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RESUMO

Os virus séo as entidades biolégicas mais antigas e abundantes da Terra. Gragas a sua vasta
distribuicdo geogréafica, carregam em seu codigo genético informacBes importantes para o
estudo da origem da vida. Esses agentes sdo muito conhecidos por gerarem patogenias em
diversos hospedeiros sejam eles microrganismos, invertebrados e vertebrados. Todavia, a
partir da década de 40, evidéncias demonstraram que 0s virus possuiam fungdes ambientais
relevantes, influenciando importantes processos ecoldgicos e biogeoquimicos a nivel global,
como: a distribuicdo de espécies ao longo de cadeias troficas, transferéncia horizontal de
genes entre hospedeiros, ciclagem de nutrientes e até interferéncias em fluxos de matéria e
energia. A dindmica, distribuicdo e interagdes dos virus ambientais tém sido pouco exploradas
até o presente momento, principalmente em sistemas aquaticos hipersalinos de regides
tropicais e sub-tropicais. Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi detectar e quantificar
virus haldfilos na Lagoa Vermelha, uma lagoa hipersalina localizada no litoral leste
Fluminense do Rio de Janeiro, correlacionando a dindmica viral com fatores fisico-quimicos,
possibilitando melhor caracterizacdo ecoldgica, compreensdo das funcdes e interacGes desses
organismos em ambientes extremamente salinos. Os resultados obtidos, através de analises
ambientais in situ e da utilizacdo de técnicas de microscopia como a microscopia de
epifluorescéncia e microscopia eletronica de transmissdo, demonstraram a presenca de
particulas virais semelhantes as familias Siphoviridae, Myoviridae e Podoviridae com elevada
abundancia (10° particulas/mL) e sugerem que ao longo de 30 anos a Lagoa Vermelha tem
sofrido intenso assoreamento e degradacdo na qualidade ambiental, favorecendo dessa forma
a proliferacdo de bactérias heterotréficas e cianobactérias, principais hospedeiros das
particulas virais. Devido a importancia global geoldgica e biolégica da Lagoa Vermelha,
trabalhos como este sdo de extrema valia como base para futuras investigacdes do papel viral

nesse ecossistema lacrustre tdo importante.

Palavras-chave: Virus halofilos, Bacteriéfagos, Hipersalinidade, Lagoa Vermelha.



ABSTRACT

The viruses are biologic entities more the oldest and abundante of Earth. Due to its wide
geographical distribution, carry in their genetic code important information for study of the
origin of life. These agents are very known for generate pathogens in more hosts whether
microorganisms, invertebrates and vertebrates. However, since decade 40 evidence has shown
that viruses possessed environmental functions relevant, influencing important ecological and
biogeochemical processes at global level, as: the species distribution along trophic chains,
horizontal gene transfer between hosts, cycling nutrients and ate interference in matter and
energy flows. the dynamics, distribution and interactions of environmental virus has been few
explored to date, mainly in aquatic systems hypersaline of tropical and sub-tropical regions.
Therefore, the main objective this study was to detect and quantify halophilic viruses in Lagoa
Vermelha, a hypersaline lake located on the east coast Fluminense of Rio de Janeiro,
correlating the viral dynamics of physico-chemical factors, enabling better ecological
characterization, understanding the functions and interactions these organisms in
environments extremely saline. The results obtained through analysis environmental in situ
and use of microscopy techniques like epifluorescence microscopy and electron microscopy
transmission, demonstrated virus like particles (VLPs) of families Siphoviridae, Myoviridae
and Podoviridae with high abundance (10° particles/mL) and suggest that along 30 year the
Lagoa Vermelha has undergone intense siltation and degradation in environmental quality,
favoring thus the heterotrophic bacteria and cyanobacteria proliferation, main hosts of viral
particules. Due to the geological world importance and biological Lagoa Vermelha, jobs as
this are extremely valuable as base for paragraph future investigations of the role of the virus

in dynamic ecosystem in this lacrustrine so important.

Keywords: Halophilic viruses, Bacteriophage , Hypersalinity, Lagoa Vermelha.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DA VIROLOGIA HUMANA E AMBIENTAL

Desde os primordios da humanidade, os virus ja influenciavam a mortalidade e
transferéncia genética da vida na Terra, seja infectando organismos microscopicos,
invertebrados e até mesmo os vertebrados, incluindo seres autotroficos ou heterotroficos.
Distintos relatos de civiliza¢des antigas indicam a presenca de doengas provocadas por virus
em humanos e animais hd muitos séculos atrés.

Enfermidades como: a variola e poliomielite, no Antigo Egito (1500- 1300 a.C); a raiva,
caxumba, gripe e herpes, na Grécia Antiga (850-377 a.C); e o sarampo na China (37 — 653
d.C) dentre outras, sdo exemplos de doencas que geraram pandemias e declinios
populacionais ao longo de séculos (WILDY, 1973; HEGENBERG, 1998; ROBBINS &
DANIEL, 1997; COSTA, 2007; DALLORA, 2007; SCLIAR, 2007).

A virologia passou a ser estudada pelo homem a partir de 1798, com o naturalista e
médico britanico Edward Jenner, que procurava compreender mais sobre a variola, uma
doenca que acometia milhares de mortes no mundo e, principalmente, na Europa. E apesar de
ndo saber 0 agente etiologico da doenca, Jenner percebeu que a inoculagdo da secregdo -
extraida das pustulas de vacas com variola bovina - em individuos saudaveis, ndo permitia o
aparecimento de sintomas da variola, dessa maneira suas proposi¢fes serviram como base
para o desenvolvimento de conhecimentos sobre as vacinas (SMITH, 2011).

Apenas 100 anos apés as descobertas de Jenner, o primeiro virus causador de doencas
gue ndo afetam somente o homem, foi identificado pelo cientista holandés Martinus Willem
Beijerinck, este agente infeccioso denominado Virus do Mosaico do Tabaco (TMV) infecta
plantas do Tabaco e outros integrantes da familia Solenaceae, causando grandes prejuizos a
colheitas (BEIJERINCK, 1898; CULVER, 2002).



Os anos posteriores foram marcados por grandes descobertas e avangos tecno-
cientificos, principalmente na &rea da biologia molecular. O desenvolvimento do microscopio
eletronico foi o estopim para a visualizagdo das “particulas”, posteriormente denominadas
virus, colaborando entéo para o desenvolvimento de técnicas que permitiam o reconhecimento
de outras particulas virais com morfologias distintas uma das outras (HAWKES, 2013).

Sendo assim, em 1917, o primeiro bacteriéfago - virus que infectam exclusivamente
bactérias - foi isolado a partir de um Bacillus por D'Hérelle e somente em 1946, ZOBELL,
identificou o primeiro virus marinho (um bacteri6fago) infectando uma enterobactéria
marinha, o qual foi isolado quase 10 anos depois por SPENCER (SEKAR & KANDASAMY,
2013; WITTEBOLE, 2014).

Portanto, a virologia ambiental aquéatica centrou-se inicialmente na virologia marinha, o
que colaborou para modificar a compreensdo conceitual do funcionamento e regulacdo dos
ecossistemas aquéticos nas Ultimas décadas. Posteriormente, os virus ambientais comegaram a
ser identificados em diversos ecossistemas, com caracteristicas Unicas e exclusivas (LWOFF,
1957; MIDDELBOE et al., 2008).

Atualmente os virus sdo definidos como parasitas intracelulares obrigatorios, que
infectam organismos pertencentes aos dominios Archaea, Eubacteria e Eukarya sendo
responsaveis até mesmo pela coinfec¢do com outros virus - Virus Sputnick (Figural A e B) -
e sédo classificados por um banco de dados online: Comité Internacional de Taxonomia dos
Virus (ICTV) que “taxonomizam” todos os virus ja registrados até o presente momento em
ordens, familias, subfamilias, géneros e espécies de acordo suas propriedades genémicas,
fisico-quimicas, proteicas, bioldgicas e estratégias de replicacdo (THOMPSON et al., 2005).

Os virus sdo particulas de pequenas dimensdes, que variam entre 20 e 800nm,
compostos por material genético (DNA ou RNA, de cadeia simples ou dupla), rodeados por
proteinas (capside) e, em alguns, ha a presenca de um envelope lipidico. S8o estruturas
dependentes de metabolismo celular, funcionando como parasitas durante o ciclo celular do
organismo hospedeiro (ABEDON, 2008).

Em ambientes aquaticos, podem existir em duas fases: extracelular e intracelular. Na
primeira eles sdo livres e independentes do hospedeiro, enquanto que na segunda, entram na
célula hospedeira e a utilizam para sua replicacdo. Uma vez dentro da célula hospedeira 0s
virus, podem seguir dois caminhos: (i) se multiplicar e causar a ruptura da celula hospedeira
sendo liberados novamente para o meio (infecgdo litica); (ii) permanecer dentro da célula,
podendo seu material genético integrar-se ao do hospedeiro ou permanecer na forma

plasmidial (por tempo indefinido) até sofrer estimulos como luz ultravioleta ou substancias
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quimicas mutagénicas que podem induzir uma mudanca para o ciclo litico (infeccéo
lisogénica) (CHOI et al., 2011). Porém, os bacteriofagos podem ter mais outros caminhos de
infeccdo (Figura 2): (iii) fagos se multiplicam e saem das células por brotamento sem lisa-las
(infeccdo crénica); (iv) apenas uma parte da populacdo se multiplica, a outra parte mantém
seu material genético intacto por algumas geragdes celulares, retornando a atividade viral
litica ou lisogénica quando os “pardmetros conturbados” no meio sdo restituidos ou
estabilizados (infeccdo pseudo-lisogénica) (SILLANKORVA, 2004; FORTERRE, 2006;).

Figura 1. Microscopia eletronica de Transmissdo demonstrando (A) Ameba Acanthamoeba
polyphaga (a) parasitada por Mimivirus (m), que por sua vez sao infectados pelo virus Sputinick (s)
(GAIA et al., 2013). B) Virus Sputnick (s) rodeando e infectando 0 Mamavirus (M), que por sua vez,
parasita a ameba Acanthamoeba catellanii (DESNUES & RAOULT, 2010).
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Figura 2. Ciclo replicativo de bacteri6fagos. Adaptado de FEINER et al., 2015.

