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RESUMO

O aumento na ocorréncia de floragdes de cianobactérias toxicas em ecossistemas aquaticos
levou ao desenvolvimento de novos métodos de deteccdo para esses organismos, sendo uma
das formas o uso da fluorescéncia de pigmentos de Ficocianina in vivo, que tem como
vantagem, fornecer informagdes quantitativas em tempo real.

Assim, o objetivo deste trabalho foi validar medidas fluorescéncia de Ficocianina obtidas por
sonda, visando monitorar as popula¢des de cianobactérias assim como possiveis floragdes em
sistemas aquaticos continentais.O local de estudo foi o reservatorio Billings/SP-Brasil, que
apresenta constantes floracdes de cianobactérias e ¢ utilizado para abastecimento publico da
regido metropolitana de S3o Paulo. As coletas foram realizadas mensalmente entre maio e
novembro de 2018, em trés pontos de amostragem: Barragem; Corpo central e Taquacetuba.
Para analise quantitativa as amostras de agua foram coletadas a 20cm da superficie utilizando
uma garrafa do tipo Van Dorn e em seguida preservadas com lugol 5%. Para a andlise
qualitativa do fitoplancton, as amostras de dgua foram coletadas utilizando uma rede de nylon
de 20 pm de abertura de malha, em arraste horizontal e preservadas com formol a 4%. A
contagem do fitoplancton foi realizada pelo método de sedimentagio em cAmara de UTERMOL
em um microscopio invertido e, posteriormente realizado o célculo da densidade (céls.ml-!).
Para a identificagdo do fitoplancton, foram montadas no minimo cinco laminas, que foram
percorridas transversalmente em toda a sua extensdo, para registrar o maior nimero possivel de
taxons. Utilizou-se a sonda fluorimétrica modelo HACH SS5X, para andlise das varidveis
:temperatura, amonia, pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, clorofila-a, ficocianina
e potencial redox. Em laboratorio foram realizadas quantificagdo de Nitrato, Fosforo total e
Clorofila-a. Foram registradas 10 classes fitoplanctonica, 15 géneros de cianobactérias sendo
Planktothix, o género predominante nos trés pontos de amostragem. Qualitativamente foram
identificados 89 tdxons. Cyanobacteria e Chlorophyceae foram os grupos mais representativos,
com 22 e 21 taxons respectivamente. Neste estudo foi observado uma correlagdo moderada
(R2 > 0,332, p <0,05) entre os valores de fluorescéncia de Ficocianina medidos por sonda e a
densidade de cianobactérias analisadas em laboratorio. A constru¢do do mapa perceptual
bidimensional para as andlises de componentes principais, mostrou-se perfeitamente
enquadrada para o englobamento da variabilidade dos parametros analisados, além de
correlacionar positivamente as variaveis condutividade elétrica, fosforo total e nitrato com o
ponto de amostragem Barragem. A sonda conseguiu mensurar e relacionar a quantidade de
Ficocianina com o ponto amostral Taquacetuba que apresentou a maior densidade de
Cianobactérias e Cryptophyceae Assim a utilizagdo de sensores fluorimétricos mostram-se ser
uma ferramenta auxiliar promissora para 0 monitoramento em tempo real da dindmica da
comunidade fitoplanctonica, funcionando como método complementar a contagem
microscopica.

Palavras-chave: Ficocianina, Cyanobacteria, Monitoramento in situ.
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ABSTRACT

The increase in the occurrence of toxic cyanobacterial blooms in aquatic ecosystems has led to
the development of new detection methods for these organisms, one way being to use
Phycocyanin pigment fluorescence in vivo, which has the advantage of providing real-time
quantitative information.Thus, the aim of this study was to validate probe-derived fluorescence
measurements of Phycocyanin to monitor cyanobacterial populations as well as possible
flowering in continental aquatic systems. It is used for public supply in the metropolitan region
of Sao Paulo,SP-Brazil. The collections were performed monthly between May and November
2018, in three sampling points: Barragem; Corpo central and Taquacetuba. For quantitative
analysis the water samples were collected at 20cm from the surface using a Van Dorn bottle
and then preserved with 5% lugol. For the qualitative analysis of phytoplankton, the water
samples were collected using a 20 um meshed nylon mesh, horizontally dragged and preserved
with 4% formaldehyde. Phytoplankton counts were performed by the UTERMOL chamber
sedimentation method in an inverted microscope and then the density calculation (cls.ml ') was
performed. For phytoplankton identification, a minimum of five slides were mounted and
traversed transversely along their entire length to record as many taxa as possible. The HACH
SS5X fluorimetric probe was used to analyze the variables: temperature, ammonia, pH,
electrical conductivity, dissolved oxygen, Chlorophyll-a, Phycocyanin and redox potential. In
laboratory, Nitrate, Total Phosphorus and Chlorophyll-a were quantified. Ten phytoplankton
classes, 15 genera of cyanobacteria were recorded, being Planktothix, the predominant genus
in the three sampling points. Qualitatively 89 taxa were identified. Cyanobacteria and
Chlorophyceae were the most representative groups, with 22 and 21 taxa respectively. In this
study a moderate correlation (R2> 0.332, p <0,05) was observed between the probe-measured
Phycocyanin fluorescence values and the laboratory cyanobacterial density. The construction
of the two-dimensional perceptual map for the principal component analysis was perfectly
framed to encompass the variability of the analyzed parameters, and positively correlate the
electrical conductivity, total phosphorus and nitrate variables with the dam sampling point. The
probe was able to measure and relate the amount of Phycocyanin with the Taquacetuba sample
point that presented the highest density of Cyanobacteria and Cryptophyceae. Thus, the use of
fluorimetric sensors is a promising auxiliary tool for real-time monitoring of the phytoplankton
community dynamics. functioning as a complementary method to microscopic counting.

Keywolds: Phycocyanin, Cyanobacteria, in situ monitoring.
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1. INTRODUCAO

Os reservatorios foram criados para suprir as diversas necessidades relacionadas a
gestao da dgua, como geracgao de energia elétrica, abastecimento publico, entre outros. Um dos
principais problemas decorrentes de impactos em reservatdrios artificiais e lagos naturais em
varios paises ¢ o processo de enriquecimento de nutrientes, também conhecido como
eutrofizagdo. A causa dessa eutrofizacdo, apesar de variar de acordo com a regido, tem como
principais fatores o desenvolvimento urbano, agricola e industrial. Devido a efeitos
degradantes, este fendmeno se tornou uma das principais questdes da qualidade da dgua em
varios sistemas de agua doce (KOSTEN; HUSZAR; WARMER, 2012).

Como nutrientes, particularmente nitrogénio e fosforo, sdo cada vez mais descarregados
em sistemas de dgua doce, flora¢des de cianobactérias tornam-se um problema em reservatorios
em todo o mundo, principalmente aos destinados ao abastecimento publico (PAERL;
HUISMAN, 2009). De acordo com o mesmo autor, floragdes de cianobactérias ocorrem sob
condi¢des favoraveis, como de estratificacdo térmica em corpos de dgua eutréficos, e podem
ser acompanhadas de potencial liberagdo de cianotoxinas como as microcistinas,
cilindrospermopsinas e saxitoninas as quais afetam a biota aquética e saide de humana em
situagdes de consumo de organismos contaminados ou ingestdo de 4gua contaminada com estas
cianotoxinas.

Dependendo da concentragdo e tipo de cianotoxinas presente na dgua para consumo
humano, os sistemas de tratamentos convencionais ndo conseguem remové-las, tornando-se
necessaria a insercado de métodos de remocao/destruicdo avangados, o que necessariamente
eleva o custo deste tratamento. Para tanto, a Portaria de Consolidacao n® 5 de 2017 do Ministério
da Saude, estabelece limites para ingestdo de agua potavel contendo microcistinas, saxitoxinas
e cilindrospermopsina e auséncia de anatoxinas. Por essa razao, a aten¢do pelas companhias de
abastecimento de dgua tem se concentrado em métodos que podem detectar cianobactérias de
forma sensivel e discriminé-las da comunidade fitoplanctonica, em pontos de captagdo de agua.

O complexo Billings foi construido em 1927, com o objetivo de gerar energia elétrica
para a usina Henry Borden, localizada no sopé da Serra do Mar, na Baixada Santista - SP. De
forma a ampliar a capacidade de geracdo de energia da usina hidrelétrica, em 1940, iniciou-se
o desvio de parte da agua dos rios Tieté e Pinheiros para o reservatorio Billings, através das
usinas elevatorias de Pedreira e Traicdo (WHATELY, 2003). Alguns anos depois em 1958, o
reservatorio passou também a ter fins de abastecimento publico (CAPOBIANO; WHATELY,

2002). Atualmente a Represa possui dois pontos de captacdo de dgua: o brago Rio Grande e o
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brago Taquacetuba. A dgua do bragco Rio Grande ¢ captada pela estagdo de tratamento de agua
do rio Grande e, a 4gua do brago Taquacetuba ¢ captada pelo sistema Billings-Guarapiranga
para ser transposta a Represa Guarapiranga, atividades essas realizadas pela Companhia de
Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo (SABESP) (NISHIMURA; CARLOS; POMPEO,
2015).

De acordo com Alves et al. (2011), as aguas do reservatorio Billings abasteciam
aproximadamente 2 milhdes de pessoas. Por essa razdo, qualquer problema nesse manancial
afeta todo o sistema integrado de abastecimento da Regido Metropolitana de Sao Paulo
(RMSP). Dada a importancia desse reservatorio para o abastecimento publico da RMSP, ¢ de
fundamental importancia o conhecimento da composicdo da comunidade fitoplanctonica,
visando tornar o monitoramento de qualidade de agua mais efetivo. Para tanto, a descri¢ao
taxonomica dos grupos fitoplanctonicos predominantes no complexo da Billings tem sido
realizada desde 1960 por Palmer (1960) a 2018 por Sant’ Anna et al. (2018).

Segundo a Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB, 2017),
responsaveis pelo monitoramento da qualidade de 4gua interiores em todo Estado de Sao Paulo,
os custos de amostragem da comunidade fitoplanctonica sdo relativamente altos e o processo
de implementacdo ¢ complexo, em decorréncia do Estado possuir maior crescimento
econdmico, as maiores areas metropolitanas, industriais e agricolas do pais e por consequéncia
apresentar um avangado processo de eutrofizacdo dos recursos hidricos. Neste contexto, a
CETESB realiza amostragens trimestrais e contagens manuais de grupos fitoplanctonicos em 6
pontos na represa Billings. Apesar da precisdo dos métodos de coleta e andlise, a cobertura
espacial e temporal ndo ¢ suficiente para fornecer uma imagem em tempo real das condig¢des
dos diferentes corpos de dgua

Tradicionalmente, a biomassa fitoplanctonica ¢ monitorada por uma combinagdo de
métodos laboratoriais, com enfoque na quantificagdo de clorofila-a, pigmento comum nas
comunidades fitoplanctonica, indicando a sua biomassa (AWWA, 2010; BASTIEN et al.,
2011). A clorofila-a tem sido usada por muitos anos como um indicador da biomassa
fitoplanctdonica, no entanto ndo ¢ especifica para cianobactérias (AWWA, 2010). Contudo, as
cianobactérias possuem como pigmento especifico a Ficocianina, pigmento azul que pode ser
utilizado como identificador de floragdes (ZAMYADI et al., 2016).

Assim, em complemento aos métodos de quantificacdo convencional, sensores de
Ficocianina estdo se tornando cada vez mais populares, pois oferecem a capacidade de

monitorar a biomassa de cianobactérias em tempo real, uma vez que podem ser usados in situ,
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seja em plataformas ou como dispositivos portateis (IZYDORCZYK et al., 2009). Espécies
como Microcystis aeruginosa podem otimizar sua posi¢ao na coluna de dgua para aproveitar a
luz nas aguas superficiais. Isso aumenta sua variabilidade espacial e temporal. Por essa razao,
os sensores de Ficocianina oferecem uma ferramenta de monitoramento econdémica para
monitorar as alteragdes nas cianobactérias em tempo real ou para amostragens discretas
frequentes (ZAMYADI et al., 2016).

