento das amostras conforme o grau de antropizacao dos afluentes da Bacia Hidrografica

do Parana lll nos periodos de verao e inverno.

Conforme figura 7, no Grupo A, destacaram-se taxons tipicos de ambientes
oligotréficos, como membros de Actinobacteria e Verrucomicrobia, frequentemente associados a
aguas limpas (Newton et al.,, 2011). No Grupo C, houve aumento de representantes de
Proteobacteria e Bacteroidota, tdxons amplamente documentados como indicadores de impacto
urbano e agricola (Ghai et al., 2011; Sun et al.,, 2022). Taxons sensiveis a sazonalidade
apresentaram variagdo entre inverno e verao, reforcando que tanto clima quanto uso do solo

moldam a comunidade microbiana.

Ao analisar a diversidade microbiana dos pontos de coleta (Figura 4 e 5) tendo em
mente o uso de solo dos mesmos (Grupo A: 04, 06, 09, 11; Grupo B: 13, 16, 17; Grupo C: 02, 08,
12, 14, 15) foram revelados padrdes distintos de diversidade e composi¢cao taxonédmica. Nos pontos
do Grupo A (areas preservadas), predominam Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes,
grupos amplamente associados a ciclagem de nutrientes e ao equilibrio ecolégico (Zhang, 2018).
Nas areas intermediarias (Grupo B, uso agropecuario moderado), observou-se uma transicdo na
composicdo microbiana, com aumento de Firmicutes e reducdo de Actinobacteria. Por fim, nas
areas fortemente antropizadas (Grupo C, urbano), destacaram-se Cyanobacteria e Firmicutes,
associadas a eutrofizagédo e a presenga de nutrientes em excesso, provavelmente do uso intensivo

de insumos agricolas.

Esses resultados reforcam a hipotese de que a diversidade bacteriana é
diretamente afetada pelo grau de antropizagcdo. Ambientes conservados tendem a sustentar
comunidades mais equilibradas e funcionais, enquanto ecossistemas degradados sdo dominados

por grupos oportunistas, com menor diversidade e redundancia funcional. A diversidade alfa revelou
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padroes espaciais € sazonais consistentes com o gradiente de impacto antropico observado nos
locais de amostragem. As coletas de riachos de areas mais preservadas (Grupo A), caracterizados
por menor interferéncia humana, apresentaram os maiores valores de Shannon e Chao1, indicando
maior diversidade e riqueza estimada. Esse comportamento é amplamente documentado na
literatura, onde ambientes menos perturbados tendem a manter comunidades microbianas mais

complexas e estaveis (Newton et al., 2011; Jiao & Lu, 2020).

Por outro lado, pontos do Grupo C, localizados em areas mais antropizadas,
exibiram redugdo significativa na riqueza localmente, porém diferenciando-se mais entre si,
aumentando a riqueza do grupo, . Esse padréo é frequentemente associado ao aumento de
nutrientes antropogénicos, poluentes organicos ou micropoluentes emergentes, que favorecem
grupos taxonémicos mais tolerantes e reduzem a diversidade total (Barberan et al., 2012; Sun et
al., 2022).

A sazonalidade também desempenhou papel relevante. Amostras coletadas no
verao apresentaram maior diversidade média em comparagdo ao inverno, o que possivelmente
reflete maior produtividade primaria, temperaturas mais elevadas e condi¢gdes ambientais mais

favoraveis ao crescimento bacteriano (Crump et al., 2003; Fortunato et al., 2013).

5.5 Integracéao Fisico-quimicos x Metagendmica

A integracado entre variaveis fisico-quimicas e dados metagenémicos mostrou
relacbes fortes entre caracteristicas ambientais e estrutura microbiana (Figura 11). Parametros
como condutividade e sélidos totais dissolvidos (STD) apresentaram elevados valores de R? nos
testes permutacionais, indicando forte acoplamento ambiental. Esses resultados sao consistentes
com evidéncias de que variaveis relacionadas a mineralizagdo da agua e entrada de poluentes séo

importantes determinantes da estrutura microbiana (Staley et al., 2015; Savio et al., 2015).

