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indice de Figuras
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Caminhos da infeccdo viral. Uma vez dentro da célula os virus
podem seguir dois caminhos: i) o DNA viral incorpora-se ao DNA da
célula infectada, isto €, o DNA viral torna-se parte do DNA da célula
infectada. Uma vez infectada, a célula continua suas operacdes

normais, como reproducao e ciclo celular.

A alca Viral no plancton. Esquema de uma cadeia tréfica de
ambientes aquéticos, enfatizando o circuito conectando procariotos,
virus e a matéria organica dissolvida. A lise causada pela acdo dos
virus nas bactérias disponibiliza matéria orgéanica dissolvida que sao
reaproveitadas por outras bactérias. Os virus e os detritos celulares
estdo separados para ilustracdo, mas eles sdo frequentemente
definidos operacionalmente como matéria organica dissolvida.
Esquema adaptado de (FUHRMAN, 1999).

Localizacdo da regido amostrada. O Lago Batata € um lago de
inundacdo do Rio Trobetas, proximo ao distrito de Porto Trombetas,
municipio de Oriximina, estado do Parda, Brasil. Pode-se distinguir
duas éareas diferentes dentro do lago: i) impactada por rejeito de

bauxita (cinza escuro); ii) sem influéncia do rejeito (cinza claro).

Série temporal de turbidez medida no Lago Batata na estacao natural
(pontos pretos) e na estacdo impactada (pontos brancos). Note o real
decaimento da turbidez na estacdo impactada ao longo dos anos, 0
gue pode diminuir a influéncia deste parametro nas comunidades

presentes nesta estagéo.

Abundancia de Virus e Bactérias nas estacdes amostradas durante
0s quatro periodos do pulso de inundacdo: E — Enchente; AA —
Aguas altas; V — Vazante e AB — Aguas Baixas. As letras entre
paréntese mostram os resultados do teste de médias, os periodos
nao representados pela mesma letra sdo significativamente
diferentes (p < 0.05; n = 18). As linhas das caixas representam a
mediana, as caixas, 0s tracos e representam respectivamente 75 e

95% dos dados, os pontos sdo dados discrepantes.
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Variacdo do numero de virus e bactérias (A) no Lago Batata. A
abundéancia de virus superou em cerca de uma ordem de grandeza a
abundancia bacteriana. Em (B), observa-se a forte correlacdo entre
virus e bactérias no Lago Batata.

Variagcdo da razéo virus/bactérias (VBR) no Lago Batata durante os
periodos de Enchente (E); Aguas Altas (AA); Vazante (V) e Aguas
Baixas (AB). As letras entre paréntese no interior do grafico mostram
os resultados do teste de médias, o periodo de vazante é
significativamente diferente dos outros periodos (p < 0.05). As linhas
das caixas representam a mediana, as caixas, 0s tracos e
representam respectivamente 75 e 95% dos dados, os pontos séo

outliers.

Micrografia Eletrbnica, obtida em microscopio eletrénico de
transmissdo, de bactérias de um ecossistema aquatico amazonico
(Lago Batata). A e B mostram bactérias néo infectadas. Estruturas
bacterianas como o citoplasma (c), o nuclebide (n), o espaco
periplasmético (*) e a cépsula externa (setas) foram claramente
observadas. Em A, dois tipos distintos de bactérias sdo mostrados no
mesmo campo. Note a espessura variavel da capsula bacteriana
(pontas de setas), alta e densa em A comparada com B. A area do
retdngulo marcado em B esta ampliada na parte de baixo da mesma
figura. Note que a célula apresenta parede celular muito eletron-
densa abaixo da céapsula. C é uma bactéria infectada com muitos
fagos. Um desses virus é mostrado em grande aumento (quadrado).
Note que o capsidio é composto de repetitivas unidades morfoldgicas
(em destaque em azul, grande aumento). A membrana celular, com
tipica estrutura trilaminar, é parcialmente observada (seta). Escala:
barra, 460 nm (A, B); 300 nm (B, alta ampliacdo); 266 nm (C); 80 nm
(C, virus em alta ampliacdo); 40 nm (C, virus em alta ampliacéo,

destacado em azul).

Variagcdo do nivel do rio Trombetas nos anos de 2005, 2006 e 2007.
A seta indica 0 momento das coletas realizadas nos lagos do rio
Trombetas durante o ano de 2007, note que no momento das coletas

o nivel do rio ja estava subindo.
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Localizag&o dos lagos amostrados.

Variacdo do numero de virus, bactérias e da VBR. (A) Abundéncia de
virus (barras cinzas), bactérias (barras pretas) nos lagos amostrados.
O numero de virus superou em cerca de uma ordem de grandeza o
namero de bactérias. (B) Apesar da grande variabilidade do namero
de virus e bactérias, a VBR foi praticamente constante ao longo dos
lagos, a linha representa a média dos valores (4,67 + 1,41).

Correlacao entre a abundancia viral e a abundancia bacteriana. Uma
vez que a abundancia de virus esta relacionada a abundéancia
bacteriana, é possivel dizer que a maioria dos virus presentes nos
lagos do rio Trombetas sdo bacteri6fagos e por tanto estdo
vulneraveis a parametros que possam influenciar a abundéancia

bacteriana.

Distribuicdo da abundéancia viral e bacteriana em lagos eutroficos e
mesotroficos. A abundancia viral e bacteriana foi significativamente
maior em lagos com concentragdo de fésforo acima de 30 (ug L-1)
lagos eutréficos, do que em lagos com concentracdo de fésforo
menor do que 30 (ug L-1), lagos mesotréficos.
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Resumo

Os virus sao descritos como sendo 0s organismos mais abundantes e
dindmicos dos ecossistemas aquaticos, eles podem influenciar tanto a
composicdo das comunidades quanto processos biogeoquimicos e ecologicos
nestes ambientes. Os virus sao responsaveis por grande parte da mortandade
bacteriana e fitoplanctdnica, pelo término de floracbes e pelo aumento da
disponibilidade de carbono e nutrientes. Muitos trabalhos reportam sobre a
ecologia de virus em ambientes aquaticos temperados, entretanto para
ambientes tropicais, até o presente momento existem apenas dois trabalhos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a abundancia de virus e bactérias em
sistemas aquaticos amazonicos, bem como as interacfes entre estas duas
comunidades. Para isso foi utilizado técnicas de microscopia eletrénica e
microscopia de luz. O nimero de virus (VLP) variou tanto em escala temporal
guanto em escala espacial, no entanto, a razdo entre virus e bactérias (VRB)
se manteve estavel. Em uma escala espacial a VBR esteve inversamente
correlacionada com a concentracdo de carbono orgéanico dissolvido (COD),
sugerindo que lagos humicos apresentam menor taxa de mortalidade
bacteriana causada por virus. Em média 20% das bactérias estavam infectadas
com um numero médio de 10 fagos por célula. O numero de virus esteve
relacionado a disponibilidade de fosforo, a profundidade do lago, a entrada de
luz e, principalmente a densidade bacteriana. Nossos dados sao fortes
evidéncias de que também nos ecossistemas amazonicos a maioria dos virus

sao bacteriéfagos e, portanto, possuem um papel fundamental no controle da

comunidade bacteriana, na ciclagem de nutrientes e no fluxo de energia.
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Abstract

Virus are described as the most abundant and dynamic organisms in the
aguatic environment, influencing communities composition and biogeochemical
and ecological processes. These organisms are responsible for great part of the
bacterial and phytoplanktonic mortality, for algal blooms decrease and for
increasing the nutrients and carbon availability. Many previous works approach
the viral ecology in temperate aquatic ecosystems, although there are only two
references for the tropical area. The goal of this work was to determine the viral
and bacterial abundances in Amazonian aquatic systems, as well as to evaluate
the interactions between these groups. In order to achieve it, optical and
electronic microscope technigues were applied. The number of viruses (VLP)
varied both in temporal and in spatial scales, even though the virus/bacteria
ratio was kept unaltered. In a spatial scale, VRB was correlated to the
dissolved organic carbon (COD) concentration, suggesting that humic lakes
present reduced rate of bacterial mortality caused by virus. In average, 20% of
the bacteria were infected by 10 phagos per cell. The VLP was correlated to
phosphorus availability, lake depth, light penetration, and mainly bacterial
abundance. We suggest that most of the virus in Amazonian aquatic
ecosystems are bacteriophages and, hence, that they play a fundamental role

in controlling the bacterial community, in nutrient cycling and in energy flux.
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Introducéao geral

O que sao os virus?

Os virus sao as menores entidades biolégicas conhecidas, com uma
estrutura bioldgica relativamente simples, basicamente um &cido nucléico, RNA
ou DNA (com uma ou duas bandas) envolto por uma capsula de proteina.
Apesar dessa estrutura simples, os virus sdo provavelmente as criaturas mais
diversas do planeta. Virus podem, teoricamente, infectar todos os tipos de
organismos vivos e possuem tamanho variavel entre 20 e 200 nandmetros. Sua
replicacdo acontece exclusivamente na invasdo e possessdo do controle da
maquinaria de auto-reproducdo celular, por isso, também sdo chamados de
parasitas intracelulares obrigatérios. Em ambientes aquaticos, 0s virus podem
existir em duas fases: extracelular e intracelular. Na primeira eles séo livres e
independentes do hospedeiro, enquanto que na segunda, entram na célula
hospedeira e a utilizam para a sua replicagdo. Uma vez dentro da célula
hospedeira os virus podem seguir dois caminhos: (i) se multiplicar e
acompanhar a divisdo da célula; (i) se multiplicar e causar a ruptura da célula
hospedeira sendo liberados novamente para o meio. O termo virus geralmente
refere-se as particulas que infectam eucariontes (organismos cujas células tém
carioteca), enquanto o termo bacteriéfago ou fago é utilizado para descrever
aguele que infectam procariontes (dominio bactéria e archaea). Na maioria dos

sistemas aquaticos as particulas virais sao bacteriéfagos.
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Os virus e a cadeia aquatica plancténica.

A importancia dos processos microbianos nos ecossistemas aquaticos
teve um grande aumento nas ultimas trés décadas. Atualmente esta claro que
uma grande proporcao do fluxo de matéria e energia da cadeia tréfica passa
por esses organismos por meio da matéria organica dissolvida (FUHRMAN,
1999). A cadeia microbiana aquatica era dita como completa até duas décadas
atras, até entdo, as bactérias eram 0s menores e mais abundantes organismos
e exerciam um papel fundamental na ciclagem dos nutrientes para os outros

niveis tropicos.

O interesse pelo papel ecoldgico dos virus nos ambientes aquaticos sé
comecou quando Bergh (BERGH, et al., 1989) mostrou que eles excedem as
bactérias em cerca de uma ordem de grandeza. Outros estudos (PROCTOR e
FUHRMAN, 1990, SUTTLE, et al., 1990) também mostraram que 0s virus sao
0s componentes mais abundantes e dindmicos do ecossistema aquatico, que
possuem um papel fundamental na cadeia microbiana e que sdo agentes

significantes no controle das bactérias e do fitoplancton.