A medicdo instantanea das floragdes de cianobactérias ¢ importantissima para que os
gestores dos mananciais da (RMSP), principalmente no complexo Billings, possam tomar
decisodes rapidas e eficientes. As concessionarias de saneamento, principalmente a Companhia
s Saneamento Bésico de Sao Paulo (SABESP), que realiza o monitoramento dos mananciais da
RMSP, tém interesse no uso desses sensores, pois eles tornam as andlises mais rapidas e baratas,
diminuem os custos de reagentes e mao-de-obra, e ainda ¢ possivel que os recursos humanos
necessarios a essas atividades sejam destinados a realizar outras tarefas, também essenciais ao
monitoramento, garantindo assim sua efetividade (HANISCH; FREIRE-NORDI, 2015). Além
disso, um historico consistente e relativamente preciso que capte a dindmica da comunidade
fitoplanctonica pode ajudar no entendimento dessas proliferagdes e ainda fornecer uma base de
dados consistentes para aplicacdo de modelos matematicos.

Em func¢do do exposto, esse trabalho teve como principal objetivo estudar o
desempenho de uma sonda fluorimétrica para a determinacdo indireta de Cyanobacteria pela

medida da fluorescéncia da Ficocianina no reservatorio Billings/SP.

2. OBJETIVO GERAL

Validar medidas obtidas por um sensor de Ficocianina visando monitorar as populacdes

de cianobactérias assim como possiveis floragdes em sistemas aquaticos continentais.

2.1 Objetivos especificos
e Determinar a composicao da comunidade fitoplanctonica com énfase em Cyanobacteria
e Monitorar por fluorescéncia in situ a Ficocianina da populacdo de Cyanobacteria
e Avaliar a correlagao dos resultados de biomassa de cianobactérias pelo sensor de Ficocianina

com o método laboratorial de avaliacdo de biomassa por microscopia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A comunidade fitoplanctonica

Segundo Reynolds (2006), o termo plancton se refere ao coletivo de organismos que
sdo adaptados a passar parte ou totalidade de suas vidas em aparente suspensdo em aguas
abertas dos mares, lagos, lagoas e rios. Sabe-se que o plancton ¢ constituido por uma
comunidade de organismos com capacidade restrita de locomog¢ao, sendo ou ndo transportados
passivamente pelas correntes ou movimentos de dgua e pode ser classificado em diversos
critérios como tamanho, habitat, tempo de permanéncia no ambiente peldgico e outros
(PEREIRA e SOARES-GOMES, 2002). Ainda ¢ possivel classificar o plancton quanto ao seu
tamanho, sendo denominado de mesoplancton (de 200 pm a 2.000 um), microplancton, entre
20 pum e 200 pm, nanoplancton, de 2,0 pm a 20 um e picoplancton, entre 0,2 um a 2,0 um
(SIEBURTH et al., 1978).

O fitoplancton ¢ um grupo diversificado, polifilético, que aproximadamente 3,5 milhdes
de anos oxigena a atmosfera terrestre. Trata-se de uma comunidade de plantas e bactérias
microscopicas adaptadas a vida em suspensao nos ecossistemas aquatico, sujeitas a movimentos
passivos provocados por ventos e correntes. Existem cerca de quatro mil espécies para o
fitoplancton de 4guas continentais. Estes organismos estdo presentes em vdrias formas,
tamanhos e podem expressar uma variedade bastante elevada, tanto intra quanto interespecifica
em sua morfologia (REYNOLDS, 2006).

Calijuri, Alves, Santos (2006) afirmam que os principais grupos fitoplanctonicos de
aguas continentais sdo: cianobactérias, diatomaceas e dinoflagelados e que, dentre esses grupos,
as cianobactérias sdo consideradas as maiores fontes de problemas, devido ao seu potencial
toxico. Na maioria dos reservatorios brasileiros, as classes Chlorophyceae, Cyanophyceae e
Bacillariophyta predominam quanto a riqueza de espécies, independentemente do estado tréfico
(SANT’ANNA et al., 2008; RODRIGUES, SANT’ANNA e TUCCI, 2010).

Segundo Serafim Junior et al. (2010) em reservatdrios cujo estado trofico seja
caracterizado como oligotrofico e mesotrofico, hd dominancia das algas palatdveis para maior
parte do zooplancton, como as algas pertencentes as classes Bacillariophyta e Chlorophyceae
(RIETZLER et al, 2002; BONECKER ¢ AOYAGUI, 2005). Comumente o zooplancton
controla o crescimento populacional do fitoplancton (FERNANDES et al., 2005). Contudo, em
ambientes eutrofizados a comunidade zooplanctonica ¢ caracterizada por pequenos filtradores
de modo que o consumo do fitoplancton ¢ ineficiente, consequentemente, nao suprimindo as

floragdes de Cyanobacteria (SERAFIM-JUNIOR et al., 2005). Estudos que compreendem a
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comunidade fitoplanctonica, desde as condigdes ecoldgicas, composi¢ao e distribuicdo
temporal e espacial, sdo essenciais para o conhecimento dos principais mecanismos de
funcionamento dos ecossistemas aquaticos (PADISAK et al., 2006).

Virios trabalhos descrevem a estrutura da comunidade fitoplanctonica em reservatorios
brasileiros. Dentre eles, destacam-se os trabalhos de DOS SANTOS e CALIJURI, 1998;
BOUVY et al., 2000; FIGUEREDO e GIANI, 2001; CALIJURI et al., 2002; FALCO e
CALIJURI, 2002; RAMIREZ e BICUDO, 2002; TUCCI e SANT'ANNA, 2003;
CARVALHO, 2003; SILVA et al., 2004; TRAIN et al., 2005; MOURA et al., 2007; BORGES
et al., 2008; NISHIMURA, 2008; CROSSETTI et al., 2008; DELLAMANO-OLIVEIRA et
al, 2008; BECKER et al, 2009, FIGUEREDO e GIANO 2009; GEMELGO; MUCCI,
NAVAS-PEREIRA, 2009; RODRIGUES, 2010; SAWATANI; LOPES, 2011; SANT'ANNA
et al., 2012, PIRES, 2014; ROSAL, 2014; MOUTINHO, 2016; SANT ANNA et al., 2018.

E bem reconhecido que, os padrdes de mistura e a disponibilidade de luz e nutrientes
atuam em conjunto, fornecendo o modelo de habitat favoravel para diferentes assembleias de
algas (Reynolds, 1994). A comunidade fitoplanctonica pode funcionar como um “sensor” de
mudancas em ambientes aquaticos e responde rapidamente a tais mudangas. De acordo com a
frequéncia e intensidade dessas mudancas, os aspectos qualitativos e quantitativos da biota
podem ser modificados, selecionando espécies por meio de mecanismos de competi¢do que
permitam a sobrevivéncia de espécies favorecidas por suas estratégias adaptativas
(MARGALEF, 1983; REYNOLDS, 1988).

Uma maneira de se reconhecer o nivel de degradacao e qualificar o estado tréfico de um
corpo hidrico ¢ através do monitoramento fisico, quimico e bioldgico da dgua. Neste sentido, o
estudo das caracteristicas bioldgicas da dgua por meio da comunidade fitoplanctonica, tém
contribuido cada vez mais no monitoramento dos ecossistemas aquaticos, devido a elevada
sensibilidade desses organismos em relagdo as variagdes das condigdes ambientais (BRASIL e
HUSZAR, 2011). Devido a esta sensibilidade, estes organismos podem ser utilizados como
bioindicadores da qualidade da 4gua, j4 que sua composi¢do e distribuicdo podem variar de

acordo com o grau de trofia do ambiente (SANTOS et al., 2016).

3.2 Monitoramento de cianobactérias
Entre os microrganismos, a Cyanobacteria ¢ considerada um dos mais antigos, versateis
e ecologicamente bem-sucedidos do grupo, habitando vérias condi¢des extremas (ABED et al.,

2009). Sao microrganismos procariotos capazes de realizar fotossintese e podem ser
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unicelulares, coloniais ou filamentosas. Ha cerca de 150 géneros e 2000 espécies, segundo
Carvalho (2006), e sdo encontradas em diversos habitas como: aguas doce, salobra e oceanica,
com grandes amplitudes térmicas (APELDOORN ef al., 2007). Além disso, por possuirem
estratégias adaptativas, tornam-se preponderantes em relag@o aos outros grupos de fitoplancton,
principalmente pela busca do posicionamento ideal dentro da coluna d’4gua (OLIVER et al.,
2012).

Sob condi¢des apropriadas como, grande quantidade de nutrientes, particularmente
nitrogénio e fosforo, temperaturas acima de 25°C e luminosidade adequada, as cianobactérias
podem multiplicar-se rapidamente e desenvolver floragdes (COLES; JONES, 2000). As
principais razdes por trds dessa expansdo, sdo apontadas para as mudancas climaticas e os
insumos de nutrientes antropogénicos causando assim, as floragdes de cianobactérias
(CHORUS ¢ BARTRAM, 1999; CODD et al., 2005; ANDERSON et al., 2012 O'NEIL et al.,
2012; PAERL e PAUL, 2012).

Um aumento global na frequéncia, intensidade e duragao das flora¢des de cianobactérias
causam preocupagdes, ja que muitas espécies produzem compostos nocivos que representam
um risco para a saude humana e animal (CODD et al., 2005; HARKE et al., 2016). As
cianobactérias podem produzir e liberar toxinas. Esta liberacdo ocorre somente na dgua se a
parede celular for rompida, e esta agdo ¢ potencializada com a utilizagdo de algicidas, os quais
eram usados para controlar floragdes de cianobactérias, mas podem promover a lise celular e,
consequentemente a liberacao de toxinas na dgua (SIVONEN e JONES, 1999).

Segundo Sant’Anna et al. (2006), em regides tropicais e subtropicais, 0s principais
géneros responsaveis pela producdo de toxinas sdo Dolichospermum, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Microcystis, Planktothrix e Radiocystis. De acordo com Carmichael,
(1994), Chorus e Bartram, (1999), cianotoxinas podem ser classificadas em trés grupos, de
acordo com a estrutura quimica: peptideos ciclicos, alcaloides e lipopolissacarideos. As
microcistinas, possuem efeito hepatotdxico, e pertencem ao grupo dos peptideos ciclicos e sdo
produzidas pelos géneros planctonicos Dolichospermum, Microcystis, Planktothrix. A
nodularina foi caracterizada pela espécie Nodularia spumigena. Do grupo alcaldides, as
neurotoxinas sdo: anatoxina-a, encontrada nos géneros Dolichospermum, Oscillatoria e
Aphanizomenon, homoanatoxina-a no género Oscillatoria; anatoxina-a (s) em Dolichospermum
e a saxitoxina produzidas pelos géneros Aphanizomenon, Dolichospermum, e

Cylindrospermopsis, que podem provocar problemas cardiorespiratorios. As cianobactérias do
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género Merismopedia produzem lipopolissacarideos (dermatotoxina), que sdo conhecidos por
irritarem a pele e também causar distirbios gastrointestinais.

De fato, muitos dados sobre cianobactérias toxicas brasileiras foram obtidos apds a
tragédia de Caruaru — Brasil em 1996, 52 pacientes morreram devido a presenca de
microcistinas e cilindrospermospsina nos tecidos do figado, bem como na resina do sistema de
tratamento de agua do centro de hemodialise onde pacientes faziam tratamento (AZEVEDO et
al., 2002).

No Brasil, as floragdes de cianobactérias toxicas com maior potencial e que tem maiores
ambientes aquaticos sdo formadas pelos géneros Microcystis € Dolichospermum, nas quais o
género Microcystis apresentam uma maior tolerancia a diferentes climas e qualidades da agua,
comparada ao género Dolichospermum (SANT’ANNA et al., 2008).