Versao Final Honol ogada
23/ 02/ 2026 09: 47



36

Turbidez (NTU)

Metolacloro (ng L-1) |

POR (mV)

pH

Temperatura_celsius

OD (mg L-1)

Condutividade (mS cm-1)

STD (g L-1) f

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
R2 (PC1+PC2)

Figura 11. Analise Envfit-like (R? das Variaveis Fisico-quimicas)

Em geral, observou-se que areas mais impactadas (Grupo C) apresentaram pH mais baixo,
maior turbidez e menores concentragdes de OD, enquanto areas preservadas (Grupo A) mostraram
condigbes mais estaveis e valores mais proximos de pH neutro. Essas diferencas estado associadas
ao aporte de matéria organica e nutrientes provenientes de atividades agricolas e urbanas, que
aumentam a carga de carbono e reduzem a disponibilidade de oxigénio. Resultados semelhantes
foram relatados por Huszar et al. (2021) e Shu et al. (2020), que relacionaram ambientes

eutrofizados a redugao da diversidade bacteriana e aumento de grupos oportunistas.

As correlagbes de Spearman (Figura 12) apontaram taxons que respondem positivamente
aos impactos (por exemplo, Gammaproteobacteria) e taxons que diminuem em abundancia com o
aumento da interferéncia antrépica, atuando como bioindicadores de qualidade ambiental (Ortiz-

Alvarez & Casamayor, 2016).

Versao Final Honol ogada
23/ 02/ 2026 09: 47



Abditibacteriota F
Acidobacteriota
Actinobacteriota [
Armatimonadota |
Bacteroidota [
Bdelloviprionota
Caldisericota
Campilobacterota |
Chloroflexi |
Cloacimopacota -
Crenarchaeota [
Cyanobacteria |
Deferrisomatota
Deinococcota |
ependentiae |
Desulfobacterota
Elusimicrobiota |
Euryarchaeota [

. FCPU426 |

. Fibrobacterota
Firestonebacteria [
Firmicutes [
Fusobacteriota |

. GALL5}|
Gemmatimonadota |
Halobacterota
Hydrogenedentes
Latescibacterota [

Margulisbacteria |
Methylomirabilota

yxococcota
NB1-

NKB
Nangarchaeota |
Nitrospinota f
Nitrospirota
Patescibacteria
Planctomycetota
Proteobacteria
.RCP2-54 |
s-K70_termite_group F

R
SAR324_clade(Marine_group

S |r6chaet6t&2:
umerlaeota
Sva0485 |

Synergistota |

nidentified

Verrucomicrobiota |
WOR-1

Wps-2
. ws2
Zixibacteria i

Spearman - Phyla (Zero-abundance removed; Option A)
e —

Temperatura_celsius

Condutividade (mS cm-1) |

pH

0D (mg L-1) |

STD (g L-1)

Turbidez (NTU) -

POR (mV)

Figura 12. — Correlagdes Taxons x Variaveis (Spearman)

5.6 Afluentes BR_11 e BR_16

Metolacloro (ng L-1) F

10.00

1-0.25

-0.50

-0.75

-1.00

37

Os afluentes Afluentes BR_11 e BR_16 mostraram a maior variagdo microbiana e

a avaliacado da diversidade microbiana com seus respectivos grupos de utilizagdo do uso do solo

revelou que, mesmo dentro de ambientes semelhantes em termos de ocupacgao, alguns pontos

apresentam condi¢cbes fisico-quimicas suficientemente distintas para promover alteracbes

expressivas na comunidade microbiana. No Grupo A (BR_04, BR 06, BR 09 e BR_11), o ponto

BR_11 apresentou valores mais elevados de nutrientes nitrogenados, sobretudo nitrato e nitrogénio

total, acompanhados por maior potencial de oxirredugéo e concentragdes detectaveis de herbicidas

agricolas (principalmente metolacloro e DEA). Esses fatores sugerem um aporte mais ativo de

compostos nitrogenados e micropoluentes, possivelmente derivados de manejo agricola localizado,
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drenagem superficial ou fontes pontuais. Ambientes com maior disponibilidade de nitrogénio tendem
a favorecer filos associados a ciclagem biogeoquimica do elemento, resultando em uma estrutura
microbiana distinta mesmo diante de uso do solo semelhante aos demais pontos do grupo.