Os virus podem infectar bactérias e produtores primarios. Uma vez
dentro da célula hospedeira, dependendo das condicBes ambientais, eles
podem seguir por dois caminhos distintos: i) ciclo lisogénico — O acido nucléico
do genoma viral passa a fazer parte do genoma da célula hospedeira e a
acompanhar o desenvolvimento e a duplicacao celular, sem que haja a lise da
célula hospedeira. ii) ciclo litico — os virus atacam a célula hospedeira e injetam

0 seu acido nucléico dentro desta célula, passando a dirigir a célula infectada e

18



a se multiplicar. Eles sdo entdo liberados para o meio extracelular apos o
rompimento da célula hospedeira (lise celular) reiniciando o ciclo novamente.
Perturbacdes ambientais na célula hospedeira podem fazer com que o ciclo

lisogénico se transforme em um ciclo litico. (Figura 1).

S I e

Litico l i Lisogénico

—o) L _©°J

Perturbacéo

Figura 1 — Caminhos da infecgdo viral. Uma vez dentro da célula os virus podem
seguir dois caminhos: i) o DNA viral incorpora-se ao DNA da célula infectada, isto €, o
DNA viral torna-se parte do DNA da célula infectada. Uma vez infectada, a célula
continua suas operagbes normais, como reproducdo e ciclo celular. Durante o
processo de divisao celular, o material genético da célula, juntamente com o material
genético do virus que foi incorporado, sofre duplicacdo e em seguida sdo divididos
equitativamente entre as células-filhas. Assim, uma vez infectada, uma célula
comecara a transmitir o virus sempre que passar por mitose e todas as células estardo
infectadas também. ii) No ciclo litico, o virus invade a bactéria, onde as fungdes
normais desta sdo interrompidas na presenca de &cido nucléico do virus (DNA ou
RNA). Esse, ao mesmo tempo em que é replicado, comanda a sintese das proteinas
que comporao o capsideo. Os capsideos organizam-se e envolvem as moléculas de
acido nucléico. Sao produzidos, entédo, novos virus. Em seguida, ocorre a lise, a célula

infectada rompe-se e 0s novos virus sao liberados.
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A lise celular causada por virus faz com que todo o conteudo (nitrogénio,
fésforo e carbono) que estava no interior da célula hospedeira retorne para o
meio extracelular. Estes nutrientes sdo fontes para o crescimento de outras
bactérias heterotroficas, uma vez que sdo mais faceis de serem aproveitadas
por esses organismos em comparacdo as outras fontes de nutrientes

(FUHRMAN, 1999).

Os virus possuem uma abundancia tipica entre 10* e 10® VLP por mL,
superando as bactérias cerca de uma ordem de grandeza (BERGH, et al.,
1989, FUHRMAN, 1999, PROCTOR e FUHRMAN, 1990). Estudos sobre a
ecologia de virus tém sido realizados nos mais diversos ecossistemas
aquaticos, desde sistemas eutrofizados (BERGH, et al., 1989) até ambientes

extremos como lagos da antartica (KEPNER, et al., 1998) (Tabela 1).

Na ultima década, muitos estudos mostraram que 0s virus podem
influenciar na abundancia e composicdo das espécies, a diversidade da
comunidade microbiana, na ciclagem de nutrientes e o fluxo de energia

(FUHRMAN e NOBLE, 1995, PROCTOR e FUHRMAN, 1992).
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Tabela 1 — Abundéancia de virus e bactérias em ecossistemas aquaticos.

ARTIGO Ambiente Ecossistema VLP BACTERIA
Alonso (2001) - - 2,6X10°a8,1x 10" 1,9X10"a5.5X 10°
Anésio (2004) - - 1,2X10"a2,4X10 0,2X10°a1,1X 10°
Agua Doce Lake Retba 72,0X 10’ 134 X 10°
Agua Doce Djoudj Pond 3.9X 10’ 5.3X10°
Agua Doce Djeuss Stream 1.1X 10 2.7X10°
Bettarel (2006) Agua Doce Diama Dam 1.5X 10 1.1X10°
Agua Doce Bango Reservoir 1.9X 10 2.9X10°
Agua Doce Lake Guiers (NG) 2.7X10" 7.7X10°
Agua Doce Lake Guiers (KMS) 3.8X 10’ 8.5X10°
Agua Doce Bergen Harbour 5.9X 10’ 2.9X10°
Heldal (1991) Agua Doce Raunefjorden 1.1X10’a3.5X 10 0.7 X10°a 1.5 X 10°
Agua Doce Lake Kalandsvannet 1.9X107a20.2X 10 0.8X10°a4.1X 10°
Marinho Golfo do México 283X 10 3.5X 106
Hennes (1995) Agua Doce Lake Austin 142X 10:
Marinho Barton Springs 0.53X10
Marinho Port Aransas water supply 0.18 X 107
Lake Donghu - site Hipereutréfico 7.43 X 10% a 2.04 X10° 1.36 X 10" a 4.90 X10”
Liu (2006) Agua Doce Lake Donghu - site eutréfico 5.82X10°2a1.99X10° 831X10°a5.14X 10
Lake Donghu - site mesotréfico 548X10°a1.54X10° 7.87X10°a4.36X 10"
Chesapeake Bay 10.1X 10° 3.2x10°
Korsfjorden 6.1x10° 1.1x10°
Bergh et all 1989 Marinho Raunefjorden, Western Norway 9.9x10° 0.2X10°
North Atlantic 14.9x 10° 0.3X 10°
Barents Sea 0.06 X 10° 0.02 X 10°
Cochlan et al. 1993 Marinho Southern California Bight, USA 1.1-12.4X10°
Gulf of Bothnia, Sweden 17.5-52.2 X 10°
Maranger et al. 1994 Marinho Arctic Sea Ice, Canadian Arctic 9-130X 10° 0.15-10 X 10°
Steward et al. 1996 Marinho Bering & Chukchi Seas 2.5-36X10° 0.21- 2.1 X 10°
Hara et al. 1996 Marinho North Pacific, Subarctic zone 0.06-3.8X 10° 0.04-0.94 X 10°
Guixa-Boixereu et al. 1999 Marinho Mediterranean Sea 5-30X 10°
Maranger & Bird 1995 Agua Doce 22 freshwater lakes from Québec, Canada 41-250% 10° 0.023-14X10°
Hennes & Simon 1995 Agua Doce Lake Constance, Germany 10-40 X 10°
Kepner & Wharton 1998 Agua Doce 4 lakes in Taylor Valley, Antarctica 4.2-33.5X10° 1.3-4.3-14X10°
Weinbauer & Hofle 1998 Agua Doce Lake PluBsee, West Germany 13-43X10° 4.6-7.7X10°
Wilhelm & Smith 2000 Agua Doce Lake Erie 37-379 X 10° 1.8-4.6X10°
Tapper and Hicks 1998 Agua Doce Lake Superior 1.5-9.2 X 10° 1.2-183X 10°
Wilson et al. 2000 Agua Doce 10 freshwater lakes on Signy 4.9-31Xx10° 1.6-7.6 X 10°
Laybourn-Parry et al. 2001 Agua Doce 5 freshwater lakes and 4 saline lakes, Vestfold 1.01-36.5X 10°
Hofer & Sommaruga 2001 Agua Doce Lake Gossenkollesee, Austria 0.02-4.6 X 10°

ImplicacBes dos virus nas comunidades plancténicas

Os virus tém sido reconhecidos como 0s componentes numericamente
mais dominantes em ambientes marinhos e de agua doce. Muitos estudos
relatam que a infeccdo viral nas bactérias e subsequente lise celular sao

responsaveis por uma significante propor¢do da mortalidade bacteriana tanto
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em ambientes marinhos quanto em ambientes de agua doce (HENNES e
SIMON, 1995, PROCTOR e FUHRMAN, 1990, STEWARD, et al., 1996,
WEINBAUER e PEDUZZI, 1995). Em geral, estima-se que 0s virus sao
responsaveis por cerca de 10 a 50% pela morte do numero total de bactérias
na superficie dos ambientes aquaticos e de 50 a 100% em ambientes hostis a
presenca dos protistas, como ambientes com pouco oxigénio. Outros estudos
mostram que a lise viral causa danos a comunidade bacteriana, semelhantes
aos causados pela predacdo do zooplancton (FUHRMAN e NOBLE, 1995,
PROCTOR e FUHRMAN, 1990). Desta forma os virus possuem um significante
efeito na mortalidade bacteriana, as vezes maior do que a predacdo pelo
zooplancton. Alguns estudos indicam que o0s virus sdo relativamente mais
importantes em ambientes eutréficos do que em ambiente oligotréficos
(BETTAREL, et al.,, 2004). Por exercerem o controle sobre a populacdo
bacteriana, os virus podem também ter um importante papel na ciclagem de
nutrientes e no fluxo de energia (FUHRMAN, 1999).

E sabido que o crescimento bacteriano nos ambientes naturais pode ser
limitado por nutrientes e pela predacdo do zooplancton. Entretanto, estes
limitadores ndo sao especificos para uma determinada populacdo bacteriana,
pelo contrario, eles afetam a comunidade bacteriana como um todo. Os virus
por outro lado, sdo parasitas especificos, por isso, eles conseguem alterar a
composi¢do da comunidade e ndo a comunidade por inteiro (FUHRMAN, 1999,
SUTTLE, 1994). Esta especificidade aparente da relagdo virus/bactéria é
fundamental no controle das populacbes dominantes. Se uma espécie
dominante sofre um ataque viral, a densidade desta espécie tende a reduzir,

propiciando condicbes para o0 desenvolvimento de outras espécies. A
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especificidade viral vem sendo descrito como um importante mecanismo para a

manutencao da alta diversidade de bactérias e algas.

O conhecimento sobre a interagdo entre virus e o fitoplancton é menor
em relacdo a interacdo entre virus e o bacterioplancton. Entretanto, o potencial
impacto dos virus sobre o fitoplancton € grande, uma vez que as algas sdo a
base da cadeia alimentar nos ambientes aquaticos. Poucos estudos tém
mostrado o efeito geral dos virus nestes organismos. J4 se sabe que o
aumento de 20% do numero de virus nos ambientes aquaticos reduz em 50% a
biomassa fitoplanctdnica e a producdo primaria (HEWSON, et al., 2001,
SUTTLE, et al., 1990). Existe uma forte evidéncia de que a abundancia viral
infecta uma significante propor¢cdo da comunidade fitoplanctdénica. Os virus que
atacam cianobactérias (cianofagos) sdo responsaveis pela morte de uma
pequena proporcdo de cianobactérias comparado aos danos causados na
comunidade bacteriana. Existem relatos que mostram que entre 5 a 15% da
cianobactérias no Golfo do México sofrem lise por cianofagos por dia (SUTTLE,
1994) e em menor porcentagem, aproximadamente 3% por dia, ocorre a lise de
Synechococcus em aguas temperadas do atlantico (WATERBURY e VALOIS,

1993).

Dada a especificidade da infeccéo viral nas comunidades hospedeiras, é
esperado que esta seja predominante nas floracdes algais, onde o nimero de
individuos da espécie hospedeira/dominante € abundante. Muitos estudos
indicam que a infeccdo viral pode ser um importante controlador e na

prevencdo das floracdes fitoplanctbnicas, mesmo que todas as outras
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condicbes possam ser favoraveis (BRUSSAARD, 2004, MARANGER, et al.,

1994, ORTMANN, et al., 2002, RUARDIJ, et al., 2005).