Floragdes de cianobactérias em reservatorios de dgua para abastecimento, apresentam
alguns desafios significativos durante os processos de tratamento de agua e, se toxicas,
constituem um perigo potencial para a saude do consumidor (FALCONER, 1994; FALCONE
e HUMPAGE, 2005; CODD, 2000; MANKIEWICZ et al., 2003). Em regides abastecidas por
mananciais que apresentam flora¢des, facilmente podem colmatar filtros em estacdes de
tratamento de dgua e acarretar maiores gastos relativos ao tratamento com produtos quimicos
(SOBRAL et al., 2017). Para evitar este cendrio, estratégias de prevencao e controle devem ser
realizadas e, isso sO pode ser conseguido com uma abordagem de monitoramento integrada
capaz de detectar ambos os aumentos na densidade de cianobactérias e nas condi¢des do
ambiente aquatico (CICERELLI et al., 2017). Como os processos convencionais de tratamento
de agua potavel ndo sdo totalmente eficazes na elimina¢do do sabor, odor ou remocao de
cianotoxinas, os seres humanos podem ser expostos. Dessa forma, a deteccio e quantificagdo
da biomassa de cianobactérias ¢ fundamental para fornecer um alerta precoce do
desenvolvimento de floragdoes (TUNDISI et al., 2010; LIU et al., 2015; SHI et al., 2015).

No Brasil, a importancia de monitorar o crescimento de cianobactérias levou a criagao
de uma Lei especifica, a Portaria de Consolidacdo n°5 de 2017 do Ministério da Saude
(BRASIL, 2017), que estabelece os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, bem como regulamenta que em
mananciais superficiais utilizados para abastecimento publico, o mesmo devera ser monitorado
conforme o fluxograma apresentado na Figura 1. O Conselho Nacional de Meio Ambiente —
CONAMA, Resolucao 357 de 2005 (BRASIL, 2005), prioriza que a saude, o bem-estar e o

equilibrio ecoldgico, ndo devem ser afetados pela degradacdo da qualidade das aguas. Esta
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resolugdo dispde sobre a classificagdo dos corpos de dgua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento e o padrdo de densidade de cianobactérias para cada classe de agua, destinada
ao consumo humano com tratamento (Figura 2). Tais condi¢des e os padrdes de qualidade da

agua sdo necessarios para atender aos usos atuais e futuros das diferentes classes de dgua.
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Figura 1: Fluxograma do monitoramento de Cyanobacteria, clorofila-a e cianotoxinas,
conforme Portaria de Consolidagdo n°5 de 2017. (S) sim; (N) ndo; (VMPs) valor maximo
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Fonte: Adaptado (CALIJURI; ALVES; SANTOS, 2006).
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Figura 2: Fluxograma com o padrao de densidade de Cyanobacteria para cada classe de agua,
destinada ao consumo humano com tratamento de acordo com CONAMA 357 de 2005. VMP)
valor méximo permissivel.

Fonte: Baseado em (BRASIL, 2005).

A abundancia de cianobactérias ¢ um importante indicador da qualidade das 4guas sendo
0 seu monitoramento necessario para sistemas de alertas, visando a seguran¢a da satide humana
e animal (HUNTER et al., 2010). Realizar o monitoramento, principalmente em reservatorios
de abastecimento publico, cria percep¢des sobre os motivos da presenca de cianobactérias
potencialmente toéxicas, ddo alternativas para a mitigagdo dos impactos causados no

ecossistema e o mais importante, garante a saide da populagdo (FILHO, 2009).

3.3 Monitoramento com sonda de fluorescéncia de Ficocianina
O monitoramento de cianobactérias e outros organismos fitoplanctonicos tem recebido
muita atencdo ao longo dos anos. Uma importante questdo de monitoramento tem sido a

necessidade de técnicas rapidas de deteccdo e quantificagdo (LEE et al., 2016). Portanto, ¢
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importante ter um eficiente sistema de alerta precoce para cianobactérias em agua bruta que
possa fornecer informacgdes rapidas aplicaveis ao tratamento de dgua (IZYDORCZYK, 2005).

Existem diversas tecnologias que auxiliam no monitoramento de cianobactérias, todas
baseadas em fluorescéncia. Alguns exemplos sdo: sensores Opticos, sensoriamento remoto,
espectrofotometria, fluorimetria e citometria de fluxo. As duas primeiras sdo métodos
adequados para avaliagdes de campo. Os sensores Opticos podem funcionar efetivamente na
"microescala" (cm?® da amostra de 4gua) e sensoriamento remoto na "macroescala" (até muitos
km? da superficie da 4gua) (GHOLIZADEH et al., 2016). Os sensores Opticos podem ler os
comprimentos de onda do pigmento in situ, dentro da agua. Isto fornece uma estimativa da
concentragdo de pigmento in vivo que pode ser relacionada a biomassa de cianobactérias
(ZAMYADI et al., 2012).

O método de fluorescéncia tornou-se muito mais avangado nos tltimos anos com diodos
emissores de luz (LED) e filtros Opticos especificos, oferecendo a oportunidade de melhorar
significativamente a tecnologia das sondas fluorescentes existentes (AWWA, 2010; BUI,
HAUSER, 2015; IZYDORCZYK et al., 2005). Cada sonda comercialmente disponivel emite e
mede comprimentos de onda diferentes; algumas sondas concentram-se exclusivamente na
fluorescéncia de cianobactérias, enquanto outras medem toda a comunidade fitoplanctonica
(ZAMYADI et al., 2012).

Todos os organismos fotossintéticos contém chlorofila-a (Chla) e pigmentos auxiliares
como os carotendides e ficobiliproteinas tais como as ficoeritrobinas que produzem o pigmento
ficoeritrina e as ficocianobilinas que produzem os pigmentos Altoficocianina e Ficocianina.
Além destas, a maioria dos grupos de algas contém uma das clorofilas acessorio, a clorofila-b
(Chlb) ou clorofila-c (Chlc). No entanto, a (Chla) ndo ¢ um pigmento especifico de
cianobactérias, o que a torna pouco informativa em relagdo a presenga e abundancia delas
(GREGOR et al., 2005; LEE et al., 1995; ZAMYADI et al., 2012).

Existem estudos que indicam que todos os tipos de ficobiliproteinas encontrados nas
criptoficeas sdo originalmente derivados de ficoeritrina, visto que a Aloficocianina e
Ficocianina foram perdidas ao longo do processo evolutivo. O tipo de ficobiliproteina tem sido
utilizado para auxiliar a taxonomia das criptoficeas e existe correlagdo entre o tipo do pigmento
e a filogenia molecular. Nos grupos vermelhos de criptoficeas, as Ficobiliproteinas sdo mais
conservadas. Por exemplo, a Ficoeritrina 545nm ¢ encontrada nos géneros Rhodomonas,

Rhinomonas, Storeatula, Teleaulax, Hanusia, Guillardia, Proteomonas Plagioselmis e
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Geminigera. A Ficoeritrina 566nm ¢ exclusiva do Cryptomonas, assim como a Ficocianina
569nm do género Falcomonas (MAGALHAES, 2018).

O pigmento de Ficocianina esta presente e ¢ caracteristico das cianobactérias e assim ¢
considerado um indicador eficaz para detec¢do, quantificagdo, e monitoramento dos niveis de
cianobactérias (DUAN; MA; HU, 2012). A Ficocianina possui cor azul clara caracteristica,
absorvendo luz laranja e vermelha, particularmente perto de 620 nm, e emite fluorescéncia a
cerca de 650 nm, como ilustra a Figura 3. Os pigmentos dessas células absorvem a energia da
luz com certa eficiéncia e reemitem a luz em diferentes comprimentos de onda conforme
absorvida. A transferéncia de energia de uma célula com fluorescéncia de um determinado
comprimento de onda permite a quantificagcdo de diferentes grupos fitoplanctonicos, geralmente

cianobactérias, algas verdes e diatomaceas (LEE et al., 2016).
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Figura 3: Absorbancia relativa dos pigmentos fotossintéticos em fun¢do do comprimento de
onda da luz no espectro eletromagnético.

Fonte: DELLA et al., (2018)

Para Seppilé et al. (2007) o espectro de excitagdo descreve os comprimentos de onda
onde a energia ¢ absorvida para causar fluorescéncia das moléculas de pigmento.
Especificamente, os fotons de energia luminosa sdo absorvidos por elétrons fracamente ligados,
fazendo com que saltem para niveis mais altos de energia. Como a fluorescéncia ¢ um tipo de
luminescéncia, isso ¢ seguido pela emissdo de um foton de energia mais baixa que ocorre com
um atraso de tempo quando os elétrons retornam a um estado de energia mais baixo. Como a
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energia ¢ inversamente proporcional ao comprimento de onda, a emissao resultante ¢ sempre
maior que o da luz incidente.

A fluorescéncia do fitoplancton pode ser medida in situ, sem extracdo de pigmento,
quantificando os organismos fotossintéticos em seu ambiente natural, fornecendo uma
estimativa da biomassa. Como ja foi mencionado, ¢ possivel detectar a presenca de classes
especificas de fitoplancton por meio da sinalizagdo espectral da sua fluorescéncia de pigmento
(BEUTLER et al., 2002, 2004). Da mesma forma, os espectros de diferentes fluorescéncias
oferecem a oportunidade de diferenciar cianobactérias de outras algas (SEPPALA et al., 2007).
O sensor de medicao de fluorescéncia submersivel consiste de 5 componentes Opticos principais
(Figura 4), uma fonte de luz, um sistema de lente para transmitir a luz excitante ao volume de
amostra, um segundo sistema de lente para reunir a fluorescéncia emitida, um ou mais filtros
Opticos para separar a excitacdo e emissdo de comprimentos de onda e um detector de

fluorescéncia (LEE et al., 2016).
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Figura 4: Tlustracdo da fungdo tecnoldgica de medicao de fluorescéncia in situ.

Fonte: Adaptado de’ (AWWA, 2010; CAGNARD et al., 2006; GREGOR; MARSALEK, 2004;
GREGOR; MARSALEK; SIPKOVA, 2007).
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Estudos mostraram que os sensores se correlacionam bem com as medidas de biomassa
de algas e cianobactérias e, portanto, t€m sido recomendadas como ferramentas sensiveis para
o gerenciamento de 4gua in-situ em tempo real, (Beutler ez al., 2002 ; Leboulanger et al., 2002;
Gregor, Marsalek, 2004; Parésys et al., 2005; ;Simis, Peters, Gons, 2005; Izydorczyk et al.,
2005,2009; Cagnard et al., 2006; Gregor et al., 2007; Ahn et al., 2007) Seppala et al., 2007,
Brient et al., 2008; Richardson et al., 2010; Bastien et al., 2011; McQuaid et al.,
2011;Wlodarczyk, Moldaenke, Fiedor (2012); Zamyadi et al., 2012; 2012; Kong et al., 2014,
2014; Song et al., 2013; Kring et al., 2014; Macério et al., 2015; Loisa (2015); Lee et al.,2016;
Silva et al., 2016;Harison et al., 2016; Cicerelli et al., 2017; Cotterill, 2017; Cremella, 2017,
Choo et al., 2018; Bertone, Burford, Hamilton (2018); Hodges et al., 2018; Shin et al.,(2018);
Cotterill et al., 2019).

Deve-se atentar que nem todas as cianobactérias produzem toxinas, portanto, a detec¢do
remota de floragdes de cianobactérias serve como um alerta do florescimento de cianobactérias,
mas nao avalia as espécies ou a toxicidade diretamente (BECK et al., 2017). Para isso, sdo
necessarias ainda as andlises laboratoriais as vezes at¢ mesmo em nivel celular (CULLEN,
2008). Assim essa técnica nao informa quais sdo os grupos dominantes, apenas representa uma
andlise quantitativa e ndo qualitativa das espécies, fornecendo uma inferéncia da concentragao.