Durante o verao, essas diferencgas fisicos-quimicas se tornam mais evidentes,
sugerindo que periodos mais quentes podem intensificar transformagdes bioquimicas, acelerar o
metabolismo bacteriano e favorecer organismos com maior capacidade para a degradagéo de
compostos organicos, herbicidas ou residuos nitrogenados. No inverno, embora as diferencas
fisico-quimicas se tornem mais sutis, o ponto BR_11 continua apresentando singularidade em
termos de turbidez, potencial redox e residuos de herbicidas, indicando um microambiente
persistente ao longo das estagdes.

Contudo, conforme figuras 13 e 14, a maior variagdo taxondmica do afluente
BR_11 & a presenca do género Rhodoluna spp. Rhodoluna spp. € uma bactéria aerdbica de agua
doce cuja abundancia esta fortemente relacionada a parametros de qualidade da agua,
especialmente ao oxigénio dissolvido (Wu et al., 2019). Interessantemente, em rios poluidos ou com
“agua preta e odor desagradavel’, a abundancia de Rhodoluna tende a ser baixa devido aos baixos
niveis de oxigénio e as altas cargas de matéria orgdnica e nutrientes, que favorecem
microrganismos anaerébios e tolerantes a poluicado (Wu et al., 2019). Quando a qualidade da agua
melhora, por exemplo, apds tratamentos que aumentam o oxigénio dissolvido e reduzem poluentes
quimicos, as populagcdes de Rhodoluna aumentam significativamente, juntamente com outras
bactérias aerébicas e funcionais (Wu et al., 2019). Estudos mostram que Rhodoluna se torna mais
dominante apés agdes de mitigacdo da poluicdo, como o uso de tecnologia de micro e nanobolhas,
que eleva rapidamente o oxigénio e reduz a demanda quimica de oxigénio e a amoénia (Wu et al.,
2019). Assim, a presenca de Rhodoluna é considerada um indicador de condigbes mais saudaveis
e menos poluidas em rios, estando associada a restauracdo de comunidades microbianas

aerobicas.
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Figura 13. Distribuigao relativa dos principais géneros bacterianos, presentes na agua dos afluentes

da Bacia Hidrografica do Parana lll (BR) na coleta Inverno.
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Figura 14. Distribuigao relativa dos principais géneros bacterianos, presentes na agua dos afluentes

da Bacia Hidrografica do Parana lll(BR) na coleta Verao.

Outro grupo com relevancia, especialmente no veréo (Figura 14) para o afluente
BR_11 é o género Polynucleobacter, uma bactéria central das comunidades microbianas de agua
doce, especialmente em rios urbanos ou impactados por altos niveis de nutrientes (Yang et al.,
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2019; Donchev et al., 2024; Lili et al., 2016). Sua presenca esta associada a alteragdes na estrutura
comunitaria, frequentemente coincidindo com a reducdo da diversidade microbiana e com
modificagdes nas redes de coocorréncia sob condigdes de poluigdo intensa (Yang et al., 2019; Hu
et al., 2017). Trata-se de uma bactéria copiotréfica, capaz de prosperar em ambientes enriquecidos
em nutrientes, tornando-se dominante em rios com elevada carga de nitrogénio decorrente de
atividades antropicas (Yang et al., 2019; Lili et al., 2016). A abundancia de Polynucleobacter tende
a ser maior em trechos urbanos ou a montante, que recebem efluentes domésticos ou escoamento
superficial rico em nutrientes, sendo frequentemente utilizada como indicador de eutrofizagao e
contaminacéo (Yang et al., 2019; Lili et al., 2016). Assim, 0 aumento de nutrientes, particularmente
nitrogénio total, impulsionado pela poluicao constitui um dos principais fatores responsaveis por
mudangas na estrutura das comunidades de bacterioplancton, favorecendo Polynucleobacter e
outros géneros com estratégias copiotréficas (Yang et al., 2019).