Com os avancos da genética e biologia molecular, hoje sabemos que 0s genes virais
constituem a maior parte da genosfera ja descoberta (RAOULT & FORTERRE, 2008), os
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virus passaram a ter grande importancia em varios cendrios evolutivos, dentre eles na origem
do DNA e dos mamiferos. Deixando, portanto, de serem reconhecidos apenas como
patdgenos e passaram a ter uma importancia global a nivel ecoldgico, na transferéncia
horizontal e vertical genética e na estruturacdo de comunidades. Teoricamente, todos 0s
organismos celulares sdo susceptiveis a infecgdes, grande parte das vezes, por mais de um
tipo de virus, o que significa que os virus serdo, provavelmente, os agentes biol6gicos mais

diversificados existentes na Terra.

1.2 VIRUS AQUATICOS E SUA IMPORTANCIA AMBIENTAL

Os avancos na virologia ambiental aquéatica ocorreram apds a década de 1960, onde
diversas metodologias foram criadas ou remodeladas colaborando para a quantificacdo de
particulas virais mais sensiveis e para a identificacdo desses organismos em diversos
ambientes antes inexploraveis (HURST, 2000).

Os virus aquaticos sdo particulas pequenas e sem metabolismo préprio, necessitando
parasitar outros organismos a fim de se multiplicarem. Em ecossistemas aquaticos 0s virus
estabelecem ciclos de infeccdo litica, lisogénica, pseudo-lisogénica e raramente cronica
(JACQUET et al., 2010).

Atualmente, sdo considerados reservatérios da maior diversidade genética em
ecossistemas aqueos, sendo sua ocorréncia e distribuicdo presentes nos mais distintos
ambientes - marinhos, lacustres, fluviais, cavernosos em estromatélitos, recifes, pantanos
naturais, fumarolas submarinas, sedimentos, hipersalinos do hemisfério norte, sedimentos
vulcanicos, esteiras microbianas, nos Polos Artico e Antartico - sendo considerados os
agentes biologicos mais abundantes, mensurados em cerca de 10 a 100 milhdes de particulas
virais por mililitro de 4gua doce ou marinha, representando uma quantidade de carbono
equivalente a encontrada em 75 milhdes de baleias azuis (BERGH et al., 1989; FUHRMAN
& SUTTLE, 1993; ORTMANN et al., 2002; PATTEN et al., 2006; VENTOSA et al., 2006;
SUTTLE, 2007; BRUSSAARD et al., 2008; DANOVARO et al., 2008; DESNUES et al.,
2008; JACKSON & JACKSON , 2008; PATTEN et al., 2008; PEDUZZI & LUEF, 2008;
CLASEN & SUTTLE, 2009; DANG et al., 2011; BREITBART, 2012).

Os bacteridfagos, principalmente da ordem Caudovirales (Figura 3), detém grande
destaque na virologia aquética. Atualmente sdo descritos como 0 maior grupo de virus de
genes na biosfera - onde as familias Siphoviridae, Podoviridae e Myoviridae compdem

respectivamente em torno de 50, 19, e 18% da diversidade total de virus em ambientes
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aquaticos (WOMMACK & COLWELL, 2000). Devido a sua grande abundancia, a maioria
dos estudos na area da virologia ambiental se concentra nos fagos, em suas dindmicas
ecologicas e abundancia intra e extracelular (SEKAR & KANDASAMY, 2013).

FAMILIA (MORFOTIPO) Siphoviridae Podoviridae Myoviridae
ACIDO NUCLEICO dsDNA dsDNA dsDNA
Cauda nao Cauda nao contratil -
PARTICULARIDADES contratil onga i Cauda contratil
TAMANHO DO
CAPSIDEO 60 nm 60 nm 50-110 nm
CAPSOMEROS 72 72 152
TAMANHO DO
GENOMA 50 Kb 40-42 Kb 33-244 Kb
SIMETRIA T7 T7 T13 e Q21
B -§- 0-0
EELEIEE]
MORFOLOGIA i o o
e B 12

Figura 3. Classificacdo de alguns bacteriéfagos (membros da ordem Caudovirales). Adaptado de
MURPHY et al., 1995; ACKERMANN, 2007.

O interesse pelo papel ecoldégico dos virus nos ambientes aquéaticos se iniciou

guando BERGH e colaboradores (1989) elucidaram que as particulas virais excedem a

abundancia das bactérias em pelo menos uma ordem de grandeza. Assim, 0s virus deixaram

de ser considerados, exclusivamente, agentes patogénicos e passaram a ser reconhecidos

como reguladores da abundancia e diversidade genética de diversos organismos (ROHWER
& THURBER, 2009).

Portanto, devido a essa super abundancia os virus atuariam como um fator controlador

da abundéncia de diversos organismos, evitando ou estimulando que espécies mais

competitivas crescessem em excesso. Podendo, por exemplo, extinguir rapidamente floragoes

(ou blooms) fitoplanctonicas reduzindo os impactos gerados por esses eventos efémeros de
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alta produtividade priméaria nos mares (FRADA, 2015). Pouco se sabe sobre 0s mecanismos
que influenciam essa dispersdo viral em sistemas aquaticos, mas € certo afirmar que esses
organismos participam do equilibrio populacional no ambiente o0 qual estdo presentes
(THINGSTAD, 2000).

Até o século XX, ndo havia uma explicacdo fundamentada sobre as influéncias dos
virus ao longo da cadeia trofica. Era sabido apenas, conceitos ecoldgicos envolvendo a teia
trofica classica e sobre a inovadora a alga microbiana, onde as bactérias heterotréficas além de
decompositoras serviriam também de alimento para organismos microscopios unicelulares e
retornariam para a cadeia alimentar remineralizando a matéria organica dissolvida (MOD) e
reintroduzindo nutrientes inorganicos na rede tréfica classica sem passar pela etapa de
decomposicdo. Quando WILHELM & SUTTLE (1999), estabeleceram para a comunidade
cientifica o conceito do “shunt viral” (Figura 4), atribuindo aos virus um importante papel na

cadeia trofica dos ecossistemas aquaticos.
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Figura 4. Modelo esquematico da reciclagem de nutrientes e energia durante o Shunt Viral. Adaptado
de SUTTLE, 2007.

Através de estudos recentes sobre “shunt viral”, sabe-se que 0s virus infectam células
de microrganismos autotroficos (fitoplancton) ou heterotréficos, pertencentes a alca
microbiana, e ocasionam um desvio da matéria organica, disponibilizando-a como MOD para

outros niveis tréficos na forma de material dissolvido I&bil (amino&cidos e acidos nucleicos),
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reciclado-a na cadeia. Simultaneamente, ocorre também em regifes oceédnicas, um aumento
na eficiéncia da bomba bioldgica de carbono devido a exportagdo do material recalcitrante e

rico em didxido de carbono para regiGes mais profundas (Figura 5).
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Figura 5. Cadeia trofica aquatica, enfatizando a alga microbiana, shunt viral e a bomba bioldgica.
Adaptado de WEITZ et al., 2015.

Além dessas importantes influéncias ecoldgicas, existem outras atribui¢des virais,
como: a ciclagem de nutrientes, regulacdo da biodiversidade bacteriana e algacea, controle de
floracOes, a distribuicdo de espécies, estimulo da liberacdo do dimetil sulfato (DMS, um gas
que afeta o clima da Terra), transferéncia genética horizontal e vertical, além de interferéncias
nos fluxos biogeoquimicos de matéria e energia (AZAM et al., 1983; BRATBAK et al., 1994;
WOMMACK & COLWELL, 2000; SUTTLE, 2007; BRUSSAARD et al., 2008; ROHWER
& THURBER, 2009; JIAO et al., 2010).



Populagdes aquaticas também podem ser afetadas por infecgdes virais indiretamente,
ou seja, a variacdo de diversos fatores fisico-quimicos acaba alterando toda a dindmica do
sistema virioplanctonte e, consequentemente, a dindmica da populacdo hospedeira. Por isso, é
de extrema importancia, em estudos na area de virologia ambiental, a mensuracédo de fatores
como: luminosidade, salinidade, temperatura, pH, concentracdo de oxigénio dissolvido,
concentracdo total de nitrogénio, fosforo e carbono, profundidade, fluxo de nutrientes, entre
outros que podem correlacionar-se com a abundancia viral (JACQUET et al., 2010;
PRADEEPRAM & SIME-NGANDO, 2010). Essas influéncias confirmam o fato dos virus
serem ativos no ambiente, modulando grandes interferéncias dos processos ecoldgicos.

Em 2006 a virosfera global marinha e ambiental passou a ser estudada, e apesar da
abundancia viral ndo ultrapassar a biomassa de 90% dos procariotas, 0s virus sdo responsaveis
pela lise de 20% a 40% dessa biomassa diariamente (BERGH et al., 1989, SUTTLE, 2005,
SUTTLE, 2007). Desse modo, entendemos que a relacdo da vida na Terra tem sido
direcionada por agdes dos microrganismos, uma vez que sdo agentes que atuam de forma

decisiva ndo s6 na vida humana, mas em toda a ecologia do planeta.

13 INTERACOES VIRUS — HOSPEDEIROS

Os virus sdo altamente seletivos quanto a gama de hospedeiros e ao tipo de célula que
infectam, podendo infectar: bactérias, cianobactérias, arqueias, protozoarios, amebas, fungos,
esponjas, micro e macroalgas, crustaceos, cnidarios, peixes, tartarugas-marinhas, pinipedes,
ceticeos e até mesmo os baleias (PRANGISHVILI et al., 2006; GUIMARAES, 2013;
KAHRSTROM, 2013; KIM, 2013; KOSKELLA et al., 2013; SANTINI, 2013; XIA et al.,
2013; CHAIVISUTHANGKURA et al., 2014; SIERRA, 2014).

O modo de transmissdo, do virus no meio aquatico, € por difusdo passiva e sua
replicacdo varia de acordo com o tipo de virus, no caso dos bacteriéfagos ocorre apos a
adsorcdo celular através da cauda e das fimbrias caudais. Em alguns casos, proteinas
transportadoras sdo utilizadas como pontos de adsorcao e penetracdo celular, podendo infectar
bactérias e produtores primarios (ROHWER & THURBER, 2009). H4 uma degradacdo da
parede celular, através da lisozima viral, quando virus infectam arqueias e agueobactérias,
ocorre a injecdo do DNA viral no periplasma celular. A proxima etapa segue com a
transcricdo e traducdo dos genes precoces, replicacdo do DNA gendmico, transcri¢do e

traducdo dos genes tardios, formacédo e maturacdo de novos virions no citoplasma celular do


http://www.nature.com/nrmicro/journal/v11/n9/full/nrmicro3094.html#auth-1
http://vdi.sagepub.com/search?author1=Wi-Sik+Kim&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaivisuthangkura%20P%5Bauth%5D

hospedeiro e liberacdo das particulas virais através da lise celular (HULO et al., 2011,
SANTANA-PEREIRA, 2014).