Entretanto, os beneficios da fluorimetria in vivo incluem facilidade, velocidade ¢
capacidade de obtengdo de grandes quantidades de dados. Nao € necessario nenhum tratamento
especial ou processamento de amostras, tornando a fluorimetria in vivo ideal para a coleta de
dados em tempo real (LEE et al., 2016). Portanto, essa técnica vem se mostrando uma
ferramenta promissora (BEUTLER et al., 2002; GREGOR; MARSALEK; SIPKOVA, 2007),
sem extragdo de pigmento fornecendo a oportunidade de monitoramento em tempo real do
fitoplancton na agua (AWWA, 2010; MCQUAID et al., 2011). Podem fornecer informagdes
de episddios de pré-florescimento para a gestdo e operacao de reservatérios de dgua potavel por

empresas de tratamento de agua (CHANG et al., 2012).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

O reservatorio Billings esta localizada a sudeste da Regido Metropolitana de Sao Paulo
(RMSP), (23°47' S e 46° 40' W), na bacia hidrografica do Rio Tieté (

Figura 5), numa altitude de 746 metros, ocupando uma area de aproximadamente 120
Km?, com volume de 1,20x10° m? e profundidade média de 10 metros (LAMPARELLI ef al.,
2014). E o maior reservatorio de 4gua da RMSP, com formas irregulares. Esta subdividida em
oito unidades, chamadas de bragos, os quais correspondem as sub-regides da Bacia
Hidrogréfica braco Rio Grande ou Jurubatuba, separado do Corpo Central pela barragem da
Rodovia Anchieta; brago Rio Pequeno; brago Capivari; brago Pedra Branca; brago
Taquacetuba; braco Bororé; brago Cocaia e braco Alvarenga (NISHIMURA; CARLOS;
POMPEO, 2015). Este reservatorio foi escolhido no presente estudo por apresentar constantes
floragdes de cianobactérias e ser utilizado como fonte de abastecimento publico pela SABESP

para RMSP.

0 10 20
o Km
Sistemas de Coordenadas UTM
Datum SIRGAS
Zona 238

Figura 5: Localizagdo do estado de Sao Paulo — Brasil (A); Regido Metropolitana de Sao Paulo
(B); Reservatorio Billings (C).

Fonte: Base de Dados da Coordenadoria de Planejamento Ambiental, SP (2017), Base de Dados
do IBGE (2017), Base de Dados do IBAMA (2018).
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Os pontos selecionados para amostragem no reservatorio Billings foram os seguintes:
Barragem (23°43'24"S e 46°39'43"W); Corpo central (23°45'52"S e 46°38'33"W) e Brago
Taquacetuba (23°49'45"S e 46°38'26"W). Para o estudo, mensalmente foram coletadas amostras
na subsuperficie da coluna dagua entre 9h e 12h, no periodo de maio a novembro de 2018. A

Figura 6 ilustra esses pontos no reservatorio Billings.

; Represa B|II|ngs

Ponto 3% Brago Taquacetuba

Figura 6: Localiza¢do geografica dos pontos de amostragem no reservatorio Billings

Fonte: Google Earth Pro (2019).

A escolha dos pontos foi devido a barragem receber a transposic¢ao do rio Pinheiros para
a represa Billings, o corpo central ser as dguas originarias da barragem de Pedreira e o brago
Taquacetuba por fazer a reversdo da represa Billings, para o reservatorio Guarapiranga,

considerado segundo maior manancial do sistema de abastecimento da RMSP.
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4.2 Procedimentos realizados em campo

4.2.1 Coleta e preservagdo do fitoplancton

Para andlise qualitativa da comunidade fitoplanctonica, as amostras foram coletadas
com rede de nylon de 20 pm de abertura de malha, em arraste horizontal e preservadas com
formol a 4%. Para as andlises quantitativas, as amostras foram coletadas 20 cm abaixo da
superficie com auxilio de uma garrafa de Van Dorn e preservadas com lugol 5%, na propor¢ao
de Iml de lugol/100ml de amostra. As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro
ambar com tampa (CETESB, 2012). A Figura 7 ilustra os equipamentos utilizados na coleta do

fitoplancton.

A

Figura 7: Procedimentos de coleta da comunidade fitoplanctonica realizada no reservatdrio
Billings: rede de plancton para coleta de dgua para andlise qualitativa (A); garrafa coletora de
agua tipo “Van Dorn” para andlise quantitativa (B).

Fonte: Autor.
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4.2.2 Variaveis fisica, quimica e biologica realizadas utilizando a sonda

multiparametro

As variaveis temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L), condutividade (uS/cm),
Ficocianina (céls.mL™"), clorofila-a (ug/L), pH, amonia (mg N/L), nitrato (mg N/L) e potencial
redox (mV) foram obtidas em campo com auxilio de sondas multiparametros do modelo
HACH HYDROLAB DS5X nos trés pontos de amostragem no periodo de maio a novembro
de 2018. A Figura 8 ilustra as sondas e seus respectivos sensores.

Operar a sonda significa colocd-la na dgua enquanto conectada a um notebook ou
equipamento capaz de captar suas leituras. A funcdo Online Monitoring possibilita a escolha
do intervalo de tempo entre as medidas dos sensores bem como permitir escolher quais sensores

instalados na sonda irdo operar.

A

Figura 8: Sondas HACH DS5X utilizadas no campo para obter medidas em tempo real (A):
sensor de clorofila (ug/L) (1); sensor de Cyanobacteria para leitura Ficocianina (milivolts) (2);
turbidez (NTU), (3); amonia (mg N/L) (4); potencial redox (mV) (5); nitrato mg N/L) (6); pH
(7); temperatura °C (8); condutividade elétrica (uS/cm), (9); oxigénio dissolvido (mg/L) (10).

Fonte: Autor

Durante a coleta das amostras de 4gua na represa Billings, a sonda foi operada pela sua

imersdo na profundidade estabelecida (20cm), durante trés minutos e com medidas em
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intervalos de cinco segundo, como mostra a Figura 9. Os dados quantificados foram entdo
exportados e salvos em planilhas do Microsoft Excel pelo préprio HYDRAS3 LT.

Para converter as leituras em unidades de Ficocianina, foi utilizada uma curva de
calibracao. Para a calibragao do sensor de Ficocianina, foi feita a correlagao entre os niveis de
fluorescéncia de Ficocianina (milivolts) e a quantificagdo fitoplanctonica realizada em

laboratorio (cél.mL™1).

Figura 9: Procedimento de coleta de dados em campo utilizando a sonda

Fonte: Autor
4.2.3 Transparéncia (m)

Para estimar os valores de transparéncia no corpo d'agua, utilizou-se o disco de Secchi
(Figura 10). A leitura da profundidade da transparéncia, foi realizada pela estimativa da

profundidade de desaparecimento do disco de Secchi (SISTE; GIRAO; DUNCAN, 2011).

26



A

Figura 10: Procedimento da estimativa de transparéncia utilizando o disco de Secchi

Fonte: Autor

4.3 Procedimentos realizados em laboratorio

4.3.1 Andlise de Clorofila-a, Nitrato e Fosforo total

As amostras processadas em laboratério foram clorofila-a, nitrato, fosforo total e
oxigénio dissolvido. Foram realizadas no laboratorio da Universidade Federal de Sao Paulo -

Campus Diadema e na Universidade Federal de Itajubd. A Tabela 1 mostra o principio e o

métodos adotados para realizagdo das analises

Tabela 1: Métodos de quantificagdo das variaveis clorofila -a, nitrato e fosforo total e suas

respectivas metodologias

Parametro M¢étodo Principio do método Fonte
Clorofila-a Monocromatico Espectrofotométrico  Cetesb (2014)
Nitrato Digestdo com  Espectrofotométrico ~ Crumpton (1992)
persulfato
Standard Methods (2005)

Fosforo total Acido ascorbico  Espectrofotométrico

Fonte: Autor
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4.3.2 Indice de estado tréfico- IET

O Indice do Estado Trofico (IET), classifica os corpos d’agua em diferentes niveis de
trofia, avaliando a qualidade da 4gua quanto ao enriquecimento por nutrientes. O IET de
Carlson (1977) modificado por Toledo et al. (1983) para ambientes tropicais e posteriormente

por Lamparelli (2004) para reservatorios, conforme utilizado pela CETESB (2018).

Reservatorios
IET (CL) = 10x (6-((0,92-0,34x (In CL))/In 2))

IET (PT) = 10x (6-(1,77-0,42x (In PT)/In 2))

onde:
PT: concentragdo de fosforo total medida a superficie da agua, em pg.L!;
CL: concentragdo de clorofila a medida a superficie da d4gua, em ug.L;
In: logaritmo natural.
O resultado dos valores mensais apresentados nas tabelas do IET serd a média aritmética

simples, com arredondamento da primeira casa decimal, dos indices relativos ao fosforo total e

a clorofila a, segundo a equacao:

IET = [ IET (PT) + IET (CL)] / 2

No monitoramento da qualidade da 4gua no Estado de Sao Paulo, ¢ composto pelos IET
para a as variaveis transparéncia - IET (S), para o fosforo - [ET (PT) e para a clorofila-a - IET

(CL), Tabela 2.

Tabela 2:Classificagio do Estado Tréfico para reservatorios segundo Indice de Carlson
Modificado

Classificag¢do do Estado Trofico- Reservatorios

Categorias Ponderagiio Sechi -S P- total Clorofila-a
(Estado Troéfico) (m) P(mg.m®) (mg.m®)
Ultraoligotrofico IET <47 S>24 P<8 CL<1,17
Oligotrofico 47 <IET <52 24>S82>1,7 <P<19 1,17<CL <3,24
Mesotrofico 52 <1ET <59 1,7>S>1,1 <P<52 3,24 <CL<11,03
Eutrofico 59 <1ET <63 1,1>S>0,8 <P <120 11,03< CL £30,55

63 <IET <67 0,8>S5=>0,6 <P <233 30,55< CL £ 69,05
IET > 67 0,6 > S 233 <P 69,05 < CL

Fonte: CETESB (2017).
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4.3.3 Biomassa fitoplanctonica

Esta etapa do trabalho foi realizada mediante colaboragdo cientifica entre o Nucleo de
Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica de Sao Paulo, Universidade Federal de Sao
Paulo, Campus Diadema (UNIFESP) e a Universidade Federal de Itajub4, Instituto de Recursos
Naturais.

Para a identificagdo da comunidade fitoplanctonica nas amostras, foram realizadas
preparacdo de lamina e laminula para serem observadas em microscopia Optica. Foram
examinadas no minimo cinco ldminas para cada ponto de amostragem em microscopio optico
binocular Zeiss, modelo Axioplan-2, nos aumentos de 400x. A lamina foi percorrida
transversalmente em toda a sua extensdo para registrar o0 maior nimero possivel de taxons.
Foram realizadas fotografias por meio de captura das imagens com auxilio de uma camera
digital Sony Modelo W-30 adaptada a ocular micrométrica do microscopio.

O sistema de classificagdo adotado para a cianobactérias foi o de HOFFMANN;
KOMAREK; KASTOVSKY, (2005). Para a identifica¢io dos demais taxons dos outros grupos
fitoplanctonicos foi utilizado os trabalhos de BICUDO; MENEZES, (2017), KOMAREK et al.,
(2014), (SANT’ANNA et al., 2018). Sistemas de classificacdo e bibliografia utilizada para
identificacdo: Os sistemas de classificacdes adotados foram: HOFFMANN; KOMAREK;
KASTOVSKY (2005) para Cyanobacteria; Krienitz e Bock (2012) para as algas verdes; Round
et al. (1990) para as classes Bacillariophyta, Fragilariophyceae e Coscinodiscophyceae; van
den Hoek et al. (1995) para as demais classes fitoplanctonicas.

Foram utilizados trabalhos especializados para identificacdo de géneros e espécies tais
como: Azevedo & Sant’Anna (1999, 2003), Komarek Anagnostidis (1999, 2005), Koméarek
(2013), Komarek & Azevedo (2000), Komarkové-Legnerova & Cronberg (1994), e Rosini et
al. (2013b), e Sant’Anna et al. (2004) para Cyanobacteria; Alves et al. (2014), Comas (1996),
Rodrigues ef al. (2010) e Sant’Anna (1984), Komarek & Fott (1983), Rosini et al. (2012 e
2013a), Ramos et al. (2012) para algas verdes; Bicudo et al. (2013), para Chrysophyceae;
Castro et al. (1991) para Cryptophyceae; dentre outros.