Esses resultados estado alinhados com os parametros fisico-quimicos analisados
e indicam claramente que, no inverno, ocorre uma redugado na abundancia de Polynucleobacter e
um aumento de Rhodoluna, padrao associado a melhora das condigdes ambientais. Por outro lado,
no verao observa-se o predominio de Polynucleobacter e a redugdo de Rhodoluna, refletindo maior
impacto antrépico e enriquecimento nutricional.

Apesar desse cenario, no afluente BR 11 ha presenga da hgcl-clade
(Actinobacteria), um grupo bacteriano-chave em ambientes de agua doce, cuja abundancia e papel
ecolégico sao sensiveis a gradientes de poluicdo, sobretudo a poluicdo organica e ao
enriguecimento por nutrientes provenientes da urbanizagcdo, de efluentes domeésticos e de
descargas industriais (Ruprecht et al., 2021; Matecka-Adamowicz & Kubera, 2021; Zhang et al.,
2022; Chen et al., 2021; Adedire et al., 2022). Em rios com niveis moderados a elevados de
efluentes, a abundancia do hgcl-clade tende a diminuir a medida que a poluicao se intensifica,
enquanto outros taxons, tornam-se mais dominantes. Essa mudancga esta associada a alteragdes
nos processos de ciclagem do nitrogénio e no funcionamento geral do ecossistema (Ruprecht et al.,
2021). Em alguns trechos de rios urbanizados ou impactados industrialmente, o hgcl-clade pode
permanecer dominante ou codominante, especialmente nos cursos inferiores e mais urbanizados.
No entanto, sua abundancia e fungao ecoldgica variam conforme o tipo e a intensidade da poluicédo
presente (Matecka-Adamowicz & Kubera, 2021; Zhang et al., 2022; Adedire et al., 2022).

Importante ressaltar, que além da mudancga do clima, a época de Vazio Sanitario,
que é estipulada por 90 dias, geralmente entre junho e setembro (inverno), diminui drasticamente
utilizacdo de insumos agricolas nas propriedades, o que também pode ser uma influéncia na
reducdo dos impactos dos nutrientes e micropoluentes. De forma integrada, os resultados
demonstram que a heterogeneidade fisico-quimica dentro de grupos de uso do solo semelhantes é
suficiente para explicar padroes de biodiversidade microbiana distintos, destacando especialmente

o papel do enriguecimento por nitrogénio, fésforo e compostos xenobidticos. Ambientes com alta
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carga de nutrientes favorecem grupos bacterianos com fungbes metabdlicas especificas, como
transformacdo de compostos nitrogenados, degradacdo de matéria organica e tolerancia a
herbicidas, enquanto ambientes mais equilibrados tendem a sustentar comunidades mais diversas
e funcionalmente distribuidas. Esse comportamento esta alinhado com evidéncias amplamente
descritas na literatura, segundo as quais condi¢cbes eutrofizadas ou contaminadas reduzem a
riqueza microbiana, aumentam a dominancia de grupos adaptados e alteram a dindmica de
competicao entre filos (Canfield et al., 2010; Falkowski et al., 2008; Newton et al., 2011; Sorenson
etal., 2019).

No Grupo B (BR_13, BR_16 e BR_17), o ponto BR_16 mostrou parametros
substancialmente diferente dos demais, tanto no verdo quanto no inverno, com destaque para
concentracdes muito elevadas de nitrogénio total, nitrato, fésforo total e fosfato, além de residuos
de herbicidas. Esses resultados evidenciam condi¢cbes de eutrofizagao localizada, associada a
maior carga de nutrientes e micropoluentes agricolas. Ambientes eutrofizados frequentemente
favorecem a dominancia de poucos grupos bacterianos funcionalmente especializados e reduzem
a diversidade relativa, padrao observado no perfil taxondmico do ponto BR_16, sobretudo no verao,
no qual a comunidade se mostra fortemente simplificada e dominada por um unico filo.

Mesmo durante o inverno, quando a diluigdo hidrica geralmente reduz o impacto
de nutrientes, BR_16 manteve valores anormalmente altos de compostos nitrogenados, indicando
gue a intensidade do impacto ambiental ndo é exclusivamente sazonal, mas intrinsecamente
associada ao local. A persisténcia desses gradientes fisico-quimicos fornece filtros ambientais
fortes, que modulam a composi¢gdo microbiana ao longo de todo o ano.