Efeitos Biogeoquimicos

Além dos efeitos letais dos virus nas comunidades microbianas, a
atividade viral pode também afetar a ciclagem de carbono e nutrientes em
ecossistemas aquaticos. A lise causada pelos virus em organismos
heterotréficos e autotréficos libera componentes ricos em carbono, nitrogénio e
fésforo para o meio extracelular. Apés a lise qual o provavel destino do material
liberado pela ruptura da célula? E muito razoavel assumir que grande parte do
produto da lise celular torna-se imediatamente disponivel para as bactérias
(PROCTOR e FUHRMAN, 1990). Se a célula que sofreu lise for uma bactéria,
entdo a disponibilidade do produto da lise para as bactérias representa um
curto-circuito, onde a biomassa bacteriana é consumida primariamente por
outra bactéria. Este ciclo denominado de “alca viral” é realimentado
externamente pela liberacdo de matéria organica dissolvida vinda do
fitoplancton e dos protistas (Figura 2). Sabendo que existe perda na respiracao
e reaproveitamento de nutrientes inorganicos associados com 0 uso de
substancias organicas dissolvidas, este circuito tem um efeito chave na

oxidacdo da matéria organica e no reaproveitamento de nutrientes inorganicos.
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Figura 2 — A alga Viral no plancton. Esquema de uma cadeia trofica de ambientes
aguaticos, enfatizando o circuito conectando procariotos, virus e a matéria organica
dissolvida. A lise causada pela agcdo dos virus nas bactérias disponibiliza matéria
organica dissolvida que sdo reaproveitadas por outras bactérias. Os virus e os detritos
celulares estdo separados para ilustracdo, mas eles sédo frequentemente definidos
operacionalmente como matéria organica dissolvida. Esquema adaptado de
(FUHRMAN, 1999).

Por serem agentes que tém o potencial para causar infecgcdo em todos
0S microorganismos, 0s virus tém um impacto significativo na mortalidade
microbiana e no ciclo biogeoquimico em todas as escalas (local, regional e
global). Este processo apesar de muito simples, ja estd sendo descrito como
importante para a manutencdo do ecossistema aquatico (FUHRMAN, 1999).
De fato, a lise viral pode ser um mecanismo chave para suprir 0 carbono para
bactérias heterotroficas, especialmente em ambientes oligotréficos, onde a

producédo primaria é pequena.
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Existe uma grande abundéncia de virus em ecossistemas aquaticos,
mas as questbes agora sdo, se todos os virus presentes podem causar
infeccdo nas comunidades planctbnicas e quais fatores podem causar a
diminuicdo da abundancia viral. A contagem direta de virus em microscopia de
epifluorescéncia ndo indica quanto das particulas virais sédo infecciosas, outros
tipos de pesquisas, com base na microscopia eletrbnica e nas técnicas de
plagueamento tém sido usadas para determinar a taxa de infeccéo viral. Muitos
estudos estdo sendo feitos com o sistema virus-hospedeiro para estabelecer
quais parametros estdo envolvidos na queda da abundancia dos virus (NOBLE
e FUHRMAN, 1997, WOMMACK, et al., 1996). Ja se sabe que eles
apresentam sensibilidade a varios tipos de estresses ambientais que os levam
a inativacdo e a reducdo das infecgcbes. A queda na abundancia em
ecossistemas aquaticos € causada primariamente pela radiacdo solar (NOBLE
e FUHRMAN, 1997, WOMMACK, et al., 1996), pois 0s virus ndo possuem
pigmentacdo, mas apenas uma fina camada protéica que torna o material

genético vulneravel aos danos causados pela radiacdo solar.

Ambientes marinhos tendem a apresentar maior abundéancia de virus do
que ambientes de agua doce (Tabela 1). Na maioria dos sistemas a razéo virus
bactérias (VBR) € maior do que um, variando entre 5 e 83 em amostras de
ambientes marinhos (WEINBAUER, et al., 1993), e entre 5 e 20 em ambientes
de agua doce (MATHIAS, et al., 1995). Baixos valores de VBR podem indicar
baixas taxas de infeccdo, um numero pequeno de virus para cada ceélula
hospedeira bacteriana ou alta taxa de decaimento do numero de virus. A VBR

€ uma medida da relacdo entre a populacédo de virus e bactérias, e fornece
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uma indicacdo da multiplicidade de infeccdo (MOI), com o niumero médio de
fagos por bactérias. Baixa MOI significa menor quantidade de fagos por
bactérias e o inverso também é verdadeiro, alta MOI sugere grande quantidade
de fagos por bactérias (LENSKI, 1988). Valores elevados de VBR podem
indicar a alta taxa de producéo viral ou pequeno decaimento do numero de
virus ou que existe uma alta taxa de MOI onde mais de um virus ataca a

mesma célula hospedeira (LENSKI, 1988).
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Resumo

Os virus sdo os componentes mais abundantes e dinamicos dos
ambientes aquaticos. Eles superam a abundancia bacteriana em cerca de uma
ordem de grandeza e influenciam processos ecologicos e biogeoquimicos,
entre eles, a abundancia e distribuicdo de espécies e a ciclagem de nutrientes.
Diversos trabalhos abordam a ecologia de virus em sistemas temperados; no
entanto estudos em sistemas tropicais com esse enfoque ainda séo reduzidos.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar as interacdes entre virus e
bactérias em um Lago Amazbnico de aguas claras impactado por rejeito de
bauxita (Lago Batata) através do uso de microscopia de epifluorescéncia e
eletrbnica de transmissdo (MET). A abundéancia de virus e bactérias, no lago,
foi afetada pela turbidez causada pelo lancamento de rejeito. Observou-se uma
relacdo inversa entre a abundancia de virus e profundidade. A abundancia de
virus foi fortemente correlacionada a abundancia bacteriana, sugerindo que os
virus presentes no lago sdo bacteriofagos e respondem as perturbacdes
causadas na comunidade bacteriana. Andlises por MET demonstraram que
cerca de vinte por cento das bactérias estavam infectadas com em média de 10
fagos por seccao celular. Os resultados apresentados evidenciam o papel dos
virus na regulacédo das bactérias em ecossistemas aquaticos amazoénicos. Eles
mostram ainda que a turbidez causada pelo langamento do rejeito de bauxita
no Lago Batata influencia de maneira indireta a abundéancia de virus neste

sistema.
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Introducao

O conceito de Alca Microbiana foi proposto no final do século XX por
Azam (1983). De acordo com este conceito as bactérias plancténicas oxidam o
Carbono Organico Dissolvido (COD) em gas carbdnico (CO?) através da
respiracdo, ou convertem o COD em biomassa bacteriana, tornando-se uma
importante fonte de carbono para os niveis tréficos superiores quando sao
predadas. Recentemente, os virus foram incluidos neste conceito e assumiram
um papel fundamental no contexto da al¢ca microbiana abastecendo o estoque
de COD através da lise celular planctonica (BRATBAK e HELDAL, 2000,

FUHRMAN, 1999).

Muitos estudos tém demonstrado que o0s virus sdo 0s componentes
mais abundantes e dindamicos nos ambientes marinhos e de &agua doce
(BETTAREL, et al.,, 2006, MARANGER e BIRD, 1995, MARANGER, et al.,
1994, WOMMACK e COLWELL, 2000). A infeccdo viral na célula bacteriana e
subsequente lise da célula exercem um papel significativo na mortandade de
bactérias (FUHRMAN, 1999, WILHELM e SUTTLE, 1999). Através do controle
sobre a comunidade bacteriana, os virus podem influenciar muitos processos
ecolégicos e biogeoquimicos, incluindo a ciclagem de nutrientes, a
biodiversidade de algas e bactérias, a distribuicdo de espécie, o controle de
floragbes algais, a formacgédo de dimethil sulfato e a transferéncia genética
(FUHRMAN, 1999, SUTTLE, 2005). Estudos baseados na taxa de decaimento
dos virus e em analises de microscopia eletrdbnica mostraram que 0s virus séo
responsaveis pela morte de até 50% da comunidade bacteriana e entre 2 a

10% da mortalidade do fitoplancton em ecossistemas aquaticos (BRATBAK e
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HELDAL, 2000, FUHRMAN e NOBLE, 1995, SUTTLE, 1994, WILHELM e
SMITH, 2000, WILHELM e SUTTLE, 1999). Alguns trabalhos indicam que a lise
viral causa danos a comunidade bacteriana similares aqueles causados pela
predacdo do zooplancton (FUHRMAN e NOBLE, 1995, PROCTOR e
FUHRMAN, 1990). Outro importante papel ecolégico do virus € o controle
estrutural das comunidades. Por serem predadores especificos, eles controlam
a abundancia e a competitividade da espécie dominante (MARANGER e BIRD,
1995). Os virus exercem influéncia na diversidade de espécie, ao contrario dos
outros mecanismos de controle como a predacdo do zooplancton e a limitacédo
por nutrientes, que afetam a populacdo bacteriana como um todo (BRATBAK

G, etal., 1993).

Uma grande variedade de mecanismos, como a luz a temperatura e a
limitacdo por nutrientes tem sido descrita como controladores da densidade
viral, afetando a inativacdo e/ou a reducdo das infec¢cdes. A queda na
abundancia dos virus em ecossistemas aquaticos é causada primariamente
pela radiacdo solar, principalmente a radiacdo ultravioleta - UVB (NOBLE e
FUHRMAN, 1997, WOMMACK, et al., 1996). Por possuirem apenas uma fina
camada protéica envolvendo o material genético e ndo possuirem pigmentacao

eles sdo vulneraveis aos danos causados pela radiacéo solar.

Muitos trabalhos sobre a ecologia de virus em ecossistemas aquaticos
vém sendo realizados em regides temperadas e alguns trabalhos em zonas
polares (KEPNER, et al., 1998, MADAN, et al., 2005, MARANGER, et al., 1994,
STEWARD, et al., 1996, YAGER, et al., 2001). Até o momento, no entanto, um

namero muito reduzido de estudos tem enfocado a ecologia de virus em
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ecossistemas tropicais (BETTAREL, et al.,, 2006, PEDUZZI e SCHIEMER,
2004). Ressalta-se que, até o presente ndo ha trabalhos com enfoque
ecologico sobre o virioplancton em aguas brasileiras nem em aguas da bacia

amazonica, a maior bacia hidrografica do mundo.

A principal forca estrutural e a principal fonte de energia para os
ecossistemas aquaticos amazénicos é o pulso de inundacéo, o qual € baseado
em periodos de cheia e seca. Em periodos de aguas altas, a conexao entre 0s
ecossistemas aquaticos e terrestres aumenta e o Carbono Orgéanico Dissolvido
(COD) nos ecossistemas aquaticos passa a ser principalmente de origem
aléctone. Por outro lado, durante o periodo de seca, a influéncia da floresta
tropical nesses sistemas diminui e aumenta a importancia do carbono de
origem autéctone.

O Lago Batata € mais um lago a sofrer influencia do pulso de inundacao
na Amazobnia, entretanto ele difere dos demais lagos de inundacdo da
Amazobnia por ter sofrido, em parte de sua &area, um aumento de turbidez
devido ao lancamento de rejeito oriundo do beneficiamento do minério de
bauxita entre os anos de 1979 e 1989. Muitos trabalhos demonstraram que a
producgéo fitoplanctonica (ROLAND, et al., 2002); a atenuagdo da luz PAR
(ROLAND e ESTEVES, 1998); a densidade, o crescimento e a producdo
bacteriana (ANESIO, et al., 1997); as populacdes de cladéceros (BOZELLI,
1996); o crescimento e desenvolvimento de Oriza glumaepatula (ENRICH-
PRAST, et al., 2006); larvas de Chironomidae (LEAL, et al., 2004), além de
outros parametros limnolégicos sao afetados pelo aumento da turbidez causa

pelo langamento de rejeito de bauxita no lago Batata.
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Objetivo

Este trabalho teve o objetivo de identificar a dinamica das interacdes
entre virus e bactérias em relacéo ao pulso hidrolégico em um lago amazdénico
onde o numero de virus pode estar sendo controlado pelo aumento de turbidez

oriundo do lancamento de rejeito de bauxita e pelo regime hidrologico.