Atualizag¢des taxondmicas foram realizadas com base nos trabalhos de An ez al. (1999),
Buchheim et al. (2005), Hegewald (1997, 2000), Hegewald & Hanagata (2000), Hegewald &
Wolf (2003), Krienitz et al. (2003), Komarek et al. (2011), Kostikov et al. (2002), Wacklin et
al. (2009).
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4.3.4 Densidade da comunidade fitoplanctonica (céls.mL™)

A contagem do fitoplancton foi realizada pelo método de sedimentacdo em cdmara
descrito por UTERMOL, (1958). No presente estudo, utilizou-se cubeta com volume de 10ml.
Para tanto, ap6s homogeneizacdo da amostra e com auxilio de uma pipeta pasteur, retirou-se
uma aliquota e cuidadosamente preencheu-se o volume da camara de Utermohl. Uma laminula
foi usada para recobrir a cAmara, evitando a formacao de bolhas. Em seguida a amostra foi
levada a cdmara imida onde permaneceu por no minimo 4 horas, para a sedimenta¢do dos
organismos. A contagem foi realizada por transectos longitudinais ou verticais, de tal forma
que dois campos ndo foram analisados de forma repetida.

O numero minimo de campos contados em cada contagem foi definido considerando-
se a curva de estabilizacdo de riqueza de espécies, obtidos a partir de novas espécies adicionadas
pela contagem de campos. Considerou-se também a contagem de até 100 individuos da espécie
mais comum; no caso de floragdes, a contagem de 100 individuos da segunda espécie mais
comum. As cubetas foram analisadas em microscopio Optico binocular invertido Carl Zeiss do,
modelo AxioVert , no aumento de 400x. Considerou-se como individuo cada célula, colonia ou
filamento e a0 mesmo tempo foi estimada o numero de células para cada espécie encontrada A
densidade da comunidade fitoplanctonica foi calculada segundo a férmula descrita por WEBER

(1973), conforme Equagdo 1

organismos n 1
mL s.ch

Em que: n = nimero de individuos contados
s = 4rea do campo em mm? no aumento de 400x
¢ = nimero de campos contados
h = altura da cAmara de sedimentagdo em mm
F = fator de corre¢do para mL (10°*mm?/ ImL

4.4 Analises estatistica

Para a analise dos dados, realizou-se o teste de correlagdo de Pearson para verificar as
relacdes entre as varidveis fisicas, quimicas e biologicas. Foi aplicada uma andlise de
componentes principais (ACP) com o objetivo de avaliar como se comporta o conjunto de dados
e o quanto estes dados explicam a variagdo dos parametros quimico, fisico e bioldgico nos

diferentes locais amostrais. Para as analises estatisticas foi utilizado o software Past.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 indice de Estado Tréfico — IET

Com o intuito de classificar os corpos d’agua em seu grau de trofia, foi calculado o
indice do Estado Trofico (IET), utilizando as variaveis fosforo total (PT) (mg.m™), clorofila-a
(CL) (mg.m™) e transparéncia (m). As analises desses indices nas trés regides de
monitoramento, mostraram que durante o estudo (outono, inverno e primavera), os pontos da
Barragem , Corpo central e Taquacetuba no reservatério Billings, foram classificados como

hipereutréfico, com valores de IET acima de 67, Figura 11.
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mmm PT - Total mmCL —=—médialET

Figura 11: Valores médios do Indice de estado trofico (IET) dos trés pontos de amostragem na
Billings, ao longo do periodo de estudo.

Fonte: Autor

A média dos valores de transparéncia abaixo de (0,6m) (CETESB 2017), a Tabela 1,

reforcam essa condi¢do de ambiente hipeurotrofico.
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Tabela 1: Valores mensais da transparéncia da dgua (m) nos trés pontos de amostragens na
Billings.

Coletas Barragem Corpo central Taquacetuba
Maio/18 1,10 1,20 1,20
Junho/18 1,38 1,75 1,13
Julho/18 0,75 0,75 0,75
Agosto/18 0,90 1,13 0,88
Setembro/18 0,38 0,83 0,65
novembro /18 0,30 1,00 0,80
Média 0,80 1,11 0,90

Fonte: Autor

A condi¢do hipereutrofica encontrada no reservatério Billings-SP, evidencia a baixa
qualidade da &gua, durante o periodo de estudo. As altas concentragdes de nutrientes
provavelmente provém da populacdo que vive as margens da bacia hidrografica, a qual recebe
efluentes domésticos sem tratamento prévio.

De acordo com a Cetesb (2017), os resultados obtidos com a variavel foésforo, IET(P),
devem ser compreendidos como uma medida do potencial de eutrofizacdo, uma vez que este
nutriente atua como um dos principais causadores do processo de enriquecimento dos corpos
aquaticos. A fim de se obter uma resposta do corpo hidrico ao agente causador, considera-se o
valor da clorofila-a IET(CL), que indica de forma adequada o nivel de crescimento de algas
que tem lugar em suas aguas (potencial fotossintético). Dessa forma o indice médio engloba,
de forma satisfatoria, a causa e o efeito do processo.

Para Carvalho (2003), o reservatdrio Billings/SP, passa por intensa degradacao,
ocasionada pelo bombeamento do rio Pinheiros e a ocupagdo desordenada da bacia
hidrografica. Neste contexto, a autora encontrou o estado eutréfico, no outono e inverno para o
IET (CL) e oligotrofico na primavera e inverno para [ET (P).

Nishimura (2008) classificou o corpo d’agua como oligotrofico nos meses de fevereiro,
maio, agosto e novembro, utilizando o IET para transparéncia, mesotrofico no verao e eutréfico
no inverno e primavera com o IET (CL). Moutinho (2016), assim como neste trabalho,
encontrou o reservatorio em estado hipereutrofico, com exce¢do da primavera, em que o
reservatodrio foi classificado como eutréfico.

Outros estudos também realizaram o célculo de IET em outros pontos no reservatorio
Billings-SP (MOSCHINI-CARLOS et al., 2010; WENGRAT e BICUDO (2011); CUNHA et

al. (2013) CORTEZ, 2013; CARDOSO-SILVA et al., 2015; ROSAL (2014); PIRES, 2014),
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além dos relatdrios realizados e publicados anualmente pela CETESB (2017). Essa diferenca
dos resultados obtidos entre os trabalhos pode estar relacionada, ao formato dendritico do
reservatorio, além da direcao dos fluxos de dgua, o que possibilita uma maior oscila¢do espacial
de alguns parametros (HENRY ef al., 1998).

O relatorio apresentado pela CETESB 2017, indicou uma piora no grau de trofia do
Reservatorio Billings/SP ao avaliar os periodos de 2011 a 2016. Tal fato pode ser justificado
pela menor dilui¢ao dos efluentes, com menor vazdo e volume, em decorréncia dos eventos de
estiagem ocorridos em 2014 e 2015. Deve-se ressaltar que o aumento excessivo de (PT) leva a
eutrofizagdo do sistema aquatico, o que contribui para a domindncia de um unico grupo de
organismos, os de Cyanobacteria, afetando a riqueza de espécies do corpo aquatico (WETZEL,

2001; TUNDISI E MATSUMURA-TUNDISI, 2008; ESTEVES, 2011).

5.2 Contribuicao dos valores de densidade para cada classe fitoplanctonica no

reservatorio Billings

Foram registradas dez classes fitoplanctonicas: Cyanobacteria, Chlorophyceae,
Cryptophyceae, Bacillariophyta, Zygnemaphyceae, Euglenophyceae, Eustigmatophyceae,
Trebouxiophyceae, Dinophyceae e Xanthophyceae.

A composi¢do taxondmica encontrada neste trabalho foi similar ao de outros estudos
realizados no reservatério Billings/SP como os de Carvalho (2003), Nishimura (2008),
Gemelgo; Mucci; Navas-Pereira (2009), Tucci; Sawatani; Lopes (2011), Rodrigues (2010),
Sant'Anna et al.(2012), Pires (2014), Rosal (2014); Moutinho (2016) e Sant'Anna et al.,
(2018).

Em relacdo a densidade total das classes, durante todo o periodo de estudo (outono,
inverno e primavera) e nos trés pontos de amostragem, a classe que mais contribuiu em termos
de céls. mL™! foi a Cyanobacteria (Figura 12). Carvalho (2003), Nishimura (2008), Gemelgo;
Mucci; Navas-Pereira (2009), Tucci, Sawatani, Lopes (2011), Pires (2014) e Moutinho (2016),
analisando a comunidade fitoplanctdnica no reservatério Billings descreveram como grupo
dominante a Cyanobacteria durante o periodo de estudo (verdo, outono, inverno e primavera).
Cyanobacteria podem ser o principal componente da comunidade fitoplanctonica em diferentes
periodos do ano. Isso ¢ evidente principalmente em sistemas tropicais que ndo tem periodos

do ano tdo bem definidos (Figueredo, Giani, 2009; Soares ef al., 2009).
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Cyanobacteria demonstra ser mais representativa em ambientes eutrofizados, com
possiveis episddios de floragdes, principalmente em corpos d’agua proximos a centros urbanos
(AZEVEDO et al., 1994). De acordo com Sant’Anna et al., (2006), esta grande representagao
em ambientes eutrofizados deve-se aos varios mecanismos de adaptacdo da classe dos
organismos de Cyanobacteria, tais como: fixagdo de nitrogénio atmosférico por algumas
espécies, por meio de estruturas especializadas denominadas heterocistos. Tal processo
favorece seu desenvolvimento em ambientes com baixa concentragdo de compostos
nitrogenados; capacidade de produzir células diferenciadas (acinetos) que funcionam como
esporos de resisténcia em condigdes adversas, permitindo a sobrevivéncia da célula por longos
periodos; a capacidade de formacgdo de vactiolos gasosos (aerdtopos), que permitem migragao
vertical na coluna d’agua, podendo buscar a profundidade em que tanto a intensidade luminosa
quanto a concentracdo de nutrientes sdo favoraveis; toleram grandes variagdes de temperatura;
sdo capazes de armazenar fosforo na forma de graos de polifosfatos em seu citoplasma; e podem
ser toxicas a outros organismos. Segundo Padisak (1997), a dominancia de Cyanobacteria pode
ser considerada como a ultima fase da eutrofizagdo, ocorrendo no mundo inteiro.

Cryptophyceae também foi bastante representativa quanto ao nimero de (céls. mL™1)
nos trés pontos de amostragem no reservatério Billings, ao contrario dos trabalhos realizados
por Cortez (2013) e Moutinho (2016), que encontraram pouca representatividade deste grupo
em andlise da comunidade fitoplanctonica presente no reservatdrio Billings. Nishimura (2008)
mostrou que o grupo apresentou maior abundancia no outono e em maiores profundidades.
Segundo Reynolds (1994), a Cryptophyceae ¢ um grupo que resiste a altas condi¢des
nutricionais, dada sua permanéncia durante todo o ano, dessa forma ndo ¢ viavel usa-lo como
indicador de estado trofico do ambiente. Rojo e Alvarez — Cobelas (1993), descrevem que estes
tipos de fitoflagelados produzem altas biomassas em ambientes hipereutroficos e esta
resisténcia se relaciona a sua capacidade de mobilidade, obtendo nutrientes em outros niveis de
profundidade. Esses fatores podem ter contribuido para os resultados apresentados no presente
trabalho, pois 0 mesmo se manteve hipereutroéfico nos trés pontos de coleta Barragem, Corpo
central e Taquecetuba, em todo o periodo de estudo. No entato, em estudo desenvolvido por
Carvalho (2003), o reservatorio Billings foi classificado como mesotréfico para IET (CL) na
primavera e verdo e oligotrofico para IET (PT) na primavera e inverno e apresentou baixas
densidades destes tipos de flagelados.