Conforme figura 13, as comunidades bacterianas em ambas as coletas
apresentaram menor diversidade, no inverno o grupo dominante recebe o nome de dgA-11. O dgA-
11 gut group é identificado como parte da microbiota fecal e intestinal normal em determinadas
populagdes animais (vacas leiteiras e porcos). Sua presenca ou auséncia costuma ser utilizada
como um marcador de diferencas na dieta, variacbes geograficas ou condigdes de saude
especificas, como a Sindrome da Agua Fecal em equinos. No entanto, ndo foram encontrados
estudos que associam esse grupo a ambientes fluviais ou que avaliem sua relagdo com influéncias
antropicas. Isso evidencia a necessidade de pesquisas adicionais e de uma caracterizagdo mais
detalhada desse taxon em sistemas aquaticos.

Por fim, no verao, a afluente BR_16 destaca-se pela presencga principalmente de
bactérias do género Clostridium, fortemente associados a trechos de rios poluidos, especialmente
aqueles impactados por esgoto doméstico, escoamento agricola e efluentes industriais (Lenart-
Boron et al., 2022; Pan et al., 2022; Cao et al., 2020; Pantha et al., 2021). A abundancia desses
grupos tende a aumentar em areas com elevadas concentragdes de nutrientes (nitrogénio e fésforo),
metais pesados e baixos niveis de oxigénio, condi¢cdes geralmente resultantes de pressdes
antropicas (Yang et al., 2022; Lenart-Boron et al., 2022; Pan et al., 2022; Cao et al., 2020; Pantha
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et al, 2021). Em adicdo, Clostridium ¢é amplamente reconhecido como bioindicador de
contaminacédo fecal e de degradacdo da qualidade da agua, sendo frequentemente detectado a
jusante de descargas de esgoto e em trechos urbanos e agricolas de rios (Lenart-Boron et al., 2022;
Cao et al., 2020; Mushi et al., 2021; Pantha et al., 2021).
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5.5 Conclusodes

Os resultados integrados demonstram forte influéncia do uso do solo na estrutura
das comunidades bacterianas. Ambientes preservados apresentaram maior diversidade e
estabilidade, enquanto locais impactados mostraram menor riqueza local e maior variagao interna
no grupo. Padrdes espaciais e sazonais foram evidenciados pelo NMDS, refor¢ando que tanto
variaveis ambientais quanto interferéncias humanas moldam intensamente a comunidade
microbiana. As analises fisico-quimicas confirmaram que condutividade e STD s&o importantes
indicadores ambientais, capazes de prever a estrutura microbiana em diferentes escalas espago-

temporais.

Essas evidéncias reforcam o papel da metagenémica como ferramenta poderosa
para o monitoramento ecoldgico, permitindo detectar respostas sutis da microbiota as mudancas
ambientais e ao uso do solo. A integragdo das analises fisico-quimicas, moleculares e espaciais
evidencia que o uso e ocupacgao do solo exercem influéncias significativas sobre a diversidade e a

estrutura das comunidades bacterianas nos afluentes do Rio Parana.

As areas menos impactadas exibem comunidades mais diversas e
estruturalmente mais semelhantes entre si, com maior proporgéo de grupos relacionados a ciclagem
de nutrientes. Por outro lado, areas antropizadas apresentam dominéncia de taxa associadas a

eutrofizacdo e baixa qualidade da agua, como Cyanobacteria e Firmicutes.