1.4 AMBIENTES HIPERSALINOS NO MUNDO E VIRUS HALOFILOS

Os ecossistemas hipersalinos estdo dispostos em diversas distribuicdes no mundo, sendo
constatados através de processos naturais em lagos, lagoas, desertos de sal e depdsitos de sal e
artificialmente em salinas (ATANASOVA et al., 2012). Estes sistemas séo formados quando
ha pequena ou auséncia da influéncia dos aportes pluvio-fluvial, por serem geralmente regides
com maior insolacdo e evaporacao.

Os organismos que habitam estes locais peculiares sdo chamados de hal6filos extremos
(ou extremofilos) e sdo caracterizados por possuir adaptacdes metabdlicas que garantem sua
sobrevivéncia em locais com salinidades acima de 35 s. Devido a grande resisténcia as
pressdes ambientais, estes organismos sdo amplamente utilizados como objetos de estudos
sobre a origem e evolucéo da vida (OREN, 2002).

Ha uma baixa diversidade de seres que sobrevivem a estes ecossistemas, 0s organismos
dominantes comumente encontrados s&o as arqueias, bactérias e alguns eucariotos haléfilos. O
principal fator limitante é a elevada salinidade, influenciando diretamente a reducdo da
bacterivoria (consumo de bactérias) por inUmeros organismos, essas paritcularidades tornam
os ambientes hipersalinos tdo diferenciados de outros sistemas (PEDROS-ALIO et al., 2000).

Devido a essa baixa variedade de hospedeiros, os virus hal6filos (também chamados de
“halovirus”) realizam constantes infec¢es garantindo, dessa forma, uma elevada abundéncia
nestes ambientes t&o hostis, chegando & ordem de grandeza de 10 particulas por mililitro.
Apesar dessa grande biomassa viral, até 2015, foram identificados apenas 10 bacteriéfagos
haléfilos presentes em diversas regides hipersalinas no mundo (KUKKARO & BAMFORD,
2009; BETTAREL et al., 2010; ATANASOVA et al., 2012).

De acordo ATANASOVA e colaboradores (2012), os morfotipos da ordem
Caudovirales - Podoviridae, Myoviridae e Siphovirirdae - representam cerca de 50 - 80% de
dominéncia na populacdo viral (Figura 6) infectando arquéias e bactérias dos géneros
Pseudomonas, Salinivibrio, Salicola, Salisaeta e Halomonas colaborando até mesmo, para um
aumento da resisténcia destes hospedeiros a altas salinidades. Este padrdo de dominancia pode
ser notado em diversas regides hipersalinas no mundo, como no lago hipersalino Baikal na
Sibéria (DUTOVA & DRUCKER, 2013), no lago Rostherne Mere na Inglaterra
(HARGREAVES et al., 2013), no Mar Morto (BODAKER et al., 2010), salina nos EUA
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(SEAMAN & DAY, 2007); no lago nos EUA (SHEN et al., 2012); na Itdlia (KUKKARO &
BAMFORD, 2009; ATANASOVA et al., 2012); em Israel (AALTO et al., 2012); lago na
Califérnia (EUA) (JIANG et al., 2004), dentre outros.
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Kebrit Deep superior Kebrit Deep inferior . ...
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Figura 6. Representacdo percentual da abundancia relativa de virus dsDNA em salmouras com
elevada salinidade no Mar Vermelho. Adaptado de ANTUNES et al., 2015.

Assim como outros agentes virais, os halovirus possuem tamanhos e morfologias
variadas, sendo encontrados no fentoplancton (20 a 200nm) e picoplancton (200nm a 2um),
podendo apresentar genoma RNA, DNA, cadeia simples, dupla, circular ou linear. Os grupos
Podoviridae, Myoviridae e Siphoviridae em regides hipersalinas, apresentam caracteristicas
especiais, como: tamanhos menores e genomas maiores se comparado com fagos de outros
ambientes, portanto as dimensdes de seus capsideos variam em torno de 50nm, 90nm e 60nm,
respectivamente, assim como o tamanho de seus genomas com 40 a 340 Kb (ATANASOVA,
etal., 2012).

Assuntos como interagcdes virus-hospdeiros e virus-ambiente tem sido muito
estudados, por isso sabemos que virus halofilos podem perder ou manter sua infecciosidade
na presenca de baixa ou alta concentracdo de NaCl e que na concentra¢do de 1M hd uma “taxa
Otima” de infe¢do e elevada abundancia viral, indicando que adsorcdo viral ndo é
significativamente influenciada por mudancas nas forcas ionicas (SEAMAN & DAY et al.,
2007; KUKKARO & BAMFORD, 2009). Conhecimentos como esses devem ser usados para
obtencdo de valiosas respostas a respeito da biologia dos halovirus em distintos ecossistemas

hipersalinos no mundo.
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1.4.1 Area de estudo: Lagoa Vermelha / RJ

As lagoas costeiras variam em tamanho e diferenciam-se quanto ao grau de salinidade
(ROLAND, 1998). Caracterizam-se por serem ambientes rasos e por sofrerem forte acdo dos
ventos, fatores estes que geralmente levam a uma maior homogeneidade da coluna d’agua
(PETRUCIO, 1998).

Existem algumas lagoas hipersalinas no mundo, sdo encontradas em todos os
continentes e sua disposi¢cdo geografica varia de acordo com o sua disposicdo geogréfica e
clima: arido, semiarido e tropical (VALLENTYNE, 1978; SANTELLI, 1988).

Os sistemas lacustres sdo conceituados de acordo com como depressdes de formas
variadas — tendendo principalmente a circulares — com profundidades pequenas e cheia de
agua doce ou salgada, podendo também ser definidas como lagos de pequena extensdo e
profundidade. Para esses locais com caracteristicas Unicas existirem, sdo necessarias
condicdes climéticas e geoldgicas especificas, como por exemplo: grande acumulacéo de sais
derivados de solos e rochas de bacias de drenagem, ou precipitacdo de sais oriundos da agua
do mar, vento com origem terrestre, oriundos de leitos marinhos (gracas a acdo antropica de
mineracdo), onde sempre a evaporacao torna-se superior a precipitacdo pluviométrica e a
salinidade torna-se igual ou superior a 50 s (SAVENIJE & PAGES, 1992).

As lagoas constituem 15% da zona costeira mundial e estdo entre os ecossistemas mais
produtivos da biosfera, na costa brasileira sdo encontradas em maior quantidade nos estados
do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (BARROSO & BERNARDES, 1995) e através de
pesquisas nesses sistemas lacustres fechados podemos ter uma ideia das condi¢cdes ambientais
do passado (OLIVEIRA et al., 2012). Sendo assim a Lagoa Vermelha/RJ (Figura 7) constitui-
se em uma regido de notavel interesse cientifico (geoldgico, bioldgico e paleontoldgico) e
econdmico devido a existéncia de estromatolitos carbonaticos holocénicos (sedimentos
microbianos formados ao longo das eras geoldgicas), dolomita e outras condi¢fes exclusivas.

Este corpo aquatico costeiro se encontra localizado entre 0s municipios de Araruama e
Saquarema na Regido dos Lagos/RJ e esta inserido em uma Area de Protecio Ambiental
(APA), a Restinga da Massambaba. A Lagoa Vermelha é considerada a mais hipersalina do
Estado do Rio de Janeiro (em torno de 100 s), possui 2,5 km? de area, 4,3 km de
comprimento, 750 metros de largura e em média 1 metro de profundidade (BIDEGAIN &
BIZERRIL, 2002), portanto é caracterizada como um ambiente raso e que sofre intensa agao
de ventos propiciando uma maior homogeneidade da coluna d’agua (PETRUCIO, 1998). Essa

Lagoa liga-se a Lagoa de Araruama através de uma vala por dentro de uma dessas salinas.
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Além disso, possui nucleos residenciais proximos as margens nos extremos Oeste e Leste e
sua margem sul é bem conservada. O clima na regido é semiarido, com baixa precipitacdo e
elevada evaporacao, o que somado a suas dimensdes efémeras ocasiona grandes variacdes no
seu espelho d’agua e na salinidade, em uma escala de salobra a hipersalina (SILVA E SILVA
& CARVALHAL, 2005), coincidindo as estacfes do ano de verdo e outono com o periodo
chuvoso e inverno e primavera com o periodo seco (INMET, 2014).

O nome Lagoa Vermelha deriva da coloracdo de tapetes de cianobactérias ou esteiras
microbianas (algas cianoficeas) que cobrem o fundo em camadas que chegam a atingir um
metro de espessura, estando porém ausentes na parte central da lagoa. Encontrando-se
duplamente segmentada por marnéis e liga-se a Lagoa de Araruama através de uma vala por
dentro das salinas, recebendo agua do mar por infiltracdo e dgua do subsolo. Fatores como
precipitacdo pluvial e despejo de esgoto sdo responsaveis pela alteracdo da salinidade desse
ambiente, além da presenga de nucleos residenciais proximos as margens oeste e leste. A
margem sul estd bem conservada e apesar da alteracdo de salinidade que ocorre
esporadicamente pequenos peixes e mariscos conseguem viver na lagoa (SILVA E SILVA &
CARVALHAL, 2005).

Lagoas Hipersalinas sdo caracterizados por elevada concentracdo de NaCl e outros
ions. Um exemplo desta grande concentracao de minerais, a Lagoa de Araruama (22°52°22’S
e 42°20°35°’W), possui maior indice de hipersalinidade no mundo (salinidade média 60 S),
segundo ACCETTA (1987) devido a evaporacdo intensa, ineficiente troca d’agua e processos
de assoreamento, possuindo altas taxas de producdo primaria associada ao desenvolvimento
de cianobactérias, algas e vegetais faneorganicos que representam a base da cadeia tréfica
(KNOPPERS, 1994).