Zygnemaphyceae apresentou variagdo sazonal, com uma elevada contribuicdo em

nimero de (céls. mL™!) no outono e principalmente no ponto Taquacetuba. A classe ¢ tipica de
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ambientes com epilimnio meso-eutréficos (CRUZ, 2018). Nishimura (2008) ainda indica que a
densidade dos organismos desta classe aumentou quando as concentracdes de nutriente
diminuiram, possivelmente devido a assimilagdo deste nutriente (nitrogénio e fésforo). Neste
trabalho, o valor de IET (PT) no ponto Taquacetuba, foi o ponto que apresentou menor média
42 (mg.m>), e consequentemente maior densidade de (céls. mL"'), para a classe
Zygnemaphyceae. Ja a menor contribui¢do desta classe nos demais periodos de coleta, pode

estar relacionada ao estado hipeurotréfico do reservatorio.

Tabela 2: Variacao sazonal da densidade total de organismos fitoplanctonicos (céls. mL-1) nos
pontos de amostragem no reservatorio Billings, no periodo de maio a novembro de 2018.

CYAN CHLO CRYP BACI ZYGN TREUB OUTROS

BARRAGEM

23/maio 92.045 664 815 326 47 5.241 23
20/junho 11.561 259 1.147 129 37 18 129
11/julho 16.929 105 210 273 42 0 126
17/agosto 92.705 135 1.617 180 90 45 135
25/setembro  66.487 829 829 86 57 2.973 343
09/novembro  91.075 183 445 105 52 26 79

TOTAL 370.803 2.175 5.064 1.098 325 8.304 835

CORPO CENTRAL

23/maio 42.369 943 514 514 63 1.981 136
20/junho 23.662 99 778 298 33 662 249
11/julho 27.638 87 472 122 0 17 69
17/agosto 39.826 203 721 166 0 0 129
25/setembro  65.701 247 1.235 67 22 0 270
09/novembro 37.624 131 262 105 52 786 70

TOTAL 236.890 1.720 3.982 1.273 171 3.447 923

TAQUACETUBA

23/maio 34988 2483 778 331  7.307 430 99
20/junho 40.571 519 1.761 204 8.614 31 299
11/julho 52.156 262 105 262 0 786 26
17/agosto 89.497 377 755 294 42 126 63
25/setembro  116.712 247 1.078 112 22 0 90
09/novembro  43.809 177 59 118 39 0 59

TOTAL  377.733 4.065 4.536 1.321 16.025 1.374 636

CYAN= Cyanobacteria, CHLO=Chlorophyceae, CRYP=Cryptophyceae BACI=Bacillariophyta
ZYGN=Zygnemaphyceae, = TREUB=Trebouxiophyceae, = OUTROS  (Dinophyceae, = Xanthophyceae,
Euglenophyceae, Eustigmatophyceac)

Fonte: Autor
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Figura 12: Variagdo temporal da densidade das comunidades fitoplanctonica nos pontos de
amostragem no reservatorio Billings durante o periodo de estudo. Outros: (Dinophyceae,
Xanthophyceae, Euglenophyceae, Eustigmatophyceae)

Fonte: Autor

O valor méaximo registrado para densidade de Cyanobacteria foi observado no ponto
Taquacetuba, um total de 377.773 (céls. mL!), seguido pela Barragem e Corpo central. De
acordo com relatdrio de qualidades de aguas interiores do Estado de Sdo Paulo, elaborado pela
CETESB (2017) no ponto Taquacetuba (BITQ 00100), a média anual da composi¢do
fitoplanctdnica para o grupo Cyanobacteria dos anos de 2005 a 2017 variou de 20.000 a 600.000
céls.mL!, com menores contribui¢des nos anos de 2008 ¢ 2009 e maiores nos anos 2005 € 2012,
com cerca de 600.00 céls.mL!.

A Figura 13, representa um box plot da comparagdo entre as densidades de
Cyanobacteria (céls.mL™! ), nos trés pontos de amostragem Barragem, Corpo central e
Taquacetuba. O ponto da Barragem, possui alta amplitude interquartil, a mais alta entre eles, o
que indica alta variabilidade dos valores de densidade. O terceiro quartil estd préximo do valor
maximo da mostra. Como a linha da mediana esta muito longe da metade do retangulo, isso

indica um alto grau de assimetria dos valores amostrais. O ponto do Corpo central, possui a
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menor amplitude interquartil dentre os trés pontos de amostragem, o que indica baixa
variabilidade das densidades. Como a linha mediana est4 muito longe da medida do retangulo,
isso indica um alto grau de assimetria dos valores amostrais. O ponto Taquacetuba, possui alta
amplitude interquartil (a segunda mais alta dentre os trés pontos), o que indica alta variabilidade
dos valores amostrais. O primeiro quartil estd razoavelmente proximo do valor minimo da
amostra. Como a linha da medida esta muito longe da metade do retangulo, isso indica um alto

grau de assimetria dos valores de densidade, durante o periodo de estudo.
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Figura 13: Representagdo por Box Plot da densidade total de Cyanobacteria (céls. mL!) para
cada ponto de amostragem. Barragem, Corpo central, Taquacetuba.

Fonte: Autor

Foram identificados 48 taxons distribuidos entre as dez classes da comunidade
fitoplanctonica encontrada nos trés pontos de amostragem do reservatorio Billings/ SP. Para a
classe Cyanobacteria 16 géneros foram listados ao longo dos meses, sdo eles, Aphanocapsa,
Chroococcus,  Cilindrospermopsis,  Dictyosphaerium, Dolichospermum, Geitlerinema,
Limnococcus, Merismopedia, Microcystis, Phormidium, Planktothix, Pseudanabena,
Radiocystis, Synechocystis, Woronichinia. Planktothix, foi o género que prevaleceu nos trés

pontos de amostragem Barragem, Corpo central e Taquacetuba.
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No més de maio (primavera) os géneros de maior densidade celular foram Planktothrix,
Merismopedia e Cylindrospermopsis, em junho (primavera) os géneros Planktothrix,
Limnococcus, Cilindrospermopsis, em julho (inverno) os géneros Dolichospermum,
Planktothrix, Limnococcus, no més de agosto (inverno) os géneros Planktothrix, Microcystis,
Aphanocapsa, em setembro (primavera) os géneros foram Planktothrix, Microcystis,
Limnococcus € no més de novembro (primavera) os géneros Limnococcus Microcystis e
Planktothrix, esses dados estdo representados na Figura 14.

Neste trabalho foram observadas maiores densidades de Planktothrix na primavera,
assim como (GEMELGO et al., 2009; NISHIMURA, 2008) em suas pesquisas no reservatorio
Billings. No entanto, Moschini-Carlos et al. (2010) encontraram no reservatério Billings,
maiores densidades das populacdes de Planktohrix no inverno. Planktothrix ¢ um organismo
filamentoso, possui aerdtopos e baixa taxa de crescimento. Essas caracteristicas morfologicas
permitem que esses organismos tolerem ambientes com baixa disponibilidade de luz
(NASELLI-FLORES E BARONE, 2007). Outro fator associado ao género ¢ a auséncia de
heterdcitos. Por ndo possuirem essas estruturas, o Planktohrix se torna dependentes das formas
nitrogenadas dissolvidas na dgua (REYNOLDS, 2006).

Microcystis apresentaram maiores densidades na primavera. E um género muito
representativo da Represa Billings, principalmente as espécies Microcystis aeruginosa e
Microcystis panniformis (MOUTINHO, 2016). Carvalho (2003) descreveu episodios de
floracdes de Microcystis durante todo o periodo de estudo, justificando como motivo o longo
tempo de residéncia, transparéncia da dgua e os altos valores de pH no reservatério Billings.
Moschini-Carlos et al.(2010) observaram maiores densidades de Microcystis aeruginosa em
fevereiro/07, contrastando as maiores densidades de Microcystis panniformis encontradas em
julho/07, no reservatorio Billings. Floragdes de Microcystis, cujas colonias com ampla
mucilagem proporcionam grande sombreamento sobre as demais espécies fitoplanctdnicas,
dificultando seu desenvolvimento. Como consequéncia, a diversidade e riqueza diminuem
significativamente (RAMIREZ, 1996).

Uma contribuicdo importante na densidade de organismos fitoplanctonicos neste
estudo, deve-se a Cyanobacteria pertencentes ao picoplancton e facilmente desprezadas em
projetos de biomonitoramento, como o Synechocystis € Limnococcus. Tais géneros merecem
atencdo especial, sobretudo quando ocorrem em reservatdrios destinados ao abastecimento

publico, como € o caso do reservatorio Billings SANT’ANNA et al. (2007).
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Cylindrospermopsis apresentou maior contribui¢do em numero de céls.mL! no outono.
Ao acompanharem a varia¢dao sazonal de Cylindrospermopsis raciborskii no Rio Pequeno,
brago da Represa Billing, Souza ef al. (1998) concluiram que o desenvolvimento da espécie foi
favorecido por valores elevados de temperatura da 4gua, do pH e da concentragdo de oxigénio
dissolvido. Sua alta competitividade em ambientes eutrofizados, aliada a sua capacidade de
formar floragdes e produzir toxinas, fazem desta espécie uma das cianobactérias mais estudadas

tanto do ponto de vista ecoldgico como de saude publica (TUCCI e SANT’ANNA, 2003).
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Figura 14: Variagdo temporal dos géneros de Cyanobacteria registrados nos pontos de
amostragem no reservatorio Billings/SP durante o periodo de estudo

Fonte: Autor
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Em termos de nimero de tdxons a classe Chlorophyceae foi a segunda mais importante,
como mostra a Tabela 3. Geralmente esse grupo apresenta maior diversidade de tdxons, como
verificado por Xavier (1981), Xavier et al. (1985) e Beyruth e Pereira (2002), no brago Rio
Grande, Carvalho (2003); Nishimura (2008); Rodrigues (2008); Pires (2014), em estudos no
reservatorio Billings. Essa caracteristica ¢ comum em ambientes 1énticos, independente do
nivel de trofia e concentragdo de nutrientes (Sant” Anna ef al.,1997), uma vez que esse grupo €
favorecido por apresentar alta variabilidade morfométrica e fisioldgica, o que permite que se

adaptem a uma grande variedade de habitats (HAPPEY-WOOQOD, 1998).
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Tabela 3: Lista de géneros das demais classes da comunidade fitoplanctonica (céls.mL!)
encontradas no reservatorio Billings-SP

Corpo

GRUPOS GENERO Barragem Taquacetuba
central
1. Ankistrodesmus 44,92 0,00 62,89
2. Ankyra 85,76 0,00 64,58
3.Coelastrum 0,00 36,69 36,69
4.Desmodesmus 617,50 325,56 198,61
5.Enalax 0,00 20,96 99,30
Chlorophyceae 6.Kirchneriella 26,21 0,00 0,00
7.Monoraphidium 1.260,10 1.120,00 3.088,70
8.Pectinodesmus 11,65 10,48 16,55
9.Pediastrun 26,21 17,47 20,96
10.Scenedesmus 84,08 117,58 324,20
11.Tetarstrum 0,00 20,96 64,55
12.Tetraedron 18,50 20,96 0,00
13.Chilomonas 73,99 0,00 0,00
Cryptophyceae 14.Crypyomonas 2.635,86 1.036,58 1.429,01
15.Rhodomonas 2.353,74 2.945,51 3.106,55
16.Achnanthidium 307,59 134,25 0,00
o 17.Aulacoseira 225,31 273,94 453,92
Bacillariophyta 18.Cyclostephanos 94,48 49,49 16,55
19.Cyclotella 52,41 113,45 73,38
20.Fragilaria 406,97 701,39 745,09
Zygnemaphyceae 21.Staurastrum 294,80 160,39 16.025,09
22.Staurodesmus 30,14 10,48 0,00
23.Euglena 23,29 10,48 0,00
Euglenophyceae 24. Trachelomas 528,51 615,33 406,93
25.Lepocicles 0,00 0,00 16,55
26.Phacus 26,21 66,14 36,20
Eustigmatophyceae  27.Pseudostaurastrum 20,96 10,48 0,00
28.Actinastrum 2.723,25 1.677,15 523,01
Trebouxiophyceae 29 Aicractinium 2.858,78  1.448,20 786,16
30.Tetraplektron 101,27 69,88 64,55
Dinophyceae 31.Peridinium 151,65 123,71 144,82
32.Cerastrum 20,96 88,44 31,45
Xanthophyceae 33.Isthmochloron 63,42 17,47 0,00

Fonte: Autor
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5.3 Composicio taxondomica da comunidade fitoplanctonica no reservatério

Billings-SP

Foram identificados 89 taxons no total. A lista geral dos tdxons por ponto e periodo de
coleta consta na Tabela 4. Qualitativamente, Cyanobacteria e Chlorophyceae foram os grupos
mais representativos, com 22 e 21 tdxons respectivamente, seguidas por Trebouxiophyceae com
13; Zygnemaphyceae com nove; Euglenophyceae com sete; Bacillariophyta,
Coscinodiscophyceae, Eustigmatophyceae com quatro tdxons cada, Xanthophyceae, com trés

e Dinophyceae com dois taxons.