Os padrdes observados também se assemelham intragrupos conforme o periodo
chuvoso intensifica o transporte de nutrientes e sedimentos, aumentando a turbidez e reduzindo o
oxigénio dissolvido. Esses achados reforcam o potencial do eDNA como ferramenta de

monitoramento ambiental de alta resolucio.
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6. PERSPECTIVAS

A realizacdo de novas pesquisas com maior frequéncia de amostragem,
idealmente com coletas mensais ou até quinzenais, representaria um avango essencial para
compreender de forma aprofundada a dindmica microbiana em ambientes aquaticos. Estudos
mostram que comunidades bacterianas em rios e riachos respondem rapidamente a mudangas
ambientais de curta escala, e que campanhas espagadas podem perder eventos criticos de
reorganizagcdo comunitaria (Crump et al., 2003; Fortunato et al., 2013). Embora este estudo tenha
identificado padrbes robustos de diversidade alfa e beta e suas relagbes com variaveis fisico-
quimicas, a limitacao temporal restringe a capacidade de detectar transi¢bes rapidas, eventos
episédicos e respostas imediatas da microbiota as perturbacbes ambientais.

Ambientes de agua doce exibem elevada variabilidade temporal, impulsionada por
fatores como precipitagdo, vazao, transporte de nutrientes, intensidade de uso do solo e eventos
climaticos extremos. Tais processos podem gerar alteragbes abruptas na estrutura microbiana,
modificando riqueza, equitabilidade e dissimilaridade entre comunidades (Newton et al., 2011; Ruiz-
Gonzalez et al.,, 2015). Coletas mais frequentes permitiriam capturar essa dinamica fina da
diversidade alfa e beta, revelando variagdes que frequentemente passam despercebidas em séries
temporais com poucos pontos de amostragem (Caporaso et al., 2011).

Do ponto de vista fisico-quimico, parametros como condutividade, pH, turbidez,
oxigénio dissolvido e nutrientes podem oscilar intensamente ao longo de dias ou semanas,
especialmente em regides sob impacto agricola ou urbano (Staley et al., 2015; Savio et al., 2015).
Essas oscilagbes exercem pressao direta sobre a composicdo microbiana, selecionando grupos
bioindicadores associados a eutrofizagao, presenca de xenobidticos e estresse ambiental (Sun et
al., 2022; Gao et al., 2021). Assim, coletas mensais ou quinzenais proporcionariam uma visao mais
completa do acoplamento temporal entre variaveis ambientais e metagendmica, permitindo
compreender ndo apenas a estrutura das comunidades, mas também a velocidade das mudangas,
a resiliéncia ecoldgica e a ocorréncia de respostas imediatas pds-disturbio.

Nesse contexto, séries temporais mais densas — integrando observacgdes fisico-quimicas e
analises metagendmicas — fortalecem analises preditivas, possibilitam identificar periodos criticos
de proliferagao microbiana e melhoram a capacidade de monitoramento ambiental em ecossistemas
I6ticos (Henson et al., 2020; Fuhrman et al., 2015). Portanto, recomenda-se que futuros estudos
adotem estratégias de monitoramento mais frequentes e continuas, a fim de capturar com maior

resolugdo as complexas interagdes entre uso do solo, variaveis ambientais e dindmica microbiana.
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ANEXO A
Figuras 01A-05A Fotos de Satélite Google Earth.
Pontos de coleta 01-17.

W
'

Google Earth

s

Figura O1A. Visualizagdo dos pontos de coleta dos peixes na bacia do Rio Parana 3. A. Pontos 01 (grupo B)
e 02 (grupo C). B. Ponto 03 (grupo C). C. Ponto 04 (grupo A). Fonte. Google Earth Pro 2023.
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Figura 02A. Visualizagdo dos pontos de coleta dos peixes na bacia do Rio Paran 3. A. Ponto 05 (grupo B).
B. Ponto 06 (grupo A). C. Ponto 07 (grupo B). Fonte. Google Earth Pro 2023.
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TEKOHA ANETETE

Google Earth

Figura 03A. Visualizagdo dos pontos dos coleta de peixes na bacia do Rio Parana 3. A. Ponto 08 (grupo C).
B. Pontos 09 (grupo A) e 10 (grupo A). C. Ponto 11 (grupo A). Fonte. Google Earth Pro 2023.
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Figura 04A. Visualizagdo dos pontos de coleta dos peixes na bacia do Rio Parana 3. A. Pontos 12 (grupo C)
e 13 (grupo B). B. Ponto 14 (grupo C). C. Ponto 15 (grupo B). Fonte. Google Earth Pro 2023.
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Figura 05A. Visualizagdo dos ntos de coleta dos peixes na bacia d
B. Ponto 17 (grupo B). Fonte. Google Earth Pro 2023.
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ANEXO B