Da mesma forma a Lagoa Vermelha, € considerada a lagoa costeira com a maior
salinidade no estado do Rio de Janeiro (em torno de 100 s), isso se deve gracas ao seu passado
geoldgico em contato com o mar e a condicBes climatoldgicas encontradas na Regido dos
Lagos, sendo também considerado um laboratério natural para pesquisas envolvendo a
evolucdo da vida na Terra, gracas a formagdo de dolomita estratificada, estromatolitos
holocénicos e esteiras microbianas no seu leito e nos tanques das salinas existentes em suas
margens (MANSUR, 2013).
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Figura 7. Localizacdo da Lagoa Vermelha, entre 0os Municipios de Saquarema e Araruama, RJ
(Coordenadas-UTM: 22°55°S e 42°25°W). Adaptado de Google Earth e SANTENTELLI, 1988.

Estudos na area de virologia marinha estdo em sua fase inicial e no Brasil ainda ndo ha
a caracterizacdo da presenca e funcdo das particulas virais em ambientes hipersalinos. Assim,
0 presente estudo configura-se como ao que se refere a analise quantitativa e qualitativa de
virus hal6filos em ecossistemas hipersalinos no Rio de Janeiro/Brasil, como por exemplo, a
Lagoa Vermelha. Portanto desde a década de 70, tem se desenvolvido cada vez mais
pesquisas na area de virologia ambiental e apesar da presenca de inumeros estudos
constatando a presenca de virus em diversos locais, ha poucos trabalhos que verifiqguem a
presenca destes organismos em lagoas hipersalinas ainda mais no hemisfério sul do planeta
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consiste na identificacdo e quantificacdo de halovirus
(cianofagos da ordem Caudovirales), correlacionando-os com fatores fisico-quimicos
existentes na Lagoa Vermelha. Possibilitando assim, caracterizar a ecologia viral e a melhor

compreensdo do papel dos virus e as suas interacdes e funcdes nestes ambientes extremos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar a correlacdo entre os parametros fisicos e quimicos e com a com a abundancia
viral e bacteriana presente na Lagoa Vermelha;

v" Quantificar a abundancia bacteriana e viral, na Lagoa Vermelha, por meio da técnica de
Microscopia de Epifluorescéncia (MEP);

v Detectar morfo-estruturalmente as particulas virais por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET);
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAGEM E COLETA DE AGUA

Foram coletadas amostras de dgua rente ao substrato na Lagoa Vermelha no més de
dezembro de 2014 em 3 pontos amostrais (Figura 8) denominados de LV1, LV2 e LV3
(Tabela 1). O periodo de coleta foi durante o verdo, estacdo sazonal regida por alta incidéncia
solar, elevadas temperaturas e alta taxa de evaporacédo, favorecendo em climas semiaridos, a
ocorréncia de modificacbes nas concentracdes salinas e de nutrientes nos ecossistemas

hidricos, criando dessa forma, um ambiente eutrofizado e com elevada salinidade.

Lagoa Vermelha/RJ SALINA

BANCO DE AREIA
—~— — R

OCEANO ATLANTICO —

Figura 8: Localizacdo dos 3 pontos de coleta (vermelho) na Lagoa Vermelha, entre os Municipios de
Saquarema e Araruama, RJ. Adaptado de SANTELLI et al., 2006.

A Lagoa Vermelha esta inserida no Parque Estadual da Costa do Sol (PECS) - uma
Unidade de Conservacdo Ambiental. Dessa forma, se torna necessario solicitar autorizacdo
(E-07/002.16232/2014) ao Instituto Estadual do Ambiente (INEA) para a realizacdo de
coletas e obtencédo de dados cientificos no local (Anexo 1).
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Os pontos de amostragem foram escolhidos de acordo com as caracteristicas

hidrodindmicas naturais, além de serem semelhante aos utilizados por HOHN et al. (1986), na

parte central da Lagoa Vermelha.

Tabela 1: Identificagdo dos pontos de coletas e suas respectivas siglas e coordenadas geograficas dos

pontos de coleta.

PONTOS DE COLETA | SIGLA | LATITUDE (S) | LONGITUDE (E)
Ponto 1 LV1 74°62'08,9" 76°80'88"
Ponto 2 LV2 74°61'92,2" 76°73'26"
Ponto 3 LV3 74°61'85,3" 76°81'00"

As amostras de agua destinadas a etapas de filtracdo, concentracdo e analise quantitativa

viral e bacteriana, foram obtidas em coletas subsuperficiais (0,5 metros aproximadamente)

com auxilio de galdes de plastico totalizando um volume de 20L por ponto coletado. Além

disso, também foram coletadas amostras de 2L de &gua, para a realizacdo das analises

biogeoquimicas de nutrientes, clorofilas e feopigmentos, estas amostras foram acondicionadas

em garrafas escuras de polietileno e levadas ao laboratorio, para o processamento das analises,

como demonstrado resumidamente na figura 9. Todas as amostras foram processadas na

Universidade Federal Fluminense (UFF).

' Coleta da agua
« Analise batimétrica
i :I ‘

« Mapeamento
« Autorizacdo de pesquisa

i

3 amostras
(60L)

Analise do

Virioplancton

Analise do
Bacterioplancton

Filtracao e
concentracao

Microscopia de

Microscopia de I a de
epifluorescéncia

epifluorescéncia

Analise

Parametros
Fisico-quimicos

6 Litros

Biogeoquimicos
Pigmentos
fotossintéticos

Microscopia
eletronica de
transmissao

Figura 9. Fluxograma demonstrativo da sequéncia de eventos empregados no presente estudo para a

pesquisa de halovirus.
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3.2 CARACTERIZA(;AO AMBIENTAL
3.2.1 Parametros fisico-quimicos

Com a utilizacdo do termosalindmetro (YSI30), termdmetro convencional e
refratdmetro (Auto-sal, Guildeline, modelo 8400 A) foi possivel mensurar a temperatura e a
salinidade da &gua. Dessa forma, procuramos confirmar os padrfes de elevada temperatura e
salinidade encontrados em corpos hidricos localizados em regides semiéridas e hipersalinas.

O potencial hidrogeniénico (pH), parametro importante para avaliar as condicOes
guimicas do ambiente e dos organismos que nele habitam, foi determinado atraves de fita de
pH (Sigma), em campo, e posteriormente através de um pHmetro de bancada (InoLab) no
laboratério (CETESB, 2008).

A transparéncia da agua foi aferida com a utilizacdo de um disco de Secchi
(DIGILAB) e dessa forma a transparéncia da dgua pdde ser calculada a partir da profundidade
de desaparecimento do disco de Secchi, determinando assim os limites e a espessura da
camada eufotica, estabelecida entre zero metro (superficie) e a profundidade onde é registrada
apenas 1% da luz incidente (ESTEVES, 1988).

O oxigeénio dissolvido (OD) foi determinado através do oximetro (Oxi330i WT), esse
parametro € considerado um dos mais relevantes na avaliacdo da trofia ambiental. Niveis
inferiores de OD em determinados locais impossibilitam a sobrevivéncia de diversas espécies
aquaticas, além de influenciar bloom de algas e até mesmo proliferacdo descontrolada de
organismos anaerdbicos, fatores estes que colaboram para tornar um ambiente eutrofizado
(CETESB, 2008).

A medicdo da condutividade elétrica (CE), o potencial de Oxi-reducdo (ORP) e 0s
solidos totais dissolvidos (STD) foram realizados através do condutivimetro (AZ MOD8650),
sendo estes diretamente proporcionais as concentragdes ibnicas e temperatura da dgua. CE
indica a quantidade de sais existentes na coluna d’agua e, portanto, representa uma medida
indireta ao demonstrar se 0 ambiente se encontra em estado de poluicdo, onde em geral, niveis
superiores a 0,1 mS/cm indicam ambientes impactados (FARIAS, 2006).

Medidas de ORP s&o definidas de acordo com a capacidade do substrato receber ou
doar elétrons, quando doa facilmente elétrons é chamado de bom agente redutor e aquele que
facilmente recebe elétrons € denominado um bom agente oxidante. Quando os elétrons séo
transferidos cria-se a diferenca potencial (ORP), muito utilizada em atividades de saneamento

em piscinas, potabilidade e balneabilidade da 4gua, além de qualidade bacterioldgica, uma vez
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que a sobrevivéncia destes organismos é dependente deste parametro. Aguas com valor de
ORP igual ou superior a 650 mV encontram-se dentro dos parametros bacterianos aceitaveis
para dgua de piscinas e balneabilidade (TREVOR, 2009).

Os solidos totais dissolvidos (STD) estdo intimamente relacionados a OD, ORP, CE e
nutrientes da &gua, e correspondem a toda matéria organica e inorgédnica de tamanho
micrométrico dissolvidas na agua, ndo sendo removidas nem mesmo por filtracdo (TUNDISI
E MATSUMURA TUNDISI, 2008).

3.2.2 Batimetria

A anélise batimétrica foi realizada por oceandgrafos colaboradores (empresa D2L
Consultoria Ambiental), com o GPS, Ecobatimetro (GARMIN) e mapas confeccionados pelo

software Surfer 7.0, onde buscou-se medir a profundidade da Lagoa.

3.2.3 Andlise de nutrientes

A mensuragdo dos nutrientes inorganicos totais e dissolvidos foi fundamentada nas
técnicas colorimétricas de GRASSHOFF et al. (1983), onde os nutrientes: fosforo total (PT),
nitrito (N-NO..), fosfato (P-PO,>) e aménio (N-NH,") foram quantificados de acordo com
curvas de calibracdo, utilizando solucdes padrbes para obtencdo dos resultados. O aparelho
usado para determinacdo destes compostos foi um espectrofotémetro dptico (Spectronic 20D).

3.2.4 Clorofila-a e feopigmento

Para anélise de clorofila-a (Chl-a), amostras de agua foram coletadas e armazenadas em
garrafas de polietileno escuras e mantidas em isopor com gelo. Os frascos com as amostras de
agua foram transportados até o laboratorio onde foi realizado o processo de filtragdo. Um
volume de 200mL de cada amostra foi filtrado em filtros de fibra de vidro Whatman GF/F
com poro de tamanho 0,45 pm, com o auxilio de uma bomba de vacuo. Apos a filtragem, os
filtros foram dobrados com o auxilio de uma pinc¢a, guardados na auséncia da luz (envelopes
escuros) sendo devidamente etiquetados e conservados sob-refrigeracdo a -80°C até o
momento da extracgéo.