Hipoteses

a) A estacdo impactada por rejeito de bauxita, por apresentar maior
quantidade de matéria em suspensao, apresenta maior substrato para
colonizacdo das bactérias, o que suporta a maior quantidade de virus

guando comparada a estacdo natural.

b) O regime hidrolégico governa a abundéancia de virus e bactérias. No

periodo de aguas altas a abundancia destas comunidades € menor

comparada a observada no periodo de 4guas baixas.
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Area de Estudo

O Lago Batata (1° 30'N e 56°20°'W) é um tipico lago de inundacéo da
Amazobnia, localizado na margem direita do rio Trombetas, proximo a Porto
Trombetas, no municipio de Oriximina, no estado do Parda, Brasil (Figura 1).
Este lago, assim como o rio Trombetas, € classificado como um ecossistema
de aguas claras, de acordo com a tipologia proposta por Harold Sioli (SIOLI,
1984). Aguas como estas sdo caracterizadas por apresentarem pouca

quantidade de nutrientes e pouca matéria em suspensao.

Os rios e lagos da Amazobnia estdo sujeitos a mudangas sazonais no
nivel da agua (JUNK, et al., 1989). Nos periodos de aguas altas aumenta a
conexao entre os sistemas aquaticos e terrestres, por outro lado, nos periodos
de 4guas baixas esta conexdo fica reduzida. O Lago Batata difere dos demais
lagos de inundacédo do rio Trombetas por ter sofrido, em parte de sua area, um
aumento de turbidez devido ao lancamento de rejeito oriundo do
beneficiamento do minério de bauxita entre os anos de 1979 e 1989. A bauxita
€ processada com jatos de agua produzindo um efluente liquido (rejeito),
composto de 7 a 9% de particulas sélidas de graos finos (96% sdo menores do
que 50 pm), representada principalmente por 6xidos de aluminio, silicatos e
oxidos de ferro (LAPA, 2000). Originalmente, o rejeito ocupava cerca de 30%
da area do lago. Devido as constantes resuspensdes, oriundas da flutuagao do
nivel do lago, o rejeito se espalhou para uma area maior do que a inicial
(ROLAND e ESTEVES, 1993). A grande série de dados aliada ao alto nivel de
conhecimento sobre esse sistema amazonico foi um diferencial para a

condugédo dos estudos sobre a ecologia dos virus neste lago.
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Métodos

Amostragem e preservacgao

Amostras para a quantificacdo de virus e bactérias a microscopia de luz
foram coletadas na sub-superficie de duas estacOes do Lago Batata (estacéo
natural e estacdo impactada) em quatro periodos entre os anos de 2005 e
2006. Os periodos de coleta foram representativos das fases do pulso de
inundacao: enchente, aguas altas, vazante e aguas baixas. Amostras para
virus e bactérias foram imediatamente fixadas com glutaraldeido (2%
concentracéo final — pré filtrado em membrana de 0,02 um de porosidade).
Amostras para analises limnologicas foram coletas utilizando-se garrafa tipo
Van-Dor com capacidade para 3 litros. Amostras de 4gua para analises de
nutrientes foram imediatamente preservadas com &cido sulftrico (pH < 2) até o
momento de serem processadas. Amostras para quantificacdo de clorofila a
(100 mL) foram filtradas em filtros GF/C e analisadas através da extragdo com
acetona 90% e leitura em fluorimetro. A turbidez foi analisada através de um
turbidimetro (La-Motte 2010). O oxigénio dissolvido foi quantificado através do
método de Wincler modificado por Roland (ROLAND, et al.,, 1999). A
transparéncia da agua foi verificada através da leitura de extingdo do disco de

Secchi.

Quantificacdo da abundancia de virus e bactéria

Bactérias e virus foram quantificados em microscépio de

epifluorescéncia e corados com SYBR Green (10.000 vezes diluigdo inicial;
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Molecular Probe, Eugene, OR, USA) de acordo com o método proposto por
Noble (NOBLE e FUHRMAN, 1998). Antes da marcacéo, amostras de dois mL
foram filtradas em membranas de 25 mm de diametro Anodisc, (0.02 um, de
porosidade), com suporte de uma membrana de 0.45 um anterior ao filtro. Uma
gota da solucdo de SYBR Green | (1:400), preparada com agua destilada e
filtrada em membrana de 0,02 um, foi colocada em placa de petri. Sobre esta
gota foi colocado o filtro a fim de realizar a marcacdo dos espécimes. O
material ficou em repouso por 15 minutos na auséncia de luz. ApGs esse
tempo, as laminas foram montadas colocando uma gota da solucéo antifingica,
preparada no dia, para preservar a fluorescéncia da amostra, de acordo com
(PATEL, et al.,, 2007). Seguiram-se as analises utilizando um microscépio
invertido de epifluorescéncia Provis AX-70, Olympus microscopy (Olympus,

Melville, NY, USA). Para cada filtro foram contados 20 campos aleatorios.

Preparagcéo de amostras para Microscopia Eletronica

Amostras para microscopia eletronica de transmissao (MET) foram
coletadas e filtradas em rede de 30 um de poro, para remover as particulas
maiores em suspensdo, que dificultam as analises. Em laboratério, fez-se a
centrifugacdo das amostras em 10.000 RPM por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, as amostras foram imediatamente fixadas em mistura recém
preparada de aldeidos (1% de paraformaldeido e 1% de glutaraldeido em
tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,4) por 1 hora, a temperatura ambiente. Apés o

periodo de fixacdo, as amostras foram lavadas em tampdao fosfato (2,0 Molar,
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pH 7,3) por duas vezes, e estocadas & temperatura de 4° C. Em seguida, as
amostras foram incluidas em solucdo derretida de agar a 2% em tampéo
cacodilato conforme procedimento anterior para manipulacdo de suspensdes
celulares para microscopia eletrbnica. A inclusdo em agar permite o
processamento das amostras sem contato direto com as células, o que poderia
induzir alteracbes morfolégicas e permite a obtencdo de cortes contendo
namero expressivo de células para analise. Pellets de agar contendo as
suspensdes foram, posteriormente, mantidos a 4° C em tamp&o para posterior

processamento para MET.

Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Os pellets de agar contendo os espécimes foram processados de acordo
com o método descrito por Melo, et al., 2005. As amostras foram rapidamente
fixadas com tetréxido de ésmio em tampao “Sym Collidine”, pH 7,4, por 2 horas
a temperatura ambiente. Apés a lavagem com tampao de maleato de sddio, pH
5,2, as amostras foram contrastadas in bloc com acetato de uranila 2% em
tampdo maleato de sodio (0,05 M, pH 6,0) por 2 horas em temperatura
ambiente e lavados com a mesma solucdo tampédo. Apos a lavagem as
amostras foram desidratadas em gradiente de etanol, infiltradas e incluidas em
meio de inclusdo (Eponate 12 Resin; Ted Pella, Redding, CA, USA). Apés a
polimerizacdo a 60° C por 16 horas, as secbes foram cortadas utilizando
navalha de diamante em ultra-microtomo LKB (LKB instrumentos,

Gaithersburg, MD, USA). As secdes foram montadas em telas de cobre de 200-
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mesh (Ted Pella) e contrastadas com citrato de chumbo. As amostras foram
examinadas em microscopio eletrdnico de transmissdo (P300, Philips,

Eidhoven, The Netherlands) a 60 KV.

Para o estudo da morfologia bacteriana e interacdo virus-bactéria, as
amostras foram observadas ao MET em aumentos de 18.000 e 40.000 vezes.
Trinta e cinco micrografias eletronicas foram obtidas aleatoriamente e
analisadas em aumento final de 36.000 a 80.000 vezes. Os virus foram
caracterizados baseados na estrutura, tamanho, eletro-densidade e
uniformidade estrutural (WEINBAUER e HOFLE, 1998). As células foram
consideradas infectadas quanto, no minimo, trés fagos foram observados em

cada célula (WEINBAUER e HOFLE, 1998).

Analise estatistica

As correlacdes entre virus, bactérias, razdo virus/bactéria e turbidez
foram feitas através da correlagdo de Sperman. O teste ANOVA unifatorial foi
utilizado para se obter diferenca entre as estacbes amostras e entre 0s
periodos do pulso de inundacdo. Foi aplicado teste Anova ‘tow-way’, para
verificar a diferenca entre os dados espaciais e temporais. Para todas as

analises utilizou-se o software JMP 5.0.
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Resultados

Vinte e sete anos apos o inicio do impacto ambiental no Lago Batata e
depois de 20 anos de continuo monitoramento de sua turbidez, o cenario real
da estacdo impactada € claramente diferenciado em relacdo aos primeiros
anos (Figura 02). A quantidade de material que é suspendida pela acdo do
pulso hidrologico é reduzida ano apos ano, diminuindo a turbidez na estacao
impactada do lago Batata. Entretanto, apesar da reducdo da turbidez, a area
impactada do Lago ainda apresenta elevada turbidez quando comparada a
areas naturais (Figura 02).

A estacdo natural durante o periodo de estudo foi caracterizada por
apresentar reduzida quantidade de matéria em suspensao e turbidez e elevada

densidade de virus e bactérias em relacédo a estacao impactada (tabela 1).

Abundancia de Virus e Bactérias

Durante as flutuacbes anuais do nivel rio Trombetas e
consequentemente do Lago Batata, foi verificado um padrdo inverso em
relacdo a abundancia de virus e bactérias e a altura da coluna d’agua. Durante
o periodo de 4guas altas, foram encontradas as menores abundancias de virus
e bactérias, enquanto que o0s maiores abundancias ocorreram durante o
periodo de aguas baixas. Nos periodos de enchente e vazante, as abundancias
foram intermediarias aguelas encontradas nos periodos de aguas altas e aguas

baixas (Figura 03).
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Na estacdo natural, sem influéncia do rejeito de bauxita, a VLP variou
entre 0,41 e 0,22 VLP x 10”. A VLP nesta estacéo foi semelhante nos periodos
de enchente e aguas altas, enquanto que nos periodos de vazante e aguas
baixas o numero de virus foi estatisticamente diferente dos outros dois
periodos (teste t; p < 0.05). A densidade bacteriana nesta estacao oscilou entre
0,72 e 4,17 células x 10° sendo que o periodo de &guas baixas foi
diferenciado em relacdo aos outros periodos (Figura 3). A enchente foi

semelhante aos periodos de vazante e 4guas altas (teste t; p<0.05).