Tabela 4: Lista de taxons e suas ocorréncias nos pontos de amostragem da Barragem, Corpo
central e Taquacetuba no reservatdrio Billings

mai jun jul ago set nov

Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto

123123123123123123

CYANOBACTERIA

Aphanocapsa delicatissima West & G.S.West X X X X X X
Aphanocapsa spl X

Cuspidothrix spl X X
Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska)

Seenayya&SubbaRaju XXXXXXXXXXXXXXXXXX
Dolichospermum circinale (Rabenhorst ex Bornet &

Flahault) P.Wacklin, L.Hoffmann &J.Komarek XXXXXX XXX X XXXX
Dolichospermum crassum (Lemmermann) P.Wacklin,

L.Hoffmann & J.Komarek XXXXXXXXXXXXXXXXXX
Geitlerinema spl XXX X XXXXX XX X
Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing XXXXXXXXXXXXXXXXX
Merismopedia tenuissima Lemmermann X X

Microcystis brasiliensis (De Azevedo & C.L.Sant'

Anna) Rigonato ef al. X X X X X X XX
Microcystis novacekii (Komarek) Compére X

Microcystis panniformis Komarek et al. X X XXX X X XX
Microcystis protocystis W.B.Crow X X X X X XX XX
Phormidium spl X X X X X
Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis &

Komarek X X X X X X X XXX
Planktothrix isothrix (Skuja) Komarek & Komarkova

Komarkova XXXXXXXXXXXXXXXXXX
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mai jun jul ago set nov
Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto

123123123123123123

Pseudanabaena catenata Lauterborn X X X X X

Pseudanabaena mucicola (Naumann & Huber-
Pestalozzi)Schwabe XXXXXXXXXXXXXXXXXX

Radiocystis fernandoi Komarek & Koméarkova -
Legnerova X XXX X X X XXX X

Raphidiopsis spl X X X
Synechocystisspl XXXXXXXXXXXXXXXXXX
Snowella litoralis (Hayrén) Komarek & Hindék X X

Woronichinia naegeliana (Unger) Elenkin X X X XX XXXXX XXXKXKX
CHLOROPHYCEAE

Ankistrodesmus gracilis (Reinsch) Korshikov X

Coelastrum astroideum De Notaris X X
Coelastrum pseudomicroporum Korshikov X X
Coelastrum reticulatum (P.A.Dangeard) Senn X

Coenococcus planctonicus Korshikov X

Desmodesmus armatus var. armatus (Chodat)
E.Hegewald X X

Desmodesmus spinosus (R. Chodat) Hegewald X
Hariotina reticulata P.A.Dangeard X X X X X

Monactinus simplex (Meyen) Corda XX XXX X XX X X

Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-
Legnerova X X X

Pectinodesmus javanensis (Chodat) E.Hegewald,
C.Bock & Krienitz X X

Pectinodesmus javanensis (Chodat) E.Hegewald,
C.Bock & Krienitz X X X

Pediastrum duplex Meyen XXXXXXX XXXXXXXXXX

Pseudokirchneriella spl X

Radiococcus piscinalis 1. Kostikov, T.Darienko,
A.Lukesova, & L.Hoffmann X X X

Radiococcus spl X X X
Scenedesmus dimorphus (Turpin) Kiitzing X

Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson X X

Tetraédron regulare Kiitzing X

Tetrastrum elegans Playfair X

Westella botryoides (West) De Wildeman X
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mai jun jul ago

set nov

Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto

123123123123123123

EUSTIGMATOPHYCEAE

Goniochloris spl

Pseudostaurastrum spl

Tetraédriella limbata Pascher
Tetraédriella spinigera Skuja
DINOPHYCEAE

Ceratium lineatum (Ehrenberg) Cleve
Peridinium spl

XANTHOPHYCEAE

Isthmochloron lobulatum (Négeli) Skuja
Isthmochloron spl

Tetraplektron tribulus (Pascher) Lobelich, III
TREBOUXIOPHYCEAE

Actinastrum aciculare Playfair
Actinastrum gracillimum G.M.Smith
Actinastrum hantzschii Lagerheim
Actinastrum rhaphidioides (Reinsch) Brunnthaler
Botryococcus braunii Kiitzing
Botryococcus spl

Dictyosphaerium ehrenbergianum Nageli
Dictyosphaerium pulchellum H.C.Wood
Dictyosphaerium tetrachotomum Printz
Micractinium bornhemiense (W.Conrad) Korshikov
Micractinium pusillum Fresenius
Oocystis lacustris Chodat
MEDIOPHYCEAE

Cyclotella meneghiniana Kiitzing
ZYGNEMAPHYCEAE

Staurastrum sp5

Staurastrum spl

Staurastrum sp2

Staurastrum sp3

Staurastrum sp4

X X X
X
X
X
X
X X
X
X X X X
X X X X
X X
X
X X X X
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mai jun jul ago set nov
Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto

123123123123123123

Staurodesmus spl XXXXXXX XXX X XXXX
Staurodesmus sp2 X X

Staurodesmus sp3 X X X
Staurodesmus sp4 X X X
BACILLARIOPHYTA

Achnanthidium sp1 X X X X XXX
Fragilaria spl X X X X XX XXXXKX
Fragilaria sp2 XXX XX XXXXX XXXXX
Fragilaria sp3 X X X
COSCINODISCOPHYCEAE

Aulacoseira granulata (Ehrenberg) Simonsen X X X XX XXXXX XXXKXKX
Aulacoseira sp2 X X
Aulacoseira sp3 XX XX XXX
Urosolenia spl X X
EUGLENOPHYCEAE

Lepocinclis salina F.E.Fritsch X X

Phacus longicauda (Ehrenberg) Dujardin XX X X X X X
Phacus pleuronectes (O.F Miiller) Nitzsch ex Dujardin X X

Phacus sp2 X

Trachelomona hispida (Perty) F. Stein X
Trachelomonas spl X X X X X

Trachelomonas sp2 X X X XX

Fonte: Autor

A diversidade de espécies por ponto e por periodo representada pela Figura 15, mostram
que a menor riqueza de espécies foi registrada no Taquacetuba. E os maiores valores registrados
foram nos pontos da Barragem e Corpo central, respectivamente. Sendo o més de maio o que

apresentou maior diversidade de espécies.
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Figura 15: Variagdo sazonal da riqueza de espécies no reservatério Billings durante o periodo
de estudo.

Fonte: Autor

Na Figura 16, pode-se observar alguns géneros de Cyanobacteria, identificados durante

a realizagdo do trabalho no reservatério Billings.
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Figura 16: Géneros de Cyanobacteria identificados durante a realizacdo do trabalho no
reservatorio  Billings. Dolichospermum (A); Geitlerinema (B); Planktothrix (C);
Pseudanabaena (D); Microcystis (E); Merismopedia (F); Cylindrospermopsis (G).

Fonte: Autor




5.4 Calibraciao da sonda

Para a calibragdo do sensor de Ficocianina, foi feita a correlagdo entre os niveis de
fluorescéncia de Ficocianina (milivolts) e a quantificacdo da densidade fitoplanctonica
(céls.ml-!) realizada em laboratorio. Foi escolhido o ponto do brago Taquacetuba no dia
23/05/2018. A média das leituras da sonda pelo sensor de Ficocianina foi de 0,013403
(milivolts) foi correlacionada com contagem realizada em laboratério que neste ponto foi de
34.988 (céls.ml!). Os valores de densidade e Ficocianina foram transformados para log 10, para
melhorar a normalidade e homogeneidade para fins de andlise estatistica. A relagdo entre a
densidade de Cyanobacteria e Ficocianina foi analisada por meio de regressao linear, como

mostra a Figura 17.
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Figura 17: Regressdo linear entre os valores de Ficocianina (milivolts) e a densidade de
Cyanobacteria (céls.mL!)

Fonte: Autor

Ap6s a calibragdo do sensor de Ficocianina e da conversdo das leituras em (milivolts)
para (céls.mL!), foi realizada uma correlagéo entre a leitura do pigmento por fluorescéncia
medido pela sensor de Ficocianina e a densidade de Cyanobacteria (céls.mL!), contada em
laboratorio Figura 18. Os valores de densidade de Cyanobacteria foram somadas a densidade
do grupo de Cryptophyceae ja que, o pigmento Ficocianina ¢ encontrada em ambos os grupos
fitoplanctonicos. As maiores diferengas entre os métodos, foi observada no ponto da Barragem,
seguida pelo Taquacetuba e Corpo central. Vale destacar que, o ponto da Barragem o ponto que
apresentou maior densidade de Cryptophyceae (5.063 céls.mL), esse picoplancton, foi
identificado e contado nas amostras analisadas em laboratério e pode ndo ter sido detectado

pelo sensor durante as medigdes. O que poderia justificar a diferenga entre os métodos também
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no ponto Taquacetuba, que apresentou a segunda maior densidade de Cryptophyceae (4.536

céls.mL"),
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Figura 18 Correlagdo entre a leitura do pigmento por fluorescéncia medido pelo sensor de
Ficocianina (céls.mL!) e (milivolts) e a densidade de Cyanobacteria contada em laboratorio

Fonte: Autor

5.5 Correlagiao entre o sensor de Ficocianina e a contagem de Cyanobacteria por

microscopia

Para avaliar a correlagdo dos resultados de biomassa de Cyanobacteria pelo sensor de
Ficocianina com o método laboratorial de avaliacdo de biomassa por microscopia , foi realizado
a analise de correlagdo de Pearson, como mostra a Tabela 5. Segundo a classificacdo de Hopkins
(2000), a correlagao entre a medida de Ficocianina medida com o sensor e a densidade de
Cyanobacteria mais Cryptophyceae contadas em laboratério, apresentou uma correlacdo
moderada (R? > 0,332, p <0,05).

Resultados similares para medigdes com sensores de Ficocianina foram encontrados,
como o trabalho de Hodges et al. (2018) analisando cinco sensores fluorimétrico em amostras
de campo, mostrou uma forte relagdo entre a fluorescéncia de Ficocianina in sifu e Ficocianina

medida espectrofotometricamente (R?>> 0,7, P <0,001). No entanto, houve apenas uma fraca
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relacdo entre a fluorescéncia da Ficocianina e o biovolume de Cyanobacteria para dois sensores
(R?=0,22-0,29, P <0,001) e uma relagdo ndo significativa para o terceiro sensor (R> = 0,29, P>
0,4). Cotterill ef al., 2019, investigou em laboratorio as relagdes entre a Ficocianina medida
com sensor € os biovolumes para quatro espécies de Cyanobacteria para investigar os limites
de precisdo e detec¢do. A relagdo entre Ficocianina e biovolume foi geralmente fraca (<R? =
0,4) e variou entre lagos e anos, exceto em altos volumes biologicos. Os limites de precisdo e
deteccdo diferiram entre as espécies. Contudo o trabalho destaca que o sensor ¢ util para a
confirmacdo no local de excedéncia de limiares de nivel de alerta correspondentes a quando as
autoridades devem emitir imediatamente adverténcias de satde.