A extracdo de Chl-a foi realizada com o método espectrofotométrico monocromatico
utilizando acetona 90% (MERCK) e determinada em espectrofotémetro Optico (Spectronic
20D) segundo SCOR-UNESCO (1966). A mensuracdo do feopigmento feofitina-a foi
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realizada acidificando a amostra, ap6s a 12 leitura (665 e 750 nm), adicionou-se 100 pL de
acido cloridrico (0,1 M), em seguida as amostras foram submetidas a leitura nos mesmos
comprimentos de onda. As concentracdes de Chl-a e Feo-a foram calculadas e obtidas em
ug/L utilizando equacgdes de acordo com LORENZEN (1967) segundo a metodologia
JEFFREY & HUMPHREY (1975).

3.3 FILTRACAO E CONCENTRAGCAO DAS AMOSTRAS

Bacteriéfagos possuem carga eletrostatica predominantemente negativa ou proximo ao
nivel de pH neutro quando em meio ambiente (HAMZA et al., 2009). Essa carga eletrostatica
pode ser modificada para positiva pela reducdo do pH da dgua para um valor abaixo do ponto
isoelétrico das proteinas do capsideo viral. Baseado nesta propriedade, os virus podem ser
eficientemente retidos utilizando tanto membranas polarizadas negativamente, quanto
positivamente (KATAYAMA et al., 2002; SILVA et al., 2010).

O método de filtracdo baseado na adsorcdo-eluicdo em membranas eletronegativas foi
escolhido para o desenvolvimento deste trabalho, devido a sua grande eficécia de concentrar
virus presentes em sistemas hidricos (USEPA 2001; CLESCERI et al., 2005), entretanto, o
uso de membranas eletronegativas requer tratamentos prévios da agua para propiciar a
interacdo entre o virus e a membrana. Por isso, estes tratamentos geralmente incluem
acidificacdo da agua, modificando a carga do virus e propiciando interagdes eletrostaticas
entre o capsideo viral e a superficie eletronegativa das membranas (CHEN et al., 2006;
VICTORIA et al., 2009).

A etapa de ultrafiltracdo e concentracdo da dgua da Lagoa Vermelha foi realizada de
acordo com o método descrito por KATAYAMA et al. (2002), onde os virus sdo adsorvidos
no momento da filtragdo em membranas especiais a base de celulose e carregados
eletricamente e por fim concentrados pelo método Centriprep®, todo processo se encontra

apresentado no fluxograma da figura 10.
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20L de amostra de 4gua do mar

Pré- Filtragdo em Membrana AP20
(Millipore®)

Filtragdo em Membrana HA
negativamente carregada (Millipore®)

Remocédo do excesso de ions-H,S0,
(0,5mM pH 3,5)

Eluigdo - NaOH (1mM, pH 10,5)

Neutralizagédo - H,SO, (50mM) e TE
(1mM, 100X)

Concentragdoem Centriprep
(Millipore®) = 4mL

Figura 10. Fluxograma demonstrativo da sequéncia de eventos necessarios para se realizar a filtracao
e concentracdo dos virus haldfilos, a partir das amostras da Lagoa Vermelha, por meio do método de
adsorcdo-eluicdo em membranas polarizadas, conforme descrito por KATAYAMA et al., 2002.
Adaptado de BARBOSA, 2014.

Antes da transferéncia dos 20L de amostra de dgua ao aparelho de filtracdo acoplado a
um sistema a vacuo (Figura 11-A-B-C), o pH da amostra foi ajustado, com HCI 6 N, para 3,5.
Em seguida as amostras de 20L foram submetidas ao processo de clarificacdo que consiste na
remocdo de residuos grosseiros por filtracdo com pré-filtros com fibra de vidro AP-20®
(diametro de 142 mm, poro com tamanho 0,22 pm, Millipore ™) utilizando um sistema de
filtracdo millipore (Millipore, Rio de Janeiro, Brasil) constituido por uma bomba de vacuo
(Figura 11-C), um recipiente de pressdo (Figura 11- B) e um suporte para a colocagdo das
membranas (Figura 11-A).

Apbs a primeira etapa de filtracdo, o volume de 20L que passou pela membrana AP-
20®, foi recolhido e novamente filtrado através da HAWP®, uma membrana negativamente
carregada (Millipore) com 142 mm de didmetro e 0,45um de porosidade, com um fluxo de
200 mL/min. A membrana foi entdo lavada com 350mL de uma solucdo de 0,5mM H,SO4
(pH 3,5), para assegurar a retencdo das particulas virais. Em seguida procedeu-se a elui¢do
viral utilizando 15 mL de NaOH 1mM (pH 10,5).
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Figura 11. Sistema de filtracdo de &gua constituido por (A) Suporte de membrana; (B) Recipiente
pressurizado; (C) Bomba de vacuo com manbmetros de pressdo positiva ou negativa; (D)
Concentrador Centriprep® YM-50, Millipore.

A amostra eluida (15 mL) foi neutralizada com 50 pL da solucdo de 50 mM H,SO, e
com 50 pL de tampédo Tris-EDTA 1 mM 100x (pH 8,0). As particulas virais contidas nos 15
mL foram concentradas através da centrifugacdo utilizando Centriprep YM 50 (Millipore)
(Figura 10-D), proporcionando uma deteccdo viral mais eficiente. As amostras foram
centrifugadas a 5.000 rpm por 10 min a 4°C, obtendo-se a partir de 20 L coletado um volume
final de 4 mL.

3.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS
3.4.1 Andlise da abundancia bacteriana e viral por microscopia de epifluorescéncia (MEP)

De acordo com o protocolo estabelecido segundo CARLUCCI et al. (1986) e
KEPNER & PRATT (1994), o nimero total de bactérias e de Particulas Semelhantes a Virus
(Virus Like Particules - VLPs) foi quantificado diretamente por microscopia de
epifluorescéncia com a utilizagdo de um microscépio de fluorescéncia invertido, no aumento
de 100X (Axiops 50, Zeiss, Filtro triplo Texas Red-lisotiocianato de fluoresceina-DAPI). Para
esta técnica foram utilizados 2 corantes: Laranja de Acridina (AO) (1ug/mL, Sigma) e o
SYBR Green | (SY) (Sigma- Molecular Probe, Eugene, OR, USA), e utilizado 500 pL de
amostras concentradas obtidas pelo método de ultrafiltracdo e concentracéo.

A abundancia vacteriana foi mensurada através da contagem de marcacdo com o AO
(KEPNER & PRATT, 1994) na concentragdo de 1 ug/mL e para avaliagdo mais especifica
dos virus ou VLPs presentes nas amostras foi utilizado corante SY, pois ele apresenta maior
afinidade por DNA dupla fita (LUEF et al., 2009). Sendo assim, foi realizada uma diluigédo
seriada de acordo com a figura 12, onde a primeira diluicdo foi de 10X (0,5 mL de amostra

concentrada para 4,5 mL de agua deionizada), a segunda diluicdo foi de 8X (0,5 mL da
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primeira diluicdo para 3,5 mL de agua deionizada), a terceira dilui¢do foi de 4X (0,5 mL da
segunda diluicdo para 1,5 mL de agua deionizada) e a quarta dilui¢do foi de 4X (0,5 mL da
terceira dilui¢do para 1,5 mL de agua deionizada + 0,75uL de Laranja de Acridina + 200 pL
de formaldeido 2%). O contetdo da quarta diluicdo (diluido 1280 X a partir da amostra
inicial) foi filtrado através de membrana (Isopore ™ Membrane filters) em policarbonato
GTBP, com poro de 0,2 um e diametro de 25 mm, para a marcacdo feita com AO.
Finalizando, a montagem das laminas é realizada aplicando uma gota de 6leo mineral sobre a
membrana e adicionando a laminula (PATEL et al., 2007).

Desta forma, para mensuracdo da abundéncia viral foi efetuada a quarta diluigéo e a
filtracdo, sem adicdo de corante (1280X). Sendo realizada apenas uma filtracdo da amostra
pura diluida em membrana de Oxido de Aluminio (Anodisc) com porosidade de 0,02um e
didametro de 25 mm (Anodisc 25™ - Millipore), e adicionada, em placa de petri estéril, uma
gota da solucdo de SYBR Green | (1:400), onde a membrana Anodisc ® contendo a amostra
impregnada foi colocada sobre esta gota a fim de realizar a marcagdo da amostra
(FUHRMAN et. al., 2007). Apds a incubacdo por 15 minutos, em temperatura ambiente e na

auséncia de luz, foram montadas as laminas, conforme citado anteriormente.

500 L | - [ 500uL | -

g

a

10X 80X 320X 1280X
Amostras t + + i+
concentradas 4500 pl Agua 3500 pL Agua 1500 pL Agua 1500 pL Agua
de dgua deionizada deionizada deionizada deionizada
I I I |
1/10 1/8 1/4 1/4

Figura 12. Esquema representativo demonstrando a dilui¢do seriada das amostras de 4gua concentrada
para realizacdo da Microscopia de Epifluorescéncia.

Em cada analise as membranas foram colocadas em laminas e fechadas com laminulas
para serem observadas no microscépio de fluorescéncia com luz azul (Axiops 50, Zeiss, Filtro
triplo Texas Red-lisotiocianato de fluoresceina-DAPI) em aumento de 1000X utilizando 6leo
de imersdo (Figura 13). Foram contados 30 campos aleatdrios, onde o produto da contagem
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foi inserido em uma equagéo que avalia a biomassa bacteriana e viral, conforme demonstrado
na figura 14 abaixo (LUEF et al., 2009).

Figura 13. Preparacdo das laminas para microscopia de epifluorescéncia. (A) Sistema de filtracéo,
contendo suporte de vidro acoplado em uma bomba a vacuo; (B) Montagem das laminas; (C)
Microscopio invertido de fluorescéncia Axiops 50, Zeiss.

Numerodecels/cm3=X.A.d.1/a.1/n.V

Onde:
X = numero total de células contadas

A = drea do filtro (4,90625 cm 3)

d = diluigdo (1280 X)

a = drea do campo do microscopio (1/a=3931,745 cm 3)
n = numero de campos contados (1/n=0,1)

V = volume da amostra filtrada (1/V=0,2)

Logo:
Numero de cels/cm 3 =X . 4,90625 . diluigdo . 3931,745.0,1.0,2=

I Ndmero de cels/cm 3 = X. diluigéo . 385,802478 I

Figura 14. Demonstracdo da formula para o calculo da biomassa bacteriana e VLPs, quantificada por
meio da técnica de microscopia de epifluorescéncia. Adaptado de LUEF et al., 2009.