O numero de virus (VLP) presente no lago Batata superou em cerca de
uma ordem de grandeza o numero de bactérias em suspensdo na coluna
d’agua (Figura 04-(A)). Foi encontrada uma forte correlacéo entre a densidade
viral (VLP) e a densidade bacteriana no lago Batata (p < 0.05; r*= 0.75; n = 53),
em todos os periodos do pulso de inundacao (Figura 04—(B)). Foi verificada
uma diferenca significativa entre as esta¢gfes natural e impactada do lago
Batata, em relacdo ao numero de virus (VLP) e a densidade bacteriana
(ANOVA; p = 0.06; n = 26). Na estacdo impactada o numero de virus (VLP)
variou entre 0,21 e 1,70 VLP x 10”". Nesta estacdo, em relacdo aos periodos do
pulso hidrolégico, o periodo de enchente e aguas altas foram estatisticamente
semelhantes, enquanto os periodos de vazante e &aguas baixas foram
diferentes entre si e entre os outros dois periodos (p < 0.05). Nessa mesma
estacdo, a densidade bacteriana oscilou entre 0,35 e 5,28 céls.x 10°. O
periodo de aguas baixas foi estatisticamente diferenciado dos outros periodos

do pulso hidrolégico em relagédo a abundancia bacteriana (p < 0.05).
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O periodo de Vazante foi o Unico periodo diferenciado em relacdo a
razdo virus/bactérias (p<0.05). A VBR variou entre 7,05 e 3,22 no Lago Batata
durante o ano amostrado, sendo a média e o desvio padrao igual a 5,01 e 1,00,
respectivamente (Figura 5). Nao foi verificada nenhuma diferenca entre as

estacBes natural e impactada em relacdo a razao virus e bactéria.

Andlises a Microscopia Eletrénica de Transmisséo

A andlise em MET revelou grande diversidade de bactérias nas aguas
do Lago Batata (Fig 06). Estruturas bacterianas foram claramente visualizadas,
incluindo a regido citoplasmatica, nucleodide, espaco periplasmatico, capsulas, e
membrana celular com classico aspecto trilaminar (Figura 6). A microscopia
eletrbnica possibilitou ndo apenas a identificacdo das bactérias, mas também a
diferenciacdo entre células bacterianas nédo infectadas (Figura 6 (A e B)) e
infectadas (Fig 06 (C)). Um numero variavel de fagos estavam presentes no
interior das bactérias, sendo observado um numero médio de 10 fagos por
secao celular. A estrutura da cdpsula viral com tipica unidade morfologica péde
ser observada detalhadamente em grande aumento (Fig 06 (C)). As bactérias
infectadas apresentaram membrana celular intacta, ou mostraram alteracdes
morfolégicas da membrana celular ou do citoplasma (citoplasma vazio ou
parcialmente deteriorado), indicando a ocorréncia de rompimento e/ou
degeneracdo bacterianas. A andlise quantitativa em MET demonstrou que 20%

das bactérias estavam infectadas com, em média, 10 fagos por se¢do celular.
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Discussao

A turbidez no lago Batata vem sendo monitorada desde 1989. Portanto,
existe uma série temporal consideravel para esta variavel limnoldgica, que € a
principal indicadora do impacto causado pela deposicédo de rejeito oriundo da
lavagem do minério de bauxita. O monitoramento ajudou a compreender o
comportamento do rejeito ao longo dos anos. Correntes de ventos juntamente
com o pulso de inundacéo ressuspendem o rejeito do sedimento para a coluna
d’agua e com isso aumentam a turbidez na area impactada. Por outro lado, o
baixo nivel da agua expde o rejeito a radiacdo solar nos periodos de seca e
ajuda a solidifica-lo. Logo, a quantidade de particulas em suspensédo a cada
ano, € uma integracdo da quantidade de particulas que sdo ressuspensas e a
guantidade das particulas que sao solidificadas. Como ja se passaram 30 anos
desde o inicio do lancamento do rejeito, este vem sendo constantemente
solidificado pela radiacdo solar, o que contribuiu para a diminuicdo da turbidez
na area impactada. Com isso, a interferéncia da turbidez em varios parametros
e processos limnolégicos como a producdo primaria, a biomassa e a
produtividade do bacterioplancton entre outros, possivelmente esteja sendo

reduzida.

A variacao do nivel hidrologico exerce um controle importante sobre as
abundancias bacteriana e viral, influenciando na densidade, e na producédo de
bactérias (FARJALLA, et al., 2006) e na densidade de virus. Durante o periodo
de aguas altas, ocorre a diluicdo e consequentemente a diminuicdo da
densidade de virus e bactérias. Por outro lado, nos periodos de aguas baixas,

as comunidades sao concentradas na coluna d’agua.
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O presente trabalho mostrou que a abundéancia bacteriana e viral na
estacdo impactada foi menor do que aquela encontrada na estacdo natural,
durante os periodos de vazante e aguas baixas. Trés fatores parecem
contribuir principalmente para a queda da densidade de bactérias na estacéo
impactada: i) Anésio (ANESIO, et al.,, 1997) mostrou que a turbidez causada
pelo rejeito de bauxita pode afetar a abundancia bacteriana durante a estacao
seca no Lago Batata. Na éarea impactada a quantidade de matéria em
suspensao é maior, portanto as taxas de sedimentacao sdo maiores. Isto pode
explicar a queda da densidade viral (VLP) e da densidade bacteriana nesta
area, durante os periodos onde o nivel da agua é baixo. ii) O rejeito de bauxita
influencia na taxa de fotossintese, uma vez que reduz a penetracao de luz, e a
producdo primaria (ROLAND, et al., 2002). Como o Carbono Organico
Dissolvido (COD) no periodo de seca é basicamente de origem autéctone, com
a reducdo da producdo primaria, fica reduzida a disponibilidade de carbono
organico dissolvido para as bactérias. iii) Outro controlador das bactérias livres
na estacdo impactada € a alta biomassa de zooplancton (BOZELLI, 1994)
nesta estacdo, que pode exercer um controle descendente, através da

predacdo, na comunidade bacteriana.

Muitos estudos tém indicado que, quando as abundancias de virus e
bactérias sédo correlacionadas, a maioria dos virus presentes no ambiente sao
bacteriéfagos (COCHLAN, et al., 1993, KEPNER, et al., 1998, MARANGER e
BIRD, 1995, PROCTOR e FUHRMAN, 1990, VOLLENWEIDER e KEREKES,
1980). Os nossos dados suportam esta idéia, pois a abundancia de virus

esteve fortemente correlacionada a abundancia de bactérias nas estacbes do
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Lago Batata, e ndo foi encontrada correlacdo entre VLP e a concentracdo de
clorofila a. Por isso, é possivel pensar que a diferenca na VLP encontrada entre
as estacdes do Lago Batata € resultado indireto da quantidade de particulas
em suspensdo e resultado direto da comunidade bacteriana. A simples
sedimentacao do rejeito em suspensdo ndo poderia influenciar diretamente no
namero de virus, e a sedimentacdo de particulas virais ocorreria de maneira
indireta através da sedimentacdo de bactérias aderidas. Fisher et al., 2004,
demonstraram que a sedimentacdo de virus em suspensdo ndo contribui
significativamente para a comunidade viral no sedimento. O aumento da
turbidez na area impactada diminui a abundancia de bactérias e
consequentemente de virus, por outro lado, na area natural, onde a turbidez &
menor, ha um aumento da abundancia de bactérias e com isso ha também o

aumento no numero de virus em relacao a area impactada.

A VBR é uma medida da relacdo entre a populacdo de virus e de
bactérias, e fornece uma indicacdo da multiplicidade de infec¢do (MOI), com o
ndamero medio de fagos por bactérias. Baixas MOI significam menor quantidade
de fagos por bactérias e o inverso também é verdadeiro, alta MOI sugere
grande quantidade de fagos por bactérias (LENSKI, 1988). Valores elevados de
VBR podem indicar a alta taxa de producédo viral ou pequeno decaimento do
namero de virus ou que existe uma alta taxa de MOI onde mais de um virus
ataca a mesma célula hospedeira (LENSKI, 1988). Na maioria dos sistemas, a
VBR é maior do que 1, variando entre 5 e 83 em amostras de ambientes
marinhos (WEINBAUER, et al., 1993), e entre 5 e 20 em ambientes de agua

doce (MATHIAS, et al.,, 1995). Baixos valores de VBR, como os que foram

44



encontrados no Lago Batata, podem indicar baixas taxas de infec¢cdo, um
namero pequeno de particulas virais para cada célula hospedeira bacteriana ou
alta taxa de decaimento do numero de virus. No Lago Batata, a VBR esteve
praticamente constante em relacdo aos periodos do pulso de inundacao,
apenas o periodo de vazante foi diferenciado dos demais. Como a maioria dos
virus presente no Lago Batata sdo bacteriofagos, € suposto pensar que
qualquer interferéncia na comunidade bacteriana é refletida na mesma
propor¢cdo na abundancia de virus. Isto faz com que apesar da grande
flutuacéo anual do nivel do rio e apesar da diferenca entre as estacdes, a razao
entre virus e bactéria se mantém estavel durante o ano todo e semelhante

entre as estagdes lago.

A densidade de virus (VLP) em &guas naturais depende da producéo e
liberac@o de novas particulas virais e do decaimento do nimero de particulas
virais livres (BRATBAK G, et al., 1993). Se a taxa de decaimento dos virus for
baixa, a VLP pode aumentar. Por outro lado, se a infecgéo viral for menor do
que a taxa de decaimento, entdo a VLP tende a diminuir. Portanto, a
diminuicdo da densidade viral é resultado do decaimento do niumero de virus
livres e da taxa de infecgao viral. A taxa de infecgdo viral em sistemas
aquaticos é primariamente afetada pela radiacdo solar (NOBLE e FUHRMAN,
1997, WILHELM, et al., 1998, WOMMACK, et al., 1996). Portanto a VLP em
ecossistemas aquaticos tropicais poderia ser menor do que em ecossistemas
aguaticos temperados, porque em zonas tropicais existe maior incidéncia de
irradiacdo solar. Devido ao numero restrito de trabalhos sobre virus em

ecossistemas aquaticos tropicais, até o0 presente momento registra-se um
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estudo no oeste da Africa (BETTAREL, et al., 2006) e outro em um reservatorio
do Sri Lanka (PEDUZZI e SCHIEMER, 2004), torna-se dificil a comparacéao de
dados com o presente estudo. No entanto, pode-se especular sobre a menor
abundéancia de virus em ecossistemas aquaticos tropicais em relacdo aos
ecossistemas temperados. Bettarel (BETTAREL, et al, 2006) faz
guestionamento importante em seu artigo: S8o 0s virus tropicais pouco
adaptados a altos niveis de radiacdo Ultra Violeta? O presente trabalho néo
poOSsui a resposta para esta questdo, mas suporta a idéia e pode contribuir na
construcdo de uma resposta, uma vez que o numero de virus livres e a
guantidade de fagos infectando bactérias sdo reduzidos em relacdo aqueles
encontrados em ambientes aquéticos temperados (VLP x 10%° em ambientes

temperados, enquanto que o presente trabalho atingiu VLP x 10°).

A andlise ultra-estrutural de bactérias por MET mostrou que a
comunidade bacteriana estudadas na regido amazlOnica apresenta grande
diversidade morfol6gica. Uma vez que a maioria dos virus séo bacteriéfagos e
predadores especificos, € esperado que também haja grande diversidade viral

nos ecossistemas aquaticos amazonicos.

A técnica de MET utilizada no presente trabalho facilitou a visualizacéo
de estruturas bacterianas tipicas e permitiu a observacdo clara de bactérias
infectadas, uma vez que as bactérias e virus sdo observados em cortes de 80
nm de espessura, com visualizacdo nitida do citoplasma bacteriano. Tal fato
ndo ocorre, por exemplo, com a utilizacdo da técnica de coloracdo negativa
para MET, quando se analisa a bactéria sem microtomia (0 organismo é

observado inteiro) e, portanto, ndo é possivel a observacdo de detalhes do
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citoplasma e individualizacdo clara de virus. A técnica utilizada mostrou-se,
portanto, excelente ferramenta técnica para se estudar as interacdes entre

virus e bactérias em ecossistemas aquaticos.