PONTO | DATA |Temp (°C)| Condut. | pH oD STD | Turbidez| POR | DEA |Metolacloro| NTotal | Nitrito | Nitrato | PTotal | Fosfato |
BR 02  nov/21 243 0,128 7,37 745 0,083 4,6 323 27,47 450,45 4396,89 ND 13252,2 <25 61,28
BR 04  nov/21 21,86 0,113 7,66 9,44 0,073 0,4 275 19,63 16,43 1595,94 ND 4250,36 <25 63,97
BR 06  nov/21 23,14 0,134 7,63 811 0,087 0,2 306 50,93 19,37 <75 ND 2306,85 <25 66,59
BR 08  nov/21 26,16 0,093 7,66 832 0,061 a8 311 10,54 20,79 100,11 ND 5684,42 <25 68,85
BR 09  nov/21 27,33 0,126 7,18 621 0,082 3,8 132 9,23 24,27 445,59 ND 643,4 <25 72,77
BR_11  nov/21 23,38 0,107 7,47 895 0,069 0 322 8,39 38,27 387,65 ND 1092,82 <25 74,68
BR 12  nov/21 2401 0,086 7,01 847 0,056 0,3 291 18,32 124,56  1641,33 ND 7564,15 <25 97,4
BR 13  nov/21 22,65 0,051 6,78 891 0,033 0 274 9,52 26,12 405,9 ND 2601,33 99,67 68,53
BR 14  nov/21 214 0,032 679 10,87 0,022 7,7 285 11 24,74 428,92 ND 1248,39 <25 66,38
BR 15  nov/21 24,99 0,084 7,41 6,85 0,054 2 132 32,01 23,07 1599,11 ND 3859,1 <25 72,73
BR_16  nov/21 25,08 0,436 7,52 716 0,284 1,5 299 15,73 99,08 8316 1848,03 >15000  1530,67 119443
BR 17  nov/21 26,26 0,03 7,11 6,69 0,02 1,6 311 15,33 18,91 <75 ND 1245,22 <25 70,99
BRO2  jul/22 21,25 0,138 755 11,86 0,09 2,9 219 14,25 50,34 2991,33 <50 15088,22 <25 <75
BRO4  jul/22 17,63 0,127 7,92 12,8 0,083 3,6 240 6,28 10 1402,29 <50 8092,89 25,22 <75
BRO6  jul/22 17,59 0,164 789 11,95 0,107 4,2 240 11,91 10 386,41 <50 2511,07 <25 <75
BR OS  jul/22 19,62 0,09 7,77 12,74 0,063 20,6 258 5 14,33 173,37 79,36 77038 27,44 <75
BR 09  jul/22 21,72 0,108 7,79 9,1 0,07 2,7 241 6,63 10 412,25 <50 1323,99 <25 <75
BR 11  jul/22 18,11 0,116 789 10,84 0,075 0,9 222 5,86 10,97 361,46 ND 1143,55 <25 <75
BR12  jul/22 18,17 0,12 76 17,02 0,078 5,2 225 ND 19,78  2241,33 <50 15435,5 <25 <75
BR 13  jul/22 18,27 0,041 771 1521 0,027 3,4 214 ND 10 616,22 ND 2873,44 <25 <75
BR 14  jul/22 18,15 0,027 7,63 13,38 0,018 7,1 252 ND 14,52 301,14 ND 1613,45 <25 <75
BR 15  jul/22 19,08 0,086 745 10,07 0,056 13,1 36 5 29,39 291,33 <50 5399,71 <25 <75
BR 16  jul/22 19,82 0,273 75 11,51 0,178 6,5 233 5 48,25 4504,89 1584,65 4962042 930,67 84,08
BR 17  jul/22 20,63 0,033 731 10,74 0,021 4,9 173 ND 17,6 467,37 <50 2459,09 <25 <75

jul/22 = Inverno)

b

TABELA 1. Parametros Fisico-Quimicos por ponto e data de coleta. (nov/21 = Verao
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