As particulas virais contadas foram diferenciadas das bactérias através da analise do
tamanho da particula viral em comparacdo com célula bacteriana e também pela diferenca da
intensidade da fluorescéncia emitida por esses dois microrganismos sob a agdo dos corantes
(LUEF et al., 2009). O conteudo filtrado e as membranas analisadas foram armazenados e

estocados em ultrafreezer (— 80°C) para futuras analises.
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3.4.2 Anélise morfo-estrutural dos halovirus por microscopia eletrénica de transmisséo
(MET).

Para o processamento das amostras, por Microscopia Eletronica de Transmisséo
(MET), 500uL das amostras obtidas a partir do procedimento de adsorcdo-eluicdo em
membranas polarizadas, foram centrifugadas a 1200rpm por 5 minutos a 4°C, aliquotado
250uL do sobrenadante obtido e fixado com glutaraldeido a 2% para a MET. Em um
parafilme, foi adicionada uma gota contendo 20 pL de amostra. Apds esta etapa foi colocado
sobre a gota grades de Cobre (Cu™ 400 mesh), ja pulverizadas com carbono, e incubadas por
30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi feito o processo de secagem da grade por
10 minutos. Imediatamente apos, as grades foram lavadas 3 vezes em agua deionizada estéril
e 0 excesso de liquido retirado com papel de filtro. As particulas virais aderidas foram
contrastadas com acetato de uranila 2%, incubadas por 30 minutos, em seguidas lavadas 3
vezes com agua estéril retirando o excesso do liquido com papel filtro, e aguardar 24 horas até
a grade estar totalmente seca. Por fim, as grades foram analisadas em microscopio eletrdnico
(JEOL, JEM1011 — Electron Microscopy) a 80 Kv (Figura 15).

As imagens foram observadas em aumentos de 180.000 a 250.000 vezes, capturadas e
analisadas utilizando camera digital e software. Os virus foram caracterizados com base na
morfologia, tamanho e uniformidade estrutural de acordo com protocolo descrito por
KUTTER, et al. (2011) e LEE et al. (2011).

Figura 15. Microscopio Eletrénico de Transmissao (Jeol JEM 1011).
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4. RESULTADOS

41 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Os resultados fisicos obtidos in situ na Lagoa Vermelha, no periodo do verdo de 2014,
podem ser observados juntamente com suas médias e desvio padrdo (DP) conforme
demonstrado na tabela 2. Espacialmente, os trés pontos de coleta apresentaram valores
homogéneos independentemente da profundidade coletada, padrBes estes caracteristicos de
corpos lacrustres com pouco fluxo hidrico (baixo hidrodinamismo), intensa mistura da agua e
auséncia de estratificacdo vertical, devido a grande incidéncia de ventos e pouca profundidade
(TORRES, et al., 2009).

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos mensurados in situ no periodo do verdo de 2014, obtidos a partir
de 3 pontos de coleta na Lagoa Vermelha/RJ.

LV1 =70 235 ffail 14,5 3,04 1177 83,3 58,8
LvV2 >70 232 7,03 15,4 4,84 103,6 91,0 57,16
LV3 >70 233 7,00 11,4 3,75 115,7 88,6 55,3
MEDIA >70 233 70 13,8 39 112,3 87,63 57,09

o 0 0.2 0.1 21 0.9 7.6 3,94 1,75

Os resultados demonstrados na tabela 2 acima, indicam valores médios nos 3 pontos
de: salinidade maior que 70 s; temperatura 23,3°C; pH 7,0; turbidez 13,8 unt; oxigénio
dissolvido 3,9 mg/L; condutividade 112,3 mS/cm; potencial de oxi-redu¢do (ORP) 87,63 mV

e solidos totais dissolvidos 57,16 ppt.
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4.2 BATIMETRIA

O levantamento batimétrico identificou que a borda da lagoa possuia até 0,5 metros, a
parte média, até 0,8 metros e a maior parte central, 0,9 metros. Somente um pequeno ndcleo
central possuia profundidades entre 1,0 a 1,4 metros (Figura 16). O Ponto amostral LV1 e
LV3 possuem uma profundidade de 0,9 e 0,8 metros, respectivamente. Ja o ponto LV2 esta

inserido na regido mais profunda da Lagoa, com profundidade de 1,4 metros.
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Figura 16. Levantamento batimétrico da Lagoa Vermelha.

4.3 NUTRIENTES

Foi observada, espacialmente, uma pequena variagdo nas concentragfes de nutrientes
(Tabela 3). O ponto de coleta LV1 se destacou com maiores concentracfes de aménia (N-
NH,"), fosfato (P-PO,>) e fosforo total (PT), quando comparado-as aos outros pontos de
coleta (LV2 e LV3).

A média geral de nitrito (N-NO,) foi igual a 0,8 uM, o que segundo a Resolucéo
CONAMA n° 357/2005 é muito menor do que o maximo estabelecido para Classe 1, de 4guas
salinas (5 mM — 0,07 mg.L™%).

As concentragdes de aménia variaram de 2,06 a 5,98 uM e nitrito de 0,73 a 1,0 uM.
As formas dissolvidas de fosforo, conhecida como PO, e a concentracdo de PT variaram de
0,75a1,52 uM e 1,32 a 4,50 uM, respectivamente.
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Tabela 3. Concentracdo de nutrientes da coluna d’dgua nos pontos amostrados na Lagoa
Vermelha/RJ.

NUTRIENTES (uM)

Al\l;(())z"}:I({)iIS N-NO,  N-NIH. P-POS PT
LV1 0,73 5,98 1,52 4,50
LV2 1,00 2,06 0,79 1,32
LV3 0.75 3.57 0.75 1,93

Meédia 0.8 3.9 1,0 2,6
DP 0.1 2.0 0.4 1,7

4.4 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Os resultados obtidos na analise do pigmento fotossinteticamente ativo clorofila-a (Chl-
a) e feofitina-a (Feo-a) se apresentaram heterogéneos nos trés pontos de coleta, com média de
28,8uM (Tabela 4). O ponto amostral LV3 apresentou elevadas concentracdes de Chl-a (50,2
M) e a menor concentracgdo foi encontrada no ponto LV2 (5,85 puM).

Com relagdo aos resultados de Feo-a, através da razdo Feo-a/Chl-a pode-se observar
maior degradacdo da clorofila-a nos pontos LV2 e LV1, ja no ponto LV3 foi constatada pouca
degradacéo da Chl-a.

Tabela 4. Concentracdo de pigmentos fotossintetizante da coluna d"&gua nos pontos amostrados na
Lagoa Vermelha/RJ.

Aﬁgﬂﬁils CLOROFILA - A (uM) FEOFTINA - A (uM)
Lv1 30,44 18.53
LV2 5.85 483
LV3 50,20 7.74
Meédia 28.8 104
2 22,2 7.2
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45 MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA

A andlise por microscopia de epifluorescéncia permite quantificar através da
contagem direta 0 numero de bactérias e particulas semelhantes a virus (VLPs) presentes nas
amostras, os valores de abundancia bacterianas e virais. A abundancia bacteriana (AB) nos
trés pontos de coleta na Lagoa Vermelha, mensurada atraves da utilizacdo do laranja de
acridina, esta representada na figura 17. Analisando-se pontualmente as amostras observamos
que a amostra LV1 apresentou o maior valor de AB (5,73 x 10° céls./mL) e LV2 o menor
valor de AB (2,20 x 10° céls./mL). Em suma, foram encontrados valores homogéneos de
células bacterianas, com a mesma ordem de grandeza em todas as amostras de: 10° céls./mL

(Figural?).
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Figura 17. Avaliacdo da abundancia bacteriana média nos 3 pontos de coleta (LV 1, LV2e LV 3) da
Lagoa Vermelha com a utilizagdo do corante Laranja de Acridina.

Os resultados obtidos na Abundancia Viral (AV) nos trés pontos de coleta na Lagoa
Vermelha (Figura 18), mensurados com o corante Sybr Green |, demonstram que 0 ponto
LV3 apresentou o maior valor de AV (2,77 x 10° particulas/mL) e o ponto LV2 apresentou o
menor valor de AV (2,28 x 10° particulas/mL), porém todas as amostras obtiveram valores de
abundancia particulas virais com ordem de grandeza em de: 10° particulas/mL, néo

apresentando assim heterogeneidade.
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Figura 18. Avaliagdo da abundancia viral encontrada com a média entre os resultados obtidos com o
corante Sybr Green | nos 3 pontos de coleta LV1, LV2e LV3.

Nos 3 pontos de coleta foram observadas presencas de organismos planctontes, mais
especificamente protistas, procariotos, particulas semelhantes a virus (VLPs) e células
bacterianas em formato de cocos e bacilos, vivendo livres ou em colbdnias, além da
manifestacdo de biofilmes (Figura 19).

Biofilme

o Procarioto
bacterian -

Biofilme
bacteriano
SVLPs Protista 4 APs

Colénia de n:: :’eVBl;cstéms
A Bactérias B

Figura 19. Imagem de microscopia de epifluorescéncia da filtragdo amostral LV1 indicando distintos

micro-organismos encontrados, utilizando-se o corante Laranja de Acridina (A) e o corante Sybr
Green | (B).
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Buscando avaliar a abundéncia de organismos bacterianos e virais nos 3 pontos
coletados, se contatou uma pequena diferenca na relacdo entre a AB e AV, onde foram

observadas 1,4 células bacterianas a mais do que particulas virais (Figura 20).

ABUNDANCIA BACTERIANA x ABUNDANCIA VIRAL

5 050080

4.0x10994
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1.0x10%%4
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Amostras

Figura 20 - Avaliagdo geral da abundéncia bacteriana comparada com a abundancia viral nos pontos
LV1, LV2elLV3.

Ao analisar a relacdo de AB e AV comparando-se com cada ponto coletado, foi
observado uma grande semelhanga na quantidade de organismos entre os pontos LV2 e LV3,
com uma diferenca menor que 0,5 células/mL. Porém, o ponto amostral LV1, apresentou uma

diferenca de aproximadamente 2,2 células bacterianas/mL a mais que VLPs (Figura 21).