A infeccao de vinte por cento das bactérias no Lago Batata representa a
reducdo, na mesma proporcao, do processamento da matéria organica pela
comunidade bacteriana no lago. Por outro lado, a matéria organica liberada

pela ruptura da célula hospedeira € mais facil de ser utlizada por outras

bactérias (AMON e BENNER, 1996), o que favorece o crescimento bacteriano.

Em conclusdo, os dados do presente trabalho evidenciam de maneira
relevante, o papel dos virus na regulacdo das bactérias também em
ecossistemas aquaticos amazonicos. Eles mostram ainda que a turbidez
causada pelo lancamento do rejeito de bauxita no Lago Batata influencia de

maneira indireta a abundéancia de virus neste sistema.
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Tabela 1: Caracterizacao das estacdes amostradas no Lago Batata.

Estacéo Estacéao

Natural Impactada
Matéria em suspenséo (mg L'l) 1,81 + 0,54 6,73 £ 5,69
Turbidez (NTU) 12,70 £ 4.48 24,70 £ 12,69
Nitrogénio Total (mg L™ 0,41 + 0,04 0,41+ 0,02
Fosforo Total (ug L'l) 15,96 + 4,88 16,96 + 10,77
Oxigénio Dissolvido (mg L'l) 6,68 £ 0,26 6,64 + 0,88
Alcalinidade (LE L'l) 35,10 £ 15,24 33,01 £ 24,20
Virus (VLP x 10" mL™Y) 1,10 + 0,54 0,81 + 0,45
Bactéria (cells x 10 ® mL™) 2,27 +1,19 1,70 1,13
Razao virus/bactéria (VBR) 4,96 + 1,04 5,06 + 0,97
Clorofila a (ug L™ 5,25 + 0,93 3,89 +1,87

1239 + 3029 1139 + 2752
4595+ 15,46 75,17+ 19,41

Fitoplancton (ind L™
Zooplancton (ind x 10° L™




7

Figura 1: Localizagdo da regido amostrada. O Lago Batata € um lago de

inundacdo do Rio Trobetas, proximo ao distrito de Porto Trombetas, municipio
de Oriximina, estado do Para, Brasil. Pode-se distinguir duas areas diferentes
dentro do lago: i) impactada por rejeito de bauxita (cinza escuro); ii) sem

influéncia do rejeito (cinza claro).
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Figura 4 — Série temporal de turbidez medida no Lago Batata na estacéo
natural (pontos pretos) e na estacdo impactada (pontos brancos). Note o real
decaimento da turbidez na estacdo impactada ao longo dos anos, o que pode

diminuir a influéncia deste parametro nas comunidades presentes nesta
estacao.
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Figura 3 — Abundancia de Virus e Bactérias nas estacdes amostradas durante
os quatro periodos do pulso de inundacéo: E — Enchente; AA — Aguas altas; V
— Vazante e AB — Aguas Baixas. As letras entre paréntese mostram 0s
resultados do teste de médias, os periodos ndo representados pela mesma
letra sdo significativamente diferentes (p < 0.05; n = 18). As linhas das caixas
representam a mediana, as caixas, 0S tragcos e representam respectivamente

75 e 95% dos dados, os pontos sdo dados discrepantes.
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Figura 4 — Variacdo do numero de virus e bactérias (A) no Lago Batata. A
abundancia de virus superou em cerca de uma ordem de grandeza a
abundancia bacteriana. Em (B), observa-se a forte correlacdo entre virus e
bactérias no Lago Batata.
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Figura 5 — Variacéo da razao virus/bactérias (VBR) no Lago Batata durante os

periodos de Enchente (E); Aguas Altas (AA); Vazante (V) e Aguas Baixas (AB).

As letras entre paréntese no interior do grafico mostram os resultados do teste
de médias, o periodo de vazante é significativamente diferente dos outros

periodos (p < 0.05). As linhas das caixas representam a mediana, as caixas, 0S

tracos e representam respectivamente 75 e 95% dos dados, os pontos séo

outliers.
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FIGURA 6 — Micrografia Eletrbnica, obtida em microscépio eletrénico de
transmissdo, de bactérias de um ecossistema aquéatico amazénico (Lago
Batata). A e B mostram bactérias ndo infectadas. Estruturas bacterianas como
o citoplasma (c), o nucledide (n), o espaco periplasmatico (*) e a capsula
externa (setas) foram claramente observadas. Em A, dois tipos distintos de
bactérias sdo mostrados no mesmo campo. Note a espessura variavel da
capsula bacteriana (pontas de setas), alta e densa em A comparada com B. A
area do retangulo marcado em B esta ampliada na parte de baixo da mesma
figura. Note que a célula apresenta parede celular muito eletron-densa abaixo
da capsula. C é uma bactéria infectada com muitos fagos. Um desses virus é
mostrado em grande aumento (quadrado). Note que o capsidio € composto de
repetitivas unidades morfol6gicas (em destague em azul, grande aumento). A
membrana celular, com tipica estrutura trilaminar, € parcialmente observada
(seta). Escala: barra, 460 nm (A, B); 300 nm (B, alta ampliacdo); 266 nm (C);
80 nm (C, virus em alta ampliacdo); 40 nm (C, virus em alta ampliacao,
destacado em azul).
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Resumo

Desde que foram incorporados no modelo da alca microbiana, os virus
assumiram um papel singular em muitos processos biogeoquimicos, entre eles
0 controle de espécies e a ciclagem de nutrientes. Muitos fatores influenciam
na abundancia viral, como: a incidéncia de radiacao solar, a disponibilidade de
carbono organico dissolvido e a abundancia bacteriana. Nos verificamos a
abundancia e a dindmica dos virus em ecossistemas aquaticos amazonicos de
aguas claras através da microscopia de epifluorescéncia. Apesar da variacao
entre 0 nuUmero de virus e bactérias entre os lagos estudados, a razdo entre
estas duas comunidades (VBR) permaneceu constante. A VBR foi maior em
lagos com menor disponibilidade de carbono, sugerindo que em lagos humicos
a taxa de infeccdo viral € menor. A abundancia de virus foi relacionada a
disponibilidade de fésforo, a profundidade do lago, a entrada de luz na agua e a
abundéancia bacteriana. Nao foi encontrada relacdo direta entre a abundancia
de virus e o carbono organico dissolvido. Nossos dados mostram que também
nos lagos amazonicos de aguas claras a maioria dos virus presentes sao
bacteriéfagos e que o pulso de inundacdo, e a comunidade bacteriana

controlam a abundancia viral nestes sistemas.
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Introducao

A cadeia microbiana em ecossistemas aquaticos, duas décadas atras,
era dita como completa. As bactérias eram 0s organismos mais dinamicos e
abundantes nos sistemas aquaticos e exerciam uma funcéo singular em muitos
processos ecoldgicos, entre eles a ciclagem de nutrientes. O interesse pelo
papel ecoldgico dos virus surgiu quando Bergh (BERGH, et al., 1989) mostrou
gue eles excedem as bactérias em cerca de uma ordem de grandeza. Outros
estudos (FUHRMAN, 1999, PROCTOR e FUHRMAN, 1990, SUTTLE, et al.,
1990, WILHELM e SUTTLE, 1999) também mostraram que 0s virus sdo 0s
componentes mais abundantes e dindmicos do ecossistema aquatico, que
possuem um papel fundamental na cadeia microbiana e que sdo agentes

significantes no controle de microorganismos aquaticos.

Uma grande variedade de mecanismos tem sido descritos como
controladores da densidade viral, afetando a inativagcdo e/ou a reducédo das
infecgbes. A radiagédo solar (NOBLE e FUHRMAN, 1997, WOMMACK, et al.,
1996) e nutrientes (fésforo, nitrogénio e o carbono) (ANESIO, et al., 2004,
VREDE, et al., 2003) sdo responsaveis pela variagdo da abundancia viral.
Todos eles sdo ainda mais agravados na regido amazonica onde, o pulso de
inundagédo influéncia fortemente na abundancia das comunidades (BOZELLI,

1994).

Junk (JUNK, et al., 1989) propde que o pulso de inundac¢do de umrio é a
principal forca controladora da biota em sistemas rios-planicie de inundagéo,

resultando em respostas morfolégicas, anatbmicas, fisiolégicas, fenoldgicas
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elou etologicas produzindo comunidades caracteristicas. A magnitude das
flutuacbes do nivel da agua aliada a morfologia do habitat, topografia,
vegetacao, fatores fisicos e quimicos da agua e produtividade disponivel para a
cadeia tréfica em diferentes setores sdo alguns dos componentes de um
mosaico de condicbes associadas a diversidade de nichos.
Metodologicamente, o pulso de inundacdo dos ecossistemas amazobnicos é

dividido nos periodos de enchente; aguas altas; vazante e aguas baixas.

Durante o periodo de 4guas altas a conectividade entre os ambientes
terrestres e aquaticos é aumentada e o carbono de origem al6ctone passa a
ser a principal fonte de energia para o ambiente aquatico. Por outro lado,
durante o periodo de aguas baixas a conectividade entre os ambientes
terrestres e aquaticos é reduzida e a principal fonte de carbono passa a ser o
carbono autdctone, ou seja, produzido no préprio ambiente principalmente pelo

fitoplancton (JUNK, 1989).

O rio Trombetas é um afluente da margem esquerda do rio Amazonas, e
assim como os lagos de sua bacia, € um ecossistema amazoénico de aguas
claras, de acordo com a tipologia proposta por Sioli (SIOLI, 1984). Assim como
0s rios e lagos amazonicos o rio Trombetas esta sobre a influéncia do pulso de
inundacao (figura 1). O rio tem sua origem no planalto das Guianas, uma
formacdo geoldgica da era pré-cambriana. Sistemas que banham solos
desgastados iguais a estes em geral possuem pouca quantidade de matéria
em suspensdo e sdo relativamente pobres em nutrientes. Suas aguas
encontram o rio Amazonas proximo a cidade de Oriximina, no oeste do estado

do Para. No curso superior do rio Trombetas as chuvas influenciam a variagdo
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do nivel das aguas, enquanto no curso inferior o nivel € regulado pelo

represamento causado pelo rio Amazonas (FERREIRA, E.J.G., 1993).

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar as interacdes entre virus e bactérias
e a dinamica destas comunidades em lagos marginais ao rio Trombetas
durante o periodo de &guas baixas onde predomina o carbono de origem
autéctone. Além disto, buscou-se avaliar a influéncia dos possiveis

controladores da abundancia viral nestes sistemas.