Silva (2006), realizou correlagdes entre as medidas de Ficocianina com sonda e os
biovolumes de Cyanobacteria (R? = 0,60, p = 0,002, n = 23) e encontrou uma fraca correlagdo
entre as analises. No entanto, melhores medidas de Ficocianina foram observadas
especialmente quando uma unica espécie, Planktothrix isothrix, era altamente dominante. A
autora ainda relata que em corpos d'dgua altamente eutréficos, ¢ necessaria uma andlise
laboratorial adicional para validar as medidas do fluorimétricas in situ, mais do que em
ambientes oligotroficos e mesotroficos.

Zamyadi (2012), observou correlagdes significativas entre o extrato extraido de Chl-a,
Ficocianina e o biovolume de Cyanobacteria, com os pardmetros medidos pelos sensores, como
as variaveis turbidez e pH. Esta forte correlagdo também foi observada neste presente trabalho,
para o valor medido pelo sensor de ficocianina e a variavel pH (R? 0,868 p <0,05) e para os
pigmentos extraido de Chl-a (R? 0,740 p <0,05) Tabela 5.

Uma forte correlagdo foi descrita no trabalho de Bastien (2011), entre as variaveis
fluorescéncia in vivo € o biovolume total de Cyanobacteria para o sensor YSI (R? 0,82) e TriOS
(R2 0,83). Ainda segundo o autor, diferencas entre as densidades celulares determinadas pela
microscopia ¢ medidas de Ficocianina podem ser muito grandes e tem sido associada a
variabilidade do volume celular entre a Cyanobacteria.

Estes estudos indicam que, embora existam problemas inerentes aos fluordmetros, a
extensdo do impacto das fontes de interferéncia pode ser caracterizada e potencialmente
corrigida para permitir a deteccdo bem-sucedida de Cyanobacteria no campo. A utilizagdo de
sondas fluorimétricas in situ tem implicagdes promissoras para os gestores de recursos hidricos
obterem informagdes para a deteccdo precoce de floragdes de Cyanobacteria através da
associacdo proxima entre valores de Ficocianina medidos por sonda e o biovolume de

Cyanobacteria por meio de analise microscopica em laboratorio.

50



Tabela 5: Matriz de correlagdo linear de Pearson obtida para os parametros fisicos, quimicos e bioldgicos coletados no reservatério Billings — SP,
durante o periodo de estudo. T = temperatura (°C); pH = potencial hidrogenionico; CE = condutividade elétrica (uS.cm-'); OD = oxigénio dissolvido
(mg.L1); NH4= amonia (mg N.L!); ORP = potencial redox (mV) ; PC= Ficocianina (ug.L!); Cya+Cry = Cyanobacteria + Cryptophyceae (céls.mL-
1; Chl-a = Chlorophyceae (céls.mL!); Chl-a = clorofila-a (ug.L™!); NOs = nitrato (mg N.L™"); PT = fosforo total (ug.L!); Secchi (m).

T pH CE OD NH4y ORP PC CyatCry Chl-a Chl-a NOs PT Secchi

T 0,757 0,426 0425 0,074 0,303 0,131 0,38 0,393 0,514 0,239 0,902 0,420
pH 0,081 0,328 0,925 0,765 0,144 0,868 0,465 0,939 0403 0,973 0,502 0,009
CE 0,200 0,252 0,014 0,003 0,154 0,070 0,526 0,068 0,022 0,021 0,029 0,061
OD 0,207 0,026 0,582 0,027 0,068 0,807 0,143 0,253 0,967 0,051 0,002 0,360
NH4 0,431 0,078 0,664 0,534 0,460 0,738 0,998 0,890 0,361 0,952 0,080 0,595
ORP 0,297 0,411 0,402 0,520 0,215 0,389 0,132 0971 0,163 0,037 0,147 0,654
PC 0,370 0,044 0,437 0,064 0,085 0,250 0,179 0,242 10,0004 0,320 0,479 0,014
Cyat+Cry 0,218 0,190 0,160 0,371 0,001 0,423 0,332 0,739 0,019 0,348 0,837 0,034
Chl-a (céls.mL!) 0,214 0,020 0,439 0,294 0,035 0,011 0,291 0,085 0,480 0,144 0,213 0,317
Chl-a (pg.L") 0,165 0,217 0,535 0,011 0,229 0,394 0,740 0,548 0,178 0,032 0,090 0,002
NO; 0,292 0,009 0,539 0,480 0,015 0,561 0,249 0,235 0,359 0,507 0,00005 0,546
PT 0,031 0,175 0,822 0,684 0423 0,408 0,178 0,052 0,308 0,411 0,806 0,486
Secchi 0,203 0,609 0450 0,237 0,134 0,131 0,568 0,502 0,250 0,687 0,152 0,176

Hopkins (2000) aponta para uma classifica¢do: r = 0,0 a 0,10 (muito baixa); 0,1 a 0,30 (baixa); 0,3 a 0,50 (moderada); 0,5 a 0,70 (alta); 0,7 a 0,90 (muito alta); 0,9 a 1,0 (quase
perfeita).

Fonte: Autor
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A partir do mapa perceptual (Figura 19), pode-se notar que a componente 1 explica
65,51% da variabilidade dos dados, enquanto que a componente 2 explica 34,48 % Tabela 8.
Sendo assim, o mapa perceptual bidimensional apresentado esta perfeitamente adequado para
avaliar as relagdes entre as varidveis, uma vez que explica praticamente 100% da variabilidade
dos dados. A ACP mostrou uma nitida separa¢do entre os pontos amostrais no reservatorio, de
modo que cada um deles foi explicado pelas diferentes varidveis, demonstrando assim, a
existéncia de heterogeneidade espacial no reservatorio Billings.

As variaveis que apresentaram forte correlagdo positiva foram, condutividade elétrica
(CE), fosforo total (PT), nitrato (NO3). Os elevados valores de nutrientes ¢ de condutividade
elétrica podem estar associados a uma maior disponibilidade de eletrdlitos na agua e,
demonstram uma caracteristica de ambiente impactado por agdes antrdpicas. Esta condigdo
pode estar relacionada ao bombeamento do poluido rio Pinheiros, o qual atravessa a cidade de
Sdo Paulo. A correlacdo destas variaveis de acordo com Calijuri (2009), pode ser explicada
devido o aumento das concentragdes Clorofila-a, indicando assim uma maior produtividade
primaria no ponto da Barragem (P1).

As variaveis Ficocianina, Temperatura (T), densidade de Clorofila (Chlo) e Oxigénio
dissolvido (OD), também demonstraram ser, variaveis fortemente correlacionadas. Sendo
explicadas pelos maiores valores encontrados na contagem do ponto Taquacetuba, para
Cyanobacteria e Cryptophyceae, as quais emitem o pigmento Ficocianina, conforme
representado na Tabela 2. Uma melhor adaptagdo destes organismos pode ser explicada
segundo Whitton e Potts (2000), pela alta capacidade de capturar a luz em comprimento de
onda nao utilizado por algas verdes, e pela possibilidade de se desenvolverem em condi¢des de
baixa relacdo N/P, como pode ser observado na Figura 19, a baixa correlagdo de PT e NOz com
a presenca de densidades de Chlorophyceae (Chlo) e do pigmento de Ficocianina, além disso
podemos observar uma baixa correlacdo da densidade de Cyanobacteria somada a
Cryptophyceae com a transparéncia mensurada pelo disco de Secchi, reforcando a alta

capacidade destes organismos em sobrevir com baixa luminosidade.

Tabela 8: Tabela de Andlise de Componentes Principais (ACP) para os trés pontos de
amostragem no reservatorio Billings

Componente FEigenvalue % variance
1 8,51734 65,518
2 4,48266 34,482

Fonte: Autor
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Legenda - T = temperatura (°C); pH = potencial hidrogenionico; CE = condutividade elétrica (uS.cm-1); OD =
oxigénio dissolvido (mg.L!); NHs4= amoénia (mg N.L!); ORP = potencial redox (mV) ; PC= Ficocianina (pg.L™");
Cya+Cry = densidade de Cyanobacteria + Cryptophyceae (céls.mL!); Chlo = densidade de Chlorophyceae
(céls.mL); Chlo = clorofila-a (ug.L!); NOs = nitrato (mg N.L!); PT = fosforo total (ug.L'); Secchi (m).

Figura 19: Mapa perceptual bidimensional dos componentes principais com base em 13
variaveis limnoldgicas nos 3 pontos de amostragens no reservatorio Billings.

Fonte: Autor

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os trés pontos amostrais analisados do reservatério Billings apresentaram
caracteristicas similares para as condigdes do estado trofico, sendo todas as andlises
caracterizadas com hipereutréfico. O ponto Barragem apresentou a pior condigdo de
eutrofizagdo, quanto a biomassa fitoplanctonica e a disponibilidade de nutrientes que sdo
preocupantes, de acordo com a Resolugdo CONAMA 357/2005 e a Portaria de Consolidagao
n° 5 de 2017.

Foram registradas dez classes fitoplanctonicas: Cyanobacteria, Chlorophyceae,
Cryptophyceae, Bacillariophyta, Zygnemaphyceae, Euglenophyceae, Eustigmatophyceae,
Trebouxiophyceae, Dinophyceae e Xanthophyceae. Em relacdo a densidade total das classes,
durante todo o periodo de estudo e nos trés pontos de amostragem Barragem, Corpo central e
Taquacetuba a classe que mais contribuiu em termos de céls. mL™! foi a Cyanobacteria. O valor
maximo registrado para densidade de Cyanobacteria foi observada no ponto Taquacetuba, um

total de 377.773 (céls. mL!), seguido pela Barragem e Corpo central.
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Foram identificados 48 taxons, para a classe Cyanobacteria 15 géneros foram listados
ao longo dos meses, sdo eles, Aphanocapsa, Chroococcus, Cilindrospermopsis,
Dictyosphaerium, Dolichospermum, Geitlerinema, Limnococcus, Merismopedia, Microcystis,
Phormidium, Planktothix, Pseudanabena, Radiocystis, Synechocystis, Woronichinia.
Planktothix, foi o género que prevaleceu nos trés pontos de amostragem Barragem, Corpo
central e Taquacetuba. A presenga de géneros de Cyanobacteria potencialmente toxicas, com
densidades acima do permitido pela legislacdo pertinente, de forma a comprometer os usos
multiplos do reservatorio Billings, principalmente o de abastecimento publico, demonstram a
importancia do reservatorio ser constantemente monitorado.

Qualitativamente foram identificados 89 tdxons. Cyanobacteria e Chlorophyceae foram
0s grupos mais representativos, com 22 e 21 taxons respectivamente, seguidas por
Trebouxiophyceae com 13; Zygnemaphyceae com nove; Euglenophyceae com sete;
Bacillariophyta, Coscinodiscophyceae, FEustigmatophyceae com quatro taxons cada,
Xanthophyceae, com trés e Dinophyceae com dois tdxons.

Neste estudo foi observado uma moderada correlagdo entre as medidas do sensor de
Ficocianina medidos por sonda e a densidade de Cyanobacteria analisadas em laboratorio, de
amostras coletadas no reservatorio Billings. Outros autores, relatam alguns fatores que podem
atrapalhar a leitura da sonda in sifu, como o ambiente hipeurotréfico, ou com muita diversidade
de organismos.

A constru¢do do mapa perceptual bidimensional para as analises de ACP, mostrou-se
perfeitamente enquadrada para o englobamento da variabilidade dos parametros analisados,
além de correlacionar positivamente as varidveis CE, PT e NOs; com o ponto de amostragem
Barragem. A sonda conseguiu mensurar e relacionar a quantidade de Ficocianina com o ponto
amostral com maior densidade de Cyanobacteria somada a Cryptophyceae.

Contudo, a utilizacdo de sensores fluorimétricos mostram-se ser uma ferramenta
auxiliar promissora para o monitoramento em tempo real da dinamica da comunidade
fitoplanctonica. A andlise utilizando o sensor de Ficocianina ndo permite avaliar a toxicidade
da espécie, convém apenas como um sistema de alerta para a ocorréncia de Cyanobacteria e,

para atender a esse proposito, sdo necessarias analises laboratoriais, mesmo em nivel celular.
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