Abundéancia bacteriana e viral por ponto amostral
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Figura 21. Avaliagdo pontual da abundéncia bacteriana comparada com a abundéncia viral nos pontos
LV1, LV2eLVs.
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46 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os resultados encontrados permitiram avaliar e sugerir a classificagdo em grupos de
familias de acordo com analise morfo-estrutural das particulas virais detectadas em cada
ponto amostral. Dessa forma, foram caracterizados diferentes grupos virais de acordo com
suas especificacdes através de comparacdes com a literatura.

A figura 22 abaixo ilustra as particulas virais detectadas contendo morfologias
semelhantes a encontradas em integrantes da Ordem Caudovirales, mais especificamente das
familias Siphoviridae, Myovirirdae e Podoviridae. Vale resaltar que as amostras LV1 e LV3

apresentaram VLPs pertencentes as 3 familias citadas anteriormente.

Figura 22. Micrografias da analise realizada com microscopia eletrénica de transmissdo - 80kV.
Amostras LV1, LV2 e LV3, coletadas na Lagoa Vermelha/RJ - Verdo de 2014. A) Siphovirus. B)
Myovirus. C) Podovirus. Barra de escala de 100nm.
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5. DISCUSSAO

A avaliacdo da qualidade da &gua, na Lagoa Vermelha, foi realizada com base nos
limites impostos pela Resolugdo do CONAMA N°. 357, de 17 de margo de 2005, onde
algumas variaveis fisico-quimicas e biogeoquimicas mensuradas nos trés pontos de coleta
foram comparadas com padrbes ja estabelecidos para corpos hidricos salinos de classe 1
(Anexo 8.2), ressaltando a importancia da preservacdo da vida aquéatica e padrdes para
langamento de efluentes.

A "Regido dos Lagos" é caracterizada por possuir um micro-clima de tipo semiarido
guente a tropical (SILVA E SILVA et al., 2004), o periodo de dezembro a janeiro €
classificado como o de maior precipitacdo pluviométrica e temperatura com média de 25°C.
Neste periodo de verdo, podem ser constatados - em corpos hidricos - uma singela formacédo
de camadas ao longo da coluna d'agua com pequena variacao térmica, portanto, os resultados
referentes a temperatura média amena (23,23°C) encontrada no hipolimnio da Lagoa
Vermelha (camada mais profunda da lagoa, fria e mais escura), condiz com a variagédo
aceitdvel para as atividades biolégicas rente ao substrato em regides lacustres
(CHERNICHARO, 2010).

O pH neutro (7,0) encontrado, pode ser inserido na faixa 6tima de pH (pH 6,7 a 8,0)
para locais eutrofizados, salinos e com despejo de esgotos predominantemente domésticos
(VON SPERLING, 2005). A salinidade encontrada excedeu os limites do salindbmetro
utilizado, sendo maior que 70s valor este caracteristico de ambiente hipersalino (SILVA &
SILVA et al., 2004), sendo essa elevada salinidade altamente dependente do balanco hidrico
na Lagoa relacionado com a precipitacdo, evaporacdo e entrada de agua subterrénea de
origem marinha e continental (SILVA E SILVA, 2005). Através da mensuragdo de Solido
Total Dissolvidoa (STD) encontramos o valor de 57,32 ppt, que indica um dado relativamente

baixo para uma lagoa eutrofizada (PETRUCIO, 1998), no entanto, a precipitacio
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pluviométrica no dia anterior ao dia da coleta, promoveu a diluicdo da agua e
consequentemente acarretou na reducdo das concentracbes de STD (PEREIRA &
MENDONCGCA, 2006).

Os processos de circulacdo neste corpo lacustre sdo dominados pela agdo dos ventos,
os quais associados a baixa espessura da lamina d’agua e ao grande acimulo de matéria
orgénica, matérias solidas em suspensdo, microrganismos e algas favorecem a elevada
turbidez encontrada (13,8 UNT), somado a isso estes sistemas podem variar seus parametros
fisico-quimicos em funcdo da acdo de ventos, precipitacdo e poluicdo antropica. O fato ja
mencionado, sobre a chuva do dia anterior a coleta, também colabora para o resultado
encontrado de turbidez, onde ocorre um carreamento de sedimento das margens da Lagoa
(PEREIRA & MENDONCA, 2006).

De acordo com SANTOS & SANT'ANNA (2010), a condutividade elétrica média
(112,3mS/cm) e o potencial de oxi-redugdo médio (87,63 mV) encontrados foram elevados e
condizem com o esperado para regifes hipersalinas (> 2 mS/cm), ja a concentracdo média de
oxigénio dissolvido (3,9mg/L) foi baixa, podendo esse fato ser justificado pela grande
concentracdo de matéria organica na lagoa, onde os organismos tenderiam a consumir o
oxigénio dissolvido tornando o ambiente mais redutor, principalmente na interface entre a
agua e sedimento onde as amostras foram coletadas (PEREIRA & MENDONCA, 2006).
Além disso, as baixas concentracdes de OD (abaixo de 6 mg/L) e elevadas concentracdes de
nutrientes (PT, NO,, PO,> e NH,4") encontrados nos 3 pontos de coleta, de acordo com o
CONAMA (BRASIL, 2005), indicam que a Lagoa Vermelha se encontra eutrofizada,
ocorrendo um enriquecimento da dgua com compostos derivados de fosforo e nitrogénio -
gerando uma poluicdo organica - e causando efeitos tdxicos crbnicos aos organismos,
desequilibrios na riqueza, distribuicdo e mortandade das espécies.

Os resultados relacionados aos pigmentos fotossintetizantes (Chl-a e Feo-a)
demonstram uma grande variacdo dos valores encontrados, indicando uma relagdo direta com
a profundidade coletada, turbidez e teores de oxigénio dissolvido. Regibes eutrofizadas
possuem elevada turbidez, o que consequentemente desfavorece a fotossintese, onde foram
encontrados menores concentragdes de clorofila-a em regibes mais profundas da coluna
d'agua. Porém, isso nédo foi o observado em nossos 3 pontos de coleta, onde apesar da elevada
turbidez e baixa concentracdo de OD detectou-se elevados teores de Chl-a em alguns pontos.
Portanto, nos pontos de coleta LV1 (30,44uM) e LV3 (50,20uM) foi identificada maior
produtividade primaria (crescimento fitoplanctdnico) e taxa fotossintética quando se

comparada ao ponto LV2 (5,85uM). Esses resultados podem ser justificados pela maior
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intensidade luminosa nos pontos mais rasos (LV1 e LV2) e a grande eutrofizacdo local, que
permite o crescimento de organismos autotroficos, algas por exemplo, resistentes a
eutrofizacdo e capazes de captar energia luminosa mesmo com elevada turbidez local.

Concomitantemente, através da razdo entre Feo-a (feopigmento desmetalado da
clorofila-a) e Chl-a foi possivel observar grande degradagdo da Chl-a no ponto LV2 e LV1,
devido principalmente a proliferacdo de organismos heterotroficos e elevada intensidade
luminosa ocasionando foto-degradacdo na Chl-a, respectivamente. Ja o ponto LV3 obteve
maiores taxas de fotossintética (50,20 uM) e menor degradacdo da Chl-a, sugerindo que o
ponto LV3 estd em 6timas condicGes fisiologicas e de produtividade priméaria mesmo em um
ecossistema ser eutrofizado (BROTAS et al., 1995).

Com o aumento da especulacdo imobiliaria na Regido dos Lagos, desde a construcdo
da Ponte Costa e Silva (Ponte Rio-Niterdi), o despejo de esgoto doméstico em sistemas
lacustres da regido passaram a ser relatados e a faléncia ambiental comecou a ser decretada
em diversos corpos hidricos devido a hiper-eutrofizacdo (MOREIRA, 2003). Desse modo,
diversas pesquisas na regido foram desencadeadas, buscando averiguar a qualidade ambiental,
preservacdo dos ecossistemas, bem estar da populacdo, e consequentemente, estimular o
turismo ecologicamente consciente. Por isso, trabalhos como o de HOHN et al. (1986)
colaboraram para uma maior compreensdo do cenario fisico-quimico da dgua e composicao
sedimentar da Lagoa Vermelha a 30 anos atrés.

A partir dos resultados de parametros fisico-quimicos na coluna d"agua da Lagoa
Vermelha, HOHN et al. (1986), demonstraram que o este ecossistema era muito diferente do
atual, onde a temperatura média (30,15°C), pH alcalino (8,92) e oxigénio dissolvido (> 6
mg/L) eram maiores que 0S mesmos parametros mensurados neste trabalho. Portanto, através
de uma comparacdo entre os resultados atuais é evidente que a Lagoa vem sofrendo um
processo de degradacdo ambiental, principalmente por acdo antrépica com despejo de esgoto
domeéstico, oriundo de casas (nos extremos leste e oeste), extracdo de sal aos arredores,
balneabilidade e ligacdo com a eutrofizada Lagoa de Araruama. Todos esses fatores passaram
a gerar, em longo prazo, elevagdo na concentracdo de fosforo, acarretando em alteragdes dos
teores de clorofila-a e turbidez, determinando assim, um processo de eutrofizacdo (BURGER
et al., 2008).

O resultado obtido no levantamento batimétrico, identificou que em média a lagoa
apresentou 1,0 m de profundidade, onde apenas um pequeno nucleo central possuia
profundidade de 1,4 m, indicando a ocorréncia de um processo de assoreamento, pois HOHN

et al. (1986) descreveram que ela possuia uma coluna d"agua de até 1,70 m.
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Essa grande eutrofizagdo na Lagoa Vermelha pode ser causada até mesmo por um
eficiente processo de remineralizacdo, uma vez que foi apurado elevado nimero de células
bacterianas nos trés pontos de coleta, com variacdo de 2,20 x 10° a 5,73 x 10° células/mL.
N&o ha literatura quantificando o nimero de células bacterianas na coluna d"agua e sedimento
da Lagoa Vermelha; assim a comparacéo foi realizada com resultados de amostras da coluna
d"4gua do Sistema Lagunar de Marica (GUERRA et al, 2011), com média 10° células/mL. A
elevada abundancia bacteriana, possivelmente estd correlacionada com caracteristicas
especificas de lagoas hipersalinas onde sdo encontradas altas concentracfes de matéria
organica devido ao reabastecimento de nutrientes que substitui a perda por evaporacao
(HOHN & TOBSCHALL, 1986).

Portanto em ambientes com altas concentra¢Ges de matéria organica, como é o caso da
Lagoa Vermelha, ocorre um favorecimento do crescimento de microrganismos como bactérias
aerdbicas, anaerébicas e virus que realizam a ciclagem de nutrientes no ambiente
transformando-os de orgénicos para inorganicos. Vale ressaltar que, através da observagéo
amostral foi possivel identificar também a presenca de protistas, coldnias bacterianas e
particulas semelhantes a virus (VLPs), assim como biofilmes bacterianos formados
principalmente devido a elevada abundéncia de bactérias encontrada, onde gracas a
agregacdes ou interacOes celulares em condi¢bes em aerobiose ou anaerobiose sdo gerados
produtos extracelulares viscosos e compactados (exopolissacarideo, proteinas, Aacidos
nucleicos, etc.) que aderem-se a superficies bidticas ou abidticas (DAVEY & O’TOOLE,
2000).

Os resultados referentes & abundéncia viral (VLPs), demonstram que a grande
densidade viral nos trés pontos de coleta, variando de 2,28 x 10°a 2,77 x 10° particulas/mL, é
comumente relatada em ambientes hipersalinos no mundo, como por exemplo, a Mono Lake
(California - EUA), salinas no Mediterraneo, salinas no Sul da Coréia dentre outros (GUIXA-
BOIXAREU, 1996; SCHAPIRA, 2009; BETTARREL et al., 2010; SANTOS et al., 2012).

Geralmente o nimero de VLPs esta diretamente relacionado com o numero de células
de hospedeiros disponiveis, essa correlagdo aumenta tratando-se de ambientes hipersalinos
como a Lagoa Vermelha, devido principalmente a grande disponibilidade de matéria organica
e de abundancia bacteriana como j& foi mencionado anteriormente (SANTOS et al., 2012).
Porém, através de uma analise geral da média obtida entre os trés pontos de coleta, podemos
notar que a abundancia bacteriana média (3,63 x 10° céls./mL) excedeu aproximadamente 1
vez a abundancia viral média (2,56 x 10° particulas/mL), resultado normalmente néo relatado

em ecossistemas hipersalinos preservados (BETTARREL et al., 2010). Todavia, diversos
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trabalhos sugerem que em condicdes desfavoraveis a replicagdo litica, como: modificacGes
bruscas das condicdes fisico-quimicas e reducdo abrupta de hospedeiros, as particulas virais
deixam de realizar a infeccdo litica e optam pela lisogénica, inserindo assim seu material
genético na célula hospedeira, que por sua vez, se reproduz carregando em seu genoma 0S
genes virais. Essas condigdes estressantes geradas, essencialmente, pelas grandes descargas de
poluentes domésticos, estimulam o crescimento bacteriano e na auséncia de predadores
bacterianos (baixa bacterivoria) esses organismos se proliferam abundantemente, fato este
observado em nosso trabalho e fundamentando a elevada abundancia bacteriana (10°
céls./mL), na mesma ordem de grandeza da abundancia viral (10° particulas/mL) (JIANG et
al., 2004; SANTOS et al., 2012).

Com a microscopia eletrdnica de transmissao, obtivemos sucesso na deteccdo de
particulas virais da ordem Caudovirales, onde virus com morfologia, tamanho e estrutura
semelhantes aos da familia Podoviridae, Myoviridae e Siphoviridae estavam presentes na
agua, rente ao substrado, da Lagoa Vermelha independente das condicbes de eutrofizacdo e
degradacdo ambiental identificadas. PACTON et al. (2014), constatou a através da técnica de
metagendmica, a presenca de 585 cepas virais (10™ particulas/g) nas esteiras microbianas da
Lagoa Vermelha (coleta realizada em 2011), onde 64% dessas cepas pertenciam aos
Caudorivales com tamanhos de 50-100 nm, sendo a familia Siphoviridae identificada em
maior abundancia (50%), Myoviridae com 35% e Podoviridae com menor abundéncia (15%).
Elucidando, portanto, a interacao destes agentes virais como organomineralizadores presentes
em esteiras microbianas e ressaltando grande importancia dos virus na histéria evolutiva e
geoldgica da Terra.

A grande abundancia dos ciandfagos Caudovirales é comumente relatada em diversos
ecossitemas no mundo, ndo sendo diferente neste trabalho. Esses microrganismos compdem
cerca de 95% dos bacteriofagos ja conhecidos e essa superabundancia é devido, as
cianobactérias - "fosseis vivos" presentes em ambientes aquaticos, capazes de produzir
toxinas e se desenvolver em ambientes com elevados niveis de nutrientes - que ao longo da
historia evolutiva adquiriram grande adaptacdo morfoldgica, bioquimica e fisioldgica,
tornando-se extremamente abundantes, sendo portanto, um hospedeiro favoravel a infecgdes
virais (BITTENCOURT-OLIVEIRA & MOLICA, 2003).

Sendo assim, é de extrema importancia o estudo da microbiota e biogeoquimico em
sistemas hipersalinos (GUIXA-BOIXAREU, 1996; SANTOS, 2012).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Através das andlises fisico-quimicas, biogeoquimicas e microbioldgicas, foi possivel
constatar que ao longo de 30 anos a Lagoa Vermelha tém sofrido intensa deterioracdo na
qualidade ambiental, com elevada eutrofizacdo. Onde apesar da diferenga de profundidade e
de latitude, os trés pontos analisados em questdo demonstram-se praticamente homogéneos
devido a grande mistura vertical da coluna d'agua. As diferencas de produtividade primaria e
degradacdo da Chl-a, encontradas nos 3 pontos de coleta, indicam que apesar desta
eutrofizacdo, locais distintos da Lagoa podem possuir diferentes padrbes de produtividade
primaria e quimiossintese de acordo com a incidéncia luminosa, turbidez, teor de oxigénio
dissolvido e profundidade. Portanto, a Lagoa Vermelha pode ser classificada como um
ecossistema rico em matéria organica e inorganica, neutro, hipersalino, quase hipdxico, com
elevada condutividade, potencial de oxi-reducdo, turva e com grande produtividade primaria
pontual, permitindo a sobrevivéncia de restritos organismos como, por exemplo, arqueias,
procariontes redutores, cianobactérias, VLPs, protozoarios e algas.

Com relacdo a amostragem microbioldgica nos trés pontos da Lagoa Vermelha, foi
possivel observar elevada e semelhante abundéncia bacteriana e viral na ordem de grandeza
de 10° cels./mL, sugerindo que independentemente da eutrofizacdo da lagoa, organismos
heterotroficos - como as bactérias - sdo favorecidos, gerando assim um aumento populacional
de hospedeiros celulares para as particulas virais infectarem. Estimulando dessa maneira, a
lisogenia viral, garantindo a conservacdo do genoma viral no hospedeiro e sua estabilidade
quantitativa mesmo em condigdes hostis.

Assim, foi possivel detectar a presenca de 3 familias virais (Siphoviridae, Myoviridae
e Podoviridae) pertencentes a ordem mais abundante e cosmopolita de cianéfagos ja descrita

no mundo.
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Apesar da deteccdo viral e andlise das condigBes biogeoquimicas ambiental, é
necessario o refinamento o aperfeicoamento de técnicas mais sofisticadas, como por exemplo
0 sequenciamento, para identificacdo e elucidacdo adequada dos virus presentes na Lagoa.

Portanto, este trabalho serve como base para futuras analises na virologia aquética
ambiental da Lagoa Vermelha, que por possuir caracteristicas Unicas - como a grande
hipersalinidade e biodiversidade restrita - se destaca entre outros ecossistemas no Rio de
Janeiro. Assim sendo, Lagoa Vermelha é um dos poucos ecossistemas no mundo com a
presenca de estromatdlitos, construcdes organosedimentares que evidenciam formas
microscopicas de vida na Terra datadas no periodo Pré-Cambriano, havendo deste modo, um
grande apelo pela preservacdo e monitoramento ambiental neste ecossistema tdo singular,
sendo de suma importancia futuras analises do papel dos virus hal6filos na dindmica desse

ecossistema lacustre hipersalino.
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8. ANEXOS

8.1. Autorizacdo de Pesquisa Cientifica para a Unidade de Conservacdo Parque Estadual
da Costa do Sol n°. 002/2015 concedida pelo INEA.
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i

b .
GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

SECRETARIA DE ESTADO DO AMBIENTE - SEA
INSTITUTO ESTADUAL DO AMBIENTE - INEA

AUTORIZAGAO DE PESQUISA CIENTIFICA INEA N° 002/2015.

AUTORIZACAO PARA PESQUISA CIENTIFICA
EM UNIDADE DE CONSERVACAO

O Diretor de Biodiversidade e Areas Protegidas do Instituto Estadual do Ambiente — INEA,
no uso de suas atribuicdes legais, considerando a Portaria IEF/RJ/PR n° 227 de 18/12/2007 e
considerando, ainda, o que consta no procedimento administrativo E-07/002.16232/2014,
AUTORIZA a pesquisadora MIRIAN ARAUJO CARLOS CRAPEZ, vinculada & Universidade
Federal Fluminense - UFF, e sua equipe, Elisamara Sabadini Santos, Carolina Neumann Keim,
José Augusto Pires Bitencourt, Simone Pennafirme Ferreira, DanieI'Dias Loureiro, Guilherme
Oliveira Andrade da Silva e Lorena da Graga Pedrosa de Macena, a obter dados no Parque
Estadual da Costa do Sol - PECS, com vistas & execugio do projeto de pesquisa “Esteiras
microbianas em ambientes hipersalinos - subsidios para conservagiao ambiental”, devendo

ser observadas as condigdes discriminadas no verso deste documento e ainda aquelas previstas
na Portaria supracitada.

A presente autorizagdo tem validade de 10 (dez) meses a partir da data de sua assinatura.

Rio de Janeiro, _ % fAa~S" 7de 2015

Guido Gelli
Diretor de Biodiversidade e Areas Protegidas

[ ]
SECRETARIA DE instituto estadual
atinadvolersunds 'nea do ambiente

Avenida Venezuela. 110 - Saiide — Rio de Janeiro - RJ-CEP: 20081-312 — Tel: 2332-4640
www.inea.gov.br

Rio de Janeiro
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8.2.  Pardmetros estabelecidos pelo CONAMA 357/2005 como padrdo de qualidade em
aguas salinas classe 1 (BRASIL, 2005).

pH Entre 6,5a 8,5
Oo.D > 6,0 (mg/L)
NO, <0,07 (mg/L)
NH," < 0,40 (mg/L)
PO, <0,031 (mg/L)
< 0,062 (mg/L)

PT
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