Hipotese

a) O numero de virus esta correlacionado com a abundancia bacteriana.

b) Existe uma forte relagdo entre a abundancia de virus e a

concentracéo de carbono organico dissolvido.

c) A abundancia viral € maior nos lagos mais a montante do encontro
do rio Trombetas com o rio Amazonas, devido a diluicdo provocada

subida da agua nos lagos mais préximos ao Amazonas.
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Area de Estudo

A bacia de drenagem amazoénica possui area aproximada de 7.050.000
km2, (SIOLI, 1984) e a média anual de precipitacdo dentre estes vastos limites
varia entre 1500 e 3000 mm (LIN, 2003). Na maior parte da bacia amazoénica
esta alta pluviosidade € distribuida heterogeneamente ao longo do ano,
havendo uma época relativamente seca (verdo) e outra chuvosa (inverno)
(FERREIRA, E. J. G., 1992). O ciclo anual de cheia e seca dos grandes rios &
efeito desta sazonalidade, correspondendo a um Unico pulso de inundacéo cujo
periodo varia dependendo da localizacdo em relacdo ao rio Amazonas. Nos
tributarios da margem direita a enchente vai de setembro/outubro a abril/maio,
enguanto nos da margem esquerda o pico da cheia ocorre em junho/julho.

Amostras para a quantificacdo de virus e bactérias foram coletadas na
sub-superficie de 26 lagos marginais, ao Rio Trombetas, sendo treze lagos em
cada margem do rio (Figura 2). Eles se diferenciavam quanto a area, o

perimetro e a distancia em relacéo ao rio Amazénas (Tabela 1).

Métodos

Amostragem e preservacgao

Amostras de 2 mL para virus e Bactérias foram imediatamente fixadas
com glutaraldeido (2% concentracao final — pré filtrado em membrana de 0,02
um de porosidade). Em campo, mediu-se a concentracdo de oxigénio
dissolvido, vento, pH, a profundidade do ponto de coleta e a transparéncia da

agua através da extincdo do disco de Secchi. Amostras para turbidez, clorofila,
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fésforo total, nitrogénio total foram retiradas em garrafas de plastico de 1 litro e
levadas para o laboratério onde se seguiram as analises. A turbidez foi medida
com o auxilio de um turbidimetro modelo Lamotte 2010. Amostras de clorofila a
foram analisadas através da filtracdo em filtros GF/C (com réplicas) e os filtros
foram estocados a temperatura abaixo de 4° C até serem processadas segundo
acetona 90% como extrator. O nitrogénio e fosforo total foram quantificados por

espectroscopia segundo Wetzel e Likens (1991).

Quantificacdo da abundéancia de virus e bactérias

Bactérias e virus foram quantificados em microscopio de
epifluorescéncia e corados com SYBR Green (10.000 vezes diluicdo inicial;
Molecular Probe, Eugene, OR, USA) de acordo com o método proposto por
Nobre (NOBLE e FUHRMAN, 1998). Anteriormente a marcacdo, amostras de
dois mL foram filtradas em membranas de 25 mm de diametro Anodisc, 0,02
um, de porosidade, com suporte de uma membrana de 0,45 um anterior ao
filtro. Uma gota da solucao de SYBR Green | (1:400), preparado com agua
destilada, filtrada em membrana de 0,02 um, foi colocada em placa de petri.
Sobre esta gota foi colocado o filtro a fim de realizar a marcacdo dos
espécimes, o material ficou em repouso por 15 minutos na auséncia de luz.
Apoés esse tempo montou-se as laminas, colocando uma gota da solucdo de
montagem, preparada no dia, para preservar a fluorescéncia da amostra
(PATEL, et al., 2007). Seguiram-se as analises utilizando um microscépio
invertido de epifluorescéncia Provis AX-70 Olympus microscopy (Olympus,
Melville, NY, USA). Para cada filtro foram contados 20 campos escolhidos

aleatoriamente.
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Morfologia dos lagos

Dados de area, perimetro e distancia entre os lagos e o rio Amazonas
foram estimados utilizando a imagem processada pelo software ArcGis. Os
lagos foram separados entre aqueles situados abaixo e acima de 25 km (valor
mediano das distancias) medidos entre a entrada principal de cada lago e o

encontro entre o rio Trombetas e o rio Amazonas.

Analise estatistica

Correlacbes entre virus, bactérias, razdo virus/bactéria e turbidez foram
feitas através da correlacdo de Sperman. ANOVA unifatorial foi utilizado para
se obter diferenca entre as estac6es amostras e entre os periodos do pulso de
inundacdo. Foi aplicado o teste Tukey, para verificar a diferenca entre as

médias. Para todas as analises foi utilizado o software JMP 5.0.
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Resultado

Foi verificada uma diferenca significante entre lagos situados mais a
montante do rio trombetas (acima de 25 km) e os lagos situados mais préximos
ao encontro deste rio com rio Amazonas, em relacdo ao niumero de virus e
bactérias (teste t; p < 0.05) (Figura 03). Lagos localizado mais proximo ao rio
Amazonas apresentaram menor abundancias de virus e bactérias. Nao foi
verificada diferenca significante entre lagos situado a margem direita e

esquerda do rio Trombetas.

O numero de virus superou em cerca de uma ordem de grandeza a
abundancia bacteriana nos lagos amostrados, sendo a média e o desvio
padrdo igual a 1,90 + 0,73 (VLP x 10) 4,49 + 1,97 (Céls x 10°) (Figura 03 - A).
A abundancia viral esteve entre 0,44 (VLP x 107 Lago Sapucud), e 3,09 (VLP x
107 Lago Palhau) enquanto que a abundancia bacteriana oscilou entre 0,82
(Céls x 10° Lago Sapucud) a 8,32 (Céls x 10° Lago Farias). A razdo virus
bactérias (VBR) variou entre 2,53 e 9,13, respectivamente no Lago Moura e no

Lago Mussura (Figura 03 - B).

O ndamero de virus nos lagos esteve correlacionado a abundancia
bacteriana (p < 0,05; r? = 0,53; n = 27) (Figura 04). Virus e bactérias foram
diretamente relacionados com a disponibilidade de fosforo nos ambientes.
Lagos eutréficos, com concentracdo de fésforo maior do que 30 pg L™,
(VOLLENWEIDER e KEREKES, 1980) foram estatisticamente diferenciados,
dos lagos mesotréficos, concentracdo de fosforo entre 10 e 30 pg L™, em

relacdo ao numero de virus e bactérias (teste t; p < 0,05). As maiores
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abundéancias ocorreram nos ambientes mais enriquecidos em fésforo (Figura
05). Nao foi encontrada relacdo entre a abundancia de virus ou bactérias e as

concentracdes de nitrogénio total.

N&o foi verificada correlagdo entre a abundancia viral e a concentragao
de carbono organico dissolvido (COD), ou entre a abundéancia viral e o carbono
inorganico dissolvido (CID). Foi observada a relacdo entre a abundancia
bacteriana e a concentracdo de COD (p < 0,05; r? = 0,22; n = 27), entretanto,
nao foi verificada correlacdo entre 0 niUmero de bactérias e a concentracdo de

carbono inorganico dissolvido.

64



Discussao

Ferreira (FERREIRA, E.J.G., 1993) demonstrou que no curso superior
do rio Trombetas as chuvas influenciam a variacdo do nivel das aguas,
enguanto no curso inferior o nivel é regulado pelo represamento causado pelo
rio Amazonas. O represamento do Amazonas influéncia primeiro os lagos mais
proximos ao encontro dos dois rios, uma vez que a enchente da no sentido
contrario ao fluxo do rio Trombetas. Durante a vazante ocorre o inverso, lagos
mais a montante do rio Trombetas sdo os primeiro a sofrerem mudancas na

altura da coluna de agua.

Durante o periodo de amostragem foi visualmente clara a mudanca no
periodo hidrolégico (Figura 02), onde ja se podia notar o enchimento de alguns
dos lagos. Isto explica a diferenca entre os lagos mais proximos e mais
distantes do rio Amazonas em relacdo a abundéancia viral e bacteriana. Por ja
estar em periodo de enchimento, os lagos mais préximos ao encontro com o rio
Amazonas ja apresentaram a diluicdo do nimero de virus na coluna d’agua em
relacdo aqueles mais distantes do rio Amazonas. E suposto pensar que
durante a vazante, novamente 0s lagos mais proximos ao Amazonas

apresentem menor VLP, uma vez que esta comunidade €& concentrada

primeiramente nos lagos mais distantes pela reducdo do nivel de agua.

Uma grande variedade de mecanismos tem sido descrito como
controladores da densidade viral, afetando a inativagdo e/ou a reducédo das
infeccbes. A queda na abundancia dos virus em ecossistemas aquéticos €

causada primariamente pela radiacdo solar (NOBLE e FUHRMAN, 1997,
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WOMMACK, et al., 1996). Por ndo possuirem pigmentacao, 0s virus possuem
apenas uma fina camada protéica envolvendo o material genético, eles sao
vulneraveis aos danos causados pela radiacdo solar. Por isso, a abundancia de
virus em sistemas amazonicos pode estar sendo bastante afetada pela intensa
radiacdo solar que atinge essa area, principalmente a radiacdo ultravioleta.
Nossos dados déo forca para esta hipotese uma vez que o numero de virus
encontrado nos lagos do rio Trombetas sao inferiores aquele encontrados para
ecossistemas temperados onde a influéncia da radiacdo solar é menor.
Entretanto, temos poucos dados para sistemas tropicais o que impede qualquer
interpretacdo mais criteriosa e com base em dados estatisticos. E necessario
mais trabalhos em ambientes tropicais, principalmente na regido amazonica,
para poder responder com clareza se 0s virus nesses ambientes sdo pouco
adaptados a radiacdo solar, ou se em outro periodo do pulso hidrolégico a
entrada de energia, principalmente aléctone, consegue fazer com que a taxa de

replicacdo viral seja maior do que a decadéncia do niumero de virus.

Ja foi demonstrado que em ambientes onde a relagdo entre virus e
bactérias é forte, pode se concluir que a maioria dos virus presente no
ambiente sdo bacteri6fagos (COCHLAN, et al., 1993, PROCTOR e FUHRMAN,
1990), (KEPNER, et al., 1998, MARANGER e BIRD, 1995). Esta relacao foi
encontrada em todos os lagos estudados. O que sugere que também na
Amazbnia a maioria dos virus que estdo nos ecossistemas aquaticos séo
bacteriéfagos e, portanto estdo sujeitos as perturbacdes causadas por fatores
que influenciam a comunidade bacteriana. E suposto pensar que, por estarem

relacionados a comunidade bacteriana, 0os virus respondam na mesma
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intensidade as perturbacbes causadas a esta comunidade. Isto justifica a
pouca variabilidade da razédo virus bactérias (VBR), apesar da grande variacao

do nimero de bactérias e virus entre lagos.

O numero de virus dentro da célula hospedeira, a taxa de infeccéo e
fatores que influenciam na perda e na producdo de virus e bactérias
influenciam na VBR (WOMMACK e COLWELL, 2000). As maiores razdes
virus/bactérias (VBR) foram encontradas em lagos com baixo COD, sugerindo
que a mortalidade de bactéria causada por virus € menor em lagos hamicos, ou
seja, com maior disponibilidade de carbono. Alguns trabalhos sugerem que a
infeccéo e/ou a replicacdo viral pode ser afetada negativamente pela presenca
de substancias humicas, pois os virus podem ser adsorvidos pela matéria

hamica, inibindo a infeccdo e/ou a replicacdo (LU, et al., 2002).

O carbono organico dissolvido em ambientes aquaticos amazénicos
pode ser sustentado por fontes internas e externas. Fontes com origens
diferentes de carbono causam respostas diferenciadas no metabolismo
bacteriano e na atividade viral (ANESIO, et al., 2004). As mudancas sazonais
na coluna d’agua causam mudangas consideraveis nas propriedades fisicas,
fisico-quimicas e bioldgicas nos lagos e rios. Durante o periodo de 4guas altas
0S ecossistemas aquaticos invadem a floresta tropical recebendo nutrientes,
matéria organica dissolvida e criando novos habitats para as espécies. Neste
periodo a producao fitoplanctdnica é baixa e a maioria do COD & composto por
substancias humicas derivadas da decomposicdo da matéria organica aléctone
depositada na floresta durante o periodo de aguas baixas (FARJALLA, et al.,
2006).
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Durante o periodo de aguas baixas ocorre a concentracao de nutrientes
(ROLAND e ESTEVES, 1993) e o aumento da densidade de organismos na
coluna d’agua. Neste periodo a carga de nutrientes do sedimento para a coluna
d’agua é intensificada (ROLAND e ESTEVES, 1993). Fontes de carbono
autoctone, originado pela producdo primaria, passam a contribuir
significativamente para a concentracdo e a composicdo do COD nos
ecossistemas aquaticos (FARJALLA, et al., 2006). Durante o nosso estudo, foi
encontrada a relacédo entre a abundancia bacteriana e o COD, porém nenhuma

correlacao foi observada entre a densidade viral e o COD.

A relacdo entre a VLP e o carbono orgéanico dissolvido esta longe de ser
entendida pela comunidade cientifica. Alguns autores sugerem que a relacao é
existe e é positiva (LAYBOURN-PARRY, et al.,, 2001). Outros autores
demonstraram que esta relacdo ndo € significante (MARANGER e BIRD,
1995). E esperado que fatores que governem a abundancia bacteriana
influenciem de maneira indireta a VLP, uma vez que estas duas comunidades
estdo intimamente relacionadas. Sendo assim, o carbono de origem autoctone
pode ndo estar influenciando a abundéancia viral de maneira direta, mas sim de

maneira indireta através da influéncia causada na comunidade bacteriana.

Baixas concentracdes de fésforo e nitrogénio sdo consideradas um dos
principais limitadores do crescimento bacteriano em muitos ecossistemas
aguaticos (FARJALLA, et al., 2002, SKOOG, et al., 1999). Farjalla, (FARJALLA,
et al., 2006), demonstrou que o crescimento bacteriano em um lago amazonico
de aguas claras também é limitado por fésforo. A relacdo entre a VLP e a

concentracdo de nutrientes, j4 foi mostrada por muitos autores como sendo
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uma relacéo direta, onde lagos mais eutroficos apresentam maior abundancia
de virus (BETTAREL, et al., 2004). Lagos mais enriquecidos em fdsforo
apresentam maior taxa de infeccdo, maior nimero de virus liberados na lise
celular e por consequéncia maior numero de virus livres (HEWSON, et al.,

2001, WEINBAUER e SUTTLE, 1999).

Finalmente concluimos que nos lagos amazodnicos de &guas claras a
maioria dos virus presentes sdo bacteriéfagos e que o pulso de inundacao, a
grande incidéncia de radiacdo solar e a comunidade bacteriana controlam a

abundancia viral nestes sistemas.
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Tabela 1 — Caracterizacado dos lagos amostrados no rio Trombetas durante o

periodo de aguas baixas.

i - Distancia do Rio Temp. Oxigénio Prof. Secchi PT NT Dpoc pIC
Lagos Area (Km2) Perimetro (km)  Aazonas (Km) €0 PH %) (m) (m) (uglt) (uglL) (mgl)  (mglL)

Lago Sapucua 1883 180 33 2 77 71 22 04 87 577 15 27
Lago Jibéia 7.1 26 57 31 6.3 88 17 13 26 240 34 10
Lago Laguinho 04 8 68 3 50 91 14 10 24 461 48 10
Lago Aracud 21 18 73 30 6.1 88 19 08 30 320 38 13
Lago Carimun 105 66 71 32 51 86 19 11 34 539 33 08
Lago Bacabau 36 15 81 31 55 76 19 12 28 363 4.6 15
Lago Acari 123 40 %0 a1 51 74 37 21 12 283 34 10
Lago Flexal 54 20 93 31 53 82 24 0.9 31 503 - 11
Lago Batata 223 54 % 20 6.3 79 30 12 54 17
Lago Mussura 52 18 102 30 6.4 73 24 05 27 469 - 18
Lago Ajudante 83 25 100 a1 59 81 19 12 23 452 35 13
Lago Moura 119 46 114 31 54 78 50 21 29 425 37 07
Lago Matheus 15 1 118 33 52 9% 16 16 30 568 56 08
Lago Erepecu 130.6 275 121 32 59 83 42 13 27 426 43 10
Lago Palhau 23 25 129 30 55 62 23 13 39 352 41 -
Lago Juquiri-Grande 93 39 133 31 54 80 34 18 29 279 41 10
Lago Curuca-Mirin 26 16 149 32 52 80 29 19 37 504 42 11
Lago Curuca-Grande 23 16 144 32 55 82 21 17 24 510 55 11
Lago Juquiri-Mirim 27 18 144 31 52 82 23 16 14 350 35 14
Lago Mae-quer 7.0 46 163 a1 55 76 28 20 50 608 45 14
Lago Tapaginha 0.6 5 168 30 54 74 20 14 16 304 44 14
Lago Tapagem-Grande 33 21 173 29 54 75 40 17 18 364 47 15
Lago Farias 6.9 46 179 33 46 91 15 13 30 660 7.0 15
Lago Jacaré 6.2 62 180 33 53 9 21 10 a 577 54 13
Lago Abui 270 93 190 32 55 85 25 17 18 17 40 0.9
Lago Macaco 35 38 198 30 57 57 23 16 37 609 6.6 25
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Figura 1 — Variac&o do nivel do rio Trombetas nos anos de 2005, 2006 e 2007.
A seta indica o momento das coletas realizadas nos lagos do rio Trombetas

durante o ano de 2007, note que no momento das coletas o nivel do rio ja

estava subindo.
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Figura 2- Localizag&o dos lagos amostrados.
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Figura 3 — Variacdo do numero de virus, bactérias e da VBR. (A) Abundéancia
de virus (barras cinzas), bactérias (barras pretas) nos lagos amostrados. O
namero de virus superou em cerca de uma ordem de grandeza o numero de
bactérias. (B) Apesar da grande variabilidade do numero de virus e bactérias, a
VBR foi praticamente constante ao longo dos lagos, a linha representa a média

dos valores (4,67 + 1,41).
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Figura 4 - Correlacdo entre a abundancia viral e a abundancia bacteriana. Uma
vez que a abundancia de virus esta relacionada a abundancia bacteriana, é
possivel dizer que a maioria dos virus presentes nos lagos do rio Trombetas
sdo bacteriéfagos e por tanto estdo vulneraveis a parametros que possam

influenciar a abundancia bacteriana.
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Figura 5 — Distribuicdo da abundancia viral e bacteriana em lagos eutroficos e
mesotroficos. A abundancia viral e bacteriana foi significativamente maior em
lagos com concentracdo de fésforo acima de 30 (ug L-1) lagos eutroficos, do
que em lagos com concentracdo de fosforo menor do que 30 (ug L-1), lagos

mesotroficos.
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Discussao Geral

Assim como ja foi mostrado para outros ambientes, a maioria dos virus
presentes nos lagos amazonicos de aguas claras séo bacteriéfagos e, portanto,
estdo suscetiveis as mudancas causadas por perturbacdes na comunidade

bacteriana.

Os virus, desde que foram incorporados no conceito da alca
microbiana, exercem um papel fundamenta no controle de populacdes, na
ciclagem de nutrientes e no fluxo de energia nos ecossistemas aquaticos. Hoje
0 que se propde é o conceito de alca viral, onde o0s virus sao responsaveis pelo
curto-circuito dos nutrientes liberando compostos para as bactérias
heterotréficas. Uma vez que eles s@o responsaveis pela lise celular tanto de
células bacterianas quanto de células fitoplanctdnicas, eles liberam para o meio
nutriente e principalmente o carbono que estava “preso” no interior das células.
Se a célula a sofrer lise for uma bactéria, outra bactéria ird absorver os
compostos liberados, formando um circuito entre bactérias. Este processo,
apesar de bem simples, estd sendo descrito como sendo de grande

importancia para o funcionamento dos ecossistemas aquaticos.

Existe tanto uma variacdo espacial quanto uma variacdo temporal em
relacdo a abundéancia de virus em ecossistemas aquaticos amazonicos de
aguas claras. A variacao temporal é regida principalmente pela acdo do pulso
de inundacgéo, uma vez que em periodos de aguas altas o numero de virus fica
diluido na coluna d’agua, enquanto que no periodo de aguas baixas ocorre a

concentracdo dos virus. A variagdo espacial € governada por um somatorio de
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fatores como: fosforo, nitrogénio, turbidez, luz, carbono, profundidade,
localizac&o do lago, entre outros. Estes fatores criam habitats que propiciam o
aumento do numero de virus, seja de maneira direta, ou seja, de maneira

indireta através do beneficio a comunidades de bactérias ou do fitoplancton.

Apesar de haver as variagc0es espaciais e temporais em relacdo ao
namero de virus (VLP) e o nimero de bactérias, a razdo virus/bactérias (VBR)
se manteve estavel tanto entre os lagos, quanto entre os periodos do pulso
hidrolégico. A VBR em todos os sistemas esteve inversamente relacionado a
concentracdo de COD, indicando que lagos humicos apresentam menor taxa
de mortalidade bacteriana causa por virus. A VBR é uma medida simples que
indica a quantidade de virus que podem atacar uma bactéria. Alta VBR é
resultado de altas taxas de infeccdo e liberacdo de virus e pequeno decaimento
do numero de virus, por outro lado, baixa VBR é fruto de maior perda de virus

livres e menor taxa de infeccéo e liberacao de virus.

O numero de virus dentre outros fatores esta inversamente relacionado
a quantidade de radiacdo que chega aos ecossistemas aquaticos. Regifes
tropicais apresentam maior incidéncia de radiacdo solar quando comparada a
regido temperada. Com isso, € esperado que ecossistemas tropicais
apresentem menor abundancia de virus do que ecossistemas localizados em
regides temperadas. Entretanto, apesar das poucas referéncias sobre a VLP
em lagos tropicais reforcarem essa hipotese, ndo se pode confirmar tal
hipétese com respaldo cientifico, por haver poucos dados de abundéancia de
virus em ecossistemas tropicais. E necessario que mais trabalhos possam ser

realizados em ambientes tropicais para comparar os ambientes e concluir se os

77



virus presentes nos sistemas tropicais sao pouco adaptados ou néo a radiacao

solar.

Nossos dados sdo uma forte evidéncia que também na Amazobnia os
virus sdo controladores do nimero de bactérias e que eles também séo os
organismos mais abundantes dos sistemas aquaticos. Por estarem
extremamente associados as bactérias, os virus estao sujeitos a responderem
a perturbagbes na comunidade bacteriana. Tanto fatores de origem antropica
como o lancamento de rejeito de bauxita, quanto os fatores naturais como o
enriqguecimento por fosforo e nitrogénio e o pulso de inundacdo afetam a

comunidade bacteriana e por consequéncia afetam o niumero de virus.

E necessario que mais trabalhos sejam desenvolvidos nos ecossistemas
aguaticos tropicais, e em especial no Brasil, para que possamos inferir sobre a
ecologia do virus nestes ambientes e conhecer suas implicacbes na

comunidade microbiana